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Resumo

As mudangas do clima comegaram a ser observadas em meados do século XX e desde entdo tém
alterado diversas relagdes ecologicas ao redor do globo. Essas mudangas ndo poupam nem
mesmo as interacOes presa-predador, nas quais 0s estressores climaticos podem afetar
drasticamente 0s mecanismos de comunicacdo quimica, amplamente utilizados para a detecgdo
de predadores. Tanto o aguecimento global quanto a acidificagdo ocednica podem prejudicar 0s
processos envolvidos na comunica¢do quimica, afetando as etapas de producdo, transmissao e
recepcdo do sinal. O estudo dos efeitos desses estressores na interacdo presa-predador,
especialmente na comunicagdo quimica, torna-se cada vez mais relevante. Assim, o presente
trabalho buscou compreender mais a fundo os mecanismos da comunicacdo quimica mediada
pela substancia de alarme, e os possiveis efeitos do aquecimento e acidificacdo na recepcao do
sinal. Inicialmente, investigamos a composi¢do quimica para elucidar as moléculas responsaveis
pela sinalizagdo de risco. Identificamos substancias nitrogenadas, como esfingolipideos,
aminoacidos e derivados de purina, como principais componentes. Nossos resultados foram
corroborados por estudos bioguiados, que demostraram que a fragdo polar ainda mantinha as
respostas de alarme. Em uma segunda etapa do estudo, avaliamos o0s comportamentos
antipredatorios do amboré quando exposto a substancia de alarme em condic6es de temperatura
e pH alterados. Os resultados indicam que tanto o aquecimento quanto a acidificagdo tiveram
um impacto significativo no comportamento dos animais em resposta a substancia de alarme.
Observamos alteragdes no tempo de permanéncia em abrigos e no nimero de investidas dos
peixes expostos as condi¢Oes de aquecimento e acidificacdo, em comparagdo com 0s peixes em
condicBes controle. Dessa forma evidenciamos que a substancia de alarme é uma pista polar,
provavelmente com os derivados de purina como seus principais componentes bioativos, e
demonstramos efeitos evidentes dos estressores climaticos nas respostas comportamentais, algo

que pode representar um desafio significativo para a sobrevivéncia.

Palavras chave - Substancia de alarme, compostos nitrogenados, acidificacdo, aquecimento

global, respostas defensivas.



Abstract

The climate changes began to be observed in the mid-20th century and have since altered
various ecological relationships around the world. These changes spare not even predator-prey
interactions, where climatic stressors can dramatically affect chemical communication
mechanisms, widely used for predator detection. Both global warming and ocean acidification
can impair the processes involved in chemical communication, affecting the stages of
production, transmission, and reception of the signal. Studying the effects of these stressors on
predator-prey interaction, especially in chemical communication, becomes increasingly
relevant. Thus, the present work sought to understand more deeply the mechanisms of alarm
substance-mediated chemical communication, and the possible effects of warming and
acidification on signal reception. Initially, we investigated the chemical composition to
elucidate the molecules responsible for risk signaling. We identified nitrogenous substances,
such as sphingolipids, amino acids, and purine derivatives, as the main components. Our results
were corroborated by bioguided studies, which demonstrated that the polar fraction still
maintained alarm responses. In the second stage of the study, we evaluated the anti-predatory
behaviors of the Frillfin goby when exposed to alarm substance under altered temperature and
pH conditions. The results indicate that both warming and acidification had a significant impact
on the Frillfin goby behavior in response to the alarm substance. We observed changes in the
time inside shelters and the number of bites by fish exposed to warming and acidification
conditions, compared to fish under control conditions. Thus, we demonstrated that the alarm
substance is a polar cue, likely with purine derivatives as its main bioactive components, and
showed the effects of climatic stressors on behavioral responses, which may represent a

significant challenge for survival.

Key words - Alarm substance, nitrogenous substances, acidification, global warming, defensive

responses.
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Consideragdes Iniciais

Comunidades ecoldgicas possuem fatores, como densidade e distribuicdo dos
organismos, naturalmente regulados por interagfes intra/interespecificas (por exemplo,
predacdo, competicdo e mutualismo) sendo estas passiveis de alteracbes por meio de
informacdes bidticas e abidticas (Dusenbury & Freeman, 1993). Dentre essas interacdes, a
relacdo presa-predador exerce um papel fundamental na dindmica das comunidades (Schmitz,
2008; Ripple et al., 2001). A percepcdo da presa em relacdo ao predador e vice-versa se da pela
interpretacdo de sinais sensoriais disponiveis no ambiente (Werner & Anholt, 1996; Diehl &
Eklov, 1995; Persson & Eklov, 1995), formando uma relevante ponte de transferéncia de
informacdes, na qual um emissor transmite as informagfes e um receptor as recebe e as
interpreta (Cronin, 2005; Hailman, 1977). Desta forma, todos os processos que direcionam a
producdo, transmissdo, deteccdo e processamento de sinais sensoriais de outros organismos
afetam a dindmica presa-predador (Draper & Weissburg, 2019). Sdo mecanismos ecoldgicos
como 0 arms race que governam a evolucgdo dessa interacdo, selecionando predadores que se
mostram mais eficientes na capacidade de detectar e capturar uma presa, da mesma forma,
apenas presas mais capacitadas para reconhecer e escapar dos predadores sobreviverdao (Ferrari
et al., 2010). Do ponto de vista da presa, a habilidade de identificar rapidamente uma ameaca
pode ser considerada como o primeiro passo para uma resposta antipredatdria eficaz (Endler,
1986).

Essas interagdes presa-predador quando ocorrem em ambientes aquaticos tem na
comunicagdo quimica um fator de grande relevancia. Afinal, pistas quimicas podem se dissolver
facilmente e dispersar-se de maneira muito eficaz (Hara, 1994), com potencial para persistir por
grandes distancias e longos periodos (Weissburg et al., 2014). Ela é ainda mais relevante em
situacdes nas quais a visdo esta prejudicada em funcdo da turbidez ou baixa luminosidade, além
de se tornar essencial para organismos que apresentam a visdo pouco desenvolvida (Wisenden,
2000). Entretanto, o ambiente aquético pode oferecer algumas limitaces para este tipo de
comunicagdo, especialmente em areas com grande turbuléncia ou alto fluxo de agua (Mirza &
Chivers, 2001). Todas as interacOes ecoldgicas sdo extremamente complexas e as caracteristicas
do emissor e receptor afetam essa troca de informagdes. Contudo, o contexto ambiental também
apresenta um papel importante para essa dinamica (Draper & Weissburg, 2019). Por exemplo,
locais com caracteristicas de turbuléncia e alto fluxo de &gua podem prejudicar a acdo dos
predadores por interferir na capacidade de encontrarem presas através do uso de sinais
quimicos, reduzindo o consumo (Weissburg & Zimmerfaust, 1994). Além disso, essas mesmas

condi¢cBes ambientais podem aprimorar a capacidade de presas detectarem remotamente 0s
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predadores por meio dessa sinalizagdo quimica, deflagrando respostas antipredatérias (Pruett &
Weissburg, 2018; Smee et al., 2010; Shears et al., 2008; Leonard et al., 1998).

Impactos antropogénicos podem afetar processos sensoriais importantes para a interacao
presa-predador modulando o contexto ambiental. Os efeitos das mudangas do clima comegaram
a ser observados em meados do século XX e alteram diversas relagbes ecoldgicas ao redor do
globo (Kowalewska et al., 2020; Chen et al., 2011; Hickling et al., 2006; Perry et al., 2005;
Parmesan & Yohe, 2003). A intensificacdo das emissGes de dioxido de carbono (CO2)
provenientes das atividades humanas modificou muitas condi¢des ambientais. Os aumentos
médios de temperatura, por exemplo, devem exceder os 2°C até 2100, segundo o IPPC (2021).
Impactos relacionados ao aquecimento estdo cada vez mais presentes na literatura e evidenciam
0 seu forte efeito sobre a interacdo presa-predador. Estudos mostram que o aumento da
temperatura pode afetar o equilibrio metabdlico de predadores, elevando a atividade destes
organismos e aumentando a demanda de forrageamento. Esse fendmeno aumentaria a pressao
sobre as presas e poderia afetar o equilibrio de sua densidade, como j& foi demonstrado em
grupos como peixes e crustadceos (Goldenberg et al., 2018; Wu et al., 2017; Pistevos et al.,
2015). Em contrapartida, outros trabalhos evidenciam alteracdes relacionadas a temperatura em
espécies de presas. Nesses casos, 0 aquecimento pode levar a reducgdo da atividade dos animais
(Kidawa et al., 2010) e até mesmo, a supressdo do metabolismo, reduzindo a eficiéncia das
respostas antipredatorias (Paganini et al., 2014). Ainda do ponto de vista metabdlico da presa, 0
aquecimento pode afetar o equilibrio no gasto enérgico do animal, refletindo em uma

modificag&o na resposta defensiva (Bricefio et al., 2020).

Outro exemplo, além da temperatura, esta relacionado a composic¢ao quimica da agua. O
acréscimo de CO2 vem causando um fendmeno conhecido como acidificagdo (Doney et al.,
2009), que implica, entre outros fatores, em uma reducdo do pH da 4gua numa estimativa de
0.3-0.4 unidades até 2100 em relagdo ao valor atual de aproximadamente 8.1 (IPCC, 2021). A
acidificacdo pode afetar todas as etapas da comunicacdo quimica, conhecidas como via de
transdugdo sensorial, e modificar a capacidade dos animais em detectar e processar 0s sinais
quimicos (Draper & Weissburg, 2019; Briffa et al., 2012). Em sua pesquisa, Boullis et al.
(2017) demonstraram que, em condigdes de CO2 aumentado, pulgbes produzem menos
feromoénio de alarme e apresentam respostas menos evidentes. E possivel que isso também
ocorra no ambiente aquatico em um cendrio de acidificacdo. Na outra ponta desta cadeia,
existem relatos de que a acidificacdo reduz a sensibilidade olfativa, seja em modificaces no
aparato olfativo (robalo - Porteus et al., 2018) ou em alteracfes na prépria pista quimica

(caranguejo verde - Roggatz et al.,, 2016) ou ainda podendo interferir no processamento
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sensorial promovido pelo sistema nervoso central (peixe palhago - Dixson et al., 2010; peixe

palhago e donzela - Munday et al., 2010).

Tanto para 0 aquecimento quanto para a acidificacdo, a falta de capacidade de
identificar, distinguir e evitar o risco de predacdo vem sendo descrito em diversas espécies de
animais, como peixes donzela (Chivers et al., 2014), truta (Munday et al., 2013), salméo (Ou et
al., 2015), e até mesmo gastropodes (Froehlich & Lord, 2020; Abboud et al., 2019; Marinquez
et al., 2014). E importante ressaltar que nio apenas a completa abolicdo de um sinal de risco
pode ser prejudicial a presa. A intensidade da sinalizacdo de risco é um fator avaliado pelas
presas no momento de deflagrar respostas defensivas (Supekar & Gramapurohit, 2020), portanto
mascarar ou diminuir a intensidade original do sinal pode configurar um prejuizo na eficacia da
comunicagdo, mesmo que supostamente a plasticidade comportamental possa aliviar alguns dos

impactos gerados pelas mudancas do clima (Beever et al., 2017).

A comunica¢do quimica tem sido colocada como um dos mecanismos a serem
diretamente afetados pelas mudancas do clima no futuro (Draper & Weissburg, 2019), uma vez
que podem ocorrer impactos nos processos de geracdo, propagacdo e recepcdo (via de
transducdo sensorial) das pistas quimicas. Citamos modificacfes na emissao e recep¢do, mas
durante a propagacdo podemos encontrar essas alteracbes em a&mbito molecular. Estudos ja
avaliaram a desnaturacdo de proteinas sob os efeitos de variagdes de pH e temperatura, mas
observando solucdes proteicas (Pelegrine & Gasparetto, 2005; Tanford, 1968; Neurath et al.,
1944) em um contexto diferente. Tendo em vista os conhecimentos fisico/quimicos de estruturas
moleculares, Porteus et al. (2018) e Leduc et al. (2010) sugeriram a possibilidade da ocorréncia
de fendmenos como a desnaturacdo em um contexto de mudancas do clima, embora ndo tenham
testado. Ja& Lecchini et al. (2017) e Roggatz et al. (2016) conseguiram mostrar alteracdes
estruturais em peptideos decorrentes da acidificacdo. Com base nesse arcabouco teérico, Draper
& Weissburg (2019) em sua revisao de literatura, alertam que as proteinas e peptideos seriam
provavelmente os mais afetados pelos efeitos no ambiente em condic¢des similares as impostas
pelas mudancas do clima. Proteinas e aminoécidos desempenham papéis cruciais tanto na
atividade do predador em busca da presa quanto na composicéo de risco percebida pela presa e
liberada pelo predador (odor do predador) (Poulin et al., 2018; Hay, 2009). Carr et al. (1996) e
Rittschof (1990) evidenciaram que esses compostos sd0 0S mais comuns nas interagdes presa-
predador devido a sua solubilidade em &gua e répida degradacdo. No entanto, permanece
desconhecida a composigdo de outras pistas quimicas envolvidas nas respostas antipredatorias,
como a pista quimica de alarme (Sanches et al., 2015; Ferrari et al., 2010; Wisenden, 2000;
Chivers & Smith, 1998; Pfeiffer, 1977) a qual pode ser uma sinalizacdo mais especializada

(metabolito secundario) e menos suscetivel a degradacdo ambiental, conforme sugerido por



104
105
106
107
108

109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121
122

123
124
125

126
127

128
129
130
131
132
133
134
135
136
137
138

Ferrari et al. (2010) e Chivers & Smith (1998). Em peixes, quando presentes, a pista de alarme
estd em células epidérmicas especificas, denominadas célula “club” (Smith, 2000; Pfeiffer,
1977) e sua liberacéo estd condicionada a uma lesdo na epiderme fazendo com que os animais
que a detecte no ambiente deflagrem respostas antipredatdria (Arvigo et al., 2019; Sanches et
al., 2015; Barreto et al., 2010; Wisenden 2000; Chivers & Smith, 1998; Pfeifer, 1977).

Conforme a argumentac&o tedrica exposta até o0 momento, as mudancas do clima e as
variaveis associadas com a acidificacdo e o agquecimento podem afetar os processos da
transducdo sensorial promovidos pela comunica¢do quimica na interacdo presa-predador,
impactando o emissor e a geracdo do sinal, a propagacdo e duracdo desse sinal no ambiente,
além do receptor e a sua capacidade de captar e interpretar essa sinalizacdo. Draper &
Weissburg (2019) distinguem os efeitos das mudangas do clima de duas maneiras: indireta,
onde as interferéncias dependem de processos metabdlicos; e direta, na qual as mudangas
alteram a producdo, transmisséo e recepcao das pistas sensoriais (figura 1 — adaptada de Draper
& Weissburg, 2019). Portanto, compreender como a relagdo presa-predador mediada pela
comunicagdo quimica se comportard em um contexto de mudangas do clima, é de extrema
importancia para entendermos possiveis alteragdes na dindmica de comunidades e ecossistemas,
uma vez que é clara a existéncia de um efeito cascata vinda das interagdes mais estritas para as
mais abrangentes. Além disso, resultados relacionados a esta tematica podem contribuir na

elaboracdo de futuras estratégias de mitigacao e conservagao.
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Via de Transdugdo
Sensorial

Legenda

Efeito direto

Efeito indireto
Propagacgio e
da Pista Aguecimento

Acidificaggo

Detecgdo
da Pista

Resposta
Comportamental

N

‘Q
Receptor

Figura 1 — Efeito do aquecimento e da acidificacdo na via de transducéo sensorial da comunicacdo quimica. O
emissor controla a producéo e o envio do sinal para o ambiente, que modula propaga¢do da mensagem. Ja o receptor
controla a detecgdo e o processamento deste sinal para determinar a resposta comportamental. O aquecimento pode
afetar indiretamente a emissdo e a recep¢do do sinal, através de mudancas na atividade fisioldgica e taxas
metabdlicas, além de ter potencial de afetar diretamente a transmissdo do sinal. A acidificacdo pode afetar
diretamente o comportamento sensorial por meio de mudangas na produgdo do sinal pelo emissor, na transmissdo
através do ambiente e na deteccdo e processamento do receptor. A imagem apresenta um esquema das etapas da via
de transducéo sensorial em uma comunicagdo entre animais coespecificos, porém esta mesma ideia se aplica para
outras interacBes, como mensagens de presas heteroespecificas e de predador para presa ou vice-versa. Esquema
adaptado do trabalho de Draper & Weissburg (2019).

Com a presente pesquisa, nosso objetivo foi compreender os efeitos das mudangas do
clima na via de transdugdo sensorial da comunica¢do quimica na interacdo presa-predador,
mediada pela pista de alarme. Isso foi realizado através da avaliagdo quimica da pista e das
respostas antipredatérias desencadeadas. Para alcancar esse objetivo, realizamos dois estudos
distintos. O primeiro visou avaliar a composi¢do quimica da pista de alarme. Uma vez que,
compreender as moléculas responsaveis pela sinalizagcdo de alarme é fundamental ndo apenas
para avangar na discussdo das interacGes presa-predador, mas também para inferir as
consequéncias na comunicacdo durante a etapa de propagacdo em cenarios de mudangas do
clima. Isso é especialmente relevante, uma vez que os sinais quimicos de alarme naturalmente
se degradam ao longo do dia (Bytheway et al., 2013; Chivers et al., 2013; Ferrari et al., 2007,
Ferner et al., 2005), e as alteragdes climaticas podem acelerar esse processo de degradacao,
reduzindo a eficacia do sinal, como sugerido por Porteus et al. (2018) e Leduc et al. (2010). O
segundo estudo corresponde a uma anélise comportamental, na qual buscamos observar uma
possivel interferéncia do aquecimento e da acidificacdo na recepgdo do sinal. Nossa hipétese
sugere que o aquecimento e acidificagdo impactam negativamente a habilidade do receptor em
captar e interpretar a informagdo de risco mediada pela substancia de alarme, alterando o

equilibrio da interagdo entre presa e predador.
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Consideragdes Finais

Neste estudo visamos aprofundar nosso entendimento sobre a comunicagdo quimica
mediada pela substancia de alarme, reconhecida como uma fonte crucial de informagé&o para o
comportamento antipredatério. No primeiro capitulo, investigamos o0s potenciais bioativos
presentes na substancia de alarme, os quais podem desempenhar o papel de sinalizagéo de risco.
Composta por substéncias nitrogenadas, como esfingolipideos, aminoécidos e derivados de
purina. Além disso, por meio de um estudo bioguiado, confirmamos a persisténcia das respostas
de alarme na porc¢do fracionada da pista (SAF). As respostas comportamentais observadas na
SAF assemelham-se as exibidas quando os animais sdo expostos a substdncia de alarme

completa (SAC), corroborando a natureza polar da pista.

Os esfingolipideos sdo moléculas comuns em membranas bioldgicas de diversos tecidos
e organismos (Bartke & Hannun, 2009). Por outro lado, os aminoacidos sdo a unidade basica
das proteinas e desempenham papel importante na regulagdo de inimeros processos ligados a
expressao génica (Akram et al., 2011). Além disso, possuem potencial de compor estimulantes
liberados por presas feridas e carnica (Carr, 1988). No entanto, s&o os derivados de purina que
merecem atencdo especial, uma vez que nossas descobertas corroboram estudos anteriores, 0s
quais destacam as purinas, como 3(N)-6xido de hipoxantina e N-6xido de piridina, como
principais agentes da sinalizacdo de alerta (Brown et al., 2000; Pfeiffer et al., 1985; Hditttel,
1941). Partindo de um extrato natural, realizamos uma investigacdo inédita, identificando
grupos moleculares previamente sugeridos como componentes da substancia de alarme. Essa
confirmagdo destaca-se, uma vez que, até entdo, as respostas comportamentais haviam sido
testadas com moléculas sintéticas, carecendo de evidéncias claras de sua presenga na

composicdo molecular da substancia de alarme.

Demonstramos um método eficiente e coerente, embora o aprofundamento dessas
descobertas seja desafiado por dificuldades metodoldgicas associadas a extragdo e isolamento
de compostos hidrossolUveis de matrizes bioldgicas. A vasta gama de outras substancias
sollveis presentes nesses compostos pode interferir na analise e separacdo dos metabdlitos,

dificultando a purificacdo e identificacdo dessas substancias (Berlinck et al., 2022).

No capitulo Il, realizamos uma analise comportamental das respostas defensivas em um
contexto de mudancas do clima, também utilizando a substancia de alarme como sinalizador.
Confirmamos nossa hipdtese de um possivel efeito dos estressores climaticos nas respostas
comportamentais. ldentificamos resultados intrigantes, como as respostas no tempo de
permanéncia no abrigo que sugerem uma interacdo complexa entre o aquecimento e a
acidificacdo. O potencial sinérgico entre esses estressores e sua complexa interacdo nos

organismos ja foi apontado na literatura (Nagelkerken & Munday, 2016; Ferrari et al., 2015;
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Queiros et al., 2014; Schalkhausser et al., 2014; Rosa & Seibel, 2008) e nos reiteramos essas
observacdes neste estudo, destacando mais uma vez a necessidade de estudos que incorporem
tais interacbes em suas abordagens. Observamos que o tempo no abrigo foi afetado
negativamente por ambos o0s estressores climaticos, enquanto a motivagdo alimentar foi
visualmente apenas prejudicada pela temperatura. Esses efeitos estavam em conformidade com
a literatura (Draper & Weissburg, 2019; Nagelkerken & Munday, 2016; Ferrari et al, 2015;
Milazzo et al., 2013; Walberg & Fisher, 2011; Behrens & Lafferty, 2007), evidenciando os
riscos das alteracdes climaticas para a sobrevivéncia dos animais. No entanto, nossos resultados
contrariam as expectativas em alguns aspectos, como quando 0s animais expostos a altas
temperaturas apresentaram uma diminuicdo na motivacdo alimentar, embora tenham mantido a
ingestdo semelhante ao grupo controle. Ainda que fosse esperado um aumento no
comportamento alimentar e na ingestdo em um cenario de aguecimento, existem evidéncias de
que a motivagdo alimentar e a ingestdo nem sempre apresentam um feedback positivo, devido a
uma variedade de razdes (Tomida et al., 2012), ndo exclusivamente relacionadas as mudancas
do clima. E relevante salientar que existem outros relatos de animais expostos a altas
temperaturas que ndo aumentaram sua motivacdo alimentar ou ingestdo (Walberg & Fisher,
2011; Behrens & Lafferty, 2007).

Nosso estudo oferece contribuicOes significativas para o entendimento da comunicagéo
quimica e dos impactos das mudancas do clima sobre esse processo. Considerando que tais
mudanc¢as podem influenciar os processos de geracdo, propagacdo e recep¢do de pistas
quimicas, conhecidos como via de transducdo sensorial (Draper & Weissburg, 2019), é
importante conhecer completamente esses mecanismos para identificar quais etapas sdo mais
suscetiveis aos fendmenos climaticos. Compreender a composicdo quimica das pistas
responsaveis por transmitir informacfes ecologicamente relevantes é fundamental, pois nos
permite inferir os possiveis efeitos das mudancas do clima na etapa de propagacdo dessas pistas.
Por exemplo, o aquecimento global pode afetar a estrutura de esfingolipideos, comprometendo
suas funcdes (Fabri et al., 2020). Da mesma forma, os aminoacidos podem ter sua estrutura e

funcdes afetadas pelo aumento de temperatura (Barik, 2020).

Em resumo, alcancamos um refinamento significativo nas potenciais moléculas
responsaveis pela sinalizacdo de risco proveniente da substancia de alarme, fornecemos
também, insights valiosos para as discussdes sobre a interacdo entre o aquecimento global e a
acidificacdo, bem como seus potenciais efeitos no comportamento de animais marinhos. A
exploracdo e o aprofundamento de temas como este sdo de vital importancia para
compreendermos as mudancas em nosso planeta e para a estruturacdo de medidas de mitigacao
adequadas, a fim de minimizar o iminente desequilibrio ecol6gico e a perda massiva de

biodiversidade.
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