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RESUMO

Os peixes elétricos sdo conhecidos por sua conspicua habilidade de gerar e detectar campos
elétricos, fendmenos conhecidos respectivamente como eletrogénese e eletrorecepcao. A
integracdo destes sistemas permite que os Gymnotiformes se comuniquem e
eletrolocalizem objetos no meio circundante. Nesta dissertagdo, proponho uma nova
alternativa a0 monitoramento ambiental utilizando informagdes sobre as caracteristicas
biofisicas das descargas dos orgaos elétricos (D.O.E) de duas espécies de peixes elétricos
Amazonicos da familia Apteronotidae: Apteronotus hasemani e Apteronotus bonapartii. O
principio ¢ fundamentado na caracteriza¢ao temporal do sinal elétrico emitido pelo peixe e
baseia-se no fato de que a freqiiéncia e forma de onda das descargas dos 6rgdos elétricos
(D.O.E), variam em funcdo das caracteristicas fisico-quimicas do ambiente aquatico. No
capitulo 1 descrevo o caminho que seguimos na selecdo das espécies. No capitulo 2
estabelego os padrdes normais de descargas, baseados na estabilidade temporal das D.O.E.s
de A. hasemani e A. bonapartii. No capitulo 3 investigo o efeito do pH, um parametro que
naturalmente varia em ambientes Amazonicos e¢ que pode influenciar diretamente a
atividade elétrica desses peixes. E no capitulo 4 testo o efeito da dgua de formagdo, um
produto secundario da exploracdo do petréleo nas D.O.E.s de 4. hasemani. Devido ao fato
das D.O.E desempenharem um importante papel em intera¢des sociais, mudangas induzidas
por diferentes quimicos podem influenciar o comportamento do peixe e sua sobrevivéncia.
Os dados obtidos serdo utilizados para contribuir no desenvolvimento de um modelo de
biomonitoramento em tempo real para ambientes aquaticos expostos a efluentes

potencialmente toxicos.
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ABSTRACT

Electric fishes are well known for their conspicuous ability to generate and to detect electric
fields, called electrogenisis and electroreception. The integrated electrogenic and
electrosensory system of the Neotropical Gymnotiform fishes serves two purposes:
communication, and active electrolocation. In this dissertation I suggest an alternative for
environmental monitoring using information about biophysical characters of the electric
organ discharges (E.O.D.) of the Amazonian electric knifefishes: Apteronotus hasemani
and Apteronotus bonapartii. The principle is established on the time characterization of the
electric signal emitted by the fish and is based in the fact that the E.O.D frequency and
waveform, vary as a function of physico-chemical characteristics in aquatic environment.
In the first chapter 1 describe the way that we follow to select the species. In the second
chapter I establish the normal pattern discharges, based on the E.O.D temporal stability of
both species. In chapter 3, this study evaluates the effects of pH, a variable that naturally
change in Amazon environments and can cause directly influence on the electric activity of
those species. In chapter 4 I test the effect of a secondary product associated to petroleum
exploration, agua de formagao, in 4. hasemani E.O.D. Because E.O.D plays a role in social
interactions, changes induced by these chemicals could influence fish behavior and
survival. These results will be used to contribute in development of a real time

biomonitoring system to aquatic environments.
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INTRODUCAO

A histéria da bioeletrogénese

A fascinacdo do homem por peixes elétricos data mais de 5000 anos atras, sendo
que a primeira ilustragdo de um peixe eletrogénico (Malapterurus electricus) esta retratada
em um templo funerario real no Antigo Egito, em Mastaba Ti (Moller, 1995). Durante os
1000 anos do periodo Greco-Romano (500 AC até 500 DC) esses peixes inspiraram
filosofos, experimentalistas e fisicos (Moller, 1995) que comecaram a inferir sobre o
fenomeno natural da eletricidade (Wu, 1984).

Na América do Sul, naturalistas como Carl Sachs e Alexander von Humboldt, por
volta de 1800 relataram a intensiva utilizagcdo de Electrophorus electricus, o puraque (do
tupi-guarani, “aquele que entorpece”), por indios nativos da regido no tratamento de
doengas, similarmente as praticas realizadas pelos antigos gregos (Ellis, 1913).

O interesse dado a eletricidade animal culminou na descoberta do fendmeno da
bioeletricidade e no principio fisiologico geral de que ela ¢ desencadeada por nervos e
atividades musculares. A propria invengdo da bateria elétrica (pilha Voltaica) (Volta, 1800),
foi baseada na tentativa de se reproduzir a agdo de um 6rgao elétrico natural em laboratorio.
Os orgaos elétricos dos peixes promoveram questionamentos e dificuldades especificas na
formulacdo da teoria da selecdo natural. Uma das grandes questdes deixadas por Charles
Darwin no capitulo seis do seu livro “Sobre a origem das espécies” (Darwin, 1859), foi (1)
como compreender e abordar teoricamente o significado biologico da descarga de 6rgaos
elétricos, entdo recentemente descobertos, (2) qual a razdo da existéncia destes orgaos, (3) e
por quais pressdes evolutivas foram gerados.

Ainda que a bioeletrogénese ja tivesse suas bases estabelecidas no século XIX, foi
somente no inicio de 1950 que Hans Lissman demonstrou a existéncia da eletrorrecepg¢ao
através de estudos comportamentais (Lissman, 1951; Lissman & Machin, 1958; Machin &
Lissman, 1960), sendo esta a primeira indicagdo convincente sobre a importancia e razao da
existéncia das descargas dos orgdos elétricos e a resposta para a origem das propriedades
eletrogénicas dos peixes, embora experimentos anteriores tenham sugerido esta
possibilidade (Parker & van Heusen, 1917; Kokubo, 1934 apud Moller, 1995). Em poucas
décadas, os peixes elétricos passaram de uma curiosidade zoologica e atualmente compdem

um grupo modelo no estudo de processamento e evolugao sensorial dos vertebrados.



Peixes Elétricos

Dentre os teleosteos, duas ordens de peixes desenvolveram independentemente a
capacidade de gerar e detectar campos elétricos, fenomenos conhecidos respectivamente
por eletrogénese e eletrorecepcdo (Bullock & Heiligenberg, 1986; Carr, 1990): os
Mormyriformes distribuidos ao longo do continente africano e os Gymnotiformes na
América do Sul (Bullock & Heiligenberg, 1986; Finger et al., 1986; Moller, 1995). Os
sistemas eletrogénico e eletrosensorio (S.E.E.), atuando em conjunto, permitem que os
peixes localizem objetos e organismos no ambiente € comuniquem-se (Heiligenberg, 1990).
Objetos e organismos proximos, assim como as Descargas dos Orgios Elétricos (D.O.E.s)
de outros peixes, distorcem a geometria do campo elétrico do individuo. Estas distor¢des
sdo captadas pelos eletroreceptores e processadas pelo Sistema Nervoso Central,
permitindo que o peixe adquira informagdes fundamentais sobre o meio onde se encontra
(Bullock & Heiligenberg, 1986). Embora sistemas eletrosensorios incluam alguns dos
circuitos mais bem compreendidos no Sistema Nervoso Central dos vertebrados, pouco se
sabe sobre como os peixes eletrolocalizam objetos (Rasnow, 1994; Assad et al., 1999) e
constatam alteracdes fisico-quimicas no meio circundante.

A descarga total do individuo ¢ a soma das descargas de cada célula do orgao
elétrico, e os Gymnotiformes, em funcdo das caracteristicas temporais das D.O.E.s podem
ser divididos em dois grupos: espécies onduladoras e espécies pulsadoras (Bullock, 1974;
Hopkins, 1974; Alves-Gomes, 1997; Caputi, 1999). De acordo com Caputi (1999), em
espécies onduladoras, o intervalo entre descargas consecutivas dos orgaos elétricos € tao
curto que D.O.E.s consecutivas formam ondas continuas como senoidais distorcidas. Ao
contrario, os peixes pulsadores possuem uma D.O.E de curta duragdo, com um longo
intervalo de siléncio entre duas descargas consecutivas (Alves-Gomes, 1997).

A ordem Gymnotiformes possui cerca de 130 espécies (Albert, 2003; de Santana,
2003; de Santana et al., 2004), divididas em sete familias (Alves-Gomes et al., 1995;
Alves-Gomes, 1998): Sternopygidae, Electrophoridae, Gymnotidae, Rhamphychthidae,
Hypopomidae, Eigenmaniidae e Apteronotidaec. Em algumas bacias hidrograficas, como na
Bacia do Orinoco, os Gymnotiformes compdem cerca de 86% da fauna bentonica (Marrero
& Taphorn, 1991), e estudos recentes indicam que ¢ o grupo mais abundante da fauna
bentonica em rios de aguas brancas (Lundberg & Weber, 1987; Barletta, 1995; Cox
Fernandes, 1995, 1998a) e pretas (Garcia, 1995) na Amazonia.



Apteronotideos — osciladores biologicos altamente estaveis

Esta dissertacdo examina os chamados peixes elétricos fracos, que geram campos
menores ou iguais a 100 mV/cm utilizados para a comunicagdo e percep¢ao do ambiente.
Dentro da ordem Gymnotiformes, a familia Apteronotidaec ¢ a mais diversa do ponto de
vista morfologico e também a que possui o maior nimero de espécies, 47 (Mago-Leccia,
1994; Alves-Gomes, 1997; de Santana, 2002; Albert, 2003; de Santana, 2003; de Santana et
al., 2004; de Santana & Maldonado-Ocampo, 2004).

Nesta familia, a parte muscular do 6rgdo foi degenerada ao longo do processo
evolutivo do grupo, e o 6rgdo elétrico destes individuos é formado pelos proprios neurénios
espinhais que inicialmente inervam o 6rgao elétrico. Em fun¢do desta peculiaridade, todas
as sinapses associadas as D.O.E.s sdo elétricas.

Membros desta familia sdo unicos por produzirem D.O.E.s em freqiiéncias além
de 2000 Hz (Alves-Gomes, 1997), com coeficientes de variagdo (desvio padrao/média) da
ordem de 0,0002 segundos (Mortgat et al., 2000), conferindo a estes animais o status de
osciladores bioldgicos mais estaveis atualmente conhecidos e, portanto, altamente
adequados para estudos de biomonitoramento (Schwertner & Alves-Gomes, 2003).

As propriedades biofisicas das D.O.E.s estdo intimamente relacionadas as
caracteristicas fisico-quimicas da agua (Thomas er al., 1996a, 1996b) e ao estado
fisiologico do peixe. Mudancas na composicdo da dgua podem causar alteragdes nas
D.O.E.s seja pelo aspecto puramente fisico (lei de Ohm), onde o 6rgao elétrico atua como
uma fonte de corrente e a inclusdo de um novo elemento quimico na agua causara uma
mudanga na condutividade do circuito; ou seja pela acdo indireta de substancias quimicas
no metabolismo do peixe, que podera alterar o ritmo das descargas ou a forma de onda.

Assim, € possivel testar e determinar precisamente o efeito de diferentes tipos de
poluentes, em diferentes concentragdes, nos padrdes de descarga das espécies. Sabendo-se
esses padrdes, pode-se entdo percorrer o caminho inverso e analisar as D.O.E.s para

monitorar a presenga de substancias quimicas na d4gua onde o peixe se encontra.

A utilizacido de peixes elétricos como biomonitores

No inicio de 1962, intrigados pela regularidade da mudanca na taxa de D.O.E

muitos pesquisadores sugeriram o uso de Gymnotus carapo (Linnaeus) e Eigenmannia sp.
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como tema de bioensaios para drogas neurotropicas (Krivoy et al., 1962, 1963; Holmstedt
et al., 1964). Toerring (1978) estudou a influéncia da temperatura nas D.O.E.s do peixe
elétrico africano Marcusenius cyprinoides (Mormyriformes). Grove & Moller (1979)
estudaram os padrdes de descargas gerados por Brienomyrus niger (Mormyriformes)
quando submetido a diferentes concentracdes dos inseticidas dieldrin e malation. Geller
(1984) introduziu outro peixe elétrico africano, Gnathonemus petersii, como indicador de
toxicidade para mercurio, cobre, cianeto e arsénico. Subseqiientemente, outros autores
estudaram a influéncia de varios outros fatores fisico-quimicos também no comportamento
elétrico de Gnathonemus. Kunze & Wezstein (1987) testaram as drogas dopaminérgicas
apomorfina e haloperidol; Lewis & Kay (1991) estudaram o efeito da temperatura e Lewis
et al. (1992a) o efeito do pH. Seguiram-se estudos com cianeto (Lewis et al., 1992b), com
os pesticidas atrazina e lindane (Lewis ef al., 1993), com os metais pesados cadmio, cromo
e cobre (Lewis et al., 1994), e com oxido de tributiltina, amonia, nitrato, e fosfato (Lewis
etal., 1995).

Estes trabalhos mostraram que Gnathonemus muda a sua D.O.E perante a
presenca de doses muito baixas de poluentes, mas a interpretagdo dos resultados
encontrados por estes trabalhos ¢é problematica pela inadequagdo da descarga de
Gnathonemus. Ao contrario dos apteronotideos Sul americanos, os peixes elétricos
africanos (que evolutivamente sdo bastante distantes dos peixes elétricos da América do
Sul) descarregam seus 6rgdos elétricos de uma forma muito irregular, e sempre houve uma
dificuldade de se estabelecer os ritmos basais do peixe, e determinar a partir de que ponto a
mudanca no ritmo de descarga era devido aos poluentes testados (Alves-Gomes, CTPetro).
Além disso, um biosensor testando a situacdo da qualidade de agua nao deveria somente
responder a presenga da toxina, mas idealmente também identifica-la (isto €, ser toxina-
especifico). Uma vez que a taxa de D.O.E do peixe ¢ suscetivel a uma ampla gama
potencial de estimulos que confundem (incluindo quimicos ndo toxicos), a escolha de G.
petersii ou qualquer outro Mormyriformes como indicador de toxina-especifico torna-se

ambigua (Moller, 1995).

Peixes elétricos Sul americanos como biomonitores

A atencao concedida aos peixes sul americanos (Gymnotiformes) para estudos de
biomonitoramento iniciou-se com Pimentel-Souza (1988) que estudou o efeito da

concentracao de dioxido de carbono na freqiiéncia das D.O.E.s de Apteronotus albifrons
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(Linnaeus) e Eingenmannia virescens (Valenciennes), e posteriormente sugeriu um projeto
de biomonitoramento de dguas doces utilizando uma espécie pulsadora, Gymnotus carapo
(Linnaeus).

Mais recentemente, Thomas ef al. (1996a, 1996b), testaram a influéncia de cianeto
de potassio na D.O.E de Apteronotus albifrons, um apteronotideo sul americano. Os
resultados mostraram que Apteronotus pode detectar concentragdes de cianeto de 34.6 pg/l
em menos de meia hora, correspondendo aos requisitos de um indicador de polui¢do por
cianeto em estagdes de monitoramento de agua. Apteronotus albifrons foi usado pela

facilidade com que estes animais sdo encontrados no mercado aquarista internacional.

Exploracio Petrolifera na Amazoénia

A atividade petrolifera no Norte do Brasil, especificamente na Amazodnia
brasileira, teve inicio em 1988 as margens do rio Urucu (afluente do Solimdes que fica a
650 Km de Manaus), onde foi instalada uma unidade de exploragdo e produgao. O petroleo
e o gas natural sdo levados por um poliduto de 280 Km até o terminal do Solimdes e dai
seguem em navios até a refinaria de Manaus (Ciéncia Hoje, 2002). Em 1998, a producao
teve um aumento significativo e atinge hoje 60 mil barris diarios de petroleo, oriundos de
mais de 50 pogos de perfuracdo (Val & Almeida-Val, 1999; Petrobras, 2003), além de sete
milhdes de m® de gas natural e mil toneladas de gas de cozinha. Essas cifras tornam a bacia
do Solimdes a terceira maior produtora de petréleo do Brasil, responsavel por cerca de 5%
das reservas nacionais e pelo abastecimento de toda a Regido Norte (Ciéncia Hoje, 2002).

Gerar riquezas através destes recursos naturais € necessario, contudo, a
preservagdo do meio ambiente tornou-se nos ultimos anos, palavra de ordem nos processos
industriais, € o0 progresso econdmico deve conseqiientemente, levar em conta a conservacao
dos sistemas naturais. Além disso, varias atividades associadas a exploracdo, refino e
transporte do petroleo e gas natural produzem sub-produtos e efluentes que podem ser
altamente nocivos ao meio ambiente. Acidentes desse tipo, como se sabe, causam grande

impacto ambiental, economico e social.

Sub-produto da exploracio do petroéleo — Agua de Formacao



A agua de formagdo, produto secundario da exploracdo de petroleo representa
grande desafio para os organismos aquaticos da Amazonia. Estima-se que em geral, para
cada barril de petroleo cru, sdo gerados nove barris de dgua de formagao (APECO, 1993).
A 4gua de formagdo ¢ potencialmente perigosa porque carrega altos niveis de sal e ¢
regularmente liberada para o meio ambiente, aumentando drasticamente a quantidade de
ions nas 4guas da Bacia Amazodnica (IIAP, 1993). Em Urucu, porém, a Petrobras reinjeta a
agua de formacao nos pocos, diminuindo consideravelmente a possibilidade de poluicao
ambiental por este produto. Contudo, em outros locais esta 4gua € um problema ambiental
sério e, além disso, acidentes nunca devem ser totalmente descartados.

Quimicamente, a agua de formagdo ¢ uma solucdo contendo altos niveis de
sulfatos, bicarbonatos, fenois, cloretos, sodio, calcio, magnésio, mercurio, cadmio, cromo,
arsénico, chumbo, ¢ também possui niveis consideraveis de cianeto ¢ materiais ndo idnicos
como 6leos, compostos organicos, e anti-emulsificantes (Maco, 1996).

A liberagdo, acidental ou ndo, desta dgua em sistemas aquaticos, pode causar
severos danos nas assembléias de organismos em geral, incluindo vertebrados,
invertebrados e plantas (Jenssen, 1994). No Peru, aguas de formagdo elevaram
significativamente os niveis de cloretos em rios e lagoas (Maco, 1996), apesar de ainda nao
haver disponivel nenhuma avaliacdo especifica destes efeitos sobre as comunidades de

organismos (Val & Almeida-Val, 1999).

Relevancia do biomonitoramento para a Amazonia

Apesar dos crescentes esforcos no sentido de minimizar acidentes ambientais em
provincias petroliferas e de géas natural em geral, ainda ndo existe “risco zero”, € nem
sempre procedimentos adequados sdo implementados em todas as etapas do processo e,
ainda que em pequenas quantidades, elementos toxicos sdao geralmente liberados no
ambiente (Alves-Gomes, CTPetro).

O uso de sistemas de conten¢do de derramamentos requer uma logistica que, além
de complexa, ndo ¢ totalmente eficaz (Ciéncia Hoje, 2002), e na maioria das vezes o
problema ¢ detectado tardiamente quando ja houve algum comprometimento da
biodiversidade. Além disso, a preservacao da qualidade da agua significa a preservacao da
integridade de uma cadeia de espécies que dependem destes recursos. Muitas dessas

espécies servem como fonte de alimento e de renda para populacdes humanas da regido
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Amazonica. Um sistema de biomonitoramento ininterrupto e em tempo real da qualidade da
agua, pode prevenir e monitorar as provaveis fontes de risco de acidentes e

conseqiientemente minimizar desastres ecologicos.

Esta dissertagdo ¢ sobre um exercicio de percep¢ao numa modalidade sensorial
incomum a espécie humana, e propde uma nova alternativa ao monitoramento ambiental,
fundamentada nas andlises das propriedades biofisicas das D.O.E.s de peixes elétricos
Amazonicos. No Capitulo 1 descrevo o caminho que seguimos na escolha das espécies,
apresento a area de coleta, e o aparato metodolégico que desenvolvemos para mapear as
descargas elétricas dos peixes.

No Capitulo 2, busco descrever o comportamento elétrico de duas espécies da
Familia Apteronotidae, através do estabelecimento do padrdo normal de descarga dos
orgios elétricos. Baseada na estabilidade e regularidade temporal das D.O.E.s destas
espécies, proponho um sistema de biomonitoramento através do campo elétrico gerado por
A. hasemani e A. bonapartii.

No terceiro capitulo, o alvo especifico foi investigar a influéncia do pH nas
descargas elétricas das espécies. As analises indicaram respostas significativas para os
diferentes valores de pH testados.

No Capitulo 4, testo o efeito de um produto secundario da exploragao do petroleo,
a agua de formagdo, em diferentes concentragdes, nas D.O.E.s de 4. hasemani. E finalizo
esbocando a possibilidade efetiva da utilizagdo de peixes elétricos Gymnotiformes como

elemento central de um sistema de biomonitoramento de qualidade de agua.
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CAPITULO 1

Seleciio das espécies, area de coleta e processamento dos sinais elétricos.

Dentre as mais de quarenta espécies de peixes elétricos Apteronotideos presentes
na Amazonia brasileira, selecionamos duas espécies, Apteronotus hasemani e Apteronotus
bonapartii, em funcdo de sua maior abundancia relativa em esfor¢os de campo,
adaptabilidade a alimentagdo e cativeiro, baixa susceptibilidade a doengas e estabilidade
das descargas elétricas. A figura 1.1 mostra a freqiiéncia das D.O.E.s ao longo de 24 horas

e a forma de onda das espécies (figura 1.2 e figura 1.3).
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Fig 1.2 - Forma da onda A. bonapartii

Fig 1.3 - Forma da onda 4. hasemani
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1.1 Area de coleta

Realizamos as coletas no Complexo de Lagos do Cataldo na Ilha Xiborena,
Iranduba, proximo a cidade de Manaus - AM, latitude 3° 15° S e longitude 59° 58° W
(Figura 1.4).

Os peixes foram capturados com rede de cerco em diversos ambientes de dguas
brancas e pretas, associados a capins flutuantes e bancos de macroéfitas aquaticas, dentre
elas: Eichhornia crassipes (Martius), Pistia stratiotes L. e Salvinia sp.,. Cada espécie de
peixes elétricos tem sua D.O.E propria, ¢ em detrimento desta caracteristica, para a
localizagdo das espécies selecionadas, utilizamos um amplificador diferencial portatil
acoplado a eletrodos e alto-falantes, que promove a conversao das freqiiéncias das D.O.E.s

cm Som.

Figura 1.4. — Imagem LANDSAT da area do complexo de lagos Cataldo, mostrando o encontro dos

rios Negro e Solimdes. (Fonte SigLab — INPA, LANDSAT 231-062-030121).
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1.2 Manutencio dos individuos

Os animais capturados foram conduzidos ao Laboratério de Fisiologia
Comportamental — LFC/INPA e inicialmente mantidos em aquarios coletivos de 200 litros.
Posteriormente, foram isolados em aquarios individuais de 40 litros com sistema de filtro
bioldgico e aeradores individuais. Utilizamos agua estabilizada nos tanques de manutencao
€ nos aquarios experimentais, a partir de 4gua do poco artesiano do INPA, cuja composicao

fisico-quimica ¢ conhecida (tabela 1).

A agua oriunda do pogo artesiano foi mantida por cerca de 10 dias em um sistema
de circulagdo fechada em caixas de 1000 e 2000 litros com filtro bioldgico ativo. Este
periodo no sistema de filtragdo proporciona uma estabilizagdo dos parametros cruciais
como pH, oxigénio e condutividade em torno de valores compativeis aos encontrados na
natureza e aqueles mantidos nos tanques do Laboratério de Fisiologia Comportamental

onde os peixes permanecem. Estes parametros foram monitorados diariamente.

Tabela 1.1 — Composicdo fisico-quimica da agua do pogo artesiano do INPA - 1

PH 4,8 Ferro dissolvido (mg/L) <0,005
CE (uS/cm) 19,5 Ferro Total (mg/L) <0,005
Nitrogénio de nitrato (mg/L) 0,45 Célcio (mg/L) 0,35
Nitrogénio amoniacal (mg/L) <0,1 Sédio (mg/L) 0,9
Magnésio (mg/L) <0,020 Potassio (mg/L) 1,1
Cloretos (mg/L) 1,77 Dureza (mg de CaCO5/L) 1,02

1.3 Deteccdo, gravacio e analise dos sinais elétricos

Para evitar instabilidades no sinal elétrico, os peixes foram acondicionados em
tubos de PVC perfurados, de tamanho apropriado e com as extremidades teladas. Na
captacao das D.O.E.s utilizamos um par de eletrodos de prata; o eletrodo positivo (+)

posicionado préximo a cabega e o negativo (-) proximo a nadadeira caudal.

Em todos os experimentos, os aquarios foram acondicionados no interior de uma
caixa de Faraday horizontal com agua a 25°C revestida externamente de isopor para evitar a
perda excessiva de calor com o meio. Esta caixa funcionou como um “banho maria” para

manter a temperatura dos aquarios constante ¢ foi aterrada eletricamente para evitar a
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interferéncia de ondas eletromagnéticas. No interior da caixa de Faraday a temperatura foi
controlada por meio de canos de cobre na forma de uma serpentina, ligados a um aparelho
termo-regulador. A 4gua foi distribuida e re-circulada sincronicamente por este termo-
regulador para dentro da caixa de Faraday. Os valores de pH, temperatura e condutividade
foram estabelecidos em fun¢ao da 4gua comumente utilizada nos tanque de manutengao dos

peixes: 6,5 £ 0,16, 25°C, e 50 uS/cm respectivamente.

Os sinais foram amplificados entre 10 e 500 vezes com amplificador diferencial
(AC/DC A-M Systems, Inc.modelo 3000); monitorados com um contador de freqiiéncia
(Fluke 196 Scopemeter), e visualizados através de um osciloscopio (Tektronix TDS 220).
Os sinais amplificados foram digitalizados com conversores analogico/digital (Digidata
1322A e Vetter Digital 3000A) e gravados de duas formas: VCR (fitas VHS) associadas ao
sistema Vetter 3000 e no disco rigido de um computador, com o programa Axon Scope,

associado ao Sistema Digidata 1322.

Com os sinais armazenados, realizamos uma série de analises sobre a forma de
onda e freqiiéncia das D.O.E.s por meio de software’s especificos (Fluke View, Systat,
Dataplore e MatLab). Em cada capitulo descrevo os procedimentos metodologicos

adotados para aquisi¢ao e processamento dos sinais elétricos.
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CAPITULO 2

Padroes Normais das Descargas dos ()rgﬁos Elétricos (D.O.E.s) de Apteronotus

hasemani e Apteronotus bonapartii

INTRODUCAO

Os peixes da ordem Gymnotiformes, conhecidos como peixes elétricos da
América do Sul, sdo capazes de gerar descargas elétricas por meio de um tecido
especializado denominado orgdo elétrico. Este orgdo consiste de milhares de células,
denominadas eletrocitos, dispostas em série e paralelo especializadas em gerar correntes
(Rasnow, 1994). A ativacdo desses eletrocitos € sincronizada, e suas correntes unidas,
produzem um campo elétrico macroscopico conhecido como descarga do 6rgio elétrico
(D.O.E, Bennett, 1971).

Além da capacidade bioeletrogénica, estes peixes também possuem células
sensoriais modificadas distribuidas sobre a superficie do corpo, que detectam gradientes de
voltagem no ambiente. Estas células, denominadas eletroreceptores, monitoram
constantemente o campo gerado a cada descarga do 6rgdo elétrico, e qualquer alteragdo da
geometria do campo causada por objetos, organismos, ou pela interferéncia da descarga de
outro peixe, sdo codificadas pelos eletroreceptores e enviadas até o sistema nervoso central,
onde sdo processadas (Moller, 1995).

Os sistemas eletrosensorial e eletrogénico (S.E.E), atuando em conjunto,
permitem que os peixes se comuniquem e eletrolocalizem objetos e organismos no
ambiente (Heiligenberg, 1990). Esta modalidade elétrica inquestionavelmente explica seu

sucesso ecoldgico em aguas Neotropicais.

Perspicacia Temporal

A diversidade da D.O.E ¢ refletida na forma de onda individual e em seu
padrao temporal (Moller, 1995). O aspecto temporal das D.O.E.s individuais pode ser
extremamente varidvel em alguns peixes (espécies pulsadoras) e altamente regular em
outros (espécies onduladoras), neste caso, ultrapassando em regularidade qualquer

relogio bioldgico atualmente conhecido (Bullock, 1969).
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Dentro da Ordem Gymnotiformes, a familia Apteronotidae ¢ a mais diversa do
ponto de vista morfologico e também a que possui 0 maior numero de espécies, 47 (Mago-
Leccia, 1994; Alves-Gomes, 1997; de Santana, 2002; Albert, 2003; de Santana, 2003; de
Santana et al., 2004; de Santana & Maldonado-Ocampo, 2004).

Nesta familia, a parte muscular do o6rgdo elétrico foi degenerada ao longo do
processo evolutivo do grupo (Alves-Gomes com. pessoal), e atualmente consiste de um
nervo espinhal final modificado (sendo, portanto, denominado de oOrgdo -elétrico
neurogénico), enquanto o 6rgao elétrico de todos os outros peixes elétricos ¢ derivado do
tecido muscular (miogénico) (Rasnow, 1994). Em fung¢ao desta peculiaridade, nesta familia,
todas as sinapses associadas as D.O.E.s sdo elétricas. O 6rgdo elétrico de Apteronotus € o
oscilador neural mais estavel e veloz atualmente conhecido (a freqiiéncia fundamental de
algumas espécies ultrapassa 2 KHz) (Bullock, 1970).

Ao invés de mapear o ambiente em tempos discretos (através de breves pulsos),
como fazem os peixes de pulso, Apteronotus o mapeia continuamente com freqiiéncias
discretas e constantes. Esta acuidade lhes confere vantagens adicionais para estudos de
biomonitoramento. Minhas primeiras medidas de Apteronotus hasemani e Apteronotus
bonapartii confirmaram que ndao somente a freqliéncia fundamental das D.O.E.s ¢

altamente estavel, mas também cada detalhe de suas formas de onda.
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2.1 Antecedentes metodologicos e justificativas

Neste estudo, as condigdes experimentais foram mantidas constantes sob os

seguintes aspectos:

a) a agua utilizada nos tanques de gravacdo foi a 4gua padrido definida
anteriormente, oriunda do sistema de pogo artesiano do INPA e mantida por cerca de 10
dias em um sistema de circulagdo fechada com filtro biolégico ativo. Este periodo no
sistema de filtracao bioldgica proporciona uma estabilizagdo dos parametros pH, oxigénio e

condutividade.

b) mantivemos iluminagao artificial constante ao longo do experimento. Zupanck
et al., (2001), em experimento com Apteronotus leptorhynchus observaram variagoes
significativas nas D.O.E.s em fun¢do de varia¢dao na luminosidade.

c) a temperatura permaneceu constante a 25°C durante todo o tempo de
experimento. Muitos autores t€ém observado a influéncia da temperatura da agua na
freqiiéncia do sinal em Gymnotiformes (Ferreira, 1953; Enger & Szabo, 1968; Pimentel-
Souza et al., 1976; Pimentel-Souza & Fernandes-Souza, 1985; Pimentel-Souza, 1988;
Thomas et al., 1998; Ardanaz et al., 2001). Schwassmann (1971) e Toerring & Serrier
(1978), observaram que essa relagdo ¢ mais nitidamente definida para espécies que emitem
sinais de freqiiéncia das D.O.E.s mais estaveis (onduladores), e menos para espécies que
emitem sinais variaveis (pulsadores).

O aumento da temperatura causa um aumento da taxa metabolica dos peixes e isto
deve trazer conseqiiéncias a taxa de descarga do 6rgdo elétrico. No caso especifico das
espécies estudadas, por serem peixes onduladores, que descarregam em freqii€ncias
bastante elevadas e com custo metabdlico provavelmente alto, ¢ de se esperar que variagdes
de temperatura tenham influéncia relevante na atividade elétrica de Apteronotus hasemani e

Apteronotus bonapartii. Considerando estas premissas, controlamos esta variavel.
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2.2. METODOS

2.2.1 Manutencio dos individuos

Sob condigdes experimentais definidas, ¢ em funcdo de uma &agua de
propriedades fisico-quimicas padronizadas, realizamos gravacdes durante 24 horas
ininterruptas das D.O.E.s de 12 individuos de cada espécie. Utilizamos dois tanques
experimentais com capacidade de 10 litros, cada um contendo um peixe confinado nos
abrigos individuais de PVC com aeragdo constante. A condutividade elétrica (CE) foi
aproximadamente 50 puS/cm e o pH 6,5 + 0,16. Estes valores foram estabelecidos em

funcao da agua comumente utilizada nos tanque de manutengao das espécies.

Ao longo do experimento (a cada 24 horas) contamos com dois amplificadores
similares, um para cada peixe, o que nos possibilitou adquirir o sinal elétrico de dois peixes
e grava-los por meio de dois canais simultanecamente. Visando facilitar a compreensdo de
nossas analises posteriores, optamos por utilizar dois grupos de seis peixes de cada espécie.
Sendo assim, os grupos gravados no canal um foram considerados do grupo I e os peixes

registrados no canal dois considerados do grupo II.

2.2.2 Hardware - Aquisi¢cdo e gravacio dos sinais elétricos

Na captacao dos sinais elétricos utilizamos dois pares de eletrodos de prata, com
eletrodo positivo (+), proximo dois cm a cabeca e eletrodo negativo (-) proximo dois cm a
cauda do peixe. O sinal das D.O.E.s foi amplificado através de amplificador diferencial
(AC/DC Amplifier) com ganho de 50 vezes. O sinal amplificado foi monitorado com um
contador de freqiiéncia (Fluke 196 Scopemeter) e visualizado na tela de um osciloscopio
(Tektronix TDS 220). Ao mesmo tempo, os sinais foram digitalizados com conversores
analogico/digital (Digidata 1322A e Vetter Digital 3000A) e em seguida gravados com
sistemas de grava¢ao de dados (AxonScope ¢ VCR).

Os sinais das D.O.E.s de cada peixe avaliado, foram monitorados durante todo o
periodo de 24 horas do experimento, sendo que, a cada 2 horas, por 5 minutos, as D.O.E.s
foram gravadas em fita magnética (gravacao de seguranga), e foram adquiridos por meio do
software AxonScope, 1500 sweeps com resolucao de 100 KHz, com cada sweep de 20 ms
(equivalente a 1 minuto e 15 segundos). Ao final do experimento os peixes foram

sacrificados, etiquetados e conservados em alcool 70%. Realizei a sexagem de cada
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individuo e com paquimetro digital extrai medidas morfométricas do comprimento total,
comprimento padrdo e comprimento da cabeca, no intuito de investigar futuramente

possiveis relagdes destas variaveis com as D.O.E.s destas espécies.

2.2.3 Software’s - Analises das D.O.E.s

Realizamos andlises detalhadas das D.O.E.s por meio de sofiware’s especificos

(FlukeView®, Dataplore® e MatLab®).

Através do FlukeView registramos a freqiiéncia instantdnea a cada 10 segundos
durante 24 horas de gravagdo. Posteriormente, estes dados foram convertidos em arquivos
de extensdo #xt. Para se ter uma idéia mais concreta de nossas aquisi¢des de sinais,
obtivemos para cada individuo uma série temporal de dados dispostos em uma planilha da
seguinte forma: em uma coluna, 86400 segundos referente as 24 horas de gravacdo e na
outra, 8641 valores de freqiiéncia instantanea. Calculamos a média das freqiiéncias das
D.O.E.s, o desvio padrao (DP) e o coeficiente de variagdo (CV). Obtivemos dados de

minuto a minuto, 30 a 30 minutos, a cada hora ¢ das 24 horas do monitoramento.

Dataplore foi a ferramenta utilizada para andlise de sinais e dados em séries
temporais. Através deste programa, avaliamos a autocorrelagdo dos sinais elétricos. A
analise de autocorrelagdo fornece informagdes sobre a similaridade do sinal ao longo do
tempo. Obtivemos também o Espectro de Densidade (Power Spectrum Density - PSD),
através da transformada de Fourrier. O PSD avalia o sinal no universo das freqiiéncias

integrando os valores em fun¢do do tempo (Schwertner, 2005).

Matlab 5.3 (The Mathworks, Inc.) foi responsavel pelo célculo do espectro de
densidade (Power Spectrum Density — PSD) em nossos processamentos de dados para
avaliagdes das formas de ondas das D.O.E.s. Este programa ¢ um sistema interativo, cujo
elemento basico ¢ uma matriz que ndo requer dimensionamento explicito e nos permitiu
desenvolver, adequar e executar algoritmos especificos (m-files) para as andlises de sinais
dos peixes elétricos. Para isto, os sinais adquiridos por meio do software AxonScope foram

convertidos em formatos ASCII.

Adotamos um padrdo grafico de PSD que concatena dados de espectro de

densidade, para avaliarmos a estabilidade dos componentes da forma de onda das D.O.E.s.
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Foi feito PSD para uma amostra aleatoria de 20 ms do sinal obtido a cada duas horas (PSD
com base de célculo: transformada de Fourrier com 2048 pontos, janelamento Hanning e
freqiiéncia de amostragem de 100 KHz). O PSD ¢ baseado nos algoritmos da FFT (Fast
Fourrier Transform) que atualmente ¢ a técnica mais utilizada para analise dos espectros de
freqliéncia dos Gymnotiformes (Thomas et al., 1996a, 1996b; Thomas et al., 1997, 1998;
Crampton, 1998b; Assad et al., 1999; Kramer, 1999a; Kramer, 1999b; Thomas, 2000; Cox-
Fernandes & Podos, 2004; Schwertner, 2005).

21



2.3. RESULTADOS

2.3.1 Freqiiéncia das D.O.E.s - Apteronotus hasemani

As figuras 2.1 e 2.2 representam graficos de freqiiéncias instantdneas de A.

hasemani registradas a cada 10 segundos no decorrer de 24 horas para peixes do grupo I e

II respectivamente.

Freqiiéncia (Hz)

Figura 2.1 — Freqiiéncias das D.O.E.s (Hz) em 24 horas, para A. hasemani (grupo I).

Freqiiéncia (Hz)

Figura 2.2 — Freqiiéncias das D.O.E.s (Hz) em 24 horas, para A. hasemani (grupo II).
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Apresento nas tabelas abaixo as médias, desvios padroes (DESV PAD) e
coeficientes de variagao (CV) das freqiiéncias de 4. hasemani, em 24 horas de experimento,

considerando individuos do grupo I (tabela 2.1) e grupo II (tabela 2.2).

Tabela 2.1 — Média, desvio padrao e coeficiente de variacao das freqiiéncias das D.O.E.s ao longo

de 24 horas.

GRUPO 1 - A. hasemani

Peixe N° 1 2 3 4 5 6
Média 765,39 760,43 848,22 810,58 740,03 726,25
DESV PAD 6 4,159 5,766 5,627 9,348 7,834
CV 8,118x10”  5470x10” 6,798 x10” 6,941 x10” 1,263 x10"* 1,079 x10™*

Média da freqiiéncia em Hertz (n° descargas elétricas por segundo).

Tabela 2.2 — Média, desvio padrao e coeficiente de variacao das freqiiéncias das D.O.E.s ao longo

de 24 horas.

GRUPO 11 - A. hasemani

Peixe N° 1 2 3 4 5 6
Média 662,56 745,82 843,71 790,08 713,66 762,04
DESV PAD 13,307 14,942 8,662 8,266 10,765 8,685
CV 2,008 x10° 2,003 x10™  1,027x10*  1,046x10% 1,508 x10* 1,140 x10™

Média da freqiiéncia em Hertz (n° descargas elétricas por segundo).

Os menores e maiores coeficientes de variagdo calculados para 1 minuto, 30

minutos e a cada 1 hora foram da ordem de 10 e 10 para peixes dos dois grupos.

2.3.2 Freqiiéncia das D.O.E.s - Apteronotus bonapartii

Os registros das freqiiéncias instantaneas de A. bonapartii para individuos do

grupo I e Il podem ser visualizados nas figuras 2.3 e 2.4, respectivamente.
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Figura 2.3 — Freqiiéncias das D.O.E.s (Hz) em 24 horas, para 4. bonapartii (grupo I).
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Figura 2.4 — Freqiiéncias das D.O.E.s (Hz) em 24 horas, para A. bonapartii (grupo II).

Nas tabela 2.3 e 2.4 sdo apresentados os valores de Média, Desvio Padrao e
Coeficiente de variacdo, calculados a partir de 24 horas de monitoramento, para os grupos |
e II. Os coeficientes médios de variagdo para 1 minuto, 30 minutos ¢ a cada 1 hora
estiveram entre os maximos e minimos valores de 10, 10 ¢ 10" para os dois grupos de

peixes.
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Tabela 2.3 — Média, desvio padrdo e coeficiente de variacao das freqiiéncias das D.O.E.s ao longo

de 24 horas.

GRUPO I - A. bonapartii

Peixe N° 1 2 3 4 5 6
Média 1073 1182 1099 1037 1161 1106
DESV PAD 4,366 6,19 6,55 8,318 5,50 2,69
CV 4,068x10°  524x10%  5964x10”  8,024x10”  1937x10*  2.434x10*

Média da freqiiéncia em Hertz (n° descargas elétricas por segundo).

Tabela 2.4 — Média, desvio padréo e coeficiente de variagdo das freqiiéncias das D.O.E.s ao longo

de 24 horas.

GRUPO 11 - A.bonapartii

Peixe N° 1 2 3 4 5 6
Média 1127 1066 1099 1084 1037 1085
DESV PAD 0,1940 3,95 6,555 1,910 11,697 13,882
CvV 1,722x10%  3713x10”  5964x10"  1,763x10”  1,128x10*  1,279x10™

Média da freqiiéncia em Hertz (n° descargas elétricas por segundo).

2.3.3 As Formas de Onda de A. hasemani e A. bonapartii

As formas de onda periddicas de espécies onduladoras como os Apteronotideos,
assemelham-se em diferentes graus a uma sendide. Apresento na figura 2.5 a forma de onda
de um individuo de A. hasemani no inicio do experimento, e apds as 24 horas de gravagoes
constantes (figura 2.6). O eixo y representa a amplitude, e o eixo x, tempo (20
milisegundos). Pode-se notar um padrao de regularidade das formas de onda entre o inicio e
término do monitoramento. Mostro aqui, as formas de onda para tempos iniciais e finais de
um individuo de cada espécie. Porém, as D.O.E.s de todos os peixes foram avaliadas a cada
2 horas e observei que as variagdes entre os padrdes de forma de onda para o mesmo peixe
em diferentes tempos, foram qualitativamente menores quando comparadas entre peixes

diferentes.
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Figura 2.6 — Forma da onda de A. hasemani ao final das 24 horas.

O mesmo pode ser observado para um individuo de A. bonapartii, inicio (figura

2.7) e término das gravacoes (figura 2.8).
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Figura 2.8 — Forma da onda de 4. bonapartii ao final das 24 horas.

Em uma onda senoidal pura, a Transformada de Fourrier abrange um unico pico
de energia em torno da freqiiéncia fundamental, com nenhuma harmoénica. Como os sinais
de Apteronotus nao compdem uma senoidal pura, os desvios de fases observados em nossos
sinais introduzem complexidade ao perfil espectral, transferindo energia para os picos

seguintes que representam os intervalos harmdnicos. Através do espectro de freqiiéncia
27



(figura 2.9) podemos observar o primeiro pico que exprime a freqiiéncia fundamental, isto

¢, a taxa de repeticdo dos ciclos de descargas elétricas, seguido das harmdnicas.

100

R R e ]

2443

4081 5713 7345

Frequéncia (He)

2378 10610

— Datablock —
Mame = [nput &
Date =05/0ct/04
Time =1526:54
Fund =816 Hz
RAMS = 348Y
Peak = B32%
pC = 04w
THDr = 3696 %
THDI = 3978 %
FFact=1.69
CF = 182
— Curzor Walues —
BN 216 Hz
2. 1632 Hz
d=: 216 Hz
g 100.0 %
2 KXR
dy: -BE2 %

Figura 2.9 - Espectro de Freqiiéncia de Apteronotus hasemani, obtido através da

Transformada de Fourier (FFT). O cursor 1 indica a freqiiéncia fundamental e os picos

seguintes representam as harmonicas.

Por meio do software Dataplore realizamos analises de autocorrelagdo e

constatamos alta similaridade dos sinais elétricos ao longo do tempo para A. hasemani e A.

bonapartii (figura 2.10).

Figura 2.10 — Autocorrelagdo do sinal elétrico. Observa-se alta similaridade ao longo do

tempo.

Nas figuras 2.11 e 2.12 apresento o Espectro de Densidade para dois peixes do

grupo I e II respectivamente, onde se observa a magnitude da freqii€ncia ao longo do tempo

de gravacdo. Os graficos foram compostos por dados de PSD concatenados, calculados a
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partir de sinais de 20 ms e registrados a cada duas horas durante 24 horas para cada

individuo.
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Figura 2.11 — PSD para A. hasemani (grupo I). O primeiro pico indica a freqiiéncia

fundamental, seguida das harménicas.
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Figura 2.12 — PSD para A. hasemani (grupo II). O primeiro pico indica a freqiiéncia

fundamental, seguida das harmoénicas.
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2.4 DISCUSSAO

2.4.1 A Estabilidade das D.O.E.s de A. hasemani e A. bonapartti

Bullock (1970) propos que o 6rgado elétrico de Apteronotus ¢ o oscilador bioldgico
mais estavel atualmente conhecido, depois de relatar um coeficiente de variacdo da
freqiiéncia da ordem de 0.00012 por alguns segundos. Usando também o coeficiente de
variacdo (desvio padrao/média) como medida desta regularidade, nossos resultados
mostram que ao longo de 30 minutos e a cada 1 hora, a variagdo da freqii€ncia pode chegar
a ordem de 0.00017 segundos (peixe I, grupo II, A. bonapartii) e, além disso, as freqiiéncias
e formas da onda das D.O.E.s permanecem estaveis e preservadas numa escala temporal de
24 horas. Ainda que, nas nossas condigdes experimentais, nossos coeficientes de variagao
tenham ficado entre 10” e 10™ segundos (Tabelas 2.3 e 2.4), ¢ possivel reconhecer uma
grande estabilidade temporal nas D.O.E.s das duas espécies, ndo sé confirmando os
experimentos de Bullock (1970) e Moortgart (2000), mas também atestando a
adequabilidade destes organismos para biomonitoramento.

Verificamos para as duas espécies que as variacdes entre os padrdes de forma de
onda para o mesmo peixe em diferentes tempos, foram qualitativamente menores quando
comparados entre individuos diferentes. Nos peixes que estudamos, a forma da descarga
elétrica parece ser unica para cada individuo. O mesmo foi observado por Rasnow (1993)
através de um estudo de mapeamento do potencial elétrico de Apteronotus leptorhynchus.
Se a forma da onda serve como uma “impressao digital”, que individuos da mesma espécie
utilizam para reconhecimento individual e sexual, tal estabilidade das D.O.E.s parece ser
vantajosa, tanto na habilidade de modular padrdoes de descargas elétricas, quanto no
desempenho individual em variagdes dentro da comunidade (Rasnow, 1994).

As freqiiéncias e formas de onda dos peixes elétricos sdo moduladas numa longa
escala de tempo por esterdides (Zakon, 1987). Para que o reconhecimento individual
ocorra, o peixe deve ter meios de interpretar os complicados padrdes de interferéncia
resultantes das interacdes entre os campos elétricos. E, na tentativa de aperfeigoar nossa
compreensao, ou intuicdo sobre o sentido elétrico, vamos abordar um pouco sobre os

principios de operagdo dos orgaos elétricos.
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2.4.2 Caminho de comando e o 6rgao elétrico

Toda a atividade do 6rgao elétrico ¢ controlada por um nucleo na medula cerebral
que possui uma atividade enddgena (¢ capaz de continuar disparando periodicamente
mesmo se for isolado cirurgicamente da medula e colocado em uma placa de vidro com
soro fisioldgico) e, por isso, ¢ denominado nticleo marcapasso. Cada D.O.E individual ¢
gerada no marcapasso dos Gymnotiformes e transmitida através de neurénios motores da
coluna vertebral até o 6rgao elétrico (Alves- Gomes com. pessoal) .

A estabilidade da D.O.E tem sido sobretudo atribuida a esses nucleos da medula
cerebral que controlam a atividade do 6rgdo elétrico. O nlicleo marcapasso em Apteronotus
¢ bastante amplo e possui muito mais neurénios quando comparado a outros
Gymnotiformes (Ellis & Szabo, 1980). Pelo fato destas células estarem eletrotonicamente
emparelhadas, o ruido temporal no comando de sinais pode ser reduzido em propor¢ao a
raiz quadrada do numero total de células. E esta extrema estabilidade da forma de onda das
D.O.E.s, sugere que todos os componentes do sistema eletromotor devem estar funcionando
numa alta fidelidade (Rasnow, 1994).

O orgao elétrico de Apteronotus extende-se ao longo de todo o corpo até a
extremidade da cauda, situando-se ventralmente a espinha cordal (Bennett, 1971). Axdnios
do grupo de células do nucleo marcapasso projetam-se abaixo da espinha cordal, para
inervar neuronios eletromotores. Em intervalos regulares ao longo da espinha cordal, os
axonios eletromotores descendem em nervos bifurcados até o 6rgao elétrico, onde terminais

especializados funcionam como eletrocitos (Waxman, 1972 apud Rasnow, 1994).

2.4.3 Atributos do senso elétrico - Implicacdoes Ecologicas e Comportamentais

A perspicacia temporal do senso elétrico ¢ excelente, porque a descarga do 6rgdo
elétrico ndo se propaga como uma onda, mas existe como um campo -eletrostatico
(Hopkins, 1986). A dissipacdo das freqiiéncias das D.O.E.s na 4gua ¢ insignificante e nao
existem atrasos perceptiveis no tempo de chegada dos sinais de diferentes lugares. Em
comparacao, sinais acusticos, que se propagam no ar € na agua com aproximadamente 0.3 e
1.5 microsegundo respectivamente, sao deformados por difragdo, interferéncias e ecos.

Enquanto a vegetagdo e o terreno exercem profundo efeito nas propriedades acusticas dos
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cantos das aves (Richards, 1980), as propriedades temporais dos sinais elétricos serdo
minimamente afetadas por transmissdes do ambiente circundante (Rasnow, 1994).

Visualizamos no sinal de um peixe elétrico uma composi¢ao de sendides, com
muitas harmonicas, € em compara¢do com 0s sinais acusticos, as composigoes espectrais
das D.O.E.s se projetam em uma ampla banda. Hopkins (1980) encontrou freqiiéncias
dominantes de 23 espécies simpatricas numa abrangéncia de 150 Hz a 12 KHz, o que
corresponde a sete oitavas. As freqiiéncias dominantes de espécies de aves Norte
Americanas compoem trés oitavas (Brenowitz, 1986).

Podemos também ir além, e estabelecer uma comparacao do sentido elétrico com
a visdo. Neste caso, podemos inferir que o senso elétrico tem relativamente baixa resolugao
espacial, porém, as propriedades temporais no campo elétrico ndo sdo corrompidas por
dispersdo, como ¢ a maioria dos outros sinais sensoriais. Este fato levou Hopkins (1986) a
propor que as caracteristicas temporais dos campos dos peixes elétricos devem ser tao
importantes para a eletrolocalizacdo, quanto caracteristicas temporais o sdo dentro da
modalidade actstica. Pensando neste caminho, podemos sugerir uma analogia, citando
como exemplo a ecolocagdo em morcegos, a qual ¢ componente de base na localizacao de

objetos, alimentos e reconhecimentos individuais.

2.4.4 A caminho de um sistema de biomonitoramento

Abordamos neste capitulo o comportamento elétrico de 4. hasemani e A.
bonapartii em uma agua de propriedades fisico-quimicas conhecida. Buscamos também
melhorar nosso entendimento sobre o sentido elétrico, através da interpretagdo dos seus
caminhos de funcionamento, bem como suas implicagdes ecologicas e comportamentais.

Nossos resultados demonstraram alta estabilidade temporal das freqiiéncias e
formas de onda das D.O.E.s para as duas espécies, o que torna plausivel sua utilizacao
como elemento central de um sistema de biomonitoramento da qualidade de agua. Uma vez
estabelecidos os padrdes normais das D.O.E.s para estas espécies, podemos investigar se
estes peixes respondem as variacdes ambientais, € sendo isto positivo, avaliar quais as
conseqiiéncias destas variaveis nas freqiiéncias e formas de onda das D.O.E.s.

Nos capitulos seguintes, sigo testando as respostas elétricas destes peixes em
diferentes valores de pH, um parametro que naturalmente varia em ambientes Amazonicos,

¢ na presenga de um composto toxico, resultante da exploragdo do petroleo.
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CAPITULO 3

Efeito do pH nas Descargas dos Orgﬁos Elétricos de Apteronotus hasemani e

Apteronotus bonapartii

INTRODUCAO

Os peixes elétricos neotropicais, Ordem Gymnotiformes, sdo conhecidos por sua
conspicua habilidade de gerar e detectar correntes elétricas. Peixes da familia
Apteronotidae geram um campo elétrico fraco, porém de alta freqiiéncia e, em uma agua de
propriedades fisico-quimicas estabilizadas, as descargas dos orgaos elétricos (D.O.E.s)
destes peixes permanecem altamente conservadas ao longo do tempo.

Antes de estudar o efeito direto de poluentes associados a industria do petroleo
nas D.O.E.s de Apteronotideos, ¢ interessante conhecer como eles respondem a parametros
que variam naturalmente no ambiente, e quao sensiveis sdo a estas alteragdes. Sabe-se que a
temperatura da agua influencia as freqii€ncias das descargas elétricas emitidas por
Gymnotiformes. Um estudo recente demonstrou uma perfeita relagdo linear entre
oscilacdes da temperatura da agua e a freqiiéncia das D.O.E.s de Apteronotus albifrons
(Thomas et al., 1998).

Em atencdo a integridade de um sistema de biomonitoramento, surge a questao
sobre a influéncia de outras variaveis fisico-quimicas, como o pH do meio circundante, no
comportamento elétrico destes peixes. Em ambientes naturais, o pH sofre variagdes didrias
e periddicas, sendo necessario distinguir as respostas bioldgicas causadas por variagdes de
parametros ambientais, daquelas causadas pela presenca de substancias toxicas.

Este capitulo tem como objetivo, investigar o efeito do pH da dgua nas D.O.E.s de
Apteronotus hasemani e Apteronotus bonapartii, € estabelecer as condigdes otimas de pH
para as duas espécies. Com isso, espero contribuir com informagdes adicionais para a
modelagem de um sistema de biomonitoramento através das andlises das descargas

elétricas geradas por esses peixes.
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3.1. METODOS

A manuten¢do dos individuos, bem como a aquisi¢do, grava¢do e andlise dos
sinais elétricos foram similares aquelas descritas no Capitulo 2. Apresento aqui somente as

diferencas.

3.1.1 Manutencao dos individuos e obtencao dos valores de pH

Utilizamos tanques experimentais contendo 10 litros de 4gua estabilizada, a
temperatura constante de 25°C, CE 50 uS/cm e pH inicial 6.8 £ 0.11, iluminacao e aeracao
constantes. Nestas condic¢des, os individuos permaneceram 60 minutos para aclimata¢ao ao
espaco, cada um em seu aquario independente.

As D.O.E.s de A. hasemani e A. bonapartii foram monitoradas com pH variando
em uma escala de 3.0 a 9.0. Na primeira hora os peixes permaneceram em agua
estabilizada, que foi avaliada como um padrdao normal para cada individuo. Nas duas horas
seguintes, foram submetidos aos valores de pH selecionados. Para cada valor de pH,
utilizamos oito individuos de cada espécie, totalizando 56 peixes para cada uma delas. Na
obtencdo de pHs acidos e basicos utilizei acido fosforico (H3PO,) e hidroxido de sédio
(NaOH), respectivamente. Estes compostos sdo comumente comercializados em mercados

aquaristas visando o controle do pH da 4gua.

3.1.2 Aquisicao e gravacao do sinal elétrico

Os sinais elétricos dos peixes foram captados com amplificadores, digitalizados,
gravados e armazenados por meio de programas e equipamentos adequados. Apos uma
hora de aclimatagdo, estipulamos o tempo zero (TO) como inicial. A partir do trigésimo
minuto apos o TO para cada individuo, foram amostrados 20 ms (equivalente a 1 min e 15
segundos) das formas de onda das D.O.E.s, a cada 10 minutos, até o minuto 120. Outras
duas gravagdes aos 150 e 180 minutos completaram as mensuragdes.

Ao final da primeira hora, os tubos contendo os peixes foram transferidos para
aquarios com as mesmas dimensdes daqueles contendo agua estabilizada, porém com os
pH’s modificados. Desta forma, obtivemos trés medidas das D.O.E.s antes do inicio do

teste com pH (em agua estabilizada) para os tempos (30, 40 e 50 minutos) e mais oito
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medidas apos a mudanga do pH, nos tempos (70, 80, 90, 100, 110, 120, 150 e 180 minutos),
para cada individuo.

Registramos os dados em fitas magnéticas (VHS) através de VCR, um minuto por
peixe para cada tempo estabelecido e captamos as freqiiéncias instantdneas das D.O.E.s
continuamente ao longo das 3 horas (180 minutos) por meio do freqiiéncimetro Fluke

Scopemeter 196.

3.1.3 Software’s - Analises das D.O.E.s

Realizamos analises detalhadas das D.O.E.s por meio de software’s especificos
(FlukeView", Systat® e MatLab®).

Através do sofiware FluckeView 4.1, registrei a freqiiéncia instantanea a cada 10
segundos durante 3 horas de gravacdo (180 minutos). Obtive uma série temporal de 10800
valores de freqiiéncia ao longo de trés horas (10800 segundos). A principio, fiz regressoes
lineares simples para cada individuo dentro dos pH’s testados, considerando toda a série
temporal (10800 valores). Posteriormente, fiz a média de seis valores (1 minuto) de
freqiiéncia para cada um dos 11 tempos padronizados. Para minimizar os efeitos das
variagdes individuais de freqliéncia nas D.O.E.s, normalizei as freqiiéncias absolutas em
termos percentuais. A média das trés medidas, feitas imediatamente antes de submeter o
peixe ao pH a ser testado (30, 40 e 50 minutos), foi considerada como 100% do valor das
D.O.E.s. Os valores obtidos subseqiientemente para cada ponto foram calculados em
fung¢do deste valor normalizado.

SYSTAT 9.0 (Wilkinson, 1998) foi o programa estatistico utilizado para avaliar o
efeito do pH ao longo do tempo nas freqiiéncias das D.O.E.s de A. hasemani e A.
bonapartii. Relacionei a variavel dependente (% freqiiéncia) ao longo do tempo para cada
valor de pH, através de andlise de regressdo linear simples. O efeito das varidveis
independentes, tempo e pH, foi avaliado através de regressoes lineares neste programa,
utilizando o modelo geral linear (GLM). Investiguei o efeito isolado do tempo e do pH,
bem como as interagdes destas duas varidveis no modelo. Para o ultimo tempo (T180)
relacionei a varidvel dependente (% de freqiiéncia) com o pH, no intuito testar, o modelo

matematico que melhor se adequou nos testes realizados por Thomas (1997).

Matlab 5.7 (The Mathworks, Inc.) foi responsavel pelo célculo do espectro de

densidade (Power Spectrum Density — PSD) em nossos processamentos de dados para
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avaliagoes das formas de ondas das D.O.E.s. Os sinais adquiridos por meio do software
AxonScope foram convertidos em formatos ASCII. Foi feito PSD para uma amostra
aleatoria de 20 ms do sinal obtido para os 11 tempos estabelecidos. No processo de
captagdo e registro das D.O.E.s, a freqliéncia de amostragem foi de 100 kHz e a base dos
tamanhos do sinal para o célculo da Transformada de Fourier - FFT foi 1024 pontos. Os
algoritmos (m-files) que desenvolvemos para estas analises encontram-se anexados no final

deste capitulo.
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3.2. RESULTADOS

Os resultados dessa investigagdo mostram claramente que as variagdes de pH da
agua afetam significativamente a estabilidade temporal das freqiiéncias das descargas dos

orgaos elétricos de Apteronotus hasemani e Apteronotus bonapartii em func¢ao do tempo.

3.2.1 Freqiiéncia das D.O.E.s - Apteronotus hasemani

Nas figuras 3.1 a 3.7 apresento os resultados das analises de regressdo linear,
plotando os valores percentuais de freqiiéncia de 4. hasemani ao longo do tempo para os
sete valores de pH testados (3.0 a 9.0). Os trés primeiros valores referem-se ao periodo em
que o peixe permaneceu em agua estabilizada. Nos oito valores seguintes, foi exposto ao
pH testado.

Observamos que, extremos de pH, acido e basico, causaram uma queda da
freqliéncia das D.O.E.s e um aumento significativo dos desvios padrdes ao longo do tempo
(figuras 3.1, 3.2 e 3.7). Contrariamente, tanto a freqiiéncia quanto os desvios padrdes se
mantiveram dentro de limites normais nos pH’s 5.0 e 7.0 (figuras 3.3 e 3.5,
respectivamente). Uma relativa estabilidade da resposta elétrica ¢ novamente observada no
pH 8.0 (figura 3.6). No momento em que o meio torna-se alcalino, a freqiiéncia estabiliza

até aproximadamente o tempo 120 e sofre um acréscimo até o tempo final da gravacao.
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Figura 3.1 — % de Freqiiéncia de 4. hasemani ao longo do tempo no pH 3.0. (R* = 0.780; p =
0.000)
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Figura 3.2 — % de Freqiiéncia de A. hasemani ao longo do tempo no pH 4.0. (R* = 0.958; p =

0.000)

Figura 3.3 — % de Freqiiéncia de 4. hasemani ao longo do tempo no pH 5.0. (R* = 0.198; p =

0.170)
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Figura 3.4 — % de Freqiiéncia de 4. hasemani ao longo do tempo no pH 6.0. (R* = 0.792; p =

0.000)
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Figura 3.5 — % de Freqiiéncia de 4. hasemani ao longo do tempo no pH 7.0. (R* = 0.001; p =

0.927)
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Figura 3.6 — % de Freqiiéncia de 4. hasemani ao longo do tempo no pH 8.0. (R* = 0.210; p =

0.156)
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Figura 3.7 — % de Freqiiéncia de 4. hasemani ao longo do tempo no pH 9.0. (R* = 0.938; p =

0.000)

Os resultados de analise de variancia estdo na tabela 3.1. Na tabela 3.2 apresento

os resultados obtidos através do modelo geral linear (GLM), utilizado para testar o efeito de

todos os coeficientes no modelo. Podemos observar os efeitos isolados do pH e do tempo,

bem como as interagdes destas duas varidveis na freqiiéncia das descargas dos 6rgaos

elétricos de A. hasemani. Na figura 3.8 apresento o comportamento elétrico das D.O.E.s de

A. hasemani ao longo do tempo incluindo todos os valores de pH testados.
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Tabela 3.1 - Analise de Variancia — Apteronotus hasemani

Var. Dep: FREQUENCIA N: 77 12:0.633
Soma-Quadrados GL Média-Quadrados F-razdo P
TEMPO 20.692 1 20.692 66.752 0.000
pH 16.135 6 2.689 8.675 0.000

Tabela 3.2 - Modelo Geral Linear — Apteronotus hasemani

Var. Dep: FREQUENCIA N:77 r2:0.830
Soma-Quadrados GL Meédia-Quadrados F-razao P
TEMPO 20.692 1 20.692 131.377 0.000
pH 2.997 6 0.499 3.171 0.009
pH*TEMPO 11.466 6 1.911 12.134 0.000
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Figura 3.8 — % de Freqiiéncia de 4. hasemani ao longo do tempo para todos os valores de pH.

Testamos o modelo matematico utilizado por Thomas (1997) para descrever a
variagdo da freqiiéncia das D.O.E.s em relagdo ao pH da agua. Na figura 3.9 apresento o
grafico obtido através de analise de regressdo polinomial para o Gltimo tempo (180), em
que cada ponto representa os individuos testados para cada valor de pH. Observa-se grande
distancia entre os pontos para pH’s extremos acidos e basicos e menor variancia entre os
pontos para os pH 5.0 e 7.0. A maior taxa de letalidade (6 peixes) no decorrer dos

experimentos foi registrada para o pH 3.0.
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Figura 3.9 - % de freqiiéncia (eixo y) das D.O.E.s de 4. hasemani em funcdo do pH da agua (eixo
X).

3.2.2 Formas de Onda - Apteronotus hasemani

Nas figuras 3.10, 3.11, 3.12 e 3.13 apresento o Espectro de Densidade para os
valores de pH 3.0, 4.0, 8.0 e 9.0, respectivamente. Observamos diminui¢cdo da magnitude
da freqiiéncia a partir do tempo em que o peixe € exposto ao pH testado (60 minutos). Os
graficos de PSD realizados para os pH's 5.0 e 7.0 assemelham-se aqueles gerados no
estabelecimento do padrao normal de descargas (Capitulo 2). Os gréaficos foram compostos
por dados de PSD concatenados, calculados a partir de sinais de 20 ms e registrados a cada

tempo estabelecido durante as trés horas de gravacgao.
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Figura 3.10 — PSD para A. hasemani em pH 3.0. O primeiro pico indica a freqiiéncia fundamental,

seguida das harmdnicas.
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Figura 3.11 — PSD para 4. hasemani em pH 4.0. O primeiro pico indica a freqiiéncia fundamental,

seguida das harmonicas

350 —

Magnitude

§33888

4500
5000 Tempo (min.)

Freqiiéncia (Hz)

Figura 3.12 — PSD para A. hasemani em pH 8.0. O primeiro pico indica a freqiiéncia fundamental,

seguida das harmonicas.
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Figura 3.13 — PSD para A. hasemani em pH 9.0. O primeiro pico indica a freqiiéncia fundamental,

seguida das harmonicas.
3.2.3 Freqiiéncia das D.O.E.s - Apteronotus bonapartii

As freqliéncias das D.O.E.s de A. bonapartii também variaram significativamente
ao longo do tempo para alguns valores de pH que testamos. Apresento nas figuras 3.14 a
3.20 os resultados das andlises de regressdo linear, onde os valores percentuais de
freqiiéncia (variavel dependente) estao plotados ao longo do tempo para os sete valores de
pH. Mais uma vez observamos que, extremos de pH, acido e basico, causaram decréscimo
significativo da freqiiéncia das D.O.E.s. Porém, observa-se que para esta espécie, o pH 5.0
causou influéncia significativa na freqiiéncia (figura 3.16), e a exposi¢cao ao pH 6.0
aumentou de forma significativa as descargas elétricas de A. bonapartii (figura 3.17).
Similarmente ao observado para A. hasemani tanto a freqiiéncia quanto os desvios padrdes

mantiveram-se dentro de limites normais para o pH 7.0 (figuras 3.18).

47



988 -

FREQUENCIA

95.6 -

R4 -

86.0
0

Figura 3.14 — % Freqiiéncia de 4. bonapartii ao longo do tempo no pH 3.0. (r2 = 0.947 p = 0.000)
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Figura 3.15 — % Freqiiéncia de 4. bonapartii ao longo do tempo no pH 4.0. (r2 =0.952 p = 0.000)
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Figura 3.16 — % Freqiiéncia de 4. bonapartii ao longo do tempo no pH 5.0. (r2 = 0.820 p = 0.000)
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Figura 3.17 — % Freqiiéncia de 4. bonapartii ao longo do tempo no pH 6.0. (r2 = 0.964 p = 0.000)
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Figura 3.18 — % Freqiiéncia de 4. bonapartii ao longo do tempo no pH 7.0. (r2 =0.368 p = 0.048)
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Figura 3.19 — % Freqiiéncia de 4. bonapartii ao longo do tempo no pH 8.0. (r2 =0.737 p = 0.001)
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Figura 3.20 — % Freqiiéncia de 4. bonapartii ao longo do tempo no pH 9.0. (r2 = 0.627 p = 0.004)

Nas tabela 3.3 e 3.4 respectivamente, apresento os resultados da andlise de

variancia e aqueles obtidos através do modelo geral linear (GLM). Na figura 3.21 estdo

representadas as respostas das freqiiéncias das D.O.E.s de Apteronotus bonapartii ao longo

de trés horas, para cada valor de pH testado.

Tabela 3.3 — Analise de Variancia — Apteronotus bonapartii

Var. Dep: FREQUENCIA N:77 r2:0.660
Soma-Quadrados GL Média-Quadrados F-razao P
TEMPO 113.908 1 113.908 36.203 0.000
pH 305.430 6 50.905 16.179 0.000
Tabela 3.4 - Modelo Geral Linear — Apteronotus bonapartii
Var. Dep: FREQUENCIA N: 77 12:0.964
Soma-Quadrados GL Média-Quadrados F-razdo P
TEMPO 115.035 1 115.035 315.089 0.000
pH 24.282 6 4.047 11.085 0.000
pH*TEMPO 191.315 6 31.886 87.337 0.000

51



105 T T T

100 - —
<
O
i
o Br N PH
8 o3
@ 4
5
% — —
6
7
< 8
85 1 1 1 9
0 50 100 150 200
TEMPO

Figura 3.21 — % de Freqiiéncia de 4. bonapartii ao longo do tempo para todos os valores de pH.

Na figura 3.22 apresento o grafico obtido através de analise de regressdo
polinomial para o ultimo tempo (180). Em A. bonapartii a maior taxa de mortalidade (4

individuos) foi registrada para o pH 3.0.

106 y=0,1168x" - 2,7278x> +22,02x? - 70,184x + 167,71
R?=0,7169

Figura 3.22 - % de freqiiéncia (eixo y) das D.O.E.s de 4. bonapartii em funcdo do pH da agua

(eixo x).
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3.2.4 Formas de Onda - Apteronotus bonapartii

Nas figuras 3.23, 3.24, 3.25, 3.26 e 3.27 apresento o Espectro de Densidade para
os valores de pH 3.0, 5.0, 6.0, 8.0 e 9.0, respectivamente. Observamos diminuicao da
magnitude da freqiiéncia a partir do tempo em que o peixe ¢ exposto ao pH 3.0 e 9.0.
Verificamos uma diminui¢do brusca na magnitude de freqiiéncia seguida de aumento no
teste com pH 6.0. Os graficos de PSD realizados para os pH's 7.0 e 8.0 assemelham-se

aqueles gerados no estabelecimento do padrdao normal de descargas (Capitulo 2).
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Figura 3.23 — PSD para A. bonapartii em pH 3.0. O primeiro pico indica a freqiiéncia fundamental,

seguida das harmdnicas.
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Figura 3.24 — PSD para 4. bonapartii em pH 5.0. O primeiro pico indica a freqiiéncia fundamental,

seguida das harmdnicas.
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Figura 3.25 — PSD para A. bonapartii em pH 6.0. O primeiro pico indica a freqiiéncia fundamental,

seguida das harmonicas.
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Figura 3.26 — PSD para 4. bonapartii em pH 8.0. O primeiro pico indica a freqiiéncia fundamental,

seguida das harmonicas.
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Figura 3.27 — PSD para 4. bonapartii em pH 9.0. O primeiro pico indica a freqiiéncia fundamental,

seguida das harmonicas.
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3.3. DISCUSSAO

3.3.1 Variaveis ambientais e a biologia das espécies

A temperatura ¢ a variavel ambiental que mais influencia os sistemas bioldgicos,
podendo limitar a distribuigdo geografica e a atividade das espécies, bem como influenciar
o ciclo reprodutivo, particularmente em zonas temperadas.

A periodicidade reprodutiva de peixes elétricos neotropicais esta relacionada as
estacdes secas e chuvosas e ¢ controlada por fatores ambientais que regulam o crescimento
das gonadas. Como a maioria dos peixes elétricos Africanos, os Gymnotiformes se
reproduzem durante as estagdes chuvosas (Black-Cleworth, 1970; Bass & Hopkins, 1985),
em que o aumento dos niveis de dgua diminui a condutividade (Hopkins, 1974; Hopkins,
1974; Kirschbaum, 1979; Kirschbaum, 1995; Kirschbaum, 2000). A temperatura da agua
provavelmente atua através do sistema neuroenddcrino, influenciando a atividade elétrica
dos Gymnotiformes através de interagdes com hormdnios esteroides.

Alguns pesquisadores coletaram dados ecologicos e comportamentais dos padroes
reprodutivos de algumas espécies de Gymnotiformes em diferentes latitudes geograficas
(Hagedorn, 1988; Hopkins, 1974; Hopkins, 1974; Provenzano, 1984; Schwassmann, 1976;
Silva, et al., 1999). Esses estudos foram conduzidos em regides tropicais onde a
temperatura ¢ bastante constante ao longo dos anos. Kirshbaum (1979, 1995, 2000) estudou
a reproducdo em cativeiro de diversas espécies de peixes elétricos, manipulando trés fatores
ambientais, que sdo fortemente afetados por mudangas sazonais nas regides tropicais: altos
niveis de agua, baixa condutividade e pH, e o barulho acustico produzido pela chuva. O
aumento dos niveis de agua durante as estagdes chuvosas conduz a dilui¢ao substancial do
meio, e conseqiientemente diminui o pH. A combinagdo dessas varidveis ambientais induz

o crescimento das gonadas em Gymnotiformes.

3.3.2 pH’s acidos e basicos nas freqiiéncias de A. hasemani e A. bonapartii

Ainda que na Amazonia, varias espécies de Apteronotideos possam ser
encontradas em ambientes abaixo de 4.0, como na regido do alto rio Negro, as espécies que

testamos neste experimento, apresentaram maior susceptibilidade a pH’s acidos, se
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considerarmos a variagdo nas taxa de descargas elétricas, os desvios e as taxas de
mortalidade.

Alguns trabalhos mostraram uma relacao direta entre a freqiiéncia das D.O.E.s e o
pH do meio circundante, e revelaram um aumento significativo da freqiiéncia sob
condigdes alcalinas e uma diminuicdo desta sob condigdes dacidas nas espécies
Gnathonemus tamandua, pertencente a Ordem Mormyriformes (Lewis, et al., 1992) e
Apteronotus albifrons, Gymnotiformes (Thomas, 1997).

Nossos resultados, comparados aos encontrados em investigagdes similares
mostram que as freqiiéncias das D.O.E.s de Apteronotus hasemani e Apteronotus bonapartii
sao influenciadas pelo pH da agua. Porém, ao longo de trés horas, verificamos diminui¢ao
das freqiiéncias das D.O.E.s desses peixes tanto em pH’s acidos quanto alcalinos.

Pimentel-Souza (1988) também observou que as freqiiéncias das D.O.E.s emitidas
por Apteronotus albifrons e Eigenmania virescens (Gymnotiformes) diminuem com a
gradual acidificacdo do ambiente, utilizando em seu experimento didoxido de carbono
difundido em &4gua, para promover acidificacdo do meio. Esta queda gradual da freqiiéncia
das D.O.E.s pode ser atribuida a um efeito direto do aumento do CO; ou de ions hidrogénio
na corrente sangiiinea dos peixes, através da acdo em quimioreceptores periféricos.

Ainda considerando os experimentos realizados por Pimentel-Souza (1988),
condicdes alcalinas do meio circundante resultaram em aumento de atividade das D.O.E.s
de A. albifrons e E. virescens, o que difere dos resultados por nds obtidos através de analises
das freqiiéncias de 4. hasemani e A. bonapartii. Diferentemente dos dados encontrados por
Thomas (1997) e Pimentel-Souza (1988), nossos resultados mostram diminui¢do da
freqiiéncia em condigdes alcalinas. Nesse sentido, devemos considerar que diferengas no
desenho experimental para os trés estudos parecem contabilizar para a disparidade nos
niveis de resposta.

Os autores citados estudaram as variagdes de pH nas freqliéncias das D.O.E.s de
Apteronotus albifrons em uma escala de 3.0 a 10.0, e submeteram o mesmo individuo a
variagcoes graduais de pH de aproximadamente uma unidade por hora: iniciaram os
experimentos com pH 7.0 e decresceram a 3.0, e em seguida aumentaram gradativamente o
pH até 10.0. A analise desses desenhos experimentais sugere a existéncia de mecanismos
que serao abordados abaixo.

Podemos considerar que, inicialmente houve uma diminui¢ao gradual do pH (7.0

at¢ 3.0), o que gera um desbalanco no equilibrio acido/basico do sangue levando,
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conseqiientemente, a queda na freqiiéncia das D.O.E.s de 4. albifrons. O aumento das
freqliéncias das D.O.E.s em condigdes alcalinas, observado por Pimentel-Souza (1988) e
Thomas (1997), pode ser avaliado como uma retomada de pH, no sentido de regularizar o
equilibrio metabolico, ap6s o desbalanco provocado pelo composto acido. Além disso,
estatisticamente, a utilizacdo do mesmo individuo para os diferentes valores de pH testados,
nao pode ser considerada uma réplica, e a resposta individual num determinado tempo pode
refletir um efeito acumulativo do 4cido ou da base testada.

No intuito de propor um sistema de biomonitoramento, devemos considerar que
em casos de acidentes ambientais, muitas vezes as alteragdes das caracteristicas fisico-
quimicas locais ocorrem de forma brusca. Nesse sentido, investigamos as respostas das
D.O.E.s de A. hasemani e A. bonapartii frente a variagdes extremas de pH do meio

circundante e obtivemos respostas significativas dentro da escala temporal estabelecida.

3.3.3 O valor 6timo de pH para A. hasemani e A. bonapartii

Podemos seguir uma linha de raciocinio e considerar o pH como um parametro
quimico que esta naturalmente sujeito a variagdes didrias e sazonais do ambiente aquatico.
Em outras palavras, a variagdo do pH ndo necessariamente significa a deterioracdo da
qualidade de agua. Visto desse angulo, detectar as mudancgas de pH apresentam pouco
interesse, € um biomonitor que € sensivel ao pH pode provocar falsos alarmes.

Nossas investigagoes revelaram estabilidade das freqiiéncias das D.O.E.s ao longo
do tempo em pH 7.0 para as duas espécies estudadas, corroborando com os resultados
encontrados por Lewis (1992). Este achado ¢ significativo em estudos laboratoriais, onde
podemos considerar o valor de pH 7.0 como sendo 6timo para as duas espécies. Quando em
condigdes de aclimatagdo, antes dos testes com poluentes, controlando o pH em torno desse
valor, pode-se assumir que nenhuma resposta do peixe ¢ devido a mudangas quimicas de
pH da agua.

Mantendo o pH em torno do valor 6timo para as duas espécies, podemos isolar o
efeito desta variavel em nossos experimentos. Sabemos que esta fase do desenho analisa o
pH da dgua como uma varidvel isolada atuando nas D.O.E.s dos peixes elétricos e nao
considera a sinergia das variagcdes. De qualquer forma, ¢ necessario o monitoramento
constante do pH, ja que esta variavel pode afetar a ionizagdo de substancias poluidoras,

podendo conseqiientemente influenciar as mensuragdes (Sprague, 1985).
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3.3.4 As formas de onda de A. hasemani e A. bonapartii

Thomas (1997) investigou o efeito do pH nas formas de onda das D.O.E.s de
Apteronotus albifrons e nao observou mudanca significativa para essa variavel, quando
submetido a mudangas graduais nos valores de pH. Diferentemente, observamos que
qualitativamente, a freqiiéncia fundamental e as harmodnicas sofrem variagdes passiveis de
serem verificadas quando o peixe ¢ transferido para os valores de pH testados. Em pH
neutro, 7.0, ndo detectamos variagdes das formas de onda, e observamos que as freqiiéncias
das D.O.E.s permanecem estaveis ao longo do tempo, sugerindo este valor como sendo
ideal para estudos em laboratorio.

Os dados obtidos das relagdes entre as freqiiéncias das D.O.E.s e variaveis
ambientais serdo utilizados para contribuir no desenvolvimento de um modelo de
biomonitoramento em tempo real para ambientes aquaticos expostos a efluentes

potencialmente toxicos.
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ANEXOS

Algoritmos desenvolvidos para analise das descargas dos 6rgaos elétricos de 4.

hasemani e A. bonapartii

function LFCPH

%
%
%
%

%
%
%
%
%
%
%

ek sk AVAZONASBRAS | Lwkoxokos
INSTITUTO NACIONAL DE PESQUISAS DA AMAZONIA - INPA
LABORATORIO DE FISIOLOGIA COMPORTAMENTAL - LFC

ANO — 2005

Converte extensfes *.atf em arquivo *.mat.

Calcula PS. Concatena PS para graficos.

PS = power espectrum de densidade para a forma onda.

p/ Normal (fs=100KHz - 2048 pontos) e ...

[ 1 Agua de Formacdo = 1mL 2mL 4mL OmL fs=50KHz - 1024 pontos),

"Hanning® (=~20ms).
FrAAIXAAFIXXAMAZONASBRAS | L*H*F*xrkkix

clear all;clc;colordef white;

co=input(“Entre com valor do pH: ");
pn=input("Entre com n® do peixe: ");
ti=zinput("Entre com o tempo inicial: ");
tf=input("Entre com o tempo final: ");

fs=50000;
nf=1024;
t~x=10000;
Xx=1;

ext="_atf";

[arq, caminho]=uigetfile("*.atf", "Arquivo *.atf");
cd(caminho);

PSG=[1;
HzG=L1;
cont=ti;

while cont <= tf

arg=[num2str(pn) *_" num2str(cont) "_
ca=["All._A" num2str(tx)];
cb=["B11..B" num2str(tx)];

num2str(co) ext];

tempo=1000*(dImread (arq, "\t",ca));
onda=dImread (arq, "\t",cb);

[PS,f]=psd(onda,nf,fs);
[M, 11=max(PS(3:300));
Hz=(double(f(1)));

datafile=[arq(l:size(arqg,2)-4) ".mat"];
save (datafile,"onda","tempo”®,"PS","f","Hz");

PSG=[PSG PS];
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HzG=[HzG;HZz];
cont=cont+xx;

end;

afile=[arq(l:size(arqg,2)-8) "hzg.xIs"];
dimwrite(afile,HzG, "\t");

datafile=[arq(l:size(arqg,2)-8) "c.mat"];
save (datafile,"PSG","HzG");

AR T * * AR R * * AR R *hKhx

function LFCG3DPH

% INSTITUTO NACIONAL DE PESQUISAS DA AMAZONIA - INPA
% LABORATORIO DE FISIOLOGIA COMPORTAMENTAL — LFC
% ANO - 2005

%% LFCG3D.m faz parte de um grupo de algoritmos desenvolvidos ...

% para analisar as Descargas dos Orgdos Elétricos (D.0.E.s) ...

% de peixes elétricos da familia Apteronotidae (Gymnotiformes).

%

% Cria graficos 3D de PSD — Power Spectrum Density — Espectro de
Densidade

% p/ Normal (fs=100KHz - 2048 pontos) e ...

% [ ] Agua de Formacdo = 1mL 2mL 4mL OmL fs=50KHz - 1024 pontos), ...
% "Hanning® (=~20ms).

YpxFxAFxxIAXXXAXAMAZONASBRAS | L**H*Fxxkkdrkik
clear all;clc;colordef white;

[arg,caminho]=uigetfile("*.mat", "Arquivo *.mat");
cd (caminho);
load (arq);

Fig=Ffigure;
set(Fig, "Position®,[100 50 650 500]);
set(Fig, "Name®,[arq]);
surf(PSG(10:200, ), "FaceColor*","interp~, -
"EdgeColor-”,"none”, "FaceLighting®, "phong”);
axis tight;
view([115 25]);
camlight left;
grid on;
colormap(jet);
xlabel ("*Tempo (min.)","FontSize",12, "FontName®, "times");
set(gca, "XTick",[1 2 3456 7 8 9 10]);
set(gca, "XTickLabel ", "0]30]40]50]pH]|80]90]120]150]180%);
ylabel (*Frequéncia (Hz)","FontSize",12, "FontName", "times");

set(gca, "YTickLabel ", "1000]1500]2000]2500]3000]3500]4000]4500]5000%);
zlabel ("Magnitude® , "FontSize",12, "FontName™, "times");

KAAXAAAAAAXAXAAAAAXAAXAAAXAAAAAXAAXAAAXAAAAAXAAXAK



CAPITULO 4

Efeito da Agua de Formacao nas Descargas dos (')rgﬁos Elétricos de Apteronotus

hasemani

INTRODUCAO

As industrias petroliferas se deparam diariamente com problemas decorrentes de
vazamentos, derramamentos ¢ acidentes ambientais durante a exploragao, refino, transporte
e operacdes de armazenamento de petroleo e seus derivados. Além disso, estas atividades
produzem sub-produtos e efluentes que podem ser altamente nocivos ao meio ambiente.
Estima-se que para cada barril de petrdleo cru sdo gerados nove barris de dgua de formagao
(APECO, 1993).

A 4agua de formagdo ¢ um produto secundario da exploragao do petrodleo e hoje
representa grande desafio para os organismos aquaticos Amazonicos, porque carrega altos
niveis de sais, possui metais pesados em sua composicao e, apesar de ter uma constituicao
que varia de local para local, ainda pode superar 30.000 ppm de dureza total, 8.000 ppm de
calcio, 3.000 ppm de magnésio, 45.000 ppm de s6dio, 50-100 ppm de 6leos, e ultrapassar
150.000 ppm de cloretos (Maco, 1996). Esta agua ¢ regularmente liberada para o meio
ambiente, aumentando drasticamente a quantidade de ions nas aguas da Bacia Amazonica
(ITAP, 1993).

Levando em conta este panorama, o acumulo de quimicos nos ecossistemas
aquaticos vem crescendo rapidamente, sem que medidas definidas de monitoramento,
regulamentacao e legislagdo sejam postas em pratica. Os sistemas atuais de monitoramento,
baseados em métodos tradicionais de andlises fisico-quimicas deixam a desejar quanto a
sua eficiéncia, porque dependem da presenga humana permanente, de elaborados testes
quimico-analiticos, além de conduzirem amostragens temporalmente pontuais, o que pode
permitir que acidentes com poluentes passem despercebidos. Este sistema tradicional
também ndo leva em conta possiveis agdes sinérgicas e antagonicas de poluentes, e
conseqiientemente se torna economicamente inviavel para ser adotado em locais que

possuem recursos financeiros limitados.
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Ao longo da historia, técnicas biologicas de monitoramento da qualidade de agua
vém sendo amplamente utilizadas devido a capacidade de fornecer informagdes sobre
mudancas no ambiente (Thomas, 1997) e prover mensuragoes diretas de toxicidade.

Neste capitulo avaliamos o efeito da dgua de formacao nas propriedades biofisicas
do campo elétrico gerado por Apteronotus hasemani, um peixe elétrico endémico da
América do Sul e que possui, como caracteristica principal, um tecido especializado,
denominado 6rgao elétrico. As descargas dos orgaos elétricos de 4. hasemani nunca foram
utilizadas em estudos toxicologicos e, além disso, estes peixes apresentam grande
vantagem: a acuidade temporal do senso elétrico é excelente. Em uma agua de propriedades
fisico-quimicas conhecida as freqiiéncias e formas de onda das D.O.E.s mostram notavel
estabilidade temporal. Assim, alteragdes minimas nos ritmos das D.O.E.s causadas por

poluentes podem ser facilmente captadas.
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4.1. METODOS

A manuten¢do dos individuos, bem como a aquisi¢do, grava¢do e andlise dos
sinais elétricos foram similares aquelas descritas no Capitulo 2 e 3. Apresento aqui somente
as diferencas.
4.1.1 Manutenc¢ao dos individuos e testes com toxicidade

A 4gua de formacgdo utilizada foi obtida por meio da Petrobras, proveniente da
Provincia de Urucu (tabela 4.1 e 4.2). Neste experimento, avaliamos os efeitos sinergéticos

dos poluentes presentes na dgua de formacao.

Tabela 4.1 — Analise fisico-quimica da agua de formacdo de Urucu.

Parametros Resultados Unidade

pH 7,0

Oxigénio 60 ppb
Eredox (mV) -114 mV
Bicarbonato (mg/l) 29 mg/|
Acetato (mg/l) 170 mg/I
Cloreto (%) 13,5 %
Calcio (g/l) 20,3 g/l
Magnésio (mg/l) 2300 mg/|
Bério (mg/l) 11 mg/l
Estréncio (mg/l) 890 mg/I
Ferro Total (mg/l) 54 mg/|
Sulfato (mg/l) 260 mg/|
Dioxido de Carbono (mg/l) 600 mg/|
Sol. Suspensos (mg/l) 1,4 mg/I

Anédlises realizadas pela Petrobras / Dados cedidos pelo LEEM — INPA

Tabela 4.2 — Analise quimica da agua de formagao de Urucu.

Parametros Resultado Unidade Expresso
Aluminio total <0,06 mg/L Al
Bério Total 5,82 mg/L Ba
Cédmio Total 0,01 mg/L Cd
Célcio Total 13400 mg/L Ca
Chumbo Total 1,25 mg/L Pb
Cobre Total 0,24 mg/L Cu
Cromo Total 0,14 mg/L Cr
Estanho Total <0,32 mg/L Sn
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Ferro Total 20,5 mg/L Fe

Magnésio Total 1520 mg/L Mg
Manganés Total 6,44 mg/L Mn
Zinco Total 0,25 mg/L Zn
Cobalto Total <0,03 mg/L Co

Analises realizadas pelo INMETRO / Dados cedidos pelo LEEM - INPA

Utilizamos tanques experimentais contendo 10 litros de agua estabilizada a
temperatura constante de 25°C, CE inicial 50 pS/cm e pH 6.8 +0.11. Nestas condigdes, 0s
individuos permaneceram 60 minutos para aclimatacdo ao espaco, cada um em seu aquario
independente.

Na primeira hora os peixes permaneceram em agua estabilizada, e nas duas horas
seguintes, foram submetidos as concentracdes de agua de formagao estabelecidas. Iniciei os
experimentos com uma concentracao de 4:10000, desta forma, em cada aquario de 10 litros
foi introduzido 4mL de agua de formacdo. As concentragdes seguintes foram 2:10000,
1:10000 e auséncia de agua de formagdo (controle). Utilizei oito individuos da espécie
Apteronotus hasemani para cada concentragdo a partir da concentragdo inicial, e as
freqliéncias das D.O.E.s de cada peixe foram ininterruptamente gravadas durante trés horas
para verificar a ocorréncia ou nao de alteragdes nas atividades elétricas por meio do
poluente. Nao verificamos o efeito da agua de formagdo nas D.O.E.s de Apteronotus
bonapartii, pois nao obtivemos sucesso de captura suficiente para testes com esta espécie.

Ao final da primeira hora, os tubos contendo os peixes foram transferidos para
aquarios com as mesmas dimensdes daquele contendo agua estabilizada, porém com as
concentracdes de dgua de formagdo definidas. Estabelecemos duas horas como limite
maximo para detec¢do do contaminante, fundamentados nos critérios descritos abaixo.

Os sistemas convencionais para diagnosticos de poluicdo ambiental, além de
exigirem tempo para coleta de amostras, complementam-se com extensos exames
laboratoriais. Estes programas ndo geram resultados em tempo real e acabam sendo muitas
vezes dispendiosos e ineficientes na detec¢do de efeitos adversos, muitas vezes devido ao
espagamento entre as amostragens. O fato de monitorar matrizes aquaticas em tempo real
prediz trés horas como limite maximo para detec¢do do contaminante. Thomas et al.,
(1996a, 1996b) adotaram o tempo maximo de duas horas como limite de deteccao de
cianeto para Apteronotus albifrons, uma espécie de peixe elétrico da Familia

Apteronotidae.
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Acreditamos que o equacionamento do problema ambiental necessita de uma
complementagdo de métodos mais ageis, desta forma, nos interessa que os individuos
respondam positivamente dentro de um periodo maximo de duas horas para que
providéncias emergenciais possam ser tomadas em situagdes de derramamentos em
ambientes naturais.

A metodologia de aquisi¢ao e gravagdo dos sinais elétricos, bem como as analises
dos sinais (freqiiéncia e formas de onda) por meio de softwares especificos, foi a mesma

descrita no capitulo anterior.
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4.2. RESULTADOS

Os compostos presentes na agua de formagdo, nas concentracdes estudadas,
causaram alteracao dos valores da freqiiéncia das D.O.E.s passiveis de serem detectadas no
periodo maximo de trés horas. Nos peixes submetidos as diferentes concentragdes do
contaminante avaliado, a média dos valores de freqiiéncia no periodo de pré-contaminagao
foi menor quando comparada aos valores pos-contaminagao.

Quando avaliamos o desvio padrao da freqiiéncia das D.O.E.s de cada minuto para
os tempos estabelecidos, o desvio padrao do minuto imediatamente apds a veiculagdo da
agua de formagdo apresentou o dobro do desvio padrdo do minuto anterior. Observando o
comportamento elétrico das D.O.E.s dos individuos controle, na auséncia do contaminante,
podemos dizer que os peixes submetidos as diferentes concentragdes do contaminante

testado tiveram uma percepgao imediata da alteragdo da qualidade da agua.

4.2.1 Freqiiéncias das D.O.E.s

Apresento na figura 4.1 o grafico referente a analise de regressdo linear para o

grupo de individuos controle. Neste caso observamos que a freqiiéncia permanece estavel e

conservada ao longo das trés horas de experimento.
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Figura 4.1 — % Freqiiéncia de A. hasemani ao longo do tempo na auséncia de contaminante (R* =

0.001; p=0.927).
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No grafico abaixo (figura 4.2) visualizamos a resposta das freqiiéncias das
D.O.E.s dos individuos que a partir dos 60 minutos foram expostos a concentragao de ImL
de agua de formagdo. Os trés primeiros pontos representam as trés medidas em agua
estabilizada, e os oito pontos seguintes fazem mencao as duas horas de contato com o
poluente. Notamos uma resposta imediata, associada a queda na freqiiéncia a partir do

tempo inicial de exposicao.
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Figura 4.2 — % Freqiiéncia de A. hasemani ao longo de trés horas. Aos 60 minutos os peixes foram
submetidos a concentragdo de 1mL (1:10000) de 4gua de formagdo (R2 =0.836; p = 0.000).
Quando expostos a 2mL do poluente testado, também observamos um gradual

decréscimo da freqiiéncia ao longo do tempo (figura 4.3).
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Figura 4.3 — % Freqiiéncia de A. hasemani ao longo de trés horas. Aos 60 minutos os peixes foram

submetidos a concentragdo de 2mL (2:10000) de dgua de formagéo (R2 =0.960; p = 0.000).
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Na figura 4.4 observamos a resposta de 4. hasemani a exposicdo de 4mL de agua de

formacao.
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Figura 4.4 — % Freqiiéncia de A. hasemani ao longo de trés horas. Aos 60 minutos os peixes foram

submetidos a concentragdo de 4mL (4:10000) de 4gua de formagio (R2 =0.862; p = 0.000).

Na tabela 4.3 apresento os resultados obtidos através de andlise de variancia
incluindo todos os individuos e concentracdes testadas. Pode-se observar o efeito isolado
das concentragdes e do tempo. Através do modelo geral linear, investigamos todos os
coeficientes no modelo (tabela 4.4). Visualizamos os efeitos isolados da concentracdo de
agua de formacao e do tempo, bem como as interagdes destas duas variaveis na freqiiéncia
das descargas dos 6rgdos elétricos de Apteronotus hasemani. E na figura 4.5 apresento o
grafico das % de freqiiéncia das D.O.E.s ao longo de trés horas para cada concentragdo de

agua de formagao testada.

Tabela 4.3 - Analise de Variancia — Apteronotus hasemani

Var. Dep: FREQUENCIA N:44 r2:0.739
Soma-Quadrados = GL M¢édia-Quadrados F-razao P
TEMPO 43.352 1 43.352 60.164 0.000
CONCENTRACAO 36.091 3 12.030 16.695 0.000
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Tabela 4.4 - Modelo Geral Linear — Apteronotus hasemani

Var. Dep: FREQUENCIA N: 44 12:0.945
Soma-Quadrados GL Média-Quadrados F-razdo P
TEMPO 43.352 1 43.352 265.924 0.000
CONCENTRACAO 3.076 3 1.025 6.290 0.002
CONCENTRACAO*TEMPO  22.233 3 7.411 45.460 0.000

101 ‘
100 -

99
98

97

96

FREQUENCIA

CONCENTRACAC

95
94

0
1
2
4

93 | | | A
0 50 100 150 200

TEMPO

Figura 4.5 — % Freqiiéncia de 4. hasemani ao longo de trés horas. Aos 60 minutos os peixes foram

submetidos as diferentes concentra¢des de agua de formagao.
4.2.2 Formas de Onda das D.O.E.s

A introducdo da agua de formagao nos tanques experimentais causou variagdes na
condutividade da agua padrao. Como mencionado nos métodos deste trabalho, a
condutividade inicial foi de 50 pS/cm. Com a introdu¢do de 4ml de 4gua de formacdo, a
condutividade passou para 212 puS/cm, e com as concentragdes de 2 e 1 mL, os valores de
condutividade foram 110 e 59 puS/cm respectivamente. Apresento a seguir, as formas de
onda registradas para o inicio do tratamento, sem o contaminante (figura 4.6) e com
exposicao a 1 (figura 4.7), 2 (figura 4.8) e 4 mL (figura 4.9) respectivamente. Observamos
uma diminui¢do da amplitude do sinal elétrico com o gradual aumento da condutividade da

agua. O eixo x representa o tempo e o eixo y a amplitude do sinal elétrico.
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Figura 4.6 — Forma da onda de 4. hasemani no inicio do experimento (auséncia de agua de

formacao).
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Figura 4.7 — Forma da onda de A. hasemani ao final do experimento, ImL de agua de

formacao.
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Figura 4.8 — Forma da onda de A. hasemani ao final do experimento, 2mL de agua de
formagao.
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Figura 4.9 — Forma da onda de A. hasemani ao final do experimento, 4mL de dgua de

formagao.

Nas figuras abaixo estdo os graficos de PSD para as diferentes concentragdes de
agua de formacao estudadas, e para o controle. Estes graficos em trés dimensdes indicam
dados qualitativos de variagdes discretas no tempo, concatenando matrizes de dados que
representam os valores das freqiiéncias e as harmdnicas que compdem o sinal elétrico dos
peixes.

Logo ap6s a introdugdo do peixe a concentracdo de 1mL de 4dgua de formacao
observa-se um decaimento subito da freqiiéncia fundamental (figura 4.10). Uma forte
variagdo negativa dos valores da freqiiéncia fundamental também pode ser observada para
os testes com 2mL (figura 4.11) e 4mL (figura 4.12) de agua de formagdo. E por fim, o
grafico de PSD resultante do experimento controle, na auséncia do contaminante (figura
4.13), onde podemos observar estabilidade da freqiiéncia fundamental e das harmonicas ao

longo do tempo.
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Figura 4.10 — PSD para 4. hasemani, submetido aos 60 minutos a ImL de dgua de formagao.
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Figura 4.11 — PSD para A. hasemani, submetido aos 60 minutos a 2mL de agua de formagao.
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4.3. DISCUSSAO

A idéia da utilizacdo de peixes elétricos para detecgao de substancias quimicas na
agua nao € nova. Grove & Moller (1979) investigaram o efeito de inseticidas nas D.O.E.s
de Brienomyrus niger (Mormyriformes), e Geller (1984) introduziu outro peixe elétrico
africano, Gnathonemus petersii, como indicador de toxicidade para mercurio, cobre,
cianeto e arsénico. Estes cientistas foram precursores ao sugerir a possibilidade do uso de
peixes elétricos como indicadores bioldgicos em sistemas aquaticos. Subseqiientemente,
diversos estudos demonstraram uma correlagdo direta entre a taxa de pulso de
Gnathonemus e a qualidade da agua (Kunze & Wezstein, 1987; Lewis et al., 1992b; Lewis
etal., 1993; Lewis et al., 1994; Lewis et al., 1995).

Porém existe uma inconstancia natural das freqiiéncias das D.O.E.s ao longo do
tempo em Mormyriformes (Mandriota et al., 1965), podendo ocorrer variagdes mesmo sob
condi¢des padrdes (Scheich & Bullock, 1974). Além disso, uma diversidade de fatores
exdgenos, como a presenca de alimentos, disturbios visuais e stress a ruidos influenciam as
descargas elétricas destes peixes (Lewis & Kay, 1993). Estas limitagdes combinadas a
distribuicao temporal irregular das descargas dos 6rgaos elétricos, mesmo na auséncia de
substancia toxicas, enfraqueceram sua viabilidade como sensor biolédgico.

Mais recentemente, Thomas et al., (1996a, 1996b), testaram a influéncia de
cianeto de potassio no comportamento elétrico de Apteronotus albifrons, um apteronotideo
sul americano e propuseram um sistema de biomonitoramento da qualidade da agua em
tempo real, por meio de andlises das freqiiéncias das D.O.E.s (Thomas, 2000). Os
resultados mostraram que Apteronotus pode detectar concentragdes do poluente,
correspondendo aos requisitos de um indicador de poluicdo por cianeto em estacdes de
monitoramento de agua.

No presente trabalho, verificamos que as propriedades biofisicas das D.O.E.s de
Apteronotus hasemani dependem da qualidade do ambiente aquatico, e na presenga de
diferentes concentragdes de agua de formagdo, o ritmo de descarga decresce
significativamente ao longo do tempo. Estes dados indicam que as D.O.E.s podem refletir
estados comportamentais e fisiologicos, sugerindo perspectivas positivas de modelagem de

um sistema de biomonitoramento com as descargas elétricas de A. hasemani.
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4.3.1 A modulacio das D.O.E.s — aspectos comportamentais

A modulacdo das D.O.E.s nos Gymnotiformes ¢ de fundamental importancia
dentro do contexto comportamental. Durante o acasalamento, € em comportamentos
agonisticos podem ocorrer variagdes abruptas no ritmo das descargas dos orgaos elétricos
(Corréa & Hoffmann, 1998), e estes fenomenos sdo denominados “chirps” (Bullock, 1969;
Black-Cleworth,1970; Hopkins, 1974; Hagedorn & Heiligenberg, 1985). Mudangas
graduais nas freqliéncias das descargas dos orgdos elétricos também ocorrem durante
interagdes sociais (Heiligenberg, 1986).

Em muitos casos, perturbagdes ambientais sdo as maiores causas da variabilidade
observada nos comportamentos, € os peixes normalmente reagem a estimulos ambientais
através de alteracdes motoras e neurovegetativas (Laming, 1981). Peixes elétricos, por sua
vez, podem ainda responder a um estimulo por meio de alteragdes das freqiiéncias das
D.O.E.s. Estudos recentes demonstraram que o nucleo eletrosensorial (Keller et al., 1990) e
os nucleos marcapassos (Kawasaki et al., 1988) juntos, formam uma interface sensorial e
motora no controle da modula¢do das taxas das D.O.E.s. Esta interface ¢ utilizada em
comportamentos que requerem rapido processamento de informacgdes eletrosensoriais
(Heiligenberg et al., 1991).

As variabilidades observadas nas D.O.E.s dos peixes sul americanos sao
excelentes indicadores de flutuagdo no ambiente aquatico e devem ser consideradas como
principal exemplo de plasticidade e expressio da variacdo individual em um
comportamento. Basicamente, estes peixes dependem das D.O.E.s para sua sobrevivéncia, e
as propriedades do campo elétrico estao intimamente relacionadas as caracteristicas fisico-
quimicas da agua onde o peixe se encontra. Deparando-se ao fato das descargas dos 6rgaos
elétricos desempenharem um relevante papel em interagdes sociais, mudangas induzidas
por substincias quimicas no ambiente podem influenciar o comportamento e a
sobrevivéncia destes peixes. Sabemos que a presenca de elementos toxicos na agua pode
alterar as D.O.E.s, tanto pela variagdo da condutividade da 4gua, através da lei de Ohm,

quanto pela acdo indireta de substancias quimicas no metabolismo do peixe.
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4.3.2 A Lei de Ohm e as D.O.E.s de A. hasemani

Através das D.O.E.s, os peixes elétricos produzem corrente alternada no meio
circundante, e estas descargas sdo geradas constantemente ao longo de toda a vida dos
individuos. Estes peixes sdo altamente sensitivos as perturbagdes proximas de seus campos
elétricos, cuja impedancia (valor da resisténcia total a passagem do fluxo elétrico numa
corrente alternada) ¢ diferente da 4agua ao redor. O vetor do campo elétrico, E, estd
relacionado a corrente de densidade do vetor, J, pela lei de Ohm: E = pJ, onde p ¢ a
resistividade local. Na agua ao redor do peixe, a resistividade € constante, deste modo, o
campo elétrico e a corrente sdo diretamente proporcionais e em fase uma em relagdo a outra
(Rasnow, 1994).

O o6rgao elétrico do peixe atua como uma fonte de corrente e a inclusdo de um
novo elemento quimico na agua podera causar uma mudanga na condutividade do circuito,
causando assim uma alteracdo na amplitude do sinal. Mudangas de fase da ordem de
microssegundos ou até menos, sao induzidas por propriedades 6hmicas. O animal pode
detectar mudangas locais comparando as fases das D.O.E.s em diferentes areas da
superficie do corpo (Heiligenberg, 1987) e, a precisao temporal das D.O.E.s de espécies

onduladoras condiz a resolug@o temporal de percepcao do animal ao estimulo externo.

4.3.3 Substancias quimicas no metabolismo de A. hasemani

Observamos que com a mudanga do peixe ao tanque contendo poluente, as
freqiiéncias comegaram a decrescer de forma significativa em todos os individuos. Uma vez
que o controle do orgao elétrico se da nticleo marcapasso, na medula espinhal, podemos
sugerir uma possivel agdo inibidora do sistema nervoso central, causada pelo efeito
sinergético da agua de formagao.

O cianeto, composto estudado por Thomas (1996) e também presente em niveis
consideraveis na dgua de formagdo, induz hipoxia citotoxica e acidose de lactato (Eisler,
1991), ¢ a combinagdo destes fendmenos debilita o sistema nervoso central. Em
conseqiiéncia, o centro de comando das D.O.E.s (nlicleos marcapassos) podem ser afetados.
E também possivel que a agdo destas substancias toxicas modifique a atividade endédcrina

do hipotdlamo (Thomas, 1996), o que pode por sua vez, afetar a permeabilidade das
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membranas celulares elétricas e, portanto, explicar as variagdes nos niveis de freqliéncias

das D.O.E.s sob condic¢oes toxicas.

4.3.4 A condutividade e a amplitude das D.O.E.s

Pimentel-Souza (1988) e Thomas (1997) investigaram o efeito isolado da
condutividade nas D.O.E.s de A4. albifrons, e observaram que as cargas i0nicas na agua nao
influenciaram as freqiiéncias fundamentais e as harmonicas das D.O.E.s. Estes trabalhos
mostraram que somente a amplitude do sinal elétrico ¢ afetada, decrescendo com o aumento
da condutividade da agua. Este padrao de resposta também foi observado em nosso estudo.

A 4gua de formagdo possui niveis elevados de sais e, com o aumento das
concentracdes testadas verificamos aumento de condutividade e decréscimo da amplitude
do sinal elétrico, provavelmente ocasionado pela maior presenca de cargas idnicas no meio.

O fato da amplitude do sinal diminuir com o aumento da condutividade da 4gua ¢
bastante conhecido em Mormyriformes (Squire & Moller, 1982; Von Der Emde, 1993).
Porém, os mecanismos fisioldgicos que governam o efeito de cargas idnicas na amplitude
do sinal ainda ndo sao conhecidos. Segundo Kramer & Kuhn (1993) apud Thomas (1997),
a mudanca repentina da condutividade da agua, induz stress osmoético no peixe, o qual
inicia, em resposta, um mecanismo hormonal e o desencadeamento de respostas
bioquimicas. O efeito da condutividade na amplitude do sinal também pode ser atribuido a
um fendmeno elétrico, em que o aumento da condutividade da agua, pode causar um curto
circuito da fonte geradora (o 6rgdo elétrico), deixando a voltagem cair quanto mais energia

¢ bombeada (Thomas, 1997).

4.3.5 A agua de formaciao nas D.O.E.s de A hasemani

A 4gua de formacdo ¢ um composto complexo de potenciais poluentes, sendo
testada pela primeira vez nas D.O.E.s de Gymnotiformes. Pelo fato da 4gua de formacao ser
composta por um grande numero de elementos e substancias quimicas diferentes, ndo se
pode precisar o efeito especifico das diferentes substancias e elementos quimicos como
poluentes. Buscamos justamente, o efeito conjunto (sinérgico) deste poluente nas descargas
elétricas de A. hasemani, ja que o produto oriundo da atividade de exploragdo e refino do

petrdleo sdo substancias quimicamente complexas.
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Thomas (1997) estudou o efeito da condutividade nas D.O.E.s de A. albifrons
como uma variavel isolada, e atribuiu um resultado positivo a auséncia de efeito perceptivel
deste parametro, ja que a mudancga deste fator abidtico ndo necessariamente ¢ um indicador
representativo da deterioracdo da qualidade da 4gua. Porém, ndo podemos descartar a
hipétese de que uma descarga acidental de substidncias quimicas na dgua pode conduzir
mudangas na condutividade do meio. Sabemos por exemplo que no Peru, dguas de
formacao derivadas da explora¢do de petrdleo, elevaram significativamente os niveis de
cloretos em rios e lagoas (Maco, 1996), e ainda nao se sabe avaliar precisamente o efeito
disto nas comunidades de organismos aquaticos.

Neste caso, se pensarmos em um ambiente natural, quais seriam as conseqiiéncias
geradas por um possivel aumento drastico dos niveis de sais nas D.O.E.s de peixes
elétricos? Além de afetar a sobrevivéncia dos peixes, podemos seguir a linha de raciocinio

de que o aumento nos niveis de ions causariam aumento da condutividade da agua.

4.3.6 A condutividade e a distribuicio das espécies

A condutividade, como medida da concentracdo de nutrientes (sal), esta muitas
vezes correlacionada a distribuicdo dos peixes, devido a sua influéncia na produtividade
primaria, e sua correlagdo com outra varidvel importante da qualidade da agua, o pH
(Crampton & Albert, 2005).

A condutividade ¢ também uma medida da resistincia externa através da qual
peixes elétricos conduzem suas correntes elétricas. Desta forma, isso poderd impor efeito
direto na biologia dos peixes elétricos - bem como também na fisiologia dos seus 6rgaos
elétricos e eletroreceptores, ou na distribuicdo biogeografica. A impedancia do orgao
elétrico a condutividade externa pode criar barreiras para a dispersao dos peixes elétricos —
talvez acelerando a especiagdo via isolamento alopatrico (Crampton & Albert, 2005).

Podemos sugerir também que mudancas nas composigdes fisico-quimicas da agua
podem atuar como uma barreira acustica para os peixes elétricos, baseada na propagagao do
sinal elétrico. Hopkins (1999) mostrou uma correlagdo direta entre a anatomia do 6rgao
elétrico e as propriedades fisico-quimicas da agua. Os orgdos elétricos das diferentes
espécies parecem estar adaptados para produzir D.O.E.s condizentes com a impedancia da
agua em que os peixes vivem. Dentro desta circunstancia, uma vez que o o6rgao elétrico

esteja bem adaptado a determinados ambientes, com um tipo particular de agua, a

80



exploracdo ou adequacdo a um novo ambiente podera implicar numa menor eficiéncia
(Alves-Gomes, 2001). Portanto, a condutividade da agua pode atuar como uma barreira

“invisivel” para diferentes espécies (Hopkins, 1999).

4.3.7 O Sistema de Biomonitoramento — Perspectivas e Aplicabilidade

Acreditamos que a possibilidade da utiliza¢do de peixes elétricos sul americanos
(Gymnotiformes) como elemento central de um sistema de biomonitoramento de qualidade
de agua ¢ perfeitamente plausivel, tanto em funcdo dos resultados obtidos nos nossos
estudos, assim como os de outros autores previamente citados. Estudos futuros poderao
ampliar a gama de substancias testadas. E na medida em que tivermos uma idéia mais
abrangente dos tipos de alteragdes causadas pelos diferentes compostos nas D.O.E.s de
Apteronotideos partiremos para a concep¢ao de um sistema automatizado, concebido em
funcao de algoritmos computacionais € que fagam, em tempo real, as comparagdes dos
parametros das descargas elétricas.

O principio fundamental do sistema ¢ que mudangas nas caracteristicas da agua
alteram os padrdoes de descargas elétricas dos peixes, e estas variagdes podem ser
quantificadas e detectadas por meio de programas especialmente concebidos para esta
finalidade. Este componente automatizado permitird que o sistema funcione continuamente,
com a minima necessidade de acompanhamento humano e devera monitorar
permanentemente a taxa de repeticao de peixes dispostos individualmente numa bateria de
aquarios. Esta bateria de aquarios estara conectada, via sistema de encanamento e bomba
d’agua ao local (habitat aquatico) a ser monitorado.

Toda vez que o padrdo das D.O.E.s for alterado pela presenca de um elemento
estranho na agua, o sistema poderd acionar um dispositivo de alarme que indicard a
anormalidade fisico-quimica da agua. Este sistema possui algumas vantagens sobre os
sistemas tradicionais de monitoramento porque além de requerer a minima participacao
humana, permite um monitoramento ininterrupto (minimizando o efeito de acidentes) e

dispensa andlises laboratoriais caras e demoradas para a detec¢ao de elementos toxicos.
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ANEXOS

Algoritmos desenvolvidos para analise das descargas dos 6rgaos elétricos de 4.

hasemani

function LFCFORM

%
%
%

%
%
%
%
%
%

INSTITUTO NACIONAL DE PESQUISAS DA AMAZONIA - INPA
LABORATORIO DE FISIOLOGIA COMPORTAMENTAL - LFC
ANO 2005

Converte *.atf em arquivo *.mat.

Calcula PS. Concatena PS para graficos.

PS = power espectrum de densidade para forma de onda.

p/ Normal (fs=100KHz - 2048 pontos) e ...

[ 1 Agua de Formacdo = 1mL 2mL 4mL OmL (fs=50KHz - 1024 pontos),
"Hanning® (=~20ms).

clear all;clc;colordef white;

co=input("Entre com valor da concentracado: ");
pn=input(“Entre com n® do peixe: *);
ti=input("Entre com o tempo inicial: *);
tf=input("Entre com o tempo final: ");

s=50000;
nf=1024;
t~x=10000;
Xx=1;

ext="_atf";

[arq, caminho]=uigetfile("*.atf", “Arquivo *.atf");
cd(caminho);

PSG=[1;
HzG=L1;
cont=ti;

while cont <= tf

arg=[num2str(pn) *_" num2str(cont) "_
ca=["All._A" num2str(tx)];
cb=["B11..B" num2str(tx)];

num2str(co) ext];

tempo=1000*(dImread (arq, "\t",ca));
onda=dImread (arq, "\t",cb);

[PS, f]l=psd(onda,nf,fs);
M, 11=max(PS(3:300));
Hz=(double(f(1)));

datafile=[arq(l:size(arqg,2)-4) ".mat"];
save (datafile,"onda*®, "tempo®,“"PS","f","Hz");

PSG=[PSG PS];
HzG=[HzG;Hz];
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end;

cont=cont+xx;

afile=[arq(l:size(arqg,2)-8) "hzg.xIs"];

dimwrite(afile,HzG, "\t");

datafile=[arq(l:size(arqg,2)-8) "c.mat"];
save (datafile,"PSG", "HzG");

*hhkAhkk * * AR R * * B R R e S e

function LFCG3DFORM

% INSTITUTO NACIONAL DE PESQUISAS DA AMAZONIA - INPA

% LABORATORIO DE FISIOLOGIA COMPORTAMENTAL - LFC

% ANO 2005

% LFCG3DFORM.m faz parte de um grupo de algoritmos desenvolvidos ...
% para analisar as Descargas dos Orgaos Elétricos (D.0.E.s) ...

% de peixes elétricos da familia Apteronotidae (Gymnotiformes).

%

% Cria graficos 3D de PSD - Power Spectrum Density - Espectro
Densidade

% p/ Normal (fs=100KHz - 2048 pontos) e ...

% [ 1 Agua de Formacdo = 1mL 2mL 4mL OmL (Ffs=50KHz - 1024 pontos),

% “"Hanning® (=~20ms).

%

YpFrAFrrAAIXXALAMAZONASBRAS | LFHFxdsddrstodkhx

clear all;clc;colordef white;

[arg,caminho]=uigetfile("*.mat", “Arquivo *.mat");
cd (caminho);

load (arq);

Fig=Ffigure;
set(Fig, "Position",[100 50 650 500]);
set(Fig, "Name®,[arq]);
surf(PSG(10:200, :), "FaceColor*","interp”, ...
"EdgeColor™, "none”, "FaceLighting”, “phong*");
axis tight;
view([115 25]);
camlight left;
grid on;
colormap(jet);
xlabel ("*Tempo (min.)","FontSize",12, "FontName", "times");
set(gca, "XTick",[1 2 3456 7 8 9 10]);
set(gca, "XTickLabel","0]30]40]50]Agua

Form.|80]90]120]150]180");

ylabel (*Frequéncia (Hz)","FontSize",12, "FontName", "times");

set(gca, "YTickLabel ", *1000]1500] 2000 ] 2500 ] 3000 | 3500 | 4000 ] 4500 5000") ;

zlabel ("Magnitude®, "FontSize",12, "FontName™, "times");

AEAKXAAXAAAAAAAXAAAAAXAAXAAAAAXAAAAAXAAXAAAAAAAXAAAAAAAXAAXAXAXAAXK
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