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Apteronotidae (Pisces: Gymnotiformes) como modelo de
biomonitor para compostos BTX. -- 2005.
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1. Peixes elétricos 2. Petréleo 3. Biomonitoramento 4.
Processamento de Sinais 5. Apteronotidae 6. BTX

CDD 19. ed. 597.05

Sinopse:

Subsidios para desenvolvimento de sistema de
biomonitoramento para petréleo em fun¢do dos compostos
Benzeno, Tolueno e Xilenos (BTX) por meio das propriedades
biofisicas das Descargas do Orgio Elétrico (D.0O.Es) de peixes
elétricos amazdnicos da familia Apteronotidae
(Gymnotiformes). Capitulo 1, introducdo geral; Capitulo 2
processo de sele¢do da espécie de Apteronotidae; Capitulo 3
compendio sobre métodos de analise e processamento de sinais
para Apteronotidae; Capitulo 4 determinacdo do padrao
“normal” das D.O.Es.; Capitulo 5 efeito dos compostos BTX
sobre as D.O.Es.; nos Anexos, algoritmos utilizados para
andlise computacional, resumo e artigo desenvolvidos no

decorrer deste estudo.
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RESUMO

Apresentam-se subsidios para compor um sistema de biomonitoramento para
hidrocarbonetos de petroleo por meio das propriedades biofisicas das descargas dos
orgdos elétricos (D.O.Es.) de peixes elétricos da Amazdnia (Gymnotiformes).
Utilizando-se das propriedades de estabilidade das D.O.Es. do orgdo elétrico
neurogénico dos peixes da familia Apteronotidae, avaliou-se, entre espécies de maior
captura nas proximidades de Manaus — AM, uma espécie de Apteronotidae para
estudos sobre biomonitoramento. Por meio de amplo estudo para o estabelecimento de
critérios sobre processamento e de analise dos sinais das D.O.Es. de Apteronotidae
foram desenvolvidos algoritmos especificos para MatLab®, utilizando-se os
toolboxe’s Wavelet e CRP (NDG Univ. Potsdam). Além do tradicional espectro de
densidade baseado na transformada de Fourrier, foram utilizados a transformada de
ondeletas (Wavelet’s) e as analises de recorréncia. A espécie de Apteronotidae
escolhida para o estudo foi Apteronotus hasemani, para a qual foi estabelecido um
padrdo “normal”. A partir do padrdo “normal” estipulou-se critério para avaliar a
deteccao de diferentes concentracdes de BTX (2, 10, 20 e 100 mg/L) por espécimes
de A. hasemani, considerando-se que da fra¢do soluvel do petroleo, os compostos
BTX (benzeno, tolueno e xilenos) sdo mais toxicos e menos hidrofobicos. Com a
metodologia utilizada foi possivel inferir sobre a deteccdo positiva de BTX por

espécimes de A. hasemani a partir de 10 mg/L.
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ABSTRACT

Herein, we presenting subsidies to build an oil hydro-carbon biomonitoring
system based in the biofisic characteristics of the electric organ discharges (EODs) of
the Amazonian electric knifefishes (Gymnotiformes). Using the EODs proprieties,
one species of the Apteronotidae family was selected to biomonitoring studies, among
those more abundant species that inhabit rivers in the surrounding Manaus-AM. The
study of apteronotids EODs allowed the confection of specifics algorithms to
MatLab® (toolboxe’s Wavelet,s and CRP - NDG Univ. Potsdam). Wavelet’s and
recurrence analyses were utilized, in addition to the traditional method of spectrum
density based in the fast fourrier transformation (FFT). Apteronotus hasemani was the
species elected, and it waveform standard patterns were established. Using the
waveform standard patterns a method was established to detect different
concentrations of BTX (2, 10, 20 e 100 mg/L) for each specimen of A. hasemani.
Considering that the water soluble fraction of the oil, the composites of BTX
(benzene, toluene and xylenes) are more toxics and less hidrophobics. Using this
methodology was possible to infer on the positive detection of BTX for specimens of

A. hasemani with the minimal concentration of 10 mg/L.
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ACRONOMIOS

BTX: Compostos Benzeno (C¢Hg), Tolueno (CsHsCHj3) e isdmeros 0-, m- e p-xileno

(CsHio).

D.O.E.: Descarga do Orgio Elétrico.

FFT: Transformada rapida de Fourrier, do inglés, Fast Fourrier Transform.
PSD: Espectro de densidade, do inglés, Power Spectrum Density.

STFT: Transformada de Fourrier de curto tempo, do inglés, Short Time Fourrier

Transform.
VRA: Analise visual de recorréncia, do inglés, Visual Recurrence Analises.
AR: Analise de recorréncia.

CRP: Graficos de cross-recorréncia (recorréncia entre dois sinais), do inglés, Cross

Recurrence Plots.

CRQA: Anadlise quantitativa de cross-recorréncia, do inglés, Cross Recurrence

Quantitative Analises.
DP: Desvio padrio.
CV: Coeficiente de variagdo (desvio padrao/média)

VCR: Do inglés, video cassette record.

XIII
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CAPITULO 1

INTRODUCAO
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A contaminagdo ambiental por hidrocarbonetos do petréleo ¢ uma
preocupacdo permanente. Com o acentuado incremento na utilizacdo de combustiveis
fosseis, a partir da segunda metade do Século XX, os riscos ambientais associados a
toda cadeia produtiva do petréleo, desde a extragdo, o transporte, o beneficiamento até
0 consumo, aumentaram consideravelmente. E apesar dos riscos ambientais, a
crescente demanda energética mundial for¢a os paises em desenvolvimento a
maximizarem a exploragdo de seus recursos energéticos, como o petroleo, por razoes

econdmicas, politicas e estratégicas.

Na Amazonia, grandes reservas de petrdleo e gas natural comegaram a serem
exploradas nas tultimas décadas. Na provincia de Urucu, cerca de 60.000 barris de
petréleo sdo produzidos por dia, em mais de 50 pocos de perfuragdo (Val & Almeida-
Val, 1999; PETROBRAS, 2003). Os possiveis impactos ambientais negativos
associados aos acidentes envolvendo petréleo na regido amazodnica sdo de grandes
proporgdes sinergéticas, principalmente quanto ao ambiente aquatico. Esta acdo
impactante ¢ agravada pela dindmica do ambiente amazdnico, pela complexidade

ecossistémica, pelo endemismo de espécies bioldgicas e, também, pela negativa

repercussdo mundial.

O Conselho Nacional do Meio Ambiente — CONAMA (2000) reconhece a
insuficiéncia e ineficacia de resposta diante aos problemas ambientais com
hidrocarbonetos e, em alguns casos, a dificuldade de implantar as agdes necessarias

para evitar possiveis problemas ambientais.

Diante da problematica do petroleo e derivados, o que versa neste trabalho
oportuniza subsidios para uma nova alternativa ao monitoramento ambiental. No

Capitulo 2 ¢ apresentado o processo de escolha da espécie alvo para compor este
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estudo. No Capitulo 3 foi desenvolvido um compéndio de técnicas que envolvem a
analise dos sinais de peixes elétricos e, também, ¢ apresentada duas novas técnicas de
processamento de sinais que ainda nao foram utilizadas para avaliar sinais de peixes
elétricos. O Capitulo 4 contém os procedimentos para determinagdo de um padrao das
descargas dos orgaos elétricos (D.O.Es.) para espécie de peixes elétricos estudada. E,
no Capitulo 5 ¢ apresentado o processo de estudo dos efeitos de BTX nas D.O.Es. dos
peixes elétricos avaliados. No Anexo estdo os algoritmos desenvolvidos para o
processamento dos sinais (m-files para o MatLab®), resumo e artigo desenvolvidos no
decorrer deste estudo. No corrente Capitulo ha uma breve explanagao sobre diferentes
aspectos epistemologicos, no sentido de minimizar divergéncias dos temas de
complexidade particular envolvidos nesta pesquisa: do petroleo aos peixes elétricos da

Amazonia.

1.1 Petroleo

r

O petroleo ¢ uma mistura complexa de hidrocarbonetos onde se encontram
compostos com diferentes propriedades fisico-quimicas e com diferentes perfis
ecotoxicologicos (CONCAWE, 1992; Manahan, 2000; Baird, 2002). Os
hidrocarbonetos constituintes do petrdleo sdo hidrofobicos e conseqiientemente
possuem baixa solubilidade em 4dgua. Porém, os de menor peso molecular, podem ser
misciveis em agua e, assim, constituem a chamada fragdo soltvel em agua (WSF —

water soluble fraction) (CONCAWE, 2002).

O grupo de hidrocarboneto(s) mais abundante encontrado no petrdleo
geralmente ¢ a série de alcanos, que podem ser genericamente designados pela
formula C,Hj,,. Estas moléculas variam grandemente, incluindo desde o simples

metano (C,Hg) até moléculas constituidas por quase uma centena de carbonos (Baird,
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2002). O petroleo também contém quantidades substanciais de cicloalcanos,
principalmente com cinco ou seis carbonos por anel, como os sistemas C¢H, € varios
hidrocarbonetos aromaticos, principalmente benzeno e seus derivados simples, ou nos
quais, um ou mais atomos de hidrogénio foram substituidos por grupos metila ou etila

(Manahan, 2000; Baird, 2002).

Além dos hidrocarbonetos, o petréleo contém certa quantidade de compostos
de enxofre, sulfeto de hidrogénio gasoso (H,S) e compostos organicos que sao
analogos a alcoois e ésteres, nos quais o atomo de enxofre substitui o oxigénio e
pequenas quantidades de compostos organicos contendo oxigé€nio ou nitrogénio

(CONCAWE, 1988; Manahan, 2000; Baird, 2002).

Os compostos aromaticos benzeno, tolueno e isomeros Orto, meta e para-
xilenos, também conhecidos como compostos BTX, constituem a parcela mais toxica

do petroleo (Baird, 2002).

Levando-se em consideragdo que o petréleo proveniente da provincia de
Urucu, no estado do Amazonas, contém cerca de 75% de compostos hidrocarbonetos
e que, destes, 13,2% a 15% s3o compostos aromaticos (Brauner et al., 1999), estudos
relacionados com a deteccdo e prevengdo das contaminagdes ambientais por estes
compostos sdo extremamente necessarios, ¢ neste caso, especialmente os estudos
voltados para ambientes amazonicos. E, se considerando que da fracdo solivel em
dgua, os compostos aromaticos sdo o0s mais tOXicos aos organismos aquaticos,
principalmente aos peixes, a atividade petrolifera na Amazonia ¢ um risco em

potencial.



APTERONOTIDAE (PISCES: GYMNOTIFORMES) COMO MODELO DE BIOMONITOR PARA COMPOSTOS BTX

1.1.1 Compostos BTX

Os problemas de maior complexidade ambiental relacionados ao petroleo sao
atribuidos aos hidrocarbonetos monoaromaticos benzeno (C¢Hg), tolueno (CsHsCHj3) e
xilenos (CgHjg) — os compostos BTX (figura 01), que sdo, dos constituintes
aromaticos do petroleo, os mais soliveis € com o maior potencial de mobilizagao na

agua (ASTDR, 1993; ASTDR, 1997; Corseuil & Fernandes, 1999; ASTDR, 2000).

Dentre os compostos BTX, o benzeno ¢ considerado o mais toxico € o mais
solivel em agua (CONCAWE, 1992; ASTDR, 1997). E, além disto, a complexidade
dos problemas ambientais associados aos compostos BTX ¢ aumentada com a
inclusdo de compostos oxigenados em combustiveis derivados de petrdleo, como por
exemplo, o etanol ¢ o0 MTBE (metil terc-butil éter), que aumentam o fator de co-
solvéncia destes contaminantes organicos hidrofobicos (Corseuil & Fernandes, 1999;

CONCAWE, 2002).

od &Ly

Figura 01 — Compostos BTX.

A. benzeno (C¢Hg); B. tolueno (C¢HsCHj;); C. isdmeros 0-, m- e p-xileno (CgH;,) (figura produzida por
meio do software ACDLabs 5.0).

Particularmente, os compostos de baixo peso molecular como os benzenos,
toluenos e xilenos, podem afetar o sistema nervoso central em vertebrados. Se a
exposicdo a estes compostos for suficientemente alta, pode acarretar em morte. Ha
registros de que o benzeno causa cancer (leucemia) (ATSDR, 1999), sendo
classificado no Grupo 1 pela Agéncia Internacional de Pesquisas em Cancer, como

cancerigeno para humanos. Outros compostos oriundos de produtos de petrdleo, como
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por exemplo, o benzo[a]pireno e a gasolina, sdo considerados como provaveis e
possiveis carcinogénicos para humanos (Grupos 2A e 2B, respectivamente) (IARC,

2003).

Considerando-se a pluma de dispersao do petrdleo em matrizes ambientais
aquaticas, para desenvolver um sistema que alerte sobre possiveis contaminagdes por
petréleo, estudou-se os elementos da fragdo soluvel do petrdleo que possuem maior
potencial de dispersdo (que ‘“chegam primeiro”), e, o interessante, ¢ que estes

compostos também sdo os mais toxicos do petroleo: os compostos BTX.

1.2 Peixes Elétricos

Muitos animais aquaticos t€ém a habilidade de sentir pequenos campos
elétricos. Esta sensibilidade elétrica ¢ encontrada em diversas espécies de peixes
marinhos e de aguas doce. Por exemplo, os peixes Siluriformes s3o capazes de
detectar campos elétricos com gradientes menores que 1 microVolt por centimetro; os
tubardes e as arraias marinhos s3o sensiveis a gradientes elétricos menores que 5
nanoVolts por centimetro (Bastian 1994). Orgdos especializados na detecgio de
campos elétricos na agua (eletroreceptores) estdo presentes em uma grande
diversidade de organismos aquaticos. Em vertebrados, a capacidade de detec¢do de
campos elétricos esta presente nos peixes agnatas (lampreias e peixe-bruxa), em todos
elasmobranquios (quimeras, raias e tubardes) nos sarcopterigeos (Lepidosireniformes
e Coelacanthiformes), actinopiterigeos (nos condrdsteos e alguns teledsteos) e em
pelo menos uma linhagem dos anfibios (Bullock et al., 1979; Bullock & Heiligenberg,
1986; Heiligenberg, 1993; Moller, 1995; Alves-Gomes, 1999; Alves-Gomes, 2001;

Rose, 2004).
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Dentre os peixes eletrosensitivos, alguns grupos desenvolveram oOrgaos
eletrogénicos, Orgdos especializados em produzir descargas elétricas: nos
elamosbranquios as arraias das familias Rajidae e Torpedinae, os teledsteos marinhos
da familia Astroscopidae, os teleosteos africanos de agua doce das familias
Malapteruridae, Mormyridae ¢ Gymnarchidae, e, os teledsteos Neotropicais da Ordem
Gymnotiformes (Bullock et al., 1979; Heiligenberg, 1993; Moller, 1995; Alves-
Gomes, 1999; Alves-Gomes, 2001). Estas descargas do orgao elétrico (D.O.E.)
ocorrem de diferente maneiras nos diferentes peixes elétricos (figura 2): existem os
peixes elétricos com D.O.Es. de alta voltagem (fortes) e intermitentes, como por
exemplo, as arraias marinhas Torpedo (220 V), os bagres do Nilo Malapterurus (350
V) ¢ a enguia elétrica (ou o famoso puraqué, da Amazonia) Electrophorus (+ 600 V);
e, ha também os peixes elétricos de baixa voltagem com descargas intermitentes (em
forma de pulso) ou continua (em forma de onda), como por exemplo, as arraias
marinha do género Raja (mV — pulso), os peixes elétricos africanos das familias
Mormyridae (mV — pulso) e Gymnarchidae (mV — onda) e os peixes elétricos da
América do Sul e Central (excetuando-se o puraqué) também conhecidos
popularmente como sarapos e ituis que descarregam em forma de pulso e onda

(Moller, 1995; ver tabela 01).

A partir da década de 1950 com a descoberta das descargas elétricas fracas
produzidas por alguns peixes elétricos, os estudos sobre -eletrorrecepcao e
eletrogénese prosperaram rapidamente (Moller, 1995; Hopkins, 1995; Zakon &
Unguez, 1999; Bullock, 1999). Existem muitos trabalhos e pesquisas em andamento
sobre as mais variadas areas do conhecimento envolvendo peixes elétricos, incluindo

ecologia, neurofisiologia e robotica. Fontes adicionais sobre pesquisas com peixes
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elétricos podem ser encontradas em Moller (1995), Bullock (1999), Bullock &

Heiligenberg (1986), Moller (2002) e Bleckmann et al. (2004).

Figura 02 — Distribuicdo de Peixes Elétricos (Moller, 1995).

1.2.1 Gymnotiformes

A Ordem dos peixes Gymnotiformes tem uma distribuicdo Neotropical e
compreende cerca de 140 espécies (Mago-Leccia, 1994; Albert, 2003; de Santana,
2003; de Santana et al., 2004; de Santana & Maldonado-Ocampo, 2004), divididas em

sete familias (Alves-Gomes et al., 1995; Alves-Gomes 1997; Alves-Gomes, 1998).

Os Gymnotiformes representam uma fracdo consideravel da ictiofauna
benténica dos rios Neotropicais (Barlettta, 1995; Cox-Fernandes, 1995; Crampton,
1996; Cox-Fernandes et al., 2004), representando, por exemplo, cerca de 86 % da
biomassa em alguns pontos na calha do rio Orinoco (Marrero & Taphorn, 1991) e 27

a 80 % em regides do médio rio Negro (Garcia, 1995), embora, compreendam
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aproximadamente 4% da diversidade total de peixes Neotropicais de Agua Doce (Val

& Val, 1995).

Os Gymnotiformes sao popularmente conhecidos como “peixes elétricos” pela
capacidade de produzirem corrente elétrica alternada (Chagas & Carvalho, 1961;
Bennett, 1971). As caracteristicas biofisicas (forma de onda, amplitude, taxa de
repeticdo e freqii€éncia espectral) das D.O.Es., além de serem espécie-especificas
(Hopkins & Heiligenberg, 1978; Heiligenberg & Bastian, 1980), podem variar intra-
especificamente, entre os sexos, especialmente durante o periodo reprodutivo
(Hopkins & Heiligenberg, 1978). As D.O.Es. também podem ser relacionadas com a
composi¢ao fisico-quimica da dgua onde o peixe se encontra (Pimentel-Souza, 1988;
Pimentel-Souza & Siqueira, 1992; Thomas et al., 1997, Thomas et al., 1998;
Schwertner & Alves-Gomes, 2003). Os sinais eletromagnéticos gerados podem ser
gravados e acompanhados através de equipamentos eletronicos apropriados. Como
conseqiliéncia, a descarga do orgdo elétrico (D.O.E.) também ¢ utilizada como
ferramenta na determinagdo de estados fisiologicos e bioquimicos destes peixes
(Hagedorn & Heiligenberg, 1985; Bullock & Heiligenberg, 1986; Franchina, 1997,

Stodard, 1999), o que a torna um excelente modelo experimental.

A presenga de elementos toxicos na agua pode causar alteracdo nas D.O.Es.
tanto pela mudanga da condutividade da agua (Lei de Ohm), quanto pela acao indireta
do poluente no metabolismo do peixe. Em outras palavras, pelo fato da D.O.E. refletir
estados comportamentais ¢ fisioldgicos do peixe, espécies da ordem Gymnotiformes

sdo apropriadas para serem utilizadas como biomonitores.

De acordo com o padrao temporal das D.O.Es. os Gymnotiformes podem ser
subdivididos em dois grandes grupos: peixes pulsadores e peixes onduladores

(Kirschbaum, 1995; Alves-Gomes, 1997). Do ponto de vista embriologico e
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evolutivo, ha dois tipos de oOrgdo elétrico: nos 6rgdos miogénicos os eletrocitos
(unidade celular do orgdo elétrico) sao de origem muscular, enquanto nos 6rgaos

neurogénicos os proprios neuronios funcionam como eletrdcitos (tabela 01).

O orgao elétrico dos Gymnotiformes ¢ derivado de células musculares que
perderam a capacidade de contragdo, mas que ainda disparam potenciais de agdao da
ordem de 100-120 milésimos de Volt (Chagas & Carvalho 1961). Segundo Crampton
(1998a), pela observagao da diversidade dos sinais, os peixes elétricos com sinais tipo
onda podem ter uma demanda energética total menos flexivel, tornando-se mais

sensiveis as mudangas ambientais.

Tabela 01 — Relacdo familia / sinal / eletrdcito.

FAMILIA TIPO DE SINAL ELETROCITO
APTERONOTIDAE Onda Neurogénico
EIGENMANNIIDAE Onda Miogénico
STERNOPYGIDAE Onda Miogénico
RHAMPHICHTHYIDAE Pulso Miogénico
HYPOPOMIDAE Pulso Miogénico
GYMNOTIDAE Pulso Miogénico
ELECTROPHORIDAE Pulso Miogénico

1.3 Peixes Elétricos como Biomonitores

A 1idéia da utilizacdo de peixes elétricos para detecgdo de substancias
quimicas na dgua nao ¢ nova. Grove & Moller (1979) estudaram as variagdes nas
D.O.Es. de Brienomyrus niger (Mormyriformes) pelo efeito de dois inseticidas
comerciais: Dieldrin e Malathion. Geller (1984) estudou alteragdes causadas por
mercurio, cobre, cianeto e arsénico nas D.O.Es. do peixe elétrico africano

Gnathonemus petersi (Mormyriformes). Estes autores foram os primeiros a mostrar
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que era possivel usar peixes elétricos como indicador bioldgico em sistemas

aquaticos.

Subseqiientemente, outros autores estudaram a influéncia de varios outros
fatores fisico-quimicos também no comportamento elétrico de Gnathonemus. Kunze e
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 et al. 1993), com niveis de poluigdo da agua (Kai & Lewis,
1993), com os metais pesados cadmio, cromo e cobre (Lewis et al. 1994), e com
6xido de tributiltina, amonia, nitrato, ¢ fosfato (Lewis et al. 1995). Estes trabalhos
mostraram que Gnathonemus muda a sua D.O.E. perante a presenga de doses baixas
de poluentes, mas a interpretagdo dos resultados encontrados por estes trabalhos ¢

problematica pela inadequagao da descarga de Gnathonemus.

Ao contrario dos apteronotideos, Gnathonemus ¢ a maioria dos peixes
elétricos africanos (que evolutivamente sdo bastante distantes dos peixes elétricos
neotropicais, Alves-Gomes, 2001) descarregam seus orgaos elétricos de uma forma
muito irregular. Sob condigdes normais e com agua de boa qualidade, Gnathonemus
pode variar sua descarga entre 20 e 200 vezes por segundo. A freqiiéncia da D.O.E.
varia demasiadamente devido aos fatores exdgenos, como por exemplo, presenca de
alimentos, disturbios visuais e estresse devido aos ruidos do ambiente (Kai & Lewis,
1993). A variabilidade natural da freqiiéncia da D.O.E. em Mormyriformes representa
um problema para sistemas de biomonitoramento. Assim, sempre houve uma
dificuldade de se estabelecer os ritmos basais do peixe, e determinar a partir de que

ponto a mudanga no ritmo de descarga era devido aos poluentes testados.

11
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Thomas et al. (1996a; 1996b) percebendo esta inadequagdo da descarga de
Gnathonemus para o propoésito de biomonitoramento, testaram a influéncia de cianeto
de potassio nas D.O.Es. de Apteronotus albifrons (Gymnotiformes, Apteronotidae).
Pimentel-Souza & Siqueira (1992) e Thomas et al. (1997; 1998), propuseram a
utilizagdo de Apteronotus albifrons para compor um possivel sistema de

biomonitoramento em tempo real por meio de analise das freqiiéncias das D.O.Es..

Thomas (2000) apresenta um sistema integrado de acompanhamento da
qualidade de agua em tempo real com sensores analiticos para pardmetros fisico-
quimicos associados a um sistema de andlise computadorizado com Apteronotus

albifrons.

O desenvolvimento de sistemas de biomonitoramento com Gymnotiformes
necessita de mais estudos e investigagdes. Principalmente estudos relacionados a
familia Apteronotidae, simplesmente pelo fato de existirem mais de 40 espécies de
apteronotideos na Amazonia (Alves-Gomes, 1997), aumentando as probabilidades,
que dentre estas, existam espécies com caracteristicas particulares para compor
estudos novos e especificos sobre a deteccdo de poluentes na dgua. E também, ainda
ndo foram conduzidos estudos com apteronotideos como biomonitores para
hidrocarbonetos de petrdleo, indo de encontro das mais recentes diretrizes de protecao
ambiental no Amazonas, refor¢ando a idéia de se utilizar “tecnologia amazonica” para

proteger a Amazodnia.

O presente trabalho foi conduzido para contribuir no desenvolvimento de um
sistema de biomonitoramento ou de alerta ambiental para prote¢do de matrizes
ambientais aquaticas por meio das propriedades biofisicas das D.O.Es de peixes

elétricos da Amazonia Brasileira. Enfatizando o monitoramento de contaminagdes por

12
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petroleo nos ambientes aquaticos em funcao da deteccdo de compostos BTX por

peixes da familia Apteronotidae.

1.4 Objetivos

1.4.1 Objetivo Geral

O objetivo deste trabalho ¢ contribuir para o desenvolvimento de um sistema
de biomonitoramento determinando, pela andlise das D.O.E.s, a capacidade dos
apteronotideos em detectar a presenca de compostos BTX na dgua, e qual o efeito de

diferentes concentragdes nas D.O.E.s destes peixes.

1.4.2 Objetivos Especificos

Selecionar uma espécie de apteronotideo em fungdo da estabilidade das

descargas elétricas e adaptabilidade ao cativeiro;

- Contribuir para a elaboracdo de um modelo computacional para qualificar
apteronotideos como biomonitores;

- Determinar o padrdo “normal” de descarga da espécie selecionada em
agua padronizada (branco);

- Determinar as alteragdes nas D.O.E.s da espécie selecionada em funcdo da

variag¢do da concentra¢cdo de compostos BTX na dgua.
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CAPITULO 2

SELECAO DA ESPECIE

14
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2.1 Introducao

Para compor estudos que fomentem desenvolver um sistema de
biomonitoramento com peixes elétricos da Amazonia (Gymnotiformes), procurou-se
utilizar peixes com maior estabilidade das D.O.Es., com sensibilidade as varia¢des
ambientais e com possibilidade de serem capturados nas proximidades de Manaus —

AM. Dentre as sete familias de Gymnotiformes, a familia alvo foi a Apteronotidae.

Fez-se necessaria a selecdo de apenas uma espécie de apteronotideo para o
presente estudo. Os principais requisitos avaliados para esta selecdo foram: a
estabilidade das descargas elétricas, a adaptabilidade ao cativeiro e a freqiiéncia de

captura.

Dentre as espécies de apteronotideos existentes, ¢ conhecida a resisténcia em
ambientes artificiais de A. albifrons, espécie de apteronotideo explorada para
aquarifilia e, em funcdo destas condicionantes ¢ a espécie de apteronotideo da
Amazonia mais estudada [veja, por exemplo, os trabalhos de Bastian (1981a; 1981b);
Pimentel-Souza (1988); Pimentel-Souza & Siqueira (1992); Thomas et al. (1996a;
1996b); Thomas et al. (1997; 1998); Mortgat et al. (1998); Nelson & Maclver (1999);
Assad et al. (1999); Thomas (2000); Maclver & Nelson (2000; 2001); Maclver
(2001); Nelson et al. (2002); e Maclver et al. (2004)]. Porém, esta espécie nao ocorre
comumente nos habitats proximos a Manaus e sua captura € restrita as épocas de seca.
Utilizou-se A. albifrons como um referencial para este estudo. E também, dentre as
possibilidades de estudos em funcdo da diversidade de espécies de Apteronotidae

existentes na Amazonia, buscou-se conhecer um pouco mais sobre outras espécies.
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2.1.1 Apteronotidae

A familia Apteronotidae ¢ a mais diversa e numerosa na ordem
Gymnotiformes com 47 espécies descritas e inimeras a serem descritas (Mago-
Leccia, 1994; Alves-Gomes, 1997; de Santana, 2002; Albert, 2003; de Santana, 2003;
de Santana et al., 2004; de Santana & Maldonado-Ocampo, 2004). A caracteristica
fundamental que difere esta familia dos outros Gymnotiformes é a presenga da

nadadeira caudal (Mago-Leccia, 1994; Cox-Fernandes, 1995; Albert, 2003).

Os apteronotideos utilizam as D.O.Es. para interagir com o ambiente, seja para
localizagdo (eletrolocalizagdo) (Bullock et al., 1979; Rasnow et al., 1993; Bastian
1994; Rasnow, 1996; Rasnow & Bower, 1996; Nelson & Maclver, 1999; Assad et al.,
1999; Maclver & Nelson, 2000; 2001; Maclver, 2001; Nelson et al., 2002) ou para
comunicagdo (eletrocomunicagdo) (Knudsen, 1974; 1975; Bullock et al., 1979;

Hagedorn & Heiligenberg, 1985; Bastian, 1994).

Familia Apteronotidae tem a peculiaridade de ser a unica que possui 6rgaos
elétricos neurogénicos. Estes 6rgaos sdo os resultados de uma novidade evolutiva a
partir de 6rgdos miogénicos, uma vez que ha uma degeneragdo da parte miogénica do
o0rgdo ja nos primeiros estdgios apds eclosdo do ovo, com a conseqiiente
especializacdo dos neurdnios que inicialmente o enervaram, que se tornam o proprio
orgao elétrico (Kirschbaum, 1983). Os 6rgios neurogénicos possuem freqiiéncias de
descarga bem mais altas do que os 6rgdos miogénicos, porque todas as sinapses

envolvidas na D.O.E. de um 6rgéo neurogénico sdo elétricas (Bullock et al., 1979).

Em funcdo do 6rgdo neurogénico, esta familia contém as unicas espécies que
produzem D.O.Es. em freqiiéncias altas, podendo chegar além de 2000 Hz (Alves-
Gomes, 1997), com coeficientes de variagdo (Desvio Padrao/Média) da ordem de

0,0002 segundos (2.10 s) (Mortgat et al., 2000). Até o momento, Orthosternarchus
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tamandua (Boulenger) apresenta a freqiiéncia das D.O.Es. mais baixa ja registrada
para esta familia com seus 421 Hz, enquanto Magosternarchus raptor Lundberg, Cox-
Fernandes & Albert e Sternarchella schotti (Steindachner) tem as mais altas
freqiiéncias das D.O.Es. ja registradas, de 1969 Hz e de 2179 Hz, respectivamente

(Crampton & Albert, in press).

Os peixes da familia Apteronotidac sdo os osciladores bioldgicos mais
estaveis que se conhece (Alves-Gomes, 2001), o que lhes confere uma vantagem

adicional para estudos de biomonitoramento (Schwertner & Alves-Gomes, 2003).

2.2 Material e Métodos

Os peixes avaliados foram capturados em excursdes de campo, utilizando-se
rede de cerco com malha de 0,5 cm entre nos e rapichés. A deteccao das espécies alvo
no campo ocorreu por meio de equipamento de detecgdo de D.O.Es., que consiste em
um amplificador/conversor portatil, com eletrodo acoplado em uma haste de madeira,
o qual converte as D.O.Es. em som. Pela ocorréncia e diferenga de sons, de acordo
com as freqiiéncias das D.O.Es., pode-se localizar os individuos no ambiente natural e

a captura se torna mais objetiva e seletiva.

As excursdes de campo foram baseadas no Flutuante do INPA Harald Sioli,
situado no complexo de Lagos do Cataldo na Ilha Xiborena, Iranduba — AM. As
capturas ocorreram em diversos ambientes (dgua branca e agua preta) proximos de
Manaus — AM: os locais de captura mais freqiientes foram a Ilha Marchantaria, o

Parana da Xiborena e a Costa da Terra Nova (figura 03).
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o

Figura 03 — Imagem orbital LANDSAT7/231.62/27/08/01

(fonte: www.inpa.gov.br/siglab. Detalhe: regido de coleta entre as coordenadas geograficas:
059°56°45” W / 059°48°55” W e 03°04°55” S / 03°14°55” S) .

Os animais capturados foram levados para o Laboratorio de Fisiologia
Comportamental — LFC/INPA, mantidos em tanques de 40 L (aquéarios individuais) e
200 L (aquarios coletivos), em agua estabilizada em tanques de 1000 litros com filtro
biologico, a partir de 4gua de poco artesiano (composicao fisico-quimica da agua vide
quadro 01). Todos os tanques continham um sistema de filtro bioldgico e aerador e,

diariamente foi monitorada a temperatura, pH e condutividade (CE). A temperatura

dos tanques de manutencao variou de 25 a 28 °C, o pH entre 6.3 ¢ 7.0 e a CE de 50 a

150 puS/cm.
Quadro 01 — Composigio fisico-quimicos das aguas do pogo do INPA-I.

pH 4,8 Ferro disolvido (mg/L) <0,005
CE (uS/cm) 19,5 Ferro Total (mg/L) <0,005
Nitrogénio de nitrato (mg/L) 0,45 Calcio (mg/L) 0,35
Nitrogénio amonical (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 CaCO3/L) 1,02
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Os peixes foram alimentados com: larvas de peixes, pequenos peixes, Artemia

salina e minhocas, de acordo com a necessidade especifica.

Dentre as espécies de apteronotideos de maior freqiiéncia de captura, testou-se
a estabilidade das D.O.Es. com o registro da freqliéncia instantdnea a cada 10 s
durante 15 min. para um representante de cada espécie. Os peixes foram previamente
aclimatados por 2 horas em tanques experimentais de 10 L com agua estabilizada (pH
em torno de 6,9, CE aproximadamente de 50 uS/cm), aeragdo e temperatura constante
a 27 °C. As D.O.Es. foram captadas por eletrodos de prata, amplificadas por meio de
amplificador diferencial AC/DC A-M System (utilizando-se ganho de 50x) e
freqliéncia instantanea registrada por meio do frequencimetro Fluke Scopemeter 196 e

software FlukeView 4.1 (esquema vide figura 04).

A avaliagdo da adaptabilidade em cativeiro partiu de observagdes diarias,
tempo de vida em cativeiro e aceitacdo de alimento possivel de ser produzido em

condi¢des laboratoriais.

A espécie de apteronotideo selecionada foi a que apresentou a melhor
performance em funcdo de sua adaptabilidade ao cativeiro, freqiiéncia de captura e
estabilidade das D.O.Es.. Também foi avaliada a resisténcia ao manuseio
experimental submetendo espécimes a condi¢des de trabalho extremo (24h no tanque
experimental de 10 L, D.O.Es. captadas, amplificadas e freqiiéncia instantanea
registrada a cada 10 s durante as 24h por meio do Fluke Scopemeter 196 e software

FlukeView 4.1 — esquema vide figura 04).
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Figura 04 — Aquisi¢do de sinal via Fluke Scopemeter.

2.3 Resultados

Para cada minuto (seis medidas) foram calculados a média, o desvio padrao, e
o coeficiente de variagdo (Desvio Padrao/Média) da freqiiéncia de descarga de cada
individuo. Foram testados as seguintes espécies de apteronotideos: Adontosternarchus
clarkae Mago-Leccia, Lundberg & Baskin, Apteronotus albifrons Linnaeus,
Apteronotus bonapartii Castelnau, Apteronotus hasemani (Ellis), Sternarchella
terminalis Eigenmann & Allen, Sternarchella schotti Steindachner, Sternarchogiton
porcinum Eigenmann & Allen (sinal ou forma da onda vide figuras 05 a 11,

respectivamente).

<z 107 0kHz b -3

Figura 05 — Sinal de A. clarkae. Figura 06 — Sinal de A. albifrons.
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Figura 07 — Sinal de A. bonapartii. Figura 08 — Sinal de A. hasemani.
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Figura 09 — Sinal de S. schotii. Figura 10 — Sinal de S. terminalis. Figura 11 — Sinal de S. porcinum.

Tabela 02 - Estabilidade das D.O.Es. das espécies estudadas.

Esp. S.porcinum  S. terminalis S. schotti A. clarkae A. bonapartii  A. hasemani A. albifrons
Média 954 1425 1577 1039 1335 759 1104
DP 1,023 2,781 5,162 1,016 1,597 2,649 2,159
CV 1,0x10%  19x10” 32x10”  97x10"™ 1,2x10%  34x10%”  1,9x10”

Meédia em Hz (n° de ciclos/descargas por segundo). DP = Desvio padrdo. CV= Coeficiente de Variagao.

Os dados da tabela 03 demonstram os valores médios (em Hz), o desvio
padrdo (DP) e o coeficiente de variacdo (CV) das freqiiéncias para os sete diferentes
espécimes das sete diferentes espécies, cujo grafico dos sinais estd representado na

figura 12.

Fazendo-se referéncia ao representante da espécie A. albifrons pode-se
observar a semelhanga da freqiiéncia fundamental com A. clarkae. E reforgando a
importancia de estudos com diferentes espécies de Apteronotidae, A. clarkae

apresentou o menor coeficiente de variagao.
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Figura 12 — Grafico das variacdes das D.O.Es. avaliadas por 15’ para sete diferentes espécies.

Dentre as espécies descritas acima, Apteronotus albifrons, A. bonapartii, A.
hasemani e Sternarchella terminalis foram selecionadas para um monitoramento
intensivo de 24 horas visando-se avaliar a resisténcia sob condi¢des experimentais
extremas (graficos das freqii€éncias na figura 13). Estas espécies foram selecionadas
levando-se em consideragdo a resisténcia ao cativeiro apresentado durante 20 dias de

observacao.
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Figura 13 — Monitoramento de D.O.Es. em 24 horas para 4 espécies de apteronotideo.
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Pelo numero de picos graficados pode-se notar na figura 13 uma maior
estabilidade nas freqiiéncias de Apteronotus bonapartii e A. hasemani. E, a partir
destas inferéncias, foi elaborado mais um experimento de 24 horas em regime de
trabalho (tanques experimentais de 10 L, dgua estabilizada, aeragdo constante, pH em
torno de 6,9, CE aproximadamente 50 puS/cm, temperatura constante a 27 °C) com
dois espécimes de A. hasemani e dois espécimes de A. bonapartii, para confirmar os
testes de resisténcia as condi¢des experimentais. Porém, com mais dois fatores
adicionais, os peixes permaneceram acondicionados em tubos de PVC tampados com
uma tela e com iluminacdo constante. A figura 14 representa o grafico com a
freqliéncia instantanea das D.O.Es. para os peixes contidos nos tubos e sob constante

iluminagao, por 24 horas.
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Figura 14 — Monitoramento de D.O.Es. em 24 horas para A. hasemani ¢ A. bonapartii.

Para a espécie A. hasemani, a média da freqiiéncia fundamental do peixe 01 foi
665 Hz, o desvio padrio (DP) foi 0,896 e o coeficiente de variagdo (CV) 1,348x10%;
para o peixe 02 a média foi 689 Hz, o DP = 4,99 ¢ CV = 7,244x10%. E, para a

espécie A. bonapartii, do peixe 01 a média da freqiiéncia foi 1127 Hz, o DP = 1,702 ¢
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o CV = 1,511x10"%; para o peixe 02 a média foi 1072 Hz, o DP = 2,319 ¢ CV =

2,164x107%.

Os espécimes de A. hasemani apresentaram o maior ¢ o menor CV, ambas as
espécies (A. bonapartii ¢ A. hasemani) apresentaram estabilidade nas D.O.Es. e
semelhante desempenho as condi¢des de cativeiro e regime de trabalho. Porém, dentre
as espécies A. bonapartii e A. hasemani, a tltima apresentou um outro relevante fator:

foi a espécie com maior freqiiéncia de captura na area de coleta préxima a Manaus.

Portanto, considerando abundancia destas espécies nas coletas de campo,
adaptabilidade a alimentacdo em laboratorio e a analise das freqiiéncias das D.O.Es.,
associados a facilidade de manutencdo ao cativeiro e resisténcia as condigOes de
trabalho, Apteronotus hasemani (figura 15) foi a espécie selecionada para os estudos

de biomonitoramento.

Figura 15 — Apteronotus hasemani.

24



APTERONOTIDAE (PISCES: GYMNOTIFORMES) COMO MODELO DE BIOMONITOR PARA COMPOSTOS BTX

2.4 Discussao

Segundo as caracteristicas de A. hasemani, observadas por Petry et al.(2003), a
maior parte de seu tempo de vida ¢ associada as macrofitas aquaticas, e isto reflete-se
na maior freqiiéncia de captura desta espécie com a metodologia de captura executada
neste trabalho. Outra forma de captura foi testada, sem obtencdo de sucesso, que foi a
utilizacdo de rede fundo na tentativa de captura de espécies que habitam as calhas dos
rios e igarapés. Os peixes capturados por meio da rede de fundo ficavam muito

feridos, dificultando a reabilitacdo e a manutencao destes peixes no cativeiro.

A realidade ¢ que pouco se conhece sobre a area de vida, reproducdo,
alimentacdo e etologia dos Gymnotiformes (Bullock et al., 1979, Alves-Gomes,
1997). Observacdes de de Santana (2002) sugerem que algumas espécies de

apteronotideos migrem lateralmente na época de cheia para desovar.

Pouco se conhece sobre os habitos alimentares em relacdo as diferentes
espécies de Apteronotidae. Thomas et al. (1998) relatam a utilizagdo de Tubifex para
alimentacdo de A. albifrons em cativeiro, com sucesso. No Laboratorio de Fisiologia
Comportamental — LFC/INPA esta se iniciando o cultivo de vérias alternativas para
alimentacdo de peixes elétricos. Além dos alimentos vivos citados na metodologia,
esta se iniciando o cultivo de duas espécies diferentes de Tenébrios (Alphitobius sp. e
Tribolium sp.), de Enquitréia (Enchytraeus albidus) e de microvermes. Pretende-se,
ainda, cultivar cladoceras (Moina, Daphnia), como alternativa aos nauplios de
Artemia salina. Entende-se que com a diversificagdo de alimentos produzidos possa
haver melhorias nas condi¢cdes de adaptagdo ao cativeiro de outras espécies de

Apteronotidae. Chegando-se ao ponto de promover condi¢cdes de reprodugdo destes
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peixes em cativeiro. Hagedorn & Heiligenberg (1985) conseguiram a desova em

cativeiro de A. leptorhynchus.

Os peixes estudados apresentaram excelentes condi¢des de estabilidade da
D.O.Es., sendo que as condigdes de escolha atribuidas a espécie A. hasemani se
limitaram ao encontro das caracteristicas da espécie com condigdes atuais de
infraestrura e logistica do LFC. E obvio que se aumentando as condicionantes

laboratoriais, aumentam-se as possibilidades de estudos com diferentes espécies.

Além do mais, as diferentes D.O.Es., que s@o espécie especificas, fomentam
estudos especializados, principalmente relacionados a espécies de mais altas
freqiiéncias das D.O.Es. como Magosternarchus raptor Lundberg, Cox-Fernandes &
Albert e Sternarchella schotti (Steindachner) (Crampton & Albert, in press), pois é
provavel que em freqliéncias mais altas exista maior possibilidade de transmissao de
informagdes. Por outro lado, espécies com D.O.Es. semelhantes, com as observadas
neste trabalho (A. albifrons e A. clarkae) possibilitam analises comparativas como a
de A. hasemani (750 - 800 Hz; Amazonia brasileira) deste trabalho com trabalhos
futuros com A. eschmeyeri (800 - 840 Hz, Colombia) e entre S. terminalis (1425 Hz,

Amazonia brasileira) com A. mariae (1440 Hz, Colombia).

Enfim, com o desenvolvimento de novas técnicas de captura de apteronotideos
somados ao aprimoramento dos métodos de manutenc¢do destes peixes ao cativeiro,
surgiriam novas demandas de estudos com apteronotideos na Amazonia. Conhecendo-
se mais sobre a ecologia dos peixes elétricos da Amazodnia poder-se-ia inferir sobre
diferentes possibilidades de sistemas de biomonitoramento nos mais diversos
ambientes com peixes especificamente adaptados. Apteronotus hasemani em fungdo

de sua maior freqiiéncia de captura nas proximidades de Manaus tende a ser o peixe
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modelo para estudos em biomonitoramento com peixes elétricos para a regido central

da Amazonia brasileira.
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CAPITULO 3

ANALISE DE SINAIS PARA APTERONOTIDAE
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3.1 Introducéo

Em estudos sobre sinais de peixes elétricos, geralmente os sinais das D.O.Es.
sdo avaliados em fung¢do do espectro de freqiiéncia por meio das transformadas de
Fourrier. Criou-se um padrao em fun¢do do grande uso do espectro de densidade
(Power Spectrum Density — PSD), muitas vezes, sem critérios técnicos, especialmente

em casos de sinais de pulso, que normalmente possuem uma baixa autocorrelagao.

O PSD ¢ baseado nos algoritmos da FFT (a Fast Fourrier Transform foi
desenvolvida a partir das séries de Fourrier, por Joseph Fourier no século 19), que
atualmente ¢ a técnica mais freqiientemente utilizada para andlise espectral das
D.O.E.s 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). Este método representa muito bem sinais com
alta autocorrelacdo, como os sinais dos peixes elétricos onduladores (Apteronotidae,
FEigenmanniidae, Sternopygidae). Porém, a FFT ndo representa variagcdes dos sinais
em fun¢do do tempo. Na transformagao do sinal do dominio do tempo para o dominio
da freqiiéncia (transformada de Fourier), perde-se totalmente a informagdo sobre a
localizagdo temporal (ou espacial) (Protdzio, 2002). A FFT integra os valores

temporais do sinal avaliado.

Para se avaliar um sinal por meio da FFT em fung¢dao do tempo foi
desenvolvida a STFT (Short Time Fourrier Transform, desenvolvida por Dennis
Gabor em 1946; Misiti et al., 1996). Porém, a STFT ndo demonstra bem a intensidade
das freqiiéncias, além de necessitar de maior poder de processamento computacional
para o célculo de sinais de tamanhos maiores ou mais complexos. Nao foi encontrado

registro da utilizagdo da STFT para avaliagdo de sinais de peixes elétricos.
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Outras técnicas de processamento de sinais estdo sendo atualmente
empregadas no estudo de peixes elétricos, como por exemplo, a autocorrelacdo ou

autocorrelagdo parcial (Capurro & Malta, 2004) e conseqiientes relacdes espaco-fase.

Para se representar um sinal em fun¢do do tempo (sistemas dinamicos —
“tempo real”), sendo também possivel avaliar cada freqliéncia em diferentes
escalonamentos, além da STFT, existem outras técnicas de processamento de sinais, e
entre estas, a chamada transformada Wavelet’s tem sido muito utilizada atualmente
(Torrence & Compo, 1998). As transformadas de “ondeletas”, como também sdo
conhecidas as Wavelet’s, foram desenvolvidas a partir da necessidade da analise de
sinais baseada em tempo-escala (andlise de sinais ndo-estacionarios) € nao em tempo-
freqiiéncia (analise de sinais de amplitude fixa) como ocorre na analise de Fourrier

(FFT) (Misiti et al., 1996; Torrence & Compo, 1998; Amorim Jr. et al., 1999).

A transformada Wavelet ¢ capaz de revelar aspectos em um sinal que ndo sdo
possiveis de serem obtidas através de outras técnicas de processamento, aspectos estes
como: tendéncias, pontos de descontinuidade, descontinuidades em derivadas
superiores e autosimilaridade (Protazio, 2002). Em contraste com a transformada de
Fourier, a transformada wavelet ¢ bem localizada tanto no tempo quanto na freqiiéncia

(figura 16).

Para um referencial historico: Em 1909, Alfred Haar fez mengdo ao termo
Wavelet em sua tese. Em meados do século 20, Jean Morlet fundamentou os conceitos

utilizados hoje com relagdo as ondeletas (Misiti et al.,1996).
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Figura 16 — Analise espectral por meio da transformada de Fourier e por meio da transformada Wavelet
de dois sinais. O primeiro sinal (a) consiste da superposi¢do de duas freqiiéncias (sen 10t e sen 20t), e o
segundo (b) consiste das mesmas freqiiéncias aplicadas a cada uma das metades da duragdo do sinal.
Em (c) e (d) os espectros idénticos dos dois sinais obtidos através da Transformada de Fourier, e em (e)
e (f) avaliagdes por meio da transformada Wavelet de (a) e (b) respectivamente. (Protasio, 2002).

Além da Wavelet, existe uma outra ferramenta para processamento de sinais,
bastante poderosa, para analise de sistemas ndo-lineares, recentemente introduzida por
Eckmann et al. (1987). Esta ferramenta, chamada analise visual de recorréncia
(VRA), possibilita visualizar estados de recorréncia no espago-fase, multidimensional

no tempo, como representacao bi-dimensional desta recorréncia (Marwan, 2003).

Com o advento da VRA foi possivel analisar sinais de alta complexidade
dindmica, ndo-estacionarios, ndo-lineares e com multiplas escalas temporais, como

por exemplo, os sinais de sistemas fisioldgicos, por meio de representagdes graficas

(Webber & Zbilut, 1994; Casdagli, 1997), vide exemplos na figura 17.
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Figura 17 — Graficos de VRA para diferentes tipos de sinais.
(modificados de Casdagli, 1997 — A.; Marwan, 2003 — B. e C.).

Marwam (2004) desenvolveu um toolbox para o software MatLab® que

possibilita realizar andlises de recorréncia de acordo com as caracteristicas

particulares dos sinais. Inclusive com possibilidade de se produzirem graficos e

analise quantitativas de cross-recorréncia (CRP e CRQA; entre dois sinais diferentes —

figura 18).
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Figura 18 — Grafico de CRP entre diferentes sinais (Marwan, 2004).

As vantagens de utilizacdo das técnicas de recorréncia para andlise de sinais

aumentaram com o desenvolvimento da andlise quantitativa baseada em graficos de

recorréncia. A Andlise Quantitativa de Recorréncia (RQA), introduzida por Zbilut &
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Webber Jr. (1992), foi desenvolvida para ser especialmente aplicada na avaliagdao de

dados fisiologicos (Marwan, 2003).

Os graficos de recorréncia sao caracterizados por sua organizagao a partir dos
seguimentos da linha diagonal. As analises quantitativas de recorréncia (RQA) se dao
em relacdo das caracteristicas da linha diagonal e dos pontos de recorréncia na matriz
dos graficos (Faure & Korn, 1998). A RQA tem excelente desempenho em
processamento sinais de séries temporais, sinais nao-estacionarios e dados caoticos
(Zbilut et al., 1998). Outro fator importante da RQA ¢é que a quantificacdo dos sinais
nao depende de transformagdes matematicas, como por exemplo, as transformadas de
Fourrier. A RQA ndo se limita a sistemas lineares, pode comportar multiplas
dimensdes com a representacdo simples das recorréncias por meio de distidncias

métricas (Zbilut et al., 2000).

A RQA define as seguintes medidas de complexidade usando a densidade de
pontos de recorréncia ¢ as estruturas diagonais dos graficos de recorréncia: a taxa de
recorréncia (ou porcentagem de recorréncia), o determinismo (ou porcentagem de
determinismo), a divergéncia (o inverso do tamanho maximo das estruturas
diagonais), a entropia (baseada na entropia de Shannon das freqiiéncias de
distribui¢do do tamanho das linhas diagonais) e, as tendéncias (ou derivagdes, que
representa a distdncia temporal entre as diagonais ou informagdes da ndo-
estacionaridade). Informagdes mais detalhadas sobre metodologias e aplicagdes de

analises de recorréncia podem ser encontradas em Marwan (2003).
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3.2 Material e Métodos

Diversas técnicas de processamento de sinais (VRA, FFT, PSD, STFT, CRP,
CRQA e Wavelet’s) foram testadas para se buscar um formato de analise
computacional eficiente para o tipo de sinal gerado por peixes elétricos da familia
Apteronotidae. Foram utilizados trés diferentes software’s: Dataplore”, VRA 4.7 e
MatLab® — toolboxe’s: Signal Processing, Cross Recurrence Plot (Marwan, 2004) e
Wavelet’s (Misiti et al., 1996).

A partir dos resultados obtidos com analises preliminares dos sinais foram
desenvolvidos algoritmos especificos para as avaliagdes pertinentes a esta dissertagao

por meio do software MatLab® (m-files Anexo I).

3.3 Resultados

Utilizando o programa Dataplore®, foi avaliada a autocorrelagio dos sinais de
peixes da espécie A. hasemani (Apteronotidae). Para definicdo das técnicas a serem
utilizadas no processamento do sinal foi feita a andlise de autocorrelagdo. Os
resultados de analises de autocorrelag@o dos sinais de A. hasemani (exemplo na figura
19) predizem sinais de alta autocorreacdo, portanto a avaliacdo por meio de

transformada de Fourrier apresenta-se eficiente na determinagao das freqiiéncias.

Figura 19 — Exemplo de grafico de autocorrelagdo, executado por meio do software Dataplore®.
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Os sinais avaliados de peixes da familia Apteronotidae demonstraram a
predominancia da freqiiéncia fundamental, fato que mascara ou oculta variagcdes em
outras freqiiéncias que compdem o sinal. Foi testada a utilizacdo de filtros digitais
para suprimir a freqiiéncia fundamental e, assim, avaliar as freqii€éncias maiores,
capazes de conter mais informagdes e/ou serem mais sensiveis € representativas as
variagOes fisiologicas dos peixes. Foram utilizados filtros digitais passa alta no
dominio das freqliéncias (que filtra as freqii€ncias abaixo de determinado valor de
freqliéncia), deixando “passar” os valores das freqiiéncias além da freqliéncia
fundamental.

Utilizou-se o programa computacional VRA 4.7 (Visual Recurrence Analises

4.7) para se fundamentar a analise de recorréncia (AR) (figura 20).
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Figura 20 — A) Grafico de AVR para um sinal e B) grafico de AVR para sinal filtrado.

Na AR por meio do software VRA, existem fatores dimensionais e atraso
(delay) que podem ser ajustados. Por meio da Mutual Information (MI), fung¢do usada
para determinar o 6timo valor de atraso para reconstru¢cdo do espago de recorréncia
(Fraser & Swinney, 1986) investigou-se um valor genérico para ser utilizado neste
trabalho em todos os sinais avaliados. Optou-se em utilizar delay 1 e/ou 10. No

grafico 21 esta um exemplo da avaliacdo de MI para um sinal tipico de A. hasemani.
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Figura 21 — Grafico da avaliacdo MI — no valor 10 = minima correlagao.

Foi necessario determinar um valor da dimensdo do sinal para se calcular a
recorréncia. O grafico A. da figura 22 representa os valores estimados a partir da
correlagdo, como exemplo de um sinal caracteristico de A. hasemani, com tempo de
atraso (time delay) igual a 1; no grafico B. os valores para o tempo de atraso igual a
10. Em fungdo dos valores resultantes da andlise de diferentes sinais para A.

hasemani, foi definido dimensao igual a 3 para os calculos de recorréncia.
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Figura 22 — Graficos para determinagdo do valor de dimensio. A. delay = 1; B. delay = 10.

Compreendendo o significado fisico dos sinais representados pelas diferentes
técnicas de processamento de sinais estudadas com a utilizagdo de pacotes
computacionais especificos (Dataplore” ¢ VRA), passou-se a utilizar um programa
computacional com maior liberdade para poder adequar algoritmos especificos para
analise dos sinais de Apteronotidae. Neste caso, o software MatLab®, com seus
toolboxe’s, que, entre outras vantagens, ndo exigem do usuario conhecimento
aprofundado em programagdo. Além disso, os toolboxe’s Wavelet’s (Misiti et al.,
1996) e CRP (Marwan, 2004), foram especialmente desenvolvidos para este programa

computacional.
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Seguem exemplos de graficos criados a partir de algoritmos (m-files Anexo I)
especialmente desenvolvidos para se analisar sinais de Apteronotidae (figuras de 23 a

31).
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Figura 23 — Grafico de PSD, neste caso, concatenando para 13 sinais de um espécime de A. hasemani.
Este grafico demonstra as possibilidades de representar variacdes discretas no tempo com a
concatenacao de matrizes de dados que representam os valores das freqiiéncias (PSD).
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Figura 24 — Grafico do sinal “1” (A.) e PSD (B.) de A. hasemani.
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Figura 25 — Grafico de CWT — db8 para sinal “1”.
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Figura 26 — A.) AR para sinal “1”, delay = 1 e B.) AR para sinal “1”, delay = 10

Observando-se a figura 26, ¢ notoria a diferenca de sensibilidade do método
AR com relagdo ao tempo de atraso. Possibilidades de variar os valores do tempo de
atraso, com critérios estabelecidos podem ressaltar diferentes niveis de interpretagdes,
0 que pode resultar em condi¢des positivas para o processamento de sinais de

Apteronotidae.

Foram utilizados filtros digitais Butterworth passa alta, com filtragem a partir
da freqiiéncia fundamental mais 80% (figuras 27 a 29). Importante acrescentar que
para efeito de comparacao de sinais por meio da AR, € necessario a remocdo do nivel

DC do sinal. Para os sinais filtrados, o filtro digital remove o DC por extensao.
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Figura 27 — Grafico do sinal “1” filtrado (A.) e PSD (B.).
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Figura 28 — Grafico de CWT db8 para sinal “1” filtrado.
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Figura 29 — Grafico de AVR para sinal “1” filtrado.

Para otimizar as analises visuais de recorréncia ¢ Wavelet’s formatou-se um
algoritmo que realiza de forma automatizada a producdo de graficos de contraste
(preto e branco), fornecendo subsidios para analises preliminares de todos os sinais
sem demandar muito recurso computacional. Assim, pode-se encontrar de forma mais
rapida e eficiente entre todos os sinais avaliados, aqueles cuja avaliacdo necessita ser
mais aprimorada, executando-se para estes, analises graficas com maiores recursos
visuais. Nas figuras 30 e 31 encontram-se exemplos destes graficos simplificados de

contraste, AVR e Wavelet’s, respectivamente.

Figura 30 — AVR de sinal filtrado de um A. hasemani em diferentes temperaturas (28, 26, 24 ¢ 22 °C).

39



APTERONOTIDAE (PISCES: GYMNOTIFORMES) COMO MODELO DE BIOMONITOR PARA COMPOSTOS BTX

Figura 31 — Wavelet’s de A. hasemani em diferentes temperaturas (28 e 22 °C inf.).

A analise de recorréncia tem uma poderosa ferramenta para avaliagcdo de sinais
de alta complexidade, que ¢ a analise quantitativa de recorréncia, que também pode
ser, analise quantitativa de cross-recorréncia (CRQA). Para este estudo, avaliaram-se
apenas os seguintes parametros para diferentes sinais por meio da CRQA, que sdo: a
recorréncia, o determinismo, a divergéncia e a entropia. Segue na tabela 03,
exemplos com dados reais, da andlise quantitativa de recorréncia de um peixe A.
hasemani em temperatura ambiente ¢ em agua padrdo. Nota-se a maior sensibilidade
dos valores de divergéncia e de entropia na quantificacdo das diferengas entre sinais.

Outros dados correlatos poderdo ser avaliados nos capitulos subseqiientes.

Tabela 03- Exemplo de valores de RQA para A. hasemani em temperatura ambiente e agua padréo.

Sinal Recorréncia Determinismo Divergéncia Entropia
1 0,02964 0,87328 0,00462 0,19963
2 0,02931 0,88122 0,00141 0,00743
3 0,02987 0,87828 0,00709 0,43854
4 0,03161 0,86851 0,00359 0,1615
5 0,03115 0,85633 0,00649 0,34145

Média 0,02995 0,87460 0,00491 0,27115

3.4 Discussao

Desenvolver novas formas de se ver os sinais de peixes elétricos ndo ¢ apenas
uma mera aplicacdo de técnicas. Muitas vezes, a complexidade dos sistemas
bioldgicos somados a complexidade dos sistemas computacionais dificultam o
encontro de uma solucdo “ideal”. Geralmente, para promover a busca de novas

alternativas ¢ necessario o aparecimento de situacdes sem solucdo evidente pelos

caminhos comumente empregados.
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Foi por meio da manifestagdo de uma lacuna do conhecimento que se buscou
desenvolver evidencias fundamentadas em metodologias de ponta para a andlise de
sinais, para responder a seguinte pergunta: E possivel detectar, por meio de métodos
computacionais, variacoes dos sinais das D.O.Es. de peixes elétricos (apteronotideos)

causadas pela alteracdo da composi¢ao da dgua onde o peixe se encontra?

Esta pergunta poderia ser respondida por meio da avaliacdo das freqiiéncias ou
espectro das freqiiéncias (analisando-se as principais harmonicas com relagdes
lineares), como propuseram Thomas et al. (1996a; 1996b). As respostas no universo
das freqiliéncias, como as transformadas de Fourrier e suas derivadas, ndo sdo capazes
de representar variagdes sutis nos sinais. Perdem-se informagdes com relagdo a
variagdes em funcdo do tempo e em bandas de freqiiéncias ou harmoénicas de menor
intensidade. Qual a diferenca entre 700 Hz e 701 Hz? Se o sinal fosse uma sendide
pura dir-se-ia 1Hz. Porém, o sinal de um peixe elétrico é uma composi¢do de
sendides, com muitas harmonicas, portanto, um “sistema” ndo-linear. Acrescenta-se a
este sinal o fator tempo, que compromete a condigdo estacionaria das representagdes

no universo das freqiiéncias.

Resposta as variagdes dos sinais em fun¢do do tempo buscou-se por meio da
aplica¢do da transformada de ondeletas (Wavelet’s). E o estudo das D.O.Es. de
Apteronotidae, demonstrou que muitas consideragdes relevantes estdo em aberto
quanto a maxima eficiéncia da aplicacdo desta metodologia de processamento de
sinais, como por exemplo, quando aplicada aos sinais sismicos e sinais

meteoroldgicos.

Utilizou-se filtragem dos sinais e variagdes empiricas nos valores das escalas
para execugdo das transformadas de ondeletas, o que demonstra certa peculiaridade da

estabilidade dos sinais de Apteronotidae e a necessidade do estabelecimento de
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diretrizes especificas para maior eficidcia no tratamento destes sinais por meio das
transformadas de ondeletas. E também, ndo existe uma “ondeleta mae” especifica ou
mais adequada (segundo algum critério ou fundamento referenciavel) para ser
utilizada em sinais de Apteronotidae. Fato que demanda novos estudos para o

estabelecimento de especificas diretrizes metodologicas.

Quanto as analises de recorréncia, a representacdo grafica e a quantificagdo
matematica apresentaram ser um poderoso referencial para mensuragdo de minimas
variagdes do sinal. A partir deste estudo pode-se acrescentar mais um potencial de
aplicacdo das analises de recorréncia aos numerosos trabalhos levantados por Marwan

(2003): peixes elétricos!

Para finalizar, com relevancia a sensibilidade das analises de recorréncia,
sugere-se a utilizacao desta metodologia de processamento de sinais, também, para a
caracterizagdo sistematica dos peixes elétricos por meio das D.O.Es.. Método que ja
esta sendo desenvolvido por muitos sistematas (principalmente para Gymnotiformes;
Kirschbaum, 1995b; Crampton, 1998b), porém, com as formas de onda convertidas
em espectro de freqiiéncia baseados na FFT. Acredita-se que a analise de recorréncia
aplicada aos peixes elétricos venha a ser uma ferramenta complementar aos métodos

tradicionais de analise das D.O.Es..
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CAPITULO 4

DETERMINACAO DOS PADROES NORMAIS DAS D.O.Es. DE

Apteronotus hasemani
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4.1 Introducéo

Para se obter parametros que qualifiquem limites das oscilagdes das D.O.Es.
de Apteronotus hasemani foi realizado uma bateria de experimentos com os peixes em
condicdes de trabalho e em dgua sem contaminacdo. A determinacdo destes padroes
além de elucidar o comportamento dos espécimes estudados as condigdes
laboratoriais, fundamentou o pré-requisito para o estabelecimento de um padrdo

normal da espécie em questao.

Algumas caracteristicas com relacdo as condigdes ambientais e
Gymnotiformes devem ser levadas em consideragdo quando se tratar da avaliagdo da
estabilidade das D.O.Es. destes peixes. A contar, as variagdes fisicas basicas como a

temperatura, a condutividade elétrica (CE) e o pH.

Em vérios estudos ¢ relatada a sensibilidade dos Gymnotiformes diante de
variagdes da temperatura (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). Thomas et al. (1998), observaram que alguns
individuos da espécie Apteronotus albifrons apresentaram, com relagdo a temperatura,
o fendmeno chamado “histeresis”, o que também ja foi observado por Enger & Szabo
(1968) e Ardanaz et al. (2001) para outros Gymnotiformes. A histeresis é a
diferenciacdo dos valores da freqiiéncia das D.O.Es. para valores iguais de
temperatura em fun¢do da forma da variacdo da temperatura, ou seja, se crescente ou
decrescente. Além disso, a variagdo da temperatura altera consideravelmente, de
forma linear, as freqiiéncias das D.O.Es (Enger & Szabo, 1968; Pimentel-Souza &

Fernandes-Souza, 1985; Thomas et al., 1998; Ardanaz et al., 2001).
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As variagdes dos outros fatores como o pH e CE sdo elucidadas por uma
relagdo menos direta com as D.O.Es.. Os dados apresentados por Thomas et al.
(1997), que fizeram observagdes quanto as variagdes das freqliéncias das D.O.Es. de
Apteronotus albifrons com relagdao a variagdo da CE e do pH, demonstram a
difusividade das variacdes da CE; quanto as variacoes do pH estimaram uma relagao

polinomial.

Pimentel-Souza (1988) e Pimentel-Souza & Siqueira (1992) relataram
variagoes significativas das D.O.Es. de A. albifrons em fungdo das varia¢des do pH
por meio de variagdes das concentragdes de didxido de carbono, o que co-relaciona

fatores de hipoxia.

Portanto, a temperatura é o fator ambiental que deve ser mais controlado para

avaliagoes das D.O.Es..

4.2 Material e Métodos

Para a determinacdo dos padrdes normais das D.O.Es. foram utilizados dois
grupos de 6 peixes da espécie A. hasemani. A determinac¢do dos padrdes normais de
descarga foi conduzida em experimentos com duragdo de 24 horas. Os espécimes

passaram por um periodo de aclimatacdo de 12 horas ao tanque experimental.

Os sinais das D.O.Es. 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.Es. foram gravadas em fita magnética (gravagdo de seguranca) e foram
adquiridos por meio do software AxonScope® 1500 sweeps com resolugdo de 100
KHz e com cada sweep de 20 ms (equivalente a 1 minuto e 15 segundos). Ao final dos

experimentos os dados foram gravados em CD’s. Por cada periodo de 24 horas foram
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avaliados dois peixes utilizando-se dois amplificadores similares (um para cada peixe)
e o sinal amplificado adquirido e gravado por meio de dois canais; sendo os peixes
gravados no canal 1 considerados do grupo I e os peixes gravados no canal 2

considerados do grupo II.

Na padronizagao das D.O.Es., a d4gua do tanque experimental foi mantida a 25
°C por meio de um aparato de “banho-maria” (sistema de aquecimento e resfriamento
d’agua associado a uma serpentina em uma caixa de Faraday horizontal, desenvolvido
no Laboratério de Fisiologia Comportamental do INPA). Os peixes permaneceram
contidos em tubos de PVC fechados por uma tela, sob iluminagdo e aeracdo constante.
Foram utilizados 10 L de 4gua estabilizada por tanque experimental. No inicio dos
experimentos a condutividade elétrica (CE) foi de aproximadamente 50 pS/cm e o pH
mantido por volta de 6,5 + 0,16. Estes os valores de CE e pH foram estabelecidos em
funcdo da 4agua comumente utilizada nos tanque de manutencdo dos peixes em

cativeiro no laboratorio.

Para aquisi¢do das D.O.Es., a descarga de cada peixe foi captada por eletrodos
de prata, com eletrodo positivo (+) na cabeca e eletrodo negativo (-) na cauda do
peixe. O sinal das D.O.Es. foi amplificado por meio de amplificador diferencial
(AC/DC A-M System) com ganho varidvel entre 10 e 500 vezes (utilizando-se ganho
de 50x). 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
gravagio de dados (AxonScope® ¢ VCR). Foram feitas analises mais detalhadas sobre
as D.O.Es. por meio de software’s especificos (FlukeView®, Dataplore”, VRA,

MatLab®). Esquema do sistema de aquisi¢do e analise de dados vide figura 32.
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Figura 32 — Esquema dos procedimentos de aquisig¢@o e processamento das D.O.Es..

Para o processamento dos sinais das D.O.Es., os sinais foram convertidos em
arquivos ASCII a partir dos dados adquiridos por meio do software AxonScope®.
Desenvolveu-se algoritmos (m-files, Anexo I), executados por meio do software
MatLab®. Foram analisados as variagdes dos valores das freqiiéncias (média, desvio
padrdo — DP e coeficiente de variacdo — CV) e o PSD, a CRP e a CRQA para uma
amostra aleatoria de 20 ms do sinal obtido a cada duas horas (PSD com base de
calculo: transformada de Fourrier com 2048 pontos, janelamento Hanning e
freqiiéncia de amostragem de 100 KHz; Wavelet mde db8; CRP ¢ CRQA com

dimensao 3 e tempo de atraso 10).

Ao final de cada experimento os peixes utilizados foram sacrificados,
etiquetados e conservados em élcool 70%. Foi realizada a biometria (comprimento
total) e sexagem de cada peixe avaliado, os machos que apresentaram dimorfismo
sexual secundario (Cox-Fernandes, 1998) foram excluidos previamente. A
classificagdo se deu por sexagem primaria considerando-se fémeas quando da
presenca de oocitos e indefinidos para peixes sem diferenciacdo evidentes ou machos

imaturos. Procurou-se utilizar peixes com tamanho por volta de 160 mm £20 mm.
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4.3 Resultados

Considerando o fator ambiental temperatura como o mais influente nas
variacoes das D.O.Es. em Gymnotiformes, de acordo com as publicagdes
referenciadas, testou-se com dois espécimes de A. hasemani submetidos a varia¢do de
temperatura de 1,3 °C por hora, com a temperatura inicial de 27 °C e temperatura
final de 22 °C, a relagdo de linearidade correspondente das D.O.Es./A temperatura

para esta espécie (figura 33).
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Figura 33 — Grafico da relagdo D.O.E./A temperatura para A. hasemani.

As formas das ondas das D.O.Es. da fémea de A. hasemani avaliada nas

temperaturas inicial e final sdo apresentadas na figura 34.
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Figura 34 — Sinal a 27 °C (A.) e a 22 °C (B.) de A. hasemani fémea.

Na figura 35 esta o grafico que concatena dados do espectro de densidade
(PSD) de sinais captados a cada 3 minutos, com 15 minutos anteriores a variagao da

temperatura até 180 minutos; observa-se que as variagdes em fun¢do da temperatura
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se estendem além da freqiiéncia fundamental nas harmonicas que compdem o sinal.
Este padrao de grafico do PSD foi escolhido para se avaliar a estabilidade das D.O.Es.

de A. hasemani.
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Figura 35 — Grafico do espectro do sinal de A. hasemani fémea ao longo do tempo sob A temperatura.

A média freqiiéncia fundamental das D.O.Es. da fémea de A. hasemani
submetida a variacdo da temperatura da dgua foi de 737 Hz, o desvio padrao (DP) foi
64,218 ¢ o coeficiente de variagio (CV) foi de 8,718x107; para o macho de A.
hasemani a média da freqiiéncia foi de 853 Hz, o DP foi de 71,282 ¢ o CV foi de

8,352x1072.

Para os experimentos de determina¢do dos padrdes normais das D.O.Es. de A.
hasemani também calculou-se a média das freqiiéncias fundamentais das D.O.Es., o
desvio padrao (DP) e o coeficiente de variagdo (CV). Foram obtidos dados de minuto
a minuto, de 30 em 30 minutos, de hora em hora ¢ das 24 horas do monitoramento. Na
tabela 04 sdo apresentados os valores calculados para as 24 horas, para os grupos I e
II. Nas tabelas 05 e 06 estdo os valores do menor e do maior CV calculados a cada 30

minutos durante as 24 horas para cada peixe dos grupos I e II, respectivamente.
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Tabela 04 — Valores médios das D.O.Es.

GRUPO |
Peixe N° 1 2 3 4 5 6
Média 765,40 760,43 848,22 810,58 740,03 726,25
DP 6,214 4,159 5,766 5,627 9,348 7,834
CV 8,118x10"  5470x10” 6,798 x10” 6,941 x10* 1263 x10" 1,079 x10™
GRUPO |11
Peixe N° 1 2 3 4 5 6
Média 662,56 745,82 843,71 790,08 713,66 762,04
DP 13,307 14,942 8,662 8,266 10,765 8,685
CVv 2,008 x10™ 2,003 x10*  1,027x10% 1,046 x10"* 1,508 x10** 1,140 x10™

Meédia em Hz (n° de ciclos/descargas por segundo). DP = Desvio padrdo. CV= Coeficiente de Variagao.

Tabela 05 — CV das D.O.Es.

GRUPO |
Peixe N° 1 2 3 4 5 6
Menor CV 2,951x10%”  1,349x10*  2,129x10%  1,276x10*  1,109x10*  8,617x10™
Maior CV 2,436x10°  2,326x10  5972x10%  5440x10™  5,014x10"  1,019x10™*
CV Médio 5283x10  3,840x10  3,002x10%  2,398x10™  2,608x10"  2,622x10*

CV= Coeficiente de Variagao.

Tabela 06 — CV das D.O.Es.

GRUPO 11
Peixe N° 1 2 3 4 5 6
Menor CV 1,500x10%* 3,755 x10%  1,722x10%  1,832x10% 7,927 x10™ 2,041 x10*
Maior CV 2,515x10% 4971 x10 1,776 x10™ 3,693 x10" 6,204 x10” 1,605 x10™
CV Médio 1,975 x10%% 1,801 x10”  3433x10%”  4438x10” 2,568 x10* 3,086 x10”

CV= Coeficiente de Variagao.

Segue, na figura 36 o grafico das freqiiéncias instantaneas registradas a cada
10s durante 24 horas para os peixes de 1 a 6 do grupo 1. Nas figuras 37 e 38 os
graficos da forma de onda no inicio do experimento e apds as 24 horas de
experimento; os graficos do PSD concatenado e os graficos da CRP entre o sinal
inicial e final das 24 horas de monitoramento para os peixes de 1 a 2 do grupo 1. Por
meio da simples analise visual dos graficos de PSD pode-se inferir sobre a
estabilidade das D.O.Es. destes espécimes de A. hasemani. Lembrando que os

graficos foram compostos por dados de PSD concatenados, calculados de sinais de 20
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ms registrados a cada duas horas durante 24 horas para cada individuo. Nota-se a
sensibilidade da analise de recorréncia com a diferenciagdo grafica consideravel entre

os peixes de 1 a 2 do grupo I (figuras 37 e 38: D).
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Figura 36 — Grafico das freqiiéncias instantaneas das D.O.Es. para grupo L.
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Figura 37 — Grafico sinal inicial (A.), final (B.), PSD (C.) e CRP (D.) para A. hasemani 1 grupo 1.
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Figura 38 — Grafico sinal inicial (A.), final (B.), PSD (C.) e CRP (D.) para A. hasemani 2 grupo 1.

Na figura 39 esta o grafico das freqiliéncias instantaneas registradas a cada 10s
durante 24 horas para os peixes de 1 a 6 do grupo II. E finalmente, e na figuras 40
estdo os graficos da forma de onda no inicio do experimento; os graficos da forma de
onda ap0s as 24 horas de experimento; os graficos do PSD concatenado, e; os graficos
da CRP entre o sinal inicial e final das 24 horas de monitoramento para o peixes 1 do

grupo II, o qual apresentou maior diferenca por meio da andlise CRP.
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Figura 39 — Grafico das freqiiéncias instantaneas das D.O.Es. para grupo II.
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Figura 40 — Grafico sinal inicial (A.), final (B.), PSD (C.) ¢ CRP (D.) para A. hasemani 1 grupo II.

Tabela 07 — CRQA para “normal” de A. hasemani.

GRUPO I
Peixe N° Recorréncia  Determinismo  Divergéncia Entropia

1 Sinal 0.01581 0.99117 0.00690 2.57260
Sinal + filtro 0.00191 0.90959 0.02778 2.24710

2 Sinal 0.01322 0.97583 0.02632 2.77600
Sinal + filtro 0.00292 0.86781 0.01493 1.61860

3 Sinal 0.01481 0.98837 0.00800 2.25760
Sinal + filtro 0.00266 0.87321 0.02500 2.36000

4 Sinal 0.01511 0.95085 0.01471 2.36120
Sinal + filtro 0.00175 0.50413 0.02381 1.46750

5 Sinal 0.01507 0.95911 0.00690 1.97780
Sinal + filtro 0.00196 0.60874 0.02000 1.63970

6 Sinal 0.01903 0.97477 0.00781 1.82840
Sinal + filtro 0.00234 0.66282 0.01515 1.35220

GRUPO Il
Peixe N° Recorréncia Determinismo  Divergéncia Entropia

1 Sinal 0.00380 0.98203 0.00962 1.66850
Sinal + filtro 0.00003 0.55200 0.25000 0.57464

5 Sinal 0.01746 0.99518 0.00333 1.25330
Sinal + filtro 0.00309 0.92881 0.02000 2.61810

3 Sinal 0.01115 0.99448 0.00826 1.97490
Sinal + filtro 0.00137 0.94055 0.03226 2.48340

4 Sinal 0.01121 0.99674 0.00926 2.38660
Sinal + filtro 0.00343 0.97941 0.01667 2.33660

5 Sinal 0.00872 0.97626 0.03846 2.98450
Sinal + filtro 0.00112 0.76062 0.03846 2.84350

6 Sinal 0.02096 0.96399 0.00383 0.89605
Sinal + filtro 0.00414 0.74490 0.00926  0.97975
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Tabela 08 — Média e DP da CRQA para “normal” de A. hasemani.

Peixe N° Recorréncia Determinismo  Divergéncia Entropia
Média Sinal 0.01386 0.97907 0.01195 2.07812
Sinal + filtro 0.00223 0.77772 0.04111 1.87676

DP Sinal 0.00327 0.01319 0.01024 0.54199
Sinal + filtro 0.00082 0.12339 0.01148 0.51090

DP = Desvio padrio.

Com base nos valores do CV de cada peixe (tabelas 04 a 06), calculou-se o
CV médio = 1,151x10™ e, adotou-se como referencial para calculo dos limites
aceitaveis de variacao das D.O.Es. ou a faixa do padrao normal das D.O.Es., o indice

ideal de 1,15% da média ou valor de referéncia da freqiiéncia fundamental.

Definiram-se em fun¢ao dos valores médios da recorréncia, do determinismo,
da divergéncia e da entropia (tabela 08) os valores (em porcentagem) de 23,58%,
1,35%, 85,67% e 26,08% para sinal e; 36,65%, 15,87%, 27,92% e 27,22% para sinal
filtrado, respectivamente. Os valores da CRQA entre os sinais das D.O.Es. inicial e

final de cada peixe, estdo na tabela 07.

4.4 Discussao

Estipular um padrao de comportamento com uma simples representagao
numérica ou grafica ndo passa de uma forma sutil e abstrata de criar um ponto de

partida para subseqiientes inferéncias.

Embora a demonstragao grafica por meio do PSD e CRP contemplem maior
quantidade de informagdes, a subjetividade da analise visual ¢ conseqliéncia
irrefutavel. Com o desenvolvimento do encontro destas poderosas técnicas de
processamento de sinais com as caracteristicas especificas, espécie-especificas ou até

espécime-especificas dos sinais destes fantasticos peixes elétricos, poder-se-ia
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desenvolver processos associados as tecnologias computacionais, mais representativos
com relagdo aos padroes de comportamento. E se considerando peixes elétricos,

quaisquer inferéncias neste sentido sdo inéditas.

O indice de 1,15% da média ou valor de referéncia da freqiiéncia fundamental
para A. hasemai, obtido em condigdes laboratoriais controladas, com a temperatura
constante e sob iluminacdo artificial, foi coerente com as observagdes de Cox-
Fernandes & Podos (2004), que em um periodo de 48 horas de gravagdes obtiveram
um valor médio de 0,73% + 0,6% da freqiiéncia fundamental para A. hasemani.
Também registraram o valor maximo de variacdo da freqiiéncia fundamental de um
peixe de 14 Hz (ou 1,8%), enquanto que valor médio méaximo apresentado neste
trabalho foi de 2,008% para o peixe 1 do grupo II. Em contra partida, puderam-se
observar valores de CV bem maiores com os dados levantados no experimento de
variag¢@o de temperatura, o que associando-se a representagdo grafica, corrobora com a
analise visual da estabilidade das D.O.Es. nos experimentos do padrdo normal,

também representados em graficos.

A CRQA, como um padrio normal, foi testada pela primeira vez para avaliar

as variagoes das D.O.Es. em Apteronotidae.
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CAPITULO 5

EFEITO DOS COMPOSTOS BTX NAS D.O.Es. Apteronotus hasemani
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5.1 Introducgéo

Para o desenvolvimento de um sistema de biomonitoramento de
hidrocarbonetos de petroleo por meio das propriedades biofisicas das descargas dos
orgaos elétricos (D.O.Es.) de peixes elétricos da Amazodnia, avaliou-se os efeitos
causados por diferentes concentragdes de compostos BTX nas D.O.Es. de Apteronotus

hasemani (Apteronotidae — Gymnotiformes).

A utilizagdo dos compostos BTX como representante dos hidrocarbonetos de
petréleo se deu pelas caracteristicas de toxicidade, reatividade, persisténcia no
ambiente e capacidade de mobiliza¢cdo em matrizes ambientais aquaticas. A escolha
da espécie A. hasemani que compdem este estudo, ocorreu de acordo com resultados
discutidos no Capitulo 2. As diretrizes para o processamento dos sinais de A.
hasemani foram discutidas no Capitulo 3. E, os fundamentos para qualificar padroes

das variagdes das D.O.Es. de A. hasemani foram avaliados no Capitulo 4.

5.2 Material e Métodos

Nos experimentos com BTX a temperatura foi mantida em 25 °C, a CE inicial
em 50 puS/cm, o pH inicial em torno de 6,5 = 0,11, a iluminacao e a aeragao foram
constantes. Em todos os experimentos com BTX foram utilizados tanques
experimentais de 10 L revestidos com sacos plasticos inertes, que foram conectados a
um sistema de exaustdo. Para minimizar a producao de residuos, foram utilizados 5 L

de agua estabilizada por tanque experimental.

O processo de aquisicdo e gravacdo das D.O.Es. ocorreu conforme

metodologia descrita no Capitulo 4, com apenas uma diferenciagdo: a taxa de
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amostragem foi de 50 KHz (a base do tamanho do sinal para o calculo da FFT foi,

entdo, 1024 pontos).

As gravacdes das D.O.Es. ocorreram a partir de 15 minutos anteriores a
introducao dos contaminantes no aqudrio, estes 15 minutos foram avaliados como um
padrao normal para cada individuo. Todos os peixes (n = 6 por experimento)

passaram por um periodo de aclimatizacdo aos tanques experimentais de 2 horas.

Os contaminantes foram introduzidos por meio de um difusor nos tanques
experimentais de 10 L. Cada peixe foi submetido ao contaminante até o limite
maximo de 3 horas. Foram amostrados 20 ms das D.O.Es. a cada 3 minutos por meio
do software AxonScope® e, por questdes de seguranca, foram gravados em fitas
magnéticas (VHS em VCR) 1 minuto por peixe a cada 15 minutos. Os dados obtidos
por meio do Fluke Scopemeter 196 ¢ FlukeView® 4.1 foram utilizados apenas para
analise preliminar das D.O.Es., utilizando-se como referéncia os valores da freqiiéncia

fundamental (Hz).

O limite de 3 horas para detec¢do de determinada concentragdo do
contaminante foi estabelecido sob dois critérios principais: I) O tempo médio de 5
horas para volatilizagdo dos compostos BTX no ambiente (CONCAWE, 1988). I1) O
fato de monitorar matrizes aquaticas em “tempo real”, prediz 3 horas como limite
temporal maximo para deteccdo do contaminante. Pois, os sistemas tradicionais ou
normatizados para deteccdo de compostos aromaticos, como por exemplo, analise de
absorbancia direta por meio de espectrofotometria UV, ou com reagdes de alquilagao
por meio de espectrofotometria VIS, ou fluorometria, ou espectrometria (massa ou
absor¢do atomica), e ainda, as cromatrografias (MPLC, HPLC e CG), exigem um
tempo para coleta, processamento das amostras, medicdo e andlise/interpretacao dos

resultados. Portanto, ndo produzem resultados em “tempo real” e permanentemente,
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mas em muitos casos, com um tempo igual ou superior a 3 horas pode-se utilizar
qualquer um destes métodos de andlise para o monitoramento de quaisquer ambientes.
Sendo assim, nao faria sentido avaliar um sistema de alerta em “tempo real” com
detecgdo positiva do contaminante em um tempo superior a 3 horas. Thomas et al.
(1996a e 1996b) utilizaram o tempo maximo de 2 horas como limite de detec¢dao (em

“tempo real”) de cianeto para A. albifrons.

O critério para amostragem do sinal a cada 3 minutos foi estipulado em fungao
de experimento piloto submetendo espécimes de A. hasemani a contaminagdo aguda
de BTX (~10.000 mg/L), no qual, pela avaliagdo das freqiiéncias fundamentais
Schwertner et al. (2004) relacionaram um tempo significativo de 4 minutos para a

evidente detecgdo desta concentracdo de BTX.

Devido as condicionantes laboratoriais de seguranca e descarte disponiveis,
que inviabilizaram a utilizacdo dos compostos benzeno e tolueno para compor os
testes dos efeitos dos compostos BTX, foi utilizado o Xilol comercial como
representante elementar dos compostos BTX avaliados. O Xilol comercial
(denominado neste trabalho simplesmente por BTX) ¢ uma mistura dos isdmeros 0-
xileno, m-xileno, p-xileno, sendo seu maior constituinte o isomero m-xileno com 60 a
85% e pequenas quantidades de benzeno e de tolueno; segundo o Ministério da
Fazenda (2002) em funcdo das caracteristicas para comercializacdo do produto,
“considera-se Xilol os produtos com contetido superior a 50% em peso de xilenos”,
cujo peso molecular em média da mistura é de 106,16 (peso molecular do m-xileno:
106,17; do o-xileno: 106,16; do p-xileno: 106,17; tolueno: 92,14 e benzeno: 78,11 -

ATSDR, 1993; 1997; 2000).

Foram feitos experimentos com o composto veiculado diretamente na agua,

propiciando a solubilizagdo dos hidrocarbonetos aromaticos menos hidrofobicos
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(benzeno e tolueno) e, também, com o composto diluido em etanol. Tal procedimento
¢ justificado porque na presenca de etanol (a partir de concentracdes de 10%) os
compostos BTX tém a sua solubilidade aumentada, sendo que o efeito maior ¢
registrado para os xilenos (composto mais hidrofébico), seguido do tolueno e benzeno
(Corseuil & Fernandes, 1999). Foram também observados os padrdes legais maximos
de contaminagdo permitida para consumo humano de 4agua (Classe 1 — CONAMA,
1986). As analises para determinacdo das concentragdes minimas detectaveis
inicilaram com menos da metade da concentragdo legal dos compostos BTX
permitidos para consumo humano: Benzeno 0,005 mg/L e 0,01 mg/L (EPA, 2003 e
CONAMA, 1986, respectivamente), Tolueno 1 mg/L (EPA, 2003) e Xilenos 10 mg/L

(EPA, 2003).

Foram realizados experimentos com 2 mg/L. de BTX, 10 mg/L de BTX, 20
mg/L de BTX e 100 mg/L de BTX. Em funcdo destas avaliagdes com os compostos
BTX veiculados diretamente aos tanques experimentais, optou-se em avaliar com a
dilui¢do do composto em 30% de etanol (alcool etilico) apenas a concentragdo de 100
mg/L de BTX. A diluigdo de BTX em 30% de etanol foi em consideracdo a
proximidade dos valores de concentracdo de etanol adicionados na gasolina brasileira

(Baird, 2002).

Para as analises dos sinais foram utilizados algoritmos (m-files para MatLab®)
especificamente desenvolvidos para este trabalho (Anexo I), os pardmetros para estas
analises foram descritos no Capitulo 3. A constar, foram utilizados: analises dos
valores das freqiiéncias fundamentais, analise por meio do espectro de densidade
(PSD — Signal Processing Toolbox), analise por meio de ondeletas (Wavelet’s —
Wavelet’s Toolbox), analise visual de recorréncia (VRA), analise visual de Cross-

recorréncia (CRP — Cross Recurrence Plots Toolbox NDG Univ. Potsdam) e analise
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quantitativa de cross-recorréncia (CRQA — Cross Recurrence Plots Toolbox NDG

Univ. Potsdam).

Foram utilizados os mesmos procedimentos descritos no Capitulo 4 quanto ao

tamanho, a sexagem e o destino final dos peixes.

5.3 Resultados

Com o estabelecimento de um critério para determinagdo da faixa de variagdo
que caracterize o padrdo normal das D.O.Es. de A. hasemani, realizou-se uma
avalia¢do preliminar por meio das médias das freqiiéncias fundamentais das D.O.Es

no periodo anterior & contaminagdo e periodo pds-contaminagao.

Os resultados foram expressos nas tabelas 09 e 10. A tabela 09 contém os
resultados mais concisos, relacionando trés peixes de cada concentragdo a partir da
“evidente” deteccdo dos compostos BTX na concentragdo de 10 mg/L. Foi adotado
como referéncia para o padrdo normal a porcentagem ou do valor de referéncia da
freqliéncia fundamental de 2% (como uma grande margem de seguranga), pois foi
considerado o valor maximo de variagdo avaliado no experimento de determinagao do
padrdo normal ¢ ndo o valor médio (1,15%). Na tabela 10 estdo os valores de

referéncia da freqiiéncia fundamental dos outros peixes estudados.

Com esta avaliagdo preliminar em funcdo dos valores das freqiiéncias
fundamentais, buscou-se caracterizar (grosso modo) o comportamento das D.O.Es. de
A. hasemani sob contaminag¢ao em diferentes concentragdes dos compostos BTX. Foi
observado que na maioria dos peixes estudados a média dos valores das freqiiéncias
fundamentais do periodo sob contaminagdo (f) foi menor do que a média sem

contaminagao (i).
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Tabela 09 — Analise das freqiiéncias fundamentais das D.O.Es..

10 mg/L 20 mg/L
Peixe N° 1 2 3 1 2 3
Média (i) 809,24 772,91 789,81 615,94 604,07 665,03
Meédia (f) 793,52 744,55 792,58 605,65 598,68 657,31
Meédia (i) - DP (n) 793,06 757,45 774,01 603,62 591,99 651,73
Média (i) - DP (i) 806,59 767,29 788,55 609,98 603,70 664,00
DP (i) 2,65 5,62 1,26 5,95 0,37 1,03
DP (f) 4,49 11,54 6,01 4,40 2,92 3,49
DP (n) [2%0] 16,18 15,46 15,80 12,32 12,08 13,30
100 mg/L 100 mg/L + etanol
Peixe N° 3 5 6 3 4 5
Média (i) 789,31 840,16 975,96 767,88 742,48 924,22
Média (f) 778,13 829,57 941,77 747,74 718,01 916,36
Meédia (i) - DP (n) 778,98 830,37 944,36 749,27 719,86 916,96
Média (i) - DP (i) 787,32 838,85 974,82 766,24 739,66 923,17
DP (i) 1,99 1,31 1,14 1,64 2,82 1,04
DP (f) 10,50 8,67 12,17 6,90 9,46 4,04
DP (n) [296] 15,79 16,80 19,52 15,36 14,85 18,48
Média em Hz (n° de ciclos/descargas por segundo). DP = Desvio padrio. (1) = inicial. (f) = final. (n) = “normal”.
Tabela 10 — Analise das freqiiéncias fundamentais das D.O.Es..
2 mg/L
Peixe N° 1 2 3 4 5 6
Média (i) 717,19 609,38 610,37 685,94 656,25 656,50
Média (f) 725,03 622,82 630,51 685,75 664,32 666,24
Meédia (i) + DP (n) 731,53 621,56 622,58 699,66 669,38 669,63
Média (i) - DP (n) 702,84 597,19 598,16 672,22 643,13 643,37
DP (n) [290] 14,34 12,19 12,21 13,72 13,13 13,13
10 mg/L 20 mg/L
Peixe N° 4 5 6 4 5 6
Média (i) 638,59 770,88 766,46 834,89 611,25 798,12
Meédia (f) 626,57 781,25 753,16 820,41 613,77 791,14
Média (i) + DP (n) 651,36 786,30 781,79 851,59 623,48 814,08
Média (i) - DP (n) 625,82 755,46 751,13 818,19 599,03 782,16
DP (n) [2%0] 12,77 15,42 15,33 16,70 12,23 15,96
100 mg/L 100 mg/L + etanol
Peixe N° 1 2 4 1 2 6
Meédia (i) 855,13 847,65 732,42 863,12 644,53 803,62
Média (f) 837,05 842,81 712,00 862,51 640,37 801,31
Meédia (i) + DP (n) 872,23 864,60 747,07 880,38 657,42 819,70
Média (i) - DP (n) 838,03 830,70 717,77 845,86 631,64 787,55
DP (n) [2%0] 17,10 16,95 14,65 17,26 12,89 16,07

Média em Hz (n° de ciclos/descargas por segundo). DP = Desvio padrio. (1) = inicial. (f) = final. (n) = “normal”.
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De acordo com andlise preliminar por meio das médias das freqiiéncias
fundamentais das D.O.Es., as andlises demonstradas subseqiientemente serdo de
alguns peixes que por ventura apresentaram caracteristicas especificas para

demonstragdo da metodologia de analises dos sinais para A. hasemani.

Nas figuras de 41 a 45 estdo os graficos de PSD para experimentos com
diferentes concentragdes dos compostos BTX. Nota-se que os dois primeiros graficos
se assemelham muito com o padrio de PSD resultante dos experimentos da

determinagdo do padrao “normal” das D.O.Es. (Capitulo 4).

Magnitude
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Figura 41 — PSD peixe 2 10mg/L BTX. Figura 42 — PSD peixe 1 20mg/L BTX.
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Figura 43 — PSD peixe 5 100mg/L BTX. Figura 44 — PSD peixe 6 100mg/L BTX.
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2 200

Figura 45 — PSD peixe 4 100mg/L BTX/etanol.

Na figura 43, apontado pela seta de cor verde, ocorre uma elevagdo brusca na
intensidade do sinal pos-contaminagdo, fato contrdrio ocorreu na maioria dos outros
peixes submetidos a diferentes concentragdes de BTX (exemplo, indicacdo seta azul,
figuras 41, 42, 44 e 45). Na figura 44 nota-se uma forte variacdo negativa nos valores
das freqiiéncias apos a difusdo do contaminante (apontado pela seta vermelha); e de
forma similar, isto também ocorre com os valores das freqliéncias do peixe 4 da

concentragdo de 100 mg/L de BTX + etanol (apontado pela seta amarela — figura 45).

Segue na figura 46 os sinais (forma da onda) dos tempos -9 minutos (sem
contaminagdo) ¢ 9 minutos (pds-contaminagdo — que representa o pico maior do
grafico PSD, apontado pela seta verde figura 43) do peixe 5 100 mg/L de BTX. Na
figura 47 estd o grafico de PSD concatenado do sinal filtrado (sem os valores da
freqliéncia fundamental) para este peixe, demonstrando a extensdo do pico de

magnitude do sinal nos outros niveis de freqiiéncia (vide seta verde — figura 47).

Figura 46 — Sinal “normal” (aos 9’ pré-contaminacéo — A.) ¢ aos 9° pds-contaminagio (B.).
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Figura 47 — PSD concatenado para sinais filtrados.

Utilizando-se o sinal filtrado do peixe 5 100 mg/L de BTX, por meio da
analise visual de recorréncia (VRA), produziu-se graficos para avaliar (e demonstrar)
o comportamento desta metodologia diante das variacdes na amplitude dos sinais,
com dois diferentes valores de tempo de atraso (delay 1 — figura 48 ¢ delay 10 —
figuras 49). As diferengas sdo evidentes, entre os graficos de auto-recorréncia do sinal
normal e do sinal do pico pds-contaminacdo, nitidamente perceptivel em funcdo da
tonalidade das cores que bem representam a intensidade dos sinais. Nota-se que com a
utilizacdo de um valor do tempo de atraso maior ha um ganho na sensibilidade as

variagdes dos sinais.

=
Ternpo (nss)

Tenpo (ms)

A. B.
Figura 48 — AR 9’ pré-contaminagao (A.) e AR 180’ pds-contaminagao (B.) (delay = 1).
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Figura 49 — AR 9’ pré-contaminagdo (A.) e AR 180’ pos-contaminagdo (B.) (delay = 10).

Como referéncia ¢ apresentada também, a analise por meio da transformada de
ondeletas dos sinais filtrados deste peixe A. hasemai (5 100 mg/L de BTX),
utilizando-se os sinais (20 ms) do tempo aos 9 minutos anteriores a contaminacao
(figura 50), do tempo 9 minutos apos contaminagdo (figura 51) e do tempo final de

exposi¢do ao contaminante (180 minutos apds contaminagdo — figura 52).

Podem-se observar poucas diferencas evidentes nos sinais das figuras 50 e 52,
porém na figura 51 que representa o tempo de 9 minutos pos-contaminacdo (pico), ha
uma modificagdo no padrdo do grafico com relacdo as escalas mais baixas, que

representam os valores de freqii€éncias mais altos (indicagdo pela seta cor preta).

Absolute Values of Ca b Coefficients fora= 111121314 .

ﬂn 'lwlh. }ﬂn m!l\nf Un, !b\“ l‘l\., 5!

2 4 6 8 10
Tempo

.,;J..xuu, l!n” ”J\v!.\.,%,jf

14 16 18 20

Figura 50 — Wavelet para sinal 9* pré-contaminago.
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Figura 51 — Wavelet para sinal 9° pos-contaminago.
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Figura 52 — Wavelet para sinal 180’ pds-contaminagao.

Na figura 53 estdo representadas as variacdes das freqiiéncias fundamentais
captadas por meio do Fluke Scopemeter 196. Em vermelho os valores das freqiiéncias
instantaneas do peixe 6 sob concentragdo de 100 mg/L BTX; em amarelo do peixe 4
sob concentracdo de 100 mg/L BTX + etanol, em verde do peixe 1 sob concentragdo

de 10 mg/L BTX e em azul do peixe 1 do Grupo I do experimento da “normal” (como

1000 4 K
900 WM
o

700 4

referéncia).

Freqiiéncia (Hz)

600 T T T T T T T T T T T !
0 @ 30 435 &0 75 a0 105 120 135 150 165 180
Tempo (min.)

[ 10ppm BTI — 100ppm BTX  100ppm BTX + ctanol — Nommal

Figura 53 — Variagdes na freqiiéncia — no circulo vermelho (15°) contaminagao (exceto Normal).
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Nota-se no grafico da figura 53, a evidente queda dos valores das freqiiéncias
fundamentais dos peixes submetidos ao contaminante, principalmente dos peixes
submetidos a concentracao de 100 mg/L de BTX (seta vermelha e seta amarela). E
mesmo com a variacdo sutil das freqliéncias fundamentais do peixe submetido a
concentracdo de 10 mg/L (trago de cor verde), ¢ notoria esta variagcdo com relagao ao
comportamento de outro peixe (trago de cor azul) sem a presenga do contaminante

(em agua boa, situagdo “normal’).

Utilizando-se como um exemplo da aplicagdo dos métodos de CRP o peixe 6
do experimento com concentragdo de 100 mg/L de BTX (A. hasemani de mais alta
freqliéncia registrado para este estudo — macho imaturo 152 mm, peixe com resposta
mais evidente e rapida, entre os peixes testados), seguem abaixo os graficos: na figura
54 A. o PSD para o sinal; na figura 54 B. o PSD para o sinal filtrado; na figura 55 a
auto-recorréncia do sinal filtrado aos 9 minutos pré-contaminacdo e a auto-recoréncia
do sinal filtrado aos 180 minutos pds-contaminagdo; a Cross-recorréncia entre os
sinais filtrados “normais” (9 e 3 minutos pré-contaminagdo) na figura 56 e¢ a Cross-
recorréncia entre 9 minutos pré-contaminagdo e 180 minutos pds-contaminagdo; na
figura 57 a cross-recorréncia entre 9 minutos pré-contaminagdo ¢ 9 minutos pos-
contaminagdo (inicio da queda brusca dos valores das freqiiéncias) e a Cross-
recorréncia entre 9 minutos pré-contaminacdo e 66 minutos pds-contaminagdo (sinais

com alta oscilacdo).
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Figura 54 — PSD para o sinal (A.) e PSD para sinal filtrado (B.) (peixe 6 100 mg/L).

45
4 1 A
1 s
£ &'
2 8 25
& 2
15
1 1
o5
o
A. B.
Figura 55 — AR 9’ pré-contaminagio (A.) e AR 180’ pos-contaminaggo (B.).
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Figura 56 — CRP “normal” (-9’ ¢ -3°) (A.) e CRP entre -9’ ¢ 180’ (B.).
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Figura 57 — CRP entre -9’ ¢ 9’ (A.) e CRP entre -9’ ¢ 66’ (B.).

A andlise quantitativa de cross-recorréncia (na dimensao 3 e tempo de atraso
10) foi avaliada somente para os valores dos sinais sem filtragem, utilizando-se os
valores de desvio de 23,58% para a recorréncia, de 1,35% para o determinismo, de

85,67% para a divergéncia e de 26,08% para a entropia.

Para muitos sinais filtrados, com exce¢ao dos valores de recorréncia (taxa de
recorréncia) os outros valores avaliados pela CRQA nao eram calculados pelo
algoritmo do Toolbox CRP; e ndo foi possivel resolver este problema em tempo de
finalizar este trabalho. Porém, os dados avaliados por meio da CRQA com os valores
integrais dos sinais foram representativos e os dados obtidos para os peixes 1 ¢ 2 de
10 mg/L BTX, 1 e 2 de 20 mg/L BTX, 5 ¢ 6 de 100 mg/L BTX, e, 3 ¢ 4 de 100 mg/L

BTX + etanol podem ser avaliados nas tabelas 11 a 13.

Os dados da primeira tabela (11) se reportam aos peixes em condi¢des
“normais”, cross-recorréncia dos sinais aos 9 ¢ aos 3 minutos pré-contaminagdo. Na
seguinte tabela (12) estdo os dados de desvio padrio, calculados a partir das
porcentagens obtidas do experimento do padrdo “normal” com relacdo aos valores
médios da pré-contaminagdo para cada sinal. Na tabela 13 os valores de cross-

recorréncia dos sinais pos-contaminacao (0’ aos 180”); asterisco (*) apds o numero
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indica que o referido valor estd acima, dois asteriscos (**) que esta abaixo e trés

asteriscos (***) que estd nos limites do desvio padrao da “normal”.

Tabela 11 — CRQA para “normal” (-9’ e -3°).

Recorréncia Determinismo Divergéncia Entropia
Peixe

#1 10mg/L 0,01611 0,94424 0,00621 0,84984
#2 10mg/L 0,01064 0,75646 0,02777 1,25900
#1 20mg/L 0,00832 0,79462 0,01851 2,11290
#2 20mg/L 0,01374 0,96492 0,01369 1,93390
#5 100mg/L 0,01228 0,92634 0,03031 2,29950
#6 100mg/L 0,01646 0,93542 0,00438 0,77895
#3 100mg/L + etanol 0,00331 0,90036 0,01851 1,50880
#4 100mg/L + etanol 0,01398 0,90425 0,00769 1,08500
%DP (n)= 23,58 % 1,35 % 85,67 % 26,08 %

DP = Desvio padrao.

Tabela 12 — Valores do desvio padrao CRQA da “normal”.

Recorréncia Determinismo Divergéncia Entropia
Peixe DP DP DP DP

#1 10mg/L 0,00380 0,01272 0,00532 0,22165
#2 10mg/L 0,00251 0,01019 0,02380 0,32836
#1 20mg/L 0,00196 0,01070 0,01587 0,55107
#2 20mg/L 0,00324 0,01299 0,01174 0,50438
#5 100mg/L 0,00290 0,01248 0,02596 0,59973
#6 100mg/L 0,00388 0,01260 0,00376 0,20316
#3 100mg/L + etanol 0,00078 0,01213 0,01587 0,39351
#4 100mg/L + etanol 0,00330 0,01218 0,00659 0,28298

DP = Desvio padrio.

Tabela 13 — CRQA para periodo pos-contaminagéo (0’ ¢ 180°).

Recorréncia Determinismo Divergéncia Entropia
Peixe

#1 10mg/L 0,01574 0,93162%** 0,01176* 1,26920*

#2 10mg/L 0,00937*** 0,7676* 0,03225 1,45800%**
#1 20mg/L 0,00511%* 0,70372%** 0,04167* 2,61080%**
#2 20mg/L 0,01376 0,97576%** 0,01219 1,85340

#5 100mg/L 0,01347*%* 0,9283 0,02000 1,96010

#6 100mg/L 0,00939** 0,88366** 0,02778* 2,05920*

#3 100mg/L + etanol 0,01075* 0,90706*** 0,01859 1,57010

#4 100mg/L + etanol 0,00997** 0,85031** 0,02000* 1,82430*

Observando os valores expressos na tabela 13, e reportando-se novamente ao

peixe 6 100 mg/L, e, de acordo com os resultados obtidos com este peixe também por
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outras avaliagdes, conclui-se que baixos valores das taxas de recorréncia e
determinismo, altos valores de divergéncia e entropia sdo resultantes de sinais
diferentes, e neste caso, em se tratando de sinais estdveis, pode-se inferir como
resultados de uma instabilidade maior do sinal. A ocorréncia de varia¢des nos valores
das medidas de complexidade, chegando aos limites do desvio padrao estipulado
(padrao com grande margem de seguranga), ao se tratar de osciladores extremamente
estaveis, denota ocorréncia na variacao do sinal possivel de ser percebida por sistemas

computacionais.

Considerando os resultados obtidos com as diferentes técnicas de analise de
sinais utilizadas, pode-se inferir sobre a viabilidade do desenvolvimento de um
sistema de biomonitoramento com peixes elétricos da espécie A. hasemani para
detec¢do de compostos BTX: A. hasemani detecta diferentes concentragdes de
compostos BTX, manifestando com alteracdes em suas D.O.Es. possiveis de serem

modeladas.

5.4 Discussao

Os resultados apresentados neste trabalho poderiam expressar em quantos
minutos, em média, para um determinado “n” de peixes, estes detectam tal
contaminante. Porém, a énfase foi em busca de respostas para uma pergunta

3

aparentemente mais simples: como “ver” a detec¢ao de certa concentracdo de um

contaminante expressa por um peixe elétrico por meio das suas D.O.Es.?

E, como ja discutido no Capitulo 3, fazendo-se men¢do aos trabalhos de
Thomas et al. (1996a; 1996b), procurou-se ir além do universo das freqiiéncias e além

de uma analise criteriosa em func¢do de “dose / resposta”.
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Sempre houve preocupagdes no sentido de expressar similaridades e
diferengas sutis em sinais de peixes elétricos, por meio de transformadas, calculos de
integracdo e/ou representagdes polinomiais das formas das ondas. E, com o estudo
para o biomonitoramento com peixes elétricos de alta estabilidade das D.O.Es., como
os da familia Apteronotidae, aumentou-se consideravelmente a complexidade exigida

na avaliagdo das similaridades e diferencas nos sinais.

Apesar de recente (Eckmann et al., 1987), e embrionaria ao se tratar de peixes
elétricos, a analise de recorréncia apresentou-se como uma ferramenta capaz de
elucidar aspectos inatingiveis das D.O.Es mediante a utilizacdo de outros métodos de
analise de sinais. Expressando graficamente particularidades especificas de sinais
aparentemente idénticos de peixes de uma mesma espécie, porém de individuos
diferentes. Ao se tratar de relagdes intra-especificas dos sinais para avaliagdes

sistematicas, a analise de recorréncia pode vir a ser uma ferramenta imprescindivel.

Quanto aos sistemas de biomonitoramento a analise quantitativa de recorréncia
merece maiores investigacdes para melhor se formatar as medidas de complexidade
(taxa de recorréncia, determinismo, divergéncia, entropia e tendéncias) de acordo com
os padrdes de estabilidade dos sinais dos peixes elétricos monitorados. A
representacdo numérica da analise da recorréncia pode ser tdo acessivel quanto a
freqliéncia ¢ atualmente. Poder-se-ia representar as D.O.Es. de um peixe ndo somente
em valores de freqiiéncia — a freqiiéncia fundamental deste peixe ¢ 810 Hz; mas
também, por exemplo, em valores de recorréncia — a taxa de recorréncia deste peixe ¢
0,015. Com mais parametro para analise poder-se-ia ver mais detalhes de um mesmo

sinal.

As consideragdes temporais das D.O.Es. avaliadas por meio das transformadas

de ondeletas (Wavelet’s) também merecem mais estudos. Uma proposta para o
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desenvolvimento de uma “ondeleta mae” especifica para cada padrao diferente (pulso,
onda) das D.O.Es de peixes elétricos, poderia acrescentar mais um poderoso
ferramental de analise de sinais para estes peixes. Ainda mais, em se tratando de
sistemas de biomonitoramento em “tempo real”, pois este ¢ um método extremamente
sensivel as variacdes dos sinais em fungdo tempo, e, apresenta uma resposta de

calculo rapida.

A implementacao de filtros digitais para a avaliagdo das D.O.Es. de
Apteronotidae foi muito eficiente para a demonstracdo de variagdes mais sutis
mascaradas pela predominancia da freqiiéncia fundamental. E comum em outros
sistemas que envolvem andlises de sinais a utilizagdo de filtros para a avaliagdo de
diferentes partes do espectro do sinal. Thomas et al. (1996a; 1996b; 1997) avaliaram
em separado as freqliéncias da fundamental e das harmonicas que compuseram
D.O.Es. de espécimes A. albifrons, demonstrando que alteragdes ocorrem de forma

coincidente, porém nao similar, em niveis de freqiiéncia além da fundamental.

Com a utilizagdo de filtros digitais pode-se inferir sobre variagdes nas
freqliéncias das D.O.Es em bandas especificas, estudando-se, por exemplo, se existe
em peixes elétricos bandas de freqiiéncia onde as variagdes sdo mais intensas com a
adi¢do de um certo contaminante ou com a variacdo da temperatura, etc.. Alguns
sistemas de telecomunicacgdes utilizam uma freqiiéncia padrdo para propagagdo dos
sinais enquanto que nas outras freqiiéncias que compdem o espectro do sinal as

informagdes sdo carreadas.

E de conhecimento geral, que diferentes espécies de peixes elétricos
apresentam diferentes padrdes de D.O.Es., principalmente em Apteronotidae, nas
quais as variagcdes em freqiiéncia compreendem a maior faixa (de menos de 800 a

mais de 2000 Hz, Alves-Gomes, 1997). Suponha-se que as caracteristicas espécie-
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especificas das D.O.Es. sejam maneiras de restringir a comunicagao intra-especifica, e
mais, estas freqliéncias contém informagdes em diferentes bandas de freqiiéncia. Com
a modelagem dos sinais por meio da implementagdo de filtros digitais, poder-se-ia

inferir sobre aspectos dos sinais que passam despercebidos.

A espécie A. hasemani, com o sistema de aquisi¢do, processamento e analise
de sinais avaliados neste estudo, ¢ capaz de fornecer por meio das D.O.Es.
informagdes suficientes para se compor um sistema de alerta ambiental. Ficou
evidente que na presenga de 10 mg/LL de BTX ocorre alteragdes nas D.O.Es. de A.

hasemani.

Com excecdo das avaliagdes da concentragdo de 2 mg/L, na maioria dos outros
peixes houve o decréscimo no valor das freqiiéncias das D.O.Es.. As concentragdes
menores que 10 mg/L de BTX necessitam do desenvolvimento de técnicas fisico-
quimicas, para serem utilizadas nos experimentos com peixes elétricos, que
potencializem a dilui¢do e que ndo alterem significativamente as caracteristicas ou

concentragdo do composto.

Ainda com relagdo aos experimentos com 2 mg/L de BTX acredita-se nao ter
atingido resultados coerentes, pois ¢ muito provavel nio ter ocorrido uma difusao
eficiente do contaminante, e, em fun¢do da aeragdo constante possa ter havido alguma
reacdo oxidativa alterando a composi¢do ou mesmo promovendo a volatilizacdo.
Embora tenha se observado o aumento (e ndo a diminui¢do) da média das freqiiéncias
das D.O.Es. pds-contaminagdo em relagdo as D.O.Es. pré-contaminagdo, optou-se em

deixar estas respostas em aberto, para futuras investigacdes.

Thomas et al. (1996a) demonstraram que as D.O.Es. de A. albifrons aumentam
em uma média de 25 Hz durante a fase de intoxicac¢do por 125 pg/L de Cianeto de

Potassio, fato a se considerar, pois o aumento dos valores médios das D.O.Es. do
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periodo pré-contaminagdo para pos-contaminagdo, com a concentracdo de 2 mg/L de
BTX para A. hasemani, foi em média de 9,8 Hz, com a variagao maxima de até 20 Hz.
O efeito fisiologico registrado para os compostos BTX em organismos vertebrados € o
de afetar o sistema nervoso central (ASTDR, 1999), em conseqiiéncia, avalia-se
diminui¢do da freqiiéncia das D.O.Es.. Porém, nas concentragdes de 2 mg/L em
peixes da espécie A. hasemani, pode ser que este efeito inibidor nido ocorra, ¢ a
variagdo para mais das D.O.Es. seja um indicativo de deteccdo do contaminante. Mas,

de fato, se respondera com mais seguranca com futuras investigagoes.

Outro fator relevante a ser discutido ¢ maior sensibilidade, ou o que € o caso,
maior variabilidade das D.O.Es. dos peixes com freqiiéncia de D.O.Es. mais altas.
Segundo Cox-Fernandes & Podos (2004), para espécimes de A. hasemani foram
observadas D.O.Es mais altas em peixes de maior tamanho e machos, além de ser
discutida a hipotese de que caracteristicas hormonais em diferentes estagios de

maturidade para esta espécie podem interferir nas caracteristicas das D.O.Es.

Além do que, acrescentando as observagdes de Crampton (1998a), que
considera os peixes elétricos com sinais tipo onda, como mais sensiveis as mudancas
ambientais por terem uma demanda energética total menos flexivel. Este fato poderia
ser avaliado em Apteronotidae em relagdo a maior freqiiéncia das D.O.Es., se
considerar que para produzir estas altas D.O.Es. a demanda energética seja maior do
que para os peixes de freqiiéncias mais baixas das D.O.Es., portanto, estes com

freqiiéncias mais altas apresentam maior sensibilidade as mudancas ambientais.

E finalmente, consideragdes positivas quanto as possibilidades de aplicagdes
reais de sistemas de alerta ambiental por meio das caracteristicas biofisicas das
D.O.Es de A. hasemani sdo defendidas. Embora se admita que alteragcdes na idéia

basica de biomonitoramento com peixes elétricos devam ser conduzidas para mais
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discussdes. O estudo de processamento de sinais de peixes elétricos deve ser
enfatizado. E, o avanco das técnicas de aquisicdo e processamento de sinais merece
uma atencao especial daqueles que se dedicam as questdes ecologicas, fisioldgicas,
enfim da biologia de peixes elétricos, como também, os pesquisadores das areas
tecnologicas precisam ver nos peixes elétricos possibilidades para o desenvolvimento

de artificios bioinspirados.

Precisam-se ver peixes elétricos como véem os peixes elétricos!
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CAPITULO 6

CONCLUSAO
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Em func¢do da freqiiéncia de captura nas areas de coleta préximas a Manaus —

AM, adaptabilidade ao cativeiro, resisténcia as condi¢des de trabalho e estabilidade

das D.O.Es. Apteronotus hasemani foi a espécie de Apteronotidae selecionada para

este estudo (conforme discutido no Capitulo 2). Estipulou-se patamares para a

formatagdo de um padrdo “normal” das D.O.Es. para A. hasemani (apresentado no

Capitulo 4). A viabilidade do desenvolvimento de sistemas de biomonitoramento para

hidrocarbonetos de petréleo por meio da detecgao de compostos BTX pela analise das

D.O.Es. de peixes da espécie A. hasemani (Apteronotidae) deve ser considerada; esta

positivacao fundamenta-se nos resultados obtidos neste estudo e, foram discutidos no

Capitulo 5. Portanto:

A utilizagdo da metodologia de analise de sinais Transformada de Wavelet’s
ndo demonstrou eficiéncia maior do que a andlise espectral por meio das
Transformadas de Fourrier; ficando evidente a necessidade de se estipular

padroes de Wavelet especificos para peixes onduladores.

Andlise de Recorréncia demonstrou grande sensibilidade as variagcdes dos
sinais de A. hasemani, podendo ser um método complementar as analises

tradicionais para os sinais de peixes elétricos.

Pode-se inferir com seguranga que A. hasemani detecta BTX em

concentragdes a partir de 10 mg/L.

A. hasemani tende a ser um modelo para estudos em biomonitoramento na

regido da Amazonia brasileira.
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Obs.: os arquivos foram nomeados da seguinte forma: n° do peixe_tempo_concentragéo de contaminante.extensdo (a extensdo

* atf é o formato em ASCII dos arquivos provenientes do software AxonScope®). Ex.: 6_15_100.atf
function LFC

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

%
% LFC.m faz parte de um grupo de algoritmos desenvolvidos ...
% para analisar Descargas do Orgdo Elétrico (D.0O.E.) ...

% de peixes elétricos da familia Apteronotidae (Gymnotiformes), ...
% a partir de arquivos no formato ASCII.

%
% Converte *.atf em arquivo *.mat.

% Calcula PS. Concatena PS para graficos.

% PS = power espectrum de densidade para onda.
% p/ Normal (fs=100KHz - 2048 pontos) e ...

% [ ] BTX (fs=50KHz - 1024 pontos), --..

% "Hanning®" (=~20ms).

Desenvolvido por:

% Esp. Eng. Ambiental Gilberto Schwertner Filho.
% 2005

%*************AMAZONASBRAS I L*************

clear all;clc;colordef white;

co=input(“Entre com [ ] BTX (mg/L): ");
pn=input("Entre com n® do peixe: ");
ti=input("Entre com o tempo inicial (min.): ");
tf=input("Entre com o tempo final (min.): ");
pg=input(“Entre com (1) p/Normal e (2) p/ BTX: *);

it pg ==
Fs=100000; nf=2048; tx=2001;Xxx=2;
elseif pq ==
Fs=50000;nf=1024;tx=1035; xx=3;
end;

ext="_atf";

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

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

while cont <= tf
arg=[num2str(pn) "_° num2str(cont) "_" num2str(co) ext];
ca=["Al1l._.A" num2str(tx)];
cb=["B11..B" num2str(tx)];

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

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

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

PSG=[PSG PS];HzG=[HzG;Hz];
cont=cont+xx;
end;

afile=[arq(l:size(arq,2)-13) "hzg.xlIs"];
dimwrite(afile,HzG,"\t");

datafile=[arq(l:size(arq,2)-11) “c.mat"];
save (datafile,"PSG","HzG");
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function LFCF

QpFFrxxxkdkkxkxx X AMAZONASBRAS | L*F e dkkkskosdodokx

%

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

LFCF.m faz parte de um grupo de algoritmos desenvolvidos ...
para analisar Descargas do Orgao Elétrico (D.O.E.) ...
de peixes elétricos da familia Apteronotidae (Gymnotiformes).

Filtra a frequéncia fundamental e calcula PSD para sinal filtrado.
Desenvolvido por:

Esp. Eng. Ambiental Gilberto Schwertner Filho.
2005

QpFFrrxhKkAkxkrkxx X AMAZONASBRAS | LFxFFFdrhkkdskrx

clear all;clc;colordef white;

com [ ] BTX (mg/L): *);

com n® do peixe: ");

com o tempo inicial (min.): );
tf=input("Entre com o tempo final (min.): ");
pg=input(“Entre com (1) p/Normal e (2) p/ BTX: *);

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

ext="_mat";
cont=ti;

if pg ==
xx=2;Fs=100000;nf=2048;
fc=(Hz+(Hz*.8))/(fs/2);
elseif pq == 2
xx=3;Fs=50000;nT=1024;
Ffc=(Hz+(Hz*.8))/(fs/2);
end;

PSG=[1;
while cont<=tf
arg=[ num2str(pn) " " num2str(cont) " " num2str(co) ext ];
load(arq);
[B,A]=butter(8,fc, high");
onda=filter(B,A,onda);
[PS,f]=psd(onda,nf,fs);

datafile=["1"arq(l:size(arq,2)-4) ".mat"];
save (datafile,"Hz","onda", "tempo”,“PS","f");

PSG=[PSG PS];
cont=cont+xx;
end;

datafile=[arq(l:size(arq,2)-11) “fc.mat"];
save (datafile,"PSG");

QpFFrrxhFkkrkrkrxx X AMAZONASBRAS | LFxFFFdxhkkddorx
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function LFCCRP

QpFFrxxxkdkkxkxx X AMAZONASBRAS | L*F e dkkkskosdodokx

%

%

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

LFCCRP.m faz parte de um grupo de algoritmos desenvolvidos ...
para analisar Descargas do Orgao Elétrico (D.O.E.) ...
de peixes elétricos da familia Apteronotidae (Gymnotiformes).

Calcula e grafica CRP.
Calcula CRQA e salva em *.mat e *.xlIs, entre dois arquivos.
(Cross Recurrence Plot Toolbox - NDG Univ. Potsdam).

Desenvolvido por:
Esp. Eng. Ambiental Gilberto Schwertner Filho.
2005

QpFFxxxxkdkkxkxx A AMAZONASBRAS | L*H ke kkkskdokokx

clear all;clc;colordef white;

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

load(arq);

x=onda;

clear onda;

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

load(arq);

y=onda;

clear onda;

C=crp(x,y,3,10, .1, "distance”, "normalize”, "nogui®);
A=crqa(x,y,3,10,.1,[], "euclidean®,"normalize”, "nogui®);

Fig=Figure;
set(Fig, “Position”,[100 50 650 500]);
set(Fig, "Name*", [arq(1:size(arq,2)-7)]1);

surf(C, "FaceColor®, "interp”, ...
"EdgeColor*, "none*, "FacelLighting”, "phong*);
axis tight;
set(gca, "XTickLabel","2]4]6]8]10]12]14]16]18]20");

xlabel ("Tempo (ms)*®, "FontSize®,12, "FontName®, "times®);
set(gca, "YTickLabel","2]4]|6]8]10]12]14]16]18]20%);

ylabel ("Tempo (ms)*","FontSize",12,"FontName", "times");
colormap jet;
colorbar;
view([0 90]);

afile=[arq(l:size(arq,2)-4) “ccrp.xls"];
dimwrite(afile,A,"\t");

datafile=[arq(l:size(arq,2)-4) “ccrp.mat”];

save (datafile,"A");
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function LFCCRQA

QpFFrxxxkdkkxkxx X AMAZONASBRAS | L*F e dkkkskosdodokx

%

%

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

LFCCRQA.m faz parte de um grupo de algoritmos desenvolvidos ...
para analisar Descargas do Orgao Elétrico (D.O.E.) ...
de peixes elétricos da familia Apteronotidae (Gymnotiformes).

Calcula CRQA e salva em *.mat e *.xls...
concatena valores de CRQA em *.mat e *.xls
(Cross Recurrence Plot Toolbox - NDG Univ. Potsdam).

Desenvolvido por:
Esp. Eng. Ambiental Gilberto Schwertner Filho.
2005

QpFFxxxxkdkkxkxx A AMAZONASBRAS | L*H ke kkkskdokokx

clear all;clc;colordef white;

co=input(“Entre com [ ] BTX (mg/L): ");
pn=input(“Entre com n® do peixe: ");

nput("Entre com o tempo inicial (min.): *);
tf=input("Entre com o tempo final (min.): ");
pg=input("Entre com (1) p/Normal e (2) p/ BTX: ");

elseif pq ==
XX=3;
end;

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

ext="_mat";
cont=ti;

AT=[1:

while cont<=tf

arg=[ num2str(pn) °_° num2str(cont) °_° num2str(co) ext ];
load(arq);

A=crqa(onda,3,1,.1,[], "euclidean®, "normalize®, "nogui®);

afile=[arq(l:size(arq,2)-7) “cr.xlIs"];
dimwrite(afile,A,"\t");

datafile=[arq(l:size(arq,2)-7) “cr.mat"];
save (datafile,"A");

AT=[AT;A]:
cont=cont+xx;
end;

afile=[arq(l:size(arq,2)-11) “crga.xls"];
dimwrite(afile,AT,"\t");

datafile=[arq(l:size(arq,2)-11) “crga.mat"];
save (datafile, "AT");

QpFFrrxhFkkkrkxxk AMAZONASBRAS | L**HFdkkkskododorx
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function LFCG2D

% INSTITUTO NACIONAL DE PESQUISAS DA AMAZONIA - INPA

% LABORATORIO DE FISIOLOGIA COMPORTAMENTAL - LFC

%

% LFCG2D.m faz parte de um grupo de algoritmos desenvolvidos ...
% para analisar Descargas do Orgao Elétrico (D.O.E.) ...

% de peixes elétricos da familia Apteronotidae (Gymnotiformes).
%

%

Cria graficos forma da onda (onda/tempo) e PS a partir de arquivo *.mat.
% p/ Normal e [ ] BTX.

Desenvolvido por:

% Esp. Eng. Ambiental Gilberto Schwertner Filho.
% 2005

%*************AMAZONASBRAS I L*************

clear all;clc;colordef white;

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

load (arq);

H=num2str(Hz);

Fig=Figure;
set(Fig, “Position”, [100 50 650 500]);
set(Fig, °“Name®, [arq, * Frequéncia: " H " Hz"]);

subplot (2,1,1);
plot(tempo,onda, "r*);
xlabel ("Tempo*®, "FontSize",12, "FontName*®, "times");
ylabel ("Amplitude”,"FontSize",12,"FontName”®,"times");
grid on

subplot (2,1,2);
plot(f,PS,"g");
x1im([500 5000]);
xlabel ("Frequéncia (Hz)","FontSize",12, "FontName", "times");
ylabel ("Magnitude-®,"FontSize®,12,"FontName*®, "times");

QpFFFrhx kK dkdkdkrx X AMAZONASBRAS | LFxF e dkkksksdosdodhx
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function LFCG3D

QpFFrxxxkdkkxkxx X AMAZONASBRAS | L*F e dkkkskosdodokx

%

%

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

LFCG3D.m faz parte de um grupo de algoritmos desenvolvidos ...
para analisar Descargas do Orgao Elétrico (D.O.E.) ...
de peixes elétricos da familia Apteronotidae (Gymnotiformes).

Cria graficos 3D de PSD.

p/ Normal (fs=100KHz - 2048 pontos) e ...
[ 1 BTX (fs=50KHz - 1024 pontos), -..
"Hanning® (=~20ms).

Desenvolvido por:
Esp. Eng. Ambiental Gilberto Schwertner Filho.
2005

QpFFrrhhkdkkrrx X AMAZONASBRAS | L*FHHdkkkskodosdohx

clear all;clc;colordef white;

pg=input(“Entre com (1) p/Normal e (2) p/ BTX: *);
[arqg,caminho]=uigetfile("*.mat", “Arquivo *.mat");
cd (caminho);
load (arq);

if pg == 1;
Fig=Figure;

set(Fig, "Position”,[100 50 650 500]);set(Fig, "“Name”,[arq]):

surf(PSG(10:200,:), “FaceColor”, "interp”, ...
"EdgeColor*, "none*, "FacelLighting”, "phong*);

axis tight; view([100 40]);camlight left;grid on;colormap(jet);
xlabel ("Tempo (h)*","FontSize",12, "FontName”", "times");

set(gca, "XTickLabel","4|8]|12]|16]20]|24%);
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");
Figl=Ffigure;

set(Figl, "Position”,[100 50 650 500]);set(Figl, "Name*®,[arql);

surf(PSG(10:200, :), "FaceColor®, "interp”, ...
"EdgeColor®, "none*, "FaceLighting”, "phong");

axis tight; view([90 50]);camlight left;grid on;colormap(jet);
xlabel ("Tempo (h)","FontSize",12, "FontName", "times");

set(gca, "XTickLabel","4|8]12]|16]20]|24%);
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");

elseif pg == 2;
Fig=Figure;
set(Fig, "Position”,[100 50 650 500]);set(Fig, “Name”,[arq]):
surf(PSG(10:200,:), “FaceColor”, "interp”, ...
"EdgeColor*, "none*, "FacelLighting”, "phong*);
axis tight; view([100 40]);camlight left;grid on;colormap(jet);
xlabel ("Tempo (min.)","FontSize",12, "FontName®, "times");
set(gca, “XTick",[5 10 20 30 40 50 60]);
set(gca, "XTickLabel ", "BTX|15]45]75]105]135]165");
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");
Figl=figure;

set(Figl, "Position”,[100 50 650 500]);set(Figl, "Name*®,[arq]);

surf(PSG(10:200, :), “FaceColor®, "interp”, ...
"EdgeColor*, "none*, "FaceLighting~, “phong*);

axis tight; view([90 50]);camlight left;grid on;colormap(jet);
xlabel ("Tempo (min.)","FontSize",12, "FontName", "times");

set(gca, "XTick",[5 10 20 30 40 50 60]);

set(gca, "XTickLabel ", "BTX|15]45]|75]105]135]165%);
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");

end;

QpFFrxxxhkdkkxkxx A AMAZONASBRAS | L**HFd ke kdoddokx
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function LFCGRW

% INSTITUTO NACIONAL DE PESQUISAS DA AMAZONIA - INPA

% LABORATORIO DE FISIOLOGIA COMPORTAMENTAL - LFC

%

% LFCGRW.m faz parte de um grupo de algoritmos desenvolvidos ...
para analisar Descargas do Orgao Elétrico (D.O.E.) ...

de peixes elétricos da familia Apteronotidae (Gymnotiformes).

Calcula e grafica RP e Wavelet.
% (Cross Recurrence Plot Toolbox - NDG Univ. Potsdam e ...
Wavelet Toolbox).

Desenvolvido por:
% Esp. Eng. Ambiental Gilberto Schwertner Filho.
% 2005

clear all;clc;colordef white;

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

C=crp(onda,3,10, .1, "distance”, "normalize®, "nogui®);

Fig=Ffigure;
set(Fig, "Position”,[100 50 650 500]);
set(Fig, "Name*", [arq(1l:size(arq,2)-7)1):

surf(C, "FaceColor®, “"interp”, ...

"EdgeColor®, "none", "FaceLighting”, "phong®);

axis tight;
set(gca, "XTickLabel","2]4]6]8]10]12]14]16]18]20");

xlabel ("Tempo (ms)*", "FontSize",12,"FontName*®, "times");
set(gca, "YTickLabel","2]4]|6]8]10]12]14]16]18]20");

ylabel ("Tempo (ms)~","FontSize",12, "FontName*®, "times®);
colormap jet;
colorbar;
view([0 90]);

Figl=Ffigure;
set(Figl, “Position”,[100 50 650 500]);
set(Figl, "Name", [arq(l:size(arq,2)-7)1):

subplot (2,1,1);
plot(tempo,onda, "r*);
xlabel ("Tempo®, "FontSize",12, "FontName", "times");
ylabel ("Amplitude”,"FontSize",12,"FontName®,“"times®);
grid on

subplot(2,1,2);
W=cwt(onda,1:.1:128,"db8","plot*");
colormap jet;
colorbar;
xlabel ("Tempo*®, "FontSize",12, "FontName", "times");
set(gca, "XTickLabel","2]4|6]8]|10]12]|14]16]18]20");
ylabel ("Escala®,"FontSize",12, "FontName®, "times");

QpFFrrxhKkdkrkrkxx X AMAZONASBRAS | LFxFHHdrkkskskoskorx
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function LFCHZ

QpFFrxxxkdkkxkxx X AMAZONASBRAS | L*F e dkkkskosdodokx

%

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

LFCHZ.m faz parte de um grupo de algoritmos desenvolvidos ...
para analisar Descargas do Orgdo Elétrico (D.0.E.) ...

de peixes elétricos da familia Apteronotidae (Gymnotiformes), ...
a partir de arquivos no formato ASCII.

Converte *.atf em arquivo *.mat.
Calcula Frequéncia (Hz) (Calculo compilado de Cris Braun 2004).

Desenvolvido por:
Esp. Eng. Ambiental Gilberto Schwertner Filho.
2005

QpFFxxxxkdkkxkxx A AMAZONASBRAS | L*H ke kkkskdokokx

clear all;clc;colordef white;

co=input("Entre com [ ] BTX (mg/L): *);

com n° do peixe: ");

com o tempo inicial (min.): *);
tf=input("Entre com o tempo final (min.): ");
pg=input("Entre com (1) p/Normal e (2) p/ BTX: ");

if pg ==
tx=2001;zz=1000;xx=2;zx=13;
elseif pq == 2
tx=1035;zz=500; xx=3;zXx=66;
end;

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

SG=[];cont=ti;

while cont <= tf
arg=[num2str(pn) °_° num2str(cont) °_" num2str(co) ext];
ca=["All._.A" num2str(tx)];
cb=["B11..B" num2str(tx)];
onda=dImread (arq, "\t",cb);
SG=[SG onda];cont=cont+xx;
end;

for s = 1:zx;
pico=max(SG(:,s));tri=0.8*pico;
t_s=Find((SG(:,s)) > tri); index_s=2:(length(t_s));
ultimo_pico=0.01*[(t_s((t_s(index_s)-t_s(index_s-1)>1)));t_s(end)]:
size(ultimo_pico,1);
for xx=1:(size(ultimo_pico,1))-1
inter(xx)=ultimo_pico(xx+1)-ultimo_pico(xx);
end;
inter_medio(s)=mean(inter);Hz(s)=zz*(1/inter_medio(s));
end;

Fig=Figure;
set(Fig, “Position”, [100 50 650 500]);set(Fig, “Name®, [arq]l]);
s=1:zx; plot(s,Hz","r")
xlabel ("Tempo *,"FontSize",12,"FontName®,"times");
ylabel ("Hz","FontSize",12,"FontName”, "times");

Hzm=mean(Hz) ; CV=std(Hz)/mean(Hz);
Hzi=mean(Hz(:,1:5));Hzf=mean(Hz(:,6:length(Hz)));
Hzstd=std(Hz) ;Hzstdi=std(Hz(:,1:5));
Hzstdf=std(Hz(:,6:length(Hz)));
Hzt=[Hzi;Hzf;Hzm;Hzstd;Hzstdi ;Hzstdf];

afile=[arq(l:size(arq,2)-11) “hzcalc.xIs"];dImwrite(afile,Hz,"\t");
afile=[arq(l:size(arq,2)-11) “hztcalc.xls"];dImwrite(afile,Hzt,"\t");
datafile=[arq(l:size(arq,2)-11) "hzcalc.mat"];

save (datafile,"Hz","CV*" ,"Hzi","Hzf","Hzm", "Hzstd", "Hzstdi", "Hzstdf");
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ANEXO I

RESUMO NO Il SBEA - 11 SIMPOSIO BRASILEIRO DE

ENGENHARIA AMBIENTAL (ITAJAI, SC - 2003).
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Il Simpésio Brasileiro de Engenharia Ambiental — UNIVALI / Itajai, 05 a 08 de outubro de 2003

1204
PEIXES ELETRICOS DA AMAZONIA (GYMNOTIFORMES:
APTERONOTIDAE) COMO POTENCIAL BIOMONITORES
DE QUALIDADE DE AGUA

Gilberto Schwertner Filho; José Antonio Alves-Gomes

INPA / BADPI / LFC — Lab. de Fisiologia Comportamental;
schwet@inpa.gov.br; puraque@inpa.gov.br

Os peixes da ordem Gymnotiformes sdo popularmente conhecidos como “peixes
elétricos” pela capacidade de produzirem corrente elétrica alternada. As
caracteristicas biofisicas (forma de onda, amplitude, taxa de repeticao e frequiéncia
espectral) da Descarga do Orgéo Elétrico (DOE) sdo diretamente dependentes da
composicéo fisico-quimica da agua onde o peixe se encontra. Cada espécie
possui uma DOE propria e entre as espécies existentes, as da familia
Apteronotidae sé@o as unicas que produzem DOE’s em frequiéncia acima de 1000
Hz, com coeficientes de variagdo (Desvio Padrdo/Média) da ordem de 10"
registrados na bibliografia. Este é o oscilador biolégico mais estavel que se
conhece e, portanto, altamente adequado para estudos de biomonitoramento.
Neste estudo foram avaliadas 4 das mais de 40 espécies da familia Apteronotidae:
Apteronotus albifrons, A. bonapartii, A. hasemani e Sternachaella terminalis. Os
espécimes foram mantidos em aquarios com agua estabilizada, com pH 7 e a
temperatura de 27 °C. As DOE’s foram amplificadas, visualizadas em um
osciloscopio e analisadas em software especifico, gerando informacdes para
comparar a estabilidade da DOE’s das 4 diferentes espécies nas mesmas
condigdes ambientais. Os coeficientes de variagdo foram avaliados em 900 s, com
freqiiéncia fundamental captada a cada 180 s. Para A. albifrons o coeficiente de
variagdo das DOE’s foi 0,0037 e média da frequéncia de 897 Hz. Para A
bonapartii o coeficiente de variagdo da DOE’s foi de 0,0024 e média de frequéncia
de 1301 Hz. Para P. hasemani o coeficiene de variacdo das DOE’s foi de 0,0030 e
média de freqiiéncia de 91 Hz. E para S. terminalis o coeficiente de variagédo da
DOE'’s foi de 0,0040 e média de freqiiéncia de 1328 Hz.Como todos os resultados
dos coeficientes de variagdo foram uma ordem de grandeza maior do que dita a
literatura especializada , € possivel que nossos resultados reflitam a necessidade
de um maior tempo de aclimatagdo dos individuos do que o utilizado. A partir
destes estudos preliminares, serdo conduzidos outros testes como objetivo do
aperfeicoamento de um sistema de biomonitoramento de efluentes tendo peixes
elétricos como biomonitores. Neste sistema utilizaremos as espécies selecionadas
em fungdo da estabilidade das suas DOE’s.
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ANEXO 111

ARTIGO NO I11 SBEA - 111 SIMPOSIO BRASILEIRO DE

ENGENHARIA AMBIENTAL (BRASILIA, DF — 2004)
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INVESTIGACAO DO POTENCIAL DE DETECCAO DE CONTAMINAGCAO
AGUDA POR COMPOSTOS BTX COM PEIXES ELETRICOS DA
AMAZONIA (Apteronotus hasemani — GYMNOTOFORMES)

Gilberto Schwertner Filho'?
Aldecinei Bastos Siqueira Schwertner '
Augusto Biicker’

José Antdnio Alves Gomes'

"INPA - Instituto Nacional de Pesquisas da Amaz6nia
LFC — Laboratério de Fisiologia Comportamental
Av. André Araujo, 2936 — Petropolis — 69011-970 — Manaus, AM, Brasil
{bucker, puraque}@inpa.gov.br

2INPA - Instituto Nacional de Pesquisas da Amazdnia
PBTRN — Programa de Pés-Graduagao em Biologia Tropical de Recursos Naturais
BADPI — Biologia de Agua Doce e Pesca Interior
Av. André Araujo, 2936 — Petropolis — 69011-970 — Manaus, AM, Brasil
schwert@inpa.gov.br

*UFAM — Universidade Federal do Amazonas
PPGBIOTEC — Programa Multi-Institucional de Pés-Graduacao em Biotecnologia
Av. Gen. Rodrigo O. Jordao Ramos, 3000 — Coroado | — 69077-000 — Manaus, AM,
Brasil
aldi@inpa.gov.br

Abstract. The neotropical electric fishes of the order Gymnotiformes, are known for their
ability to generate electricity. The family Apteronotidae, is different from other gymnotiforms in
that the Electric Organs Discharges (EODs) are produced by the action potential of neurons
vs. tissue of myogenic origin. Since 2002, the Laboratory of Physiology and Behavior (LFC-
/INPA) has been conducting research using apteronotids as bioindicators of water quality,
mainly looking at contamination caused by petroleum products. The petroleum component
BTX (benzene, toluene and xylenes) are toxic substances which have a great affinity for
water. In our study we looked at the effects of BTX contamination in 4 individuals of
Apteronotus hasemani. Using the EODs frequencies to observe a physiological response, it
was determined that only a period of four minutes was needed to detect a BTX concentration
of 10,000 ppm. The efficiency of the contaminant was evaluated using a cytotoxic
methodology. Cells were observed in apoptosis and necrosis. Therefore, the data from these
initial experiments illustrate the value in using apteronotids as bioindicators in future
contaminate studies.

Keywords: Apteronotidae, electric kinifefishes, biomonitoring, petroleum, and EODs.
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1. Introducéo

Os compostos aromaticos benzeno, tolueno e isbmeros orto, meta e para-
xileno (figura 01), conhecidos como compostos BTX, constituem a parcela
mais toxica do petréleo (Manahan, 2000; Baird, 2002).

A B. e C. ) m p
Figura 01 — Compostos BTX: A. benzeno; B. tolueno; C. isbmeros o-, m- e p-xileno

Os problemas de maior complexidade ambiental relacionados ao
petroleo, principalmente em ambientes aquaticos, s&o atribuidos aos
hidrocarbonetos monoaromaticos benzeno (CeHg), tolueno (CgHsCHs3) e
xilenos (CgH10), pois estes sdao os constituintes aromaticos do petréleo com
maior potencial de mobilizacdo na agua (ASTDR, 1993; ASTDR, 1997;
Corseuil & Fernandes, 1999; ASTDR, 2000). Estes hidrocarbonetos que tém
tendéncia de serem hidrofobicos (baixa solubilidade em agua), mas podem
ser misciveis em agua, constituindo, a fragdo soluvel em agua do petréleo
(WSF — water soluble fraction) (CONCAWE, 2002).

Particularmente, estes compostos de baixo peso molecular podem
afetar o sistema nervoso central de vertebrados. Ha registros de que o
benzeno causa cancer (leucemia) (ATSDR, 1999), sendo classificado no
Grupo 1 pela Agéncia Internacional de Pesquisas em Céancer, como
cancerigeno para humanos (IARC, 2003).

O Conselho Nacional do Meio Ambiente - CONAMA (2000) reconhece a
insuficiéncia e ineficacia de resposta diante aos problemas ambientais com
hidrocarbonetos e, em alguns casos, a dificuldade de implantar as ag¢des
necessarias para evitar possiveis problemas ambientais.

Diante da realidade da exploracdo, transporte e beneficiamento de
petroleo na Amazoénia, desde 2002 que no Laboratério de Fisiologia
Comportamental — LFC do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazobnia —
INPA desenvolvem-se pesquisas com peixes elétricos da Amazbnia
(Gymnotiformes) como biomonitores em ambientes aquaticos, visando
compor sistemas de biomontoramento em tempo real para as mais diversas
atividades petroliferas.

A Ordem dos peixes Gymnotiformes (de distribuicido Neotropical),
compreende mais de 100 espécies, divididas em sete familias (tabela 01)
(Alves-Gomes et al., 1995). Sdo popularmente conhecidos como “peixes
elétricos” pela capacidade de produzirem corrente elétrica alternada (Chagas
& Carvalho, 1961; Bennett, 1971). Os Gymnotiformes podem ser subdivididos
em dois grandes grupos de acordo com o padrdo temporal das D.O.Es.
(tabela 01): peixes pulsadores e peixes onduladores (Kirschbaum, 1995;
Alves-Gomes, 1997).

As caracteristicas biofisicas (forma de onda, amplitude, taxa de
repeticdo e freqiiéncia espectral) da Descarga do Orgdo Elétrico (D.O.E.),
podem ser relacionadas com a composic¢ao fisico-quimica da agua onde o
peixe se encontra (Pimentel-Souza & Siqueira,1992; Thomas et al., 1997;
Thomas et al., 1998; Thomas, 2000; Moll, 2001; Schwertner & Alves-Gomes,
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2003). Além disto, as D.O.Es. podem ser gravadas, monitoradas e analisadas
em detalhes com o auxilio de equipamentos eletronicos apropriados, o que as
tornam um excelente modelo experimental.

Tabela 01 — Relagao Familia / Sinal / Eletrécito

FAMILIA TIPO DE SINAL ELETROCITO
APTERONOTIDAE Onda Neurogénico
EIGENMANNIIDAE Onda Miogénico
STERNOPYDIDAE Onda Miogénico
RHAMPHICHTHYIDAE Pulso Miogénico
HYPOPOMIDAE Pulso Miogénico
GYMNOTIDAE Pulso Miogénico
ELECTROPHORIDAE Pulso Miogénico

Em funcdo do seu érgédo neurogénico, a familia Apteronotidae, que é
mais diversa e numerosa na Ordem Gymnotiformes com 46 espécies
descritas (Mago-Leccia, 1994; Alves-Gomes, 1997; de Santana, 2002; de
Santana, 2003; de Santana et al., 2004), contém as unicas espécies que
produzem D.O.Es. em frequéncias altas, que variam entre 800 e 2000 Hz
(Alves-Gomes, 1997), com coeficientes de variagdo (Desvio Padrao/Média)
da ordem de 0,0002 segundos (2.10* s) (Mortgat et al., 2000). Estes 6rgaos
neurogénicos possuem frequéncias de descarga bem mais altas do que os
orgaos miogénicos, porque todas as sinapses envolvidas na D.O.E. de um
orgao neurogénico sao elétricas (Bullock et al., 1979). Este € o oscilador
bioldégico mais estavel que se conhece (Alves-Gomes, 2001), o que confere a
estas espécies uma vantagem adicional para estudos de biomonitoramento
(Schwertner & Alves-Gomes, 2003).

Com o objetivo de avaliar o comportamento das D.O.Es. de
Gymnotiformes da familia Apteronoridae e testar os procedimentos
experimentais adotados para qualificar os sistemas de biomonitoramento, foi
realizado um experimento buscando extremos: utilizando individuos da
espécie Apteronotus hasemani, que segundo Schwertner & Alves-Gomes
(2003), apresentam maior coeficiente de variacado das D.O.Es., e, utilizando-
se de uma alta concentracdo do contaminante (1000 vezes maior do que, a
mais tolerante concentracdo minima dos compostos BTX exigida para o
consumo humano, que € de 10 ppm para os xilenos, de acordo com EPA,
2003).

2. Metodologia

Os peixes utilizados neste experimento foram capturados no complexo de
lagos do Cataldo préximo a Manaus — AM. Foram utilizados quatro
espécimes de Apteronotus hasemani (figura 02), sendo trés fémeas com
comprimento padréao de 20,5 (F20), 21 (F21) e 27 (F27) cm e um macho com
comprimento padrao de 28 cm (M28).

Figura 02 — Apteronotus hasemahi (Ellis)
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A temperatura da agua foi mantida constante em 25 °C, a CE
(condutividade elétrica) inicial em 15 yS/cm e o pH inicial em torno de 7,0
(+=1,5). Os contaminantes foram introduzidos por meio de um difusor na
concentracdo de 10.000 ppm em aquarios de 10 L revestidos com filmes
inertes. As gravacbdes das D.O.Es. ocorreram a partir da introdugdo dos
contaminantes no aquario. O tempo de aclimatacdo dos peixes aos aquarios
experimentais foi de 2 horas. Apdés 15 minutos de gravacao das D.O.Es. foi
veiculado o contaminante.

Foi utilizado o Xilol comercial como representante elementar dos
compostos BTX avaliados. O Xilol comercial € uma mistura dos isbmeros o-
xileno, m-xileno, p-xileno, sendo seu maior constituinte o isbmero m-xileno
com 60 a 85 % e pequenas quantidades de benzeno e de tolueno; segundo o
Ministério da Fazenda (2002) em fungdo das caracteristicas para
comercializacdo do produto, considera-se Xilol o produto com conteudo
superior a 50% em peso de xilenos, cujo peso molecular em média da
mistura é de 106,16 (peso molecular do m-xileno: 106,17; do o-xileno: 106,16;
do p-xileno: 106,17; tolueno: 92,14 e benzeno: 78,11 - ATSDR, 1993; 1997,
2000).

Para gravagédo das D.O.Es., a descarga de cada peixe foi captada por
eletrodos de prata (eletrodo positivo + na cabeca, e, eletrodo negativo - na
cauda do peixe), e o sinal foi amplificado por meio de um amplificador
diferencial. Este sinal foi monitorado com um contador de frequéncia (captada
freqUéncia instantdnea a cada 10 segundos) e visualizado na tela de um
osciloscopio (Fluke 196 Scopemeter e Tektronix TDS 220, respectivamente).
Simultaneamente, os sinais foram digitalizados com conversor
analdgico/digital (Vetter Digital 3000A) e gravados em um sistema de
aquisicao de dados (VCR). Todos os sinais gravados foram importados para
um computador onde foram feitas analises mais detalhadas sobre as D.O.Es.
por meio do software FlukeView® e planilhas de dados. Foram analisados a
taxa de repeticdo e a frequéncia das D.O.Es.. Esquema do sistema de
aquisicao e analise de dados vide figura 03.

‘_—;:, 6) dados gravados em CD
4.1) gravagoes #
em Fita Magnética

? > B
VCR FlukeScometer i;ll _J

O 4) digitalizagdo 3) visualizacdo
! . "‘E B EE Computador |
— e A 8 =
T u—d:r! 2) amplificagao = 5) processamento I E
i s ni jeREREENLE SR

Vetter Digital Osciloscopio

B Amplificador AC/DC

lanques experimentais de 10 L

1) aquisicdao D.O.E.s

Figura 03 — Esquema do sistema de aquisi¢cdo e analise de dados
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Foram feitas laminas para observacao de citotoxicidade com material
sanguineo e rim cefalico por meio de microscopio 6ptico. Observou-se a
ocorréncia de células em necrose, apoptose, deformagcdes na membrana
plasmatica e/ou deformacdo nuclear. O sangue foi coletado por pungédo da
veia caudal (em torno de 100uL) com o auxilio de seringas heparinizadas.
Gotas de sangue foram colocadas sobre laminas de microscopia sendo
executado esfregaco. Em seguida, o peixe foi seccionado ventro-lateral, foi
retirado o rim cefalico, colocado sobre lamina de microscopia, macerado
gentilmente e executado esfregago. Apds periodo de 12 horas para a
secagem do material, as laminas foram submetidas a um banho de 15
minutos em Metanol P.A. (100%) para a fixagéo, coradas por mais 15 minutos
em Giemsa 5%, lavadas com agua destilada e secas ao ar, em temperatura
ambiente.

Foram seguidos critérios de avaliagao para a identificagao de células em
apoptose e necrose celular segundo Fenech et al. (2003).

3. Resultados

Os quatro espécimes submetidos a investigacao pela contaminagao aguda de
10.000 ppm de BTX sobreviveram pelo tempo médio de 1 h e 40 min. (F20 —
1he35min,; F21 — 1 h e 38 min.;; F27 — 1 h € 44 min. e M28 — 1 h e 45
min.). Na figura 04 é apresentado o grafico da relagao tempo (s) e frequéncia
(Hz) das D.O.Es. para os quatro espécimes avaliados.

Freq. D.O.Es.
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Figura 04 — Grafico da variagao da frequéncia das D.O.Es. para Apteronotus hasemani.
Linha vermelha (900 s) indica adigdo do contaminante.

Verificou-se que na presenga do contaminante as frequéncias das
D.O.Es. decresceram, em todos os espécimes; evidenciando a caracteristica
inibidora do sistema nervoso central dos compostos BTX em vertebrados
(ATSDR, 1999).

Avaliou-se o desvio padrao da frequéncia das D.O.Es. de cada minuto
para cada espécime: para F20, F21 e M28 o desvio padrdo do minuto

113



APTERONOTIDAE (PISCES: GYMNOTIFORMES) COMO MODELO DE BIOMONITOR PARA COMPOSTOS BTX

imediatamente apds a veiculagdo do contaminante (minuto 15) apresentou o
dobro do desvio padrao do minuto anterior; para F27 por volta do minuto 15 0
desvio padrao foi o dobro do desvio padrao médio para os quatro individuos:

denotou-se a percepcao imediata do ?:(z)ontaminante (figuras 05, 06, 07 e 08).
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Figura 05 — Grafico média e desvio padréo D.O.Es. (fémea 20,5 cm).

Linha vermelha (15 min.) indica adi¢gdo do contaminante.

F21

920

915

910

905

Hz 900 | | | ‘
| ,1¢ ‘0{0¢'*“,‘*|'*{{l

8385 ‘ {
|

830

]H
-

123 45 6 7 8 91011121314 1516 17 1819 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35

885

830

Min.
Figura 06 — Gréafico média e desvio padrdo D.O.Es. (fémea 21 cm).
Linha vermelha (15 min.) indica adigdo do contaminante.
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Figura 07 — Gréafico média e desvio padrdo D.O.Es. (fémea 27 cm).
Linha vermelha (15 min.) indica adigdo do contaminante.
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Figura 08 — Grafico média e desvio padrdo D.O.Es. (macho 28 cm).
Linha vermelha (15 min.) indica adigdo do contaminante.

Com a média do desvio padrao de cada individuo dos 14 min. que
antecederam a contaminagao (peixe em agua nao contaminada, um padrao
normal), buscou-se o valor da freqléncia que foi uma vez menor a esta
média. Para F20 este valor foi atingido aos 19 min., para F21 aos 19 min.,
para F27 aos 21 min. e para M28 aos 19 min. Assim, podemos inferir que, por
volta de 4 minutos apds a veiculagdo do contaminante a frequéncia
ultrapassou o limite (inferior) do desvio padrao da frequéncia quando os
peixes estavam em condigdes normais, sem contaminacdo, denotando
alteracao dos valores da frequéncia das D.O.Es. .

Em se tratando do parametro citotdxico, muitas das células
evidenciaram mudancgas citoplasmaticas e nucleares (figura 09) que sao
consideradas caracteristicas de uma célula em processo de morte celular
programada, levando, assim, as ceélulas ao processo de apoptose e necrose
(figura 09 A e B, respectivamente), caracterizando que os individuos
analisados foram submetidos a um estresse agudo, evidenciando a
contaminacgao frente a exposi¢cao experimental.
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Figura 09 — Citotoxicidade (1000x): A. eritrécito em estégio inicial de apoptose; B. eritrocitos
em estagio inicial de necrose; C. célula do rim cefélico (fémea) com deformacéo nuclear; D.
células do rim cefalico (macho) com impossibilidade de identificagdo de estruturas

A B. C. D.

4. Discussao

O objetivo do experimento foi contemplado, uma vez que, este experimento
foi qualitativo, sem as implicacbes estatisticas quantitativas, como por
exemplo, numero amostral (n), pseudo-replicagdes e reconhecimento de
padroes. Procurou-se submeter o menor numero possivel de espécimes a
contaminagao aguda.

Quanto aos valores das frequéncias das D.O.Es., a afirmativa da
deteccdo do contaminante (compostos BTX) aos 4 minutos, pela analise da
meédia do desvio padrao dos primeiros 14 minutos, periodo em que os peixes
estavam em agua estabilizada sem contaminante, como limite dos valores de
frequéncia normal, apresentou equidade de resultados, sendo representativo
para os individuos avaliados. Alguns valores altos do desvio padrdo antes da
veiculagdo do contaminante, ocorreram devido ao fenédmeno “chirp”, que é
representado por um pico de descarga mais alta do que o normal. Porém,
apos a veiculagao do contaminante, a queda dos valores das freqliéncias das
D.O.Es. foi causada pela presenca e acado das altas concentragdes dos
compostos BTX (Xilol comercial).

A avaliagdo da citotoxicidade, também investigativa, apresentou
resultados relevantes, uma vez que foram, observadas a presenga de grande
namero de células em apoptose e necrose, evidenciando o efeito do
contaminante na concentracio veiculada. Também, pdde-se observar que as
laminas feitas do esfregago do rim cefalico do macho (M28) apresentaram
uma coloragdo intensa e com muitos fragmentos, o que tornou dificil a
visualizagao das células e consequente identificagdo das estruturas.

Deste experimento, além dos resultados passiveis de mensuracgao,
fomentou-se modificagdes no sistema de exaustdo, nos eletrodos, nos
aquarios experimentais e no armazenamento dos residuos; resultando,
assim, a demonstragdo de relevancia destes experimentos de ordem
investigativa.

Os dados deste trabalho serao de importancia para futuros
experimentos visando compor o sistema de biomonitoramento com peixes
apteronotideos que estda em pleno desenvolvimento no Laboratorio de
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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