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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
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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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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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Resumo

A percepcdo precoce de um predador é fundamental para a sobrevivéncia das presas no
ambiente aquético, onde a comunicagdo quimica desempenha um papel primordial nesse
processo. A substancia de alarme, um dos principais sinalizadores de risco de predacéo,
permanece mais conhecida por seus efeitos no comportamento dos animais do que por sua
composicdo quimica. VAarios estudos sugerem que essa substancia seja um complexo de
moléculas, incluindo a hipoxantina, que foi sintetizada e testada, desencadeando respostas de
alarme em vérias espécies de peixes. Neste estudo, buscamos descrever quimicamente a
substancia de alarme e também compreender as moléculas responsaveis por sua sinalizacéo.
Este aprofundamento no conhecimento é crucial para entender ndo s6 a interacdo presa-
predador, mas também as caracteristicas especificas das respostas antipredatdrias. Por meio de
cromatografia liquida e espectrometria de massas, identificamos que as moléculas
potencialmente responsaveis por desencadear as respostas de alarme estdo presentes na porcao
polar da pista quimica, composta por substancias nitrogenadas, como esfingolipideos,
aminoacidos e derivados de purina. Nossos resultados foram corroborados por estudos
bioguiados, que demostraram que a fracdo polar ainda mantinha as respostas de alarme,
evidenciadas pelo aumento na frequéncia de dashes, prolongamento do tempo de laténcia
alimentar e reducdo na taxa de ingestdo. Assim apresentamos um refinamento significativo dos
grupos moleculares potencialmente envolvidos na sinalizacdo de alarme, derivados de uma pista
natural e ndo sintetizada. Estudos futuros sdo necessarios para isolar as moléculas e testa-las
individualmente, para se compreender qual(s) molécula(s) carregam a informacao da sinalizacdo
de alarme. Embora tenhamos delineado um caminho metodoldgico eficaz, é importante salientar
os desafios futuros, especialmente devido a natureza hidrossoltvel da pista que deve representar

obstaculos significativos durante os processos de isolamento das moléculas.

Palavras chave - Compostos nitrogenados, purinas, hipoxantina, respostas de alarme, respostas

defensivas.
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1. Introducéo

A comunicagdo quimica € muito importante para a dindmica das interacdes ecoldgicas
em todos 0s ambientes, sendo particularmente relevante nos ambientes aquéaticos. O potencial
das pistas quimicas de se dissolverem facilmente e a eficidcia na dispersdo sdo bem
documentados (Hara, 1994), com capacidade para persistir por grandes distancias e longos
periodos (Weissburg et al., 2014). Este mecanismo torna-se ainda mais crucial em condic¢des de
visibilidade reduzida devido a turbidez ou baixa luminosidade, sendo essencial para organismos
com visdo pouco desenvolvida (Wisenden, 2000). A sinalizagdo quimica transmite uma ampla
gama de informacdes, desencadeando respostas defensivas em varias espécies de peixes quando
expostas a sinais que indicam risco de predacdo (Chivers & Smith, 1998). Tais sinais podem
originar-se diretamente do predador, de coespecificos ou até mesmo de espécies simpatricas
(Chivers & Smith, 1998; Mathis & Smith, 1993).

Sabe-se que proteinas e aminoacidos sdo 0s compostos mais comumente encontrados
nas interacdes presa-predador, pois sdo liberados como metabdlitos sollveis em agua e que
rapidamente se espalham e degradam (Carr et al., 1996; Rittschof, 1990). Hay (2009) mostrou
que tanto proteinas quanto aminoacidos estdo relacionados a atividade do predador em busca da
presa, enquanto Poulin et al. (2018) demonstraram que elas também fazem parte da composicao
da sinalizacdo de risco captada pela presa e liberada pelo predador (i.e., odor do predador).
Entretanto, se conhece mais dos efeitos das pistas do que propriamente da composicéo delas, e
algumas das mais relevantes pistas quimicas usadas nas respostas antipredatorias sdo ainda
desconhecidas do ponto de vista molecular (Ferrari et al., 2010; Chivers & Smith, 1998). Por
exemplo, a pista quimica de alarme (i.e., substancia de alarme), a qual ¢é liberada por presas
coespecificas, supostamente disponibilizada através de lesdes cutaneas causadas por um
predador (Sanches et al., 2015; Barreto et al., 2010; Ferrari et al., 2010; Wisenden, 2000;
Chivers & Smith, 1998; Pfeiffer, 1997 e 1977). Resposta de alarme é o nome dado as respostas
defensivas induzidas pela substancia de alarme e inclui mudangas comportamentais como a
diminuicdo da atividade de forrageamento (Arvigo et al., 2019; Sanches et al., 2015; Foam et
al., 2005), diminuicéo da atividade de natacdo (Barreto et al., 2014; Barbosa Junior et al., 2010),
aumento do nado desordenado (dashes) (Giaquinto et al., 2001), entre outros (Barreto et al.,
2014; Brown & Brennan, 2000).

Desde muitas décadas se discute a origem da pista quimica de alarme. Hutttel (1941)
sugeriu que essa pista fosse composta por hipoxantina, algo reiterado por Pfeiffer et al. (1985)
que sintetizaram 3(N)-Oxido de hipoxantina (H3NO) e identificaram respostas de alarme em
animais expostos a essa substancia. Ainda debatendo o assunto, Doving & Lastein (2009)

indicaram que a substancia de alarme seria um complexo de moléculas, enquanto Ferrari et al.
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(2010) sugeriram em sua revisdo que a pista se trata de um metabolito secundario considerando
0 tempo de degradacéo e as diferentes respostas entre co/heteroespecificos. A identificagéo da
pista quimica de alarme apresenta desafios significativos devido a sua natureza e a escassez de
informagdes disponiveis. Além disso, h4 um desafio técnico a ser considerado: Berlinck et al.
(2022) destacaram que a extracdo e o isolamento de metabdlitos hidrossolGveis tém recebido
pouca atencdo nas Ultimas décadas. Essa falta de interesse pode ser atribuida a demandas do
mercado, bem como a tendéncia de que muitos metabdlitos marinhos ndo sejam sollveis em
agua (Berlinck et al., 2022; Blunt et al., 2011). Esta caracteristica dos metabolitos marinhos
direcionou a maioria das pesquisas e desenvolvimento de técnicas e métodos para 0s
componentes hidrofébicos (Berlinck et al., 2022) ndo apenas devido a sua maior prevaléncia,
mas também pelas facilidades no processo de isolamento. A evaporacdo dos solventes organicos
é significativamente mais rapida e ndo requer equipamentos especificos com sistema a vacuo, 0

gue torna o processo mais agil e menos custoso (Berlinck et al., 2022).

Tendo em vista 0 arcabougo tedrico apresentado, buscamos descrever a substancia de
alarme a partir da avaliacdo quimica dos componentes responsaveis pela sinalizagdo de risco
oriundos desta pista. E de extrema relevancia aprimorar o conhecimento tedrico nesta tematica,
pois possibilitaria uma melhor compreensdo da interacdo presa-predador e as caracteristicas
especificas das respostas antipredatérias. Para isso, foram utilizados zebrafish (Danio rerio)
como modelo para a extra¢do da pista quimica. A escolha deste modelo se justifica pelo fato de
ser um animal que apresenta a pista de alarme e tem seus efeitos no comportamento
antipredatorio ja descritos na literatura (Canzian et al., 2017; Maximino et al., 2014; Mourabit et
al., 2010; Parra et al., 2009; Speedie & Gerlai, 2008). Existe também um grande crescimento no
nimero de estudos utilizando este modelo em experimentos de comunicagdo quimica e
comportamento antipredatério, por ser um animal de facil manejo laboratorial e um 6timo
modelo para estudos de neurociéncia em vertebrados (Canzian et al., 2017; Maximino et al.,
2014; Gerlai, 2010). Além disso, o zebrafish é produzido em larga escala em pisciculturas
brasileiras e, dessa forma, evitamos uma pressdo de coleta demasiada sobre populagdes

selvagens de outras espécies de peixe.
2. Materiais e método

2.1. Animais e condigdes de estoque

Os zebrafish foram obtidos em pisciculturas locais, com a populacdo de estoque
mantida em caixas d’agua de 150 litros e aclimatada por, no minimo, 15 dias antes da coleta do
estimulo. A &gua foi mantida em ~26°C e saturada de oxigénio por meio de um sistema de
aeracdo constante. Niveis de aménia (<0,5 ppm) e nitrito (<0,5) foram mantidos em baixas

quantidades através de filtragem biolGgica e constantes trocas parciais de agua. Foi também
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controlado o fotoperiodo, com 12 horas claro/12 horas escuro e a alimentagdo feita com ragédo

comercial para peixes (32% proteina), oferecida duas vezes ao dia até a saciedade.
2.2. Delineamento experimental

O objetivo deste estudo foi descrever quimicamente a substancia de alarme. Para
alcanca-lo, conduzimos estudos bioguiados, nos quais avaliamos o comportamento defensivo do
zebrafish como ensaio bioldgico para identificar as fragdes da substancia de alarme que contém
a informacdo responsavel pelo sinal de risco. Inicialmente, concentramos nossa atencdo nas
fracbes polares para confirmar a caracteristica hidrossolivel da substancia. Para isso,
observamos o0 comportamento do animal quando exposto a substancia de alarme completa
(SAC) e, em seguida, a pista fracionada (SAF) contendo apenas a porcao polar. Portanto, foram
elaborados 3 tratamentos: Substancia de Alarme Completa — SAC (n = 7), a pista sem
alteracbes; Substancia de Alarme Fracionada — SAF (n = 10), sendo utilizada apenas a porgéo
polar da pista; Agua destilada como controle — C (n = 10).

O estudo bioguiado foi delineado baseado em metodologia utilizada em estudos de
comportamento antipredatério mediante a presenca da pista quimica de alarme (Arvigo et al.,
2019; Sanches et al., 2015; Barreto et al., 2010). Os animais foram filmados em periodos de 15
min (figura 1), sendo divididos da seguinte maneira: Periodo pré-estimulo (5 minutos); Periodo
pos-estimulo (5 minutos); Periodo de alimentag&o (5 minutos).

filmagem
1 ; ; I , , 1
| pré-estimulo 1 poés-estimulo 1
1 1 1
0 min 5 min 10 min 15 min
| | I
| | I
1 ] 1
estimulo alimentacdo final

Figura 1: Avaliacdo da resposta antipredatdria do zebrafish (Danio rerio). Periodos da experimentacdo: Pré-estimulo
ou periodo basal, ainda sem a presenca da pista quimica (0-5 min); estimulo, momento da entrada da pista quimica (5
min); pos-estimulo, periodo subsequente & entrada da pista quimica: primeiro momento — observacdo do
comportamento pés-estimulo para comparagdo com o comportamento do periodo pré-estimulo (5-10 min); segundo
momento — alimentagdo para a observacdo do comportamento alimentar dos animais pds-exposi¢ao ao estimulo (10-
15 min).

Apos a anélise bioguiada e a identificagdo da fracdo da substancia de alarme (polar ou

apolar) que continha o principal componente ativo responsavel por desencadear a resposta de
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alarme no zebrafish, avancamos para a descricdo dos compostos presentes na porcao
identificada anteriormente. Nesta etapa, nosso objetivo foi compreender as moléculas

provavelmente responsaveis por esse sinal de alerta.

2.3. Procedimentos
2.3.1. Procedimentos especificos
a. Preparacao da pista quimica de alarme

Os extratos de pele foram obtidos de individuos doadores de zebrafish. Os individuos
foram sacrificados através de queda gradual de temperatura, sem uso de anestésicos para evitar
interferéncia na pista quimica. A pele foi retirada dos dois lados do corpo com pincas e bisturi,
evitando a0 maximo a extracdo de musculatura agregada e a contaminacgdo por sangue. A pele
retirada foi imediatamente colocada em um béquer com &gua deionizada e, na sequéncia,
homogeneizada com um homogeneizador. A solucéo foi filtrada com 1& de vidro e algodao
passando por um funil para retirada de fragmentos remanescentes. O volume final foi ajustado
com &gua deionizada, fazendo com que a concentracao final seguisse a proporcéo de 2,602mm?
de pele por ml, assim como descrito por Barreto et al. (2010). Os extratos foram armazenados
em béqueres (600 ml) e congelados (aproximadamente -20°C), até o inicio do experimento. A
pista quimica direcionada para o fracionamento foi coletada da mesma maneira. Esta
metodologia de coleta dos extratos foi baseada em Sanches et al. (2015) e Barreto et al. (2014,
2010).

b. Preparagéo dos extratos

O extrato bruto de pele de zebrafish foi particionado em funil de separacéo na proporgéo
H,O/Hexano 7:3 por trés vezes. A parte organica foi coletada e secada para calculo de
rendimento. Esse procedimento foi repetido, subsequentemente, com o0s solventes:
diclorometano e acetato de etila. Ao final a fase aquosa foi congelada e liofilizada. Todas as
fracOes foram pesadas, entretanto, as fases organicas obtiveram rendimentos insignificantes

(<1mg). Apenas a fase aquosa foi utilizada nas etapas posteriores.

2.3.2. ldentificacao das substancias presentes nas fragdes bioativas

a. Cromatografia liquida e espectrometria de massas

Apobs o processo de coleta da pista, a solucdo foi congelada e liofilizada novamente. O
po resultante foi solubilizado em metanol (MeOH) e submetido a clean-up em cartucho Sep-Pak
C18 500 mg, tamanho de particula 45um e didmetro do poro 60 A. O cartucho foi previamente
ativado com 450 pL de H20 e 450uL de MeOH, em seguida a amostra foi injetada e eluida com
1 mL de MeOH para obtencdo da solugdo estoque. Uma aliquota (0.5 mg/mL) da solucéo

estoque foi injetada em um cromatografo liquido de alta eficiéncia acoplado a um espectrémetro
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de massas (HPLC-MS) com fonte de ionizacdo electro spray e analisador de lon Trap (HPLC-
ESI-IT-MS") utilizando a ferramenta ion-tree em modo positivo presente no préprio
espectrometro de massas, sob as seguintes condi¢des: coluna Phenomenex® Luna C18 (250 x
4.6mm 5 um) e gradiente: 0-60 min (5-100% ACN) sob fluxo de 0,350 mL/min e temperatura
do capilar 350 °C. Os solventes utilizados foram &gua ultrapura acidificada (0,1% &cido
férmico) e ACN grau MS acidificada (0.1% acido férmico). Os gases utilizados foram

nitrogénio (fluxo de 50 unidades arbitrarias) e hélio (fluxo de 10 unidades arbitrarias).

O processamento dos dados (deconvolucdo e alinhamento dos picos) foi feito no
mzMine 3.33. A deteccdo de massa foi feita no modo centréide, considerando o ruido de todos
0s ions com intensidade abaixo de 10.000 no nivel MS1 e abaixo de 1.000 no nivel MS2. A
deconvolugdo foi realizada usando o corte da linha de base com uma faixa m/z de 0,5 Da e uma
faixa de tempo de retencdo de 0,5 min. Possiveis isotopos foram agrupados conforme tolerancia
m/z de 0,5 e tempo de retencdo de 0,5 min, com carga maxima de 2. O alinhamento de
caracteristicas entre as duas amostras analisadas utilizou tolerancia m/z de 0,5, com um peso de
25% para m/z e 75% para retencdo e uma tolerdncia de 0,5 min. Os resultados obtidos com
mzMine 3.33 foram submetidos a etapas de desreplicacdo usando Feature Based Molecular
Networking (FBMS) no banco de dados Global Natural Product Social Molecular Network
(GNPS) (http://gnps.uscd.edu). Os dados foram agrupados de acordo com seu MS2,

considerando uma massa parental de tolerancia e um fragmento de MS2 de toleréncia para criar
um espectro de consenso. As buscas na biblioteca e na rede molecular foram conduzidas e
construidas usando uma pontuacao de cosseno acima de 0,70 para ser considerada a partir de um
espectro de fragmentacdo de massa semelhante. Isso foi realizado para observar a rede de
moléculas presentes no extrato com estruturas semelhantes que podem compor o conjunto de

moléculas de alarme.

O método de extracdo e analise dos bioativos foi baseado e adaptado a partir do trabalho
de Stewart et al. (2013).

2.4. Procedimentos experimentais
2.4.1. Estudo bioguiado

a. Condicdes dos aquarios

Os animais foram individualizados em aquarios de 7 litros (25,7 cm x 15 cm x 13 cm)
separados por placas opacas para evitar qualquer tipo de contato visual. A dgua foi mantida em
uma temperatura controlada de 26°C e com aeracdo constante até o momento da filmagem.
Niveis de amonia (<0,5 ppm) e nitrito (<0,5) foram mantidos em baixas quantidades através de
trocas parciais periddicas de agua. Foi controlado também o fotoperiodo, com 12 horas claro/12

horas escuro.

20


http://gnps.uscd.edu/

590

591
592
593
594
595
596
597
598
599
600
601
602
603
604
605
606
607

608

609
610
611
612
613
614
615

616

617
618
619

b. Variaveis resposta

A andlise das variaveis comportamentais aconteceu através dos videos obtidos durante a
experimentacdo. A atividade natatéria (variavel de movimentagdo) foi considerada através do
nado aleatorio e desordenado, dashes (Giaquinto & Volpato, 2001). Para a avaliagdo desta
variavel resposta foi comparado o padréo de respostas pré-estimulo e pés-estimulo como forma
de controle do individuo, além da comparagdo entre controle e tratamentos. Variaveis de
alimentacdo também foram avaliadas, considerando o tempo do animal sem se alimentar, ou a
diminuicdo do comportamento alimentar, uma vez que a inibi¢do da atividade de forrageamento
indica uma alteracdo na forma de responder a estimulos ambientais (Foam et al., 2005). Desta
forma foi contabilizado o tempo que o animal demorou em iniciar a alimentacdo (laténcia
alimentar) e a quantidade de alimento ingerido (Barreto et al., 2013; Freitas & Volpato, 2008;
Ide et al., 2003; Barreto et al., 2003; Giaquinto & Volpato, 2001; Chivers & Smith, 1998;
Alvarenga & Volpato, 1995), medido de duas maneiras: 1. A ingestdo bruta — levando em conta
a quantidade de pellets ingeridos no periodo de alimentacdo; 2. A porcentagem ingerida —
considerando o peso da ragdo consumida em relacdo ao peso do animal. Para as varidveis de
alimentacdo avaliamos apenas a comparacgdo entre o controle e os tratamentos, uma vez que a
alimentacdo era sempre a terceira etapa do experimento e, portanto, posterior ao estimulo

quimico.
c. Andlise estatistica

Utilizamos a Anélise de Variancia (ANOVA) seguido do teste de Tukey (a posteriori)
para avaliar o efeito da pista quimica de alarme fracionada e determinar se as respostas de
alarme persistiam. As andlises foram desenvolvidas no ambiente R (R Core Team, 2021),
utilizando o pacote “Companion to Applied Regression” (CAR) (Fox & Weisberg, 2019). Os
dados foram avaliados segundo a normalidade e a homocedasticidade, utilizando-se os testes de
Shapiro-Wilks e de Levene, respectivamente. Sendo consideradas diferencas significativas, em

todos o0s casos, quando p < 0,05.
3. Resultados

Através da analise descritiva da substancia de alarme encontramos que a pista quimica é
composta por substancias nitrogenadas como esfingolipideos, aminoacidos e derivados de

purina (figura 2).
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Figura 2 - Rede molecular dos metabdlitos encontrados no extrato de pele do zebrafish (Danio rerio). A rede foi
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construida através da plataforma de banco de dados GNPS.

completa (SAC) e substancia de alarme fracionada (SAF) apresentaram respostas semelhantes,
sempre diferindo do controle (C). A atividade natatoria, representada pelo nado aleatério e
desordenado (dash) apresentou diferenca significativa entre os tratamentos (one-way ANOVA,;
Fe2e = 7,019; p < 0,001), o grupo controle (C) (SAC — C: p = 0,0052; SAF — C: p = 0,0256)
exibiu um menor nimero de dashes do que os tratamentos de substancia de alarme completa
(SAC) e substancia de alarme fracionada (SAF) (SAC — SAF: p = 0,6195) que néo diferiram

entre si (figura 3).
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Figura 3: Dashes — Média + DP do comportamento de Dashes. Delta (A = periodo p6s estimulo - pré estimulo) do
nimero de vezes que zebrafish exposto & pista quimica de alarme exibiu o comportamento de nado aleatério e
desordenado (dash). No eixo X estdo dispostos os tratamentos sendo o controle com gua destilada (C; n = 10), a
substancia de alarme completa (SAC; n = 7) e substancia de alarme fracionada (SAF; n = 10). Linhas pretas e
verticais representam o desvio padrdo e diferengas estatisticas entre os tratamentos destacadas pelo asterisco (one-
way ANOVA,; F(;.4 = 7,019; p < 0,001).

Para as varaveis de alimentacdo encontramos diferenca significativa para a laténcia
alimentar (one-way ANOVA; Fp.09 = 13,15; p < 0,001; figura 4A), ingestdo bruta (Fq..q) =
15,84; p < 0,001, figura 4B) e porcentagem de ingestdo (F(..4 = 10,9; p < 0,001; figura 4C). Em
todas as varidveis o controle (C) diferiu dos outros dois tratamentos, sendo que na laténcia
alimentar os animais demoraram um menor tempo para se alimentar no controle (C) (SAC — C:
p =0,0121; SAF — C: p = 0,0001; SAC — SAF: p = 0,3359), enquanto na ingestdo bruta (SAC —
C: p = 0,0002; SAF — C: p = 0,0001; SAC — SAF: p = 0,9200) e porcentagem de ingestdo 0s
animais do grupo controle (C) apresentaram uma taxa de alimentacdo maior (SAC — C: p =
0,0068; SAF — C: p =0,0005; SAC — SAF: p = 0,8073).
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Figura 4: Comportamento alimentar — Média £ DP do comportamento alimentar. No eixo X estdo dispostos 0s
tratamentos sendo o controle com agua destilada (C; n = 10), a substancia de alarme completa (SAC; n = 7) e
substancia de alarme fracionada (SAF; n = 10). A - Laténcia alimentar (one-way ANOVA,; F(;.4 = 13,15; p < 0,001),
tempo (s) para o zebrafish exposto a pista quimica de alarme comecar a se alimentar durante a etapa de alimentagéo;
B - Ingestdo bruta (one-way ANOVA, F(,.4 = 15,84, p < 0,001), quantidade de pellets ingeridos pelo o zebrafish
exposto a pista quimica de alarme durante a etapa de alimentacdo; B - Porcentagem de ingestdo (one-way ANOVA,;
F24 = 10,9; p < 0,001), quantidade em porcentagem de ragéo que o zebrafish exposto a pista quimica de alarme
consumiu, considerando o peso do pellet em relagdo ao peso do animal. Desvio padréo representado pelas linhas
pretas e verticais. O asterisco representa a diferenca estatistica entre os tratamentos.

4. Discussao

Neste estudo identificamos que as moléculas responsaveis por desencadear as respostas
de alarme nas presas fazem parte da fracdo polar da pista quimica fornecida e, € composta por
substancias nitrogenadas, como esfingolipideos, aminoacidos e derivados de purina. Através do
estudo bioguiado, averiguamos gque 0s animais apresentaram uma resposta defensiva semelhante
a pista fracionada (SAF) daquela encontrada na pista de alarme completa (SAC), como o
aumento na exibicdo de dashes e no tempo de laténcia alimentar, além de uma queda na
quantidade do alimento ingerido. Essas variaveis resposta indicam que a pista fracionada (SAF)
continuou sendo uma importante fonte de informacéo de risco, fazendo com o que 0s animais

deflagrassem uma resposta de alarme.
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A andlise molecular nos mostra que a pista quimica de alarme é composta por
esfingolipidios, aminoacidos e derivados de purina. Esfingolipidios sdo moléculas da classe dos
lipideos com uma grande diversidade estrutural. S0 comumente encontrados nas membranas
bioldgicas de diversos tecidos e de varios organismos (Bartke & Hannun, 2009). J&, o0s
aminoécidos sdo a unidade béasica das proteinas, contendo um grupo amino e um grupo
carboxilico (Akram et al., 2011). Além de serem utilizados na formagdo de proteinas e de
desempenharem um papel importante na regulacdo de inimeros processos ligados a expressao
génica (Akram et al., 2011), os aminoécidos podem fazer parte da composicdo quimica de
estimulantes alimentares liberados por presas feridas e carnica (Carr, 1988). Estes estimulantes
sdo metabdlitos comuns de baixo peso molecular, como 0s aminoacidos, nucleosideos,
nucleotideos e &cidos organicos (Bronmark & Hansson, 2000). Essas substancias acabam se
dispersando pelo ambiente devido ao resultado de vazamentos e excre¢fes decorrentes da
decomposicédo e danos nos tecidos (Bronmark & Hansson, 2000), assim como € o caso da pista
guimica de alarme. Portanto, é plausivel pensar que a presenca de aminoacidos na pista quimica
de alarme seja realmente viavel, algo que é corroborado com o conhecimento presente na
literatura (Poulin et al., 2018; Hay, 2009; Carr et al., 1996; Rittschof, 1990). Além disso, apesar
dos estimulantes alimentares citados serem um sinalizador para predadores em busca de sua
presa, essas mesmas pistas sao também potenciais sinalizadores de risco para outras presas
préximas. Feromonios em geral sdo uma importante ferramenta para que 0sS organismos se
comuniquem e coordenem seus comportamentos, entretanto, também representam uma
relevante oportunidade para outros organismos interceptarem e explorarem esses sinais
(Verheggen et al., 2010). Existem inumeros exemplos de predadores naturais que aprenderam
ou evoluiram para usar os feromdnios de suas presas como um sinal de forrageamento (Vet &
Dicke, 1998).

O ultimo grupo que compde a pista quimica de alarme sdo os derivados de purina, algo
que ja era vislumbrado em trabalhos classicos que 0s apontavam como 0S principais
responsaveis por essa sinalizagdo, especialmente, purinas com grupo de dxido nitrico (3(N)-
Oxido de hipoxantina; N-6xido de piridina) (Brown et al., 2000; Pfeiffer et al., 1985; Hiitttel,
1941). Pfeiffer et al. (1985) apontaram que a 3(N)-6xido de hipoxantina (H3NO), caracterizada
por um esqueleto de purina e um grupo funcional de 6xido de nitrogénio na posicéo trés, é o
componente ativo da pista quimica de alarme de peixes da superordem Ostariophysi. Alguns
anos depois Brown et al. (2000) demostraram que o grupo funcional éxido de nitrogénio atua
como um gatilho molecular e propds que outras moléculas estruturalmente diversas com um
grupo funcional de 6xido de nitrogénio também podem atuar como um sinal de alarme. Estudos
com peixes como Pimephales promelas (Fathead Minnow) e Chrosomus neogaeus (Finescale

dace) mostraram que animais expostos a H3NO apresentaram respostas antipredatorias em
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intensidade semelhante a substdncia de alarme de coespecificos naturais, além disso,
identificaram também respostas significativas ao N-Oxido de piridina, porém com menos
intensidade (Brown et al., 2000). Testes com Hemigrammus erythrozonus (Glowlight tetra) e
Paracheirodon innesi (Neon tetra) também trouxeram resultados semelhantes (Brown et al.
2001). O préprio Danio rerio (Zebrafish) ja foi estudado e apresentou resposta de alarme para
3(N)-6xido de hipoxantina sintético (Parra et al., 2009).

Como evidéncia da possivel presenca dessas moléculas na resposta de alarme,
observamos o comportamento defensivo dos animais expostos a substancia de alarme completa
(SAC) e fracionada (SAF). Um critério relevante na anlise de comportamentos defensivos ¢ a
movimentagdo, em que a fuga € a principal resposta descrita em peixes (Domenici, 2010;
Domenici & Kapoor, 2010). Entretanto, em condicBes laboratoriais de experimentacao,
raramente é possivel avaliar e considerar a fuga, pois as observagdes sao feitas em espacos que
ndo permitem que este comportamento aconte¢a, mas o nado aleatério e desordenado (dash)
pode ocorrer e é considerado um comportamento defensivo (Giagquinto & Volpato, 2001). Este
comportamento, caracterizado por uma natagdo veloz e imprevisivel, se tornou em condi¢des
laboratoriais uma das principais ferramentas de avaliacdo do comportamento defensivo e uma
variavel resposta eficaz e recorrente na literatura (Arvigo et al., 2019; Sanches et al., 2015;
Giaquinto & Volpato, 2001). N6s observamos uma alta frequéncia de dashes tanto para o
tratamento substancia de alarme completa (SAC) quanto para a substancia de alarme fracionada
(SAF) e ambos sendo igualmente superiores em frequéncia ao tratamento controle (C). 1sso nos
mostra que a pista fracionada ainda continha informacao capaz de deflagrar resposta de alarme.
Outro critério abordado e extremamente importante foi a alimentacdo, que é adaptativa e,
portanto, mudar a prioridade para lidar com estimulos ambientais relevantes é considerado
defensivo no contexto de pistas sensoriais de risco de predacdo (Foam et al., 2005). Aqui, a
laténcia para obter comida aumentou em resposta a pista quimica de alarme, tanto para o
tratamento substancia de alarme completa (SAC) quanto para o tratamento substancia de alarme
fracionada (SAF). Este aumento ja foi mostrado anteriormente para varios sinais quimicos de
risco de predagdo (Arvigo et al., 2019; Sanches et al., 2015; Barreto et al., 2013; Giaquinto &
Hoffmann, 2010; Foam et al., 2005). Além da laténcia, a quantidade de alimento ingerido
também foi diferente entre os tratamentos. Os animais exibiram uma menor taxa de alimentagédo
tanto em porcentagem quanto em numeros absolutos quando expostos a substancia de alarme
completa (SAC) e substancia de alarme fracionada (SAF) do que quando expostos ao controle
(C) com 4gua destilada. A modificacdo no apetite ou no impeto de se alimentar também ja foi
evidenciada em diversos estudos com pistas quimicas (Sanches et al., 2015; Foam et al., 2005;
Dwyer et al., 2002; Carrieri & Volpato, 1991).

26



772
773
774
775
776
777
778
779
780
781
782
783
784
785
786
787
788
789
790
791
792
793
794
795

796

797
798
799
800
801
802
803
804
805

806

Nossas descobertas representam um refinamento dos grupos moleculares
potencialmente envolvidos na sinalizacdo de alarme, em concordancia com as investigacoes
existentes na literatura até 0 momento. Conforme sugerido por Pfeiffer et al. (1985), é provavel
que a pista quimica de alarme contenha purinas com oéxido nitrico como seu principal
componente ativo, possivelmente constituindo um complexo de substéncias responsaveis pela
completa sinalizacio de risco, assim como aventado por Doving & Lastein (2009). E essencial
ressaltar a necessidade de avancar nessas descobertas para identificar a funcionalidade completa
da composicdo da substdncia de alarme. No entanto, observamos indicios de que essas
moléculas sejam recorrentes em diversos grupos animais. Por exemplo, Xiong et al. (2017)
identificaram compostos semelhantes aos encontrados neste estudo em tecidos de pulméo de
ratos lesionados, incluindo esfingolipideos e hipoxantina. Futuras pesquisas devem visar a
separacgao e comparagdo dos grupos identificados (esfingolipideos, amino&cidos e derivados de
purina) para compreender a composi¢do da substancia de alarme. Apesar da necessidade de
aprofundamento na descrigdo quimica da pista de alarme, os resultados obtidos até 0 momento
indicam um método eficiente e coerente, mas também revelam desafios iminentes. Neste estudo
confirmamos que a substancia de alarme é um composto hidrossolivel, contudo, a extracdo de
compostos hidrossollveis de matrizes biolégicas € um processo complexo. Esses compostos
apresentam uma variedade de outras substancias também sollveis em &gua, como taninos,
pigmentos polares, sais, metabdlitos primarios e constituintes do meio microbiano, que podem
interferir na analise e separacdo dos metabolitos, dificultando a purificacdo e identificacdo
desses compostos (Berlinck et al., 2022). Em resumo, nossas descobertas representam um
avanco significativo no entendimento da composicéo e funcionamento da substancia de alarme.
Embora tenhamos identificado indicios promissores para analise desses compostos, é inegavel

que ainda existirdo desafios importantes para uma compreensdo completa.
5. Certificado e autorizac6es

Este trabalho estd em conformidade com os Principios Eticos em Pesquisa Animal
adotados pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal — Brasil (CONCEA)
de acordo com as recomendacBes para pesquisa envolvendo vertebrados e foi aprovado pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) do Instituto de Biociéncias do Campus do
Litoral Paulista (Protocolo n°® 10/2023-CEUA). Todas as atividades de coleta e manutencdo de
animais seguiram rigorosamente as diretrizes estabelecidas pelo SISBIO Sistema Brasileiro de
Autorizagdo e Informacdo em Biodiversidade (Protocolo n°® 72194-4). Todas as diretrizes
internacionais, nacionais e institucionais aplicaveis para o cuidado e uso de animais foram

seguidas.
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Resumo

No ambiente aquatico, a comunicacdo quimica € a principal forma pela qual as presas detectam
o predador e desencadeiam respostas defensivas adequadas. Um dos sinais quimicos mais
importantes é a substancia de alarme, que € liberada por presas feridas. No entanto, o
aquecimento global e a acidificacdo dos oceanos podem ter um impacto significativo nesse
mecanismo. Eles podem interferir diretamente, afetando a via de transducdo sensorial, e
indiretamente, influenciando o metabolismo dos animais e, assim, alterando a forma como
percebem o ambiente. O presente estudo teve como objetivo avaliar os impactos de um cendrio
de mudancas do clima na comunicacdo quimica da interagdo presa-predador, mediada pela pista
quimica de alarme. Para isso, utilizamos o amboré (Bathygobius soporator) como modelo
experimental e estabelecemos quatro condigdes experimentais distintas: controle, cenario de
aquecimento, cendrio de acidificagéo e cenario de aquecimento combinado com acidificagdo. Os
comportamentos de tempo no abrigo, investidas, ingestdo bruta, peso ingerido e taxa de ingestao
foram monitorados em resposta & presenca da substancia de alarme em diferentes condigdes
ambientais. E importante ressaltar a complexidade das interacdes entre temperatura e pH.
Nossos resultados indicam que tanto o aquecimento quanto a acidificacdo tiveram um impacto
significativo no comportamento dos peixes amboré em resposta a substancia de alarme.
Especificamente, observamos que 0s peixes expostos as condicbes de aquecimento e
acidificacdo apresentaram um menor tempo de permanéncia nos abrigos e um menor nimero de
investidas no alimento, em comparacdo com 0s peixes em condi¢cBes de controle. Nosso
trabalho destaca importancia de considerar nao apenas os efeitos individuais, mas também as
interacBes entre diferentes estressores ambientais ao investigar os impactos das mudancas do
clima nas comunidades aquéticas. Em resumo, nosso estudo fornece insights significativos
sobre como as mudancas do clima podem afetar a comunicacdo quimica entre presas e
predadores em ambientes aquaticos, enfatizando a vulnerabilidade das presas em cenarios

futuros.

Palavras chave: Comunicacdo quimica; mudancas do clima; comportamento antipredatdrio;

pista de alarme.
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1. Introducéo

A sobrevivéncia das espécies muitas vezes depende da capacidade de reconhecer e
reagir adequadamente as ameacas dos predadores em potencial. No ambiente aquéatico, a
comunicacgdo quimica desempenha um papel crucial nesse processo, devido a rapida dispersédo e
dissolucdo de seus componentes (Hara, 1994). Diversas espécies de peixes manifestam
respostas defensivas quando expostas a sinais quimicos que indicam risco de predacgdo (Chivers
& Smith, 1998).

A percepcdo de um predador pode ocorrer de duas maneiras distintas: direta e indireta.
No primeiro caso, o animal detecta o odor do predador (Kats & Dill, 1998), enguanto, no
segundo, a presa é alertada da presenca do predador por meio de sinais quimicos de outras
presas (Chivers & Smith, 1998). Entre os sinais quimicos indiretos mais relevantes esta a
substancia de alarme. Esta substancia é liberada quando ha lesdes na epiderme causadas pela
atividade predatdria, alertando outras presas sobre o risco iminente de predacdo (Wisenden,
2000). A substancia de alarme é supostamente produzida e armazenada em células epidérmicas,
denominadas células “club” (Smith, 2000; Pfeiffer, 1977). Sua liberacdo esta condicionada a
lesdo na epiderme causada pelo ataque do predador, desencadeando respostas antipredat6rias em
outros animais que detectam sua presenga no ambiente (Arvigo et al., 2019; Sanches et al.,
2015; Barreto et al., 2010; Wisenden 2000; Chivers & Smith, 1998; Pfeifer, 1977).

O complexo mecanismo da comunicacdo quimica esta sob grande atencdo, com estudos
indicando que sera uma das interacGes mais afetadas pelas mudancgas do clima no futuro. De
acordo com Draper & Weissburg (2019), essas mudancas podem impactar 0s processos de
geracdo, propagacdo e recepcdo de pistas quimicas (via de transdugdo sensorial). A
comunicacdo é essencialmente a transferéncia de informagdes através de um canal entre um
emissor, que transmite as informacg6es, e um receptor, que as recebe e interpreta (Cronin, 2005;
Hailman, 1977). Qualquer prejuizo nessa transferéncia é relevante, uma vez que desempenha
um papel fundamental na sobrevivéncia das espécies. A complexidade das interacfes ecoldgicas
tem destacada influéncia do contexto ambiental sobre essas trocas de informagdes entre emissor

e receptor (Draper & Weissburg, 2019).

As atividades humanas tém contribuido significativamente para as mudancas do clima,
afetando os ecossistemas globais (Kowalewska et al., 2020; Chen et al., 2011; Hickling et al.,
2006; Perry et al., 2005; Parmesan & Yohe, 2003). A intensificacdo das emissdes de didxido de
carbono (CO2) tem resultado em aumentos médios de temperatura, previstos para exceder 2°C
até 2100, segundo o IPCC (2021), e essas mudancas tém impactado diretamente a interagdo
presa-predador. Estudos indicam que o aumento da temperatura pode alterar o equilibrio

metabdlico dos predadores, aumentando sua atividade e demanda por alimento, exercendo
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pressdo sobre as presas (Goldenberg et al., 2018; Wu et al., 2017; Pistevos et al., 2015). Por
outro lado, o aquecimento pode reduzir a atividade das presas e suprimir suas respostas
defensivas (Bricefio et al., 2020; Paganini et al., 2014; Kidawa et al., 2010). Além da
temperatura, a composi¢do quimica da agua também esta sob influéncia das mudangas do clima.
O aumento do CO2 dissolvido na agua causa um fendmeno conhecido como acidificacdo
(Doney et al., 2009). Este fendmeno prevé reduzir o pH da dgua em 0.3-0.4 unidades até 2100
(IPCC, 2021) e pode afetar todas as etapas da comunicacdo quimica (Draper & Weissburg,
2019; Briffa et al., 2012). Boullis et al. (2017) demonstraram que, em condi¢des de CO2
aumentado, pulgdes produzem menos feromdnio de alarme e apresentam respostas menos
evidentes. E possivel esperar efeitos similares em ambientes aquaticos, uma vez que estudos
apontam que a acidificagdo pode reduzir a sensibilidade olfativa, interferindo na recep¢do do
sinal seja por modificagfes no aparato olfativo (robalo - Porteus et al., 2018), por altera¢des na
prépria pista quimica (caranguejo verde - Roggatz et al., 2016) ou ainda por interferir no
processamento sensorial promovido pelo sistema nervoso central (peixe palhaco - Dixson et al.,

2010; peixe palhaco e donzela - Munday et al., 2010).

As mudancas do clima e suas varidveis associadas, como 0 aquecimento e a
acidificacdo, podem afetar os processos da transducéo sensorial promovida pela comunicagdo
quimica na interagdo presa-predador impactando o emissor e a geragdo do sinal, a propagacéo e
duracéo desse sinal no ambiente, além do receptor e a sua capacidade de captar e interpretar
essa sinalizagdo (Draper & Weissburg, 2019). Portanto, compreender como a relacdo presa-
predador mediada pela comunicagdo quimica se comportara em um contexto de mudancas do
clima, é de extrema importancia para entendermos possiveis alteracbes na dinamica de
comunidades e ecossistemas, uma vez que é clara a existéncia de um efeito cascata vinda das
interagBes mais especificas para as mais abrangentes. Além disso, resultados relacionados a esta
tematica podem contribuir na elaboracdo de futuras estratégias de mitigacdo e conservacao.
Assim, neste estudo buscamos entender os efeitos de um cenério de mudangas do clima na
recepcdo de um sinal de risco de predacgdo (substancia de alarme). Como hip6tese, aventamos
que tanto o aquecimento quanto a acidificacdo tem potencial para interferir na capacidade de
recepcao, interpretacdo e reposta de um sinal, afetando desta maneira a eficacia da comunicacéo
quimica. Escolhemos para isso 0 amboré (Bathygobius soporator), um predador importante de
costdes rochosos e estuarios que tem em sua dieta pequenos peixes e crustaceos (Tomida et al.,
2012; Lopes & Oliveira-Silva, 1998), mas que também é cacado por predadores maiores, como
0 peixe-gato (Chalom et al., 2008). O amboré é reativo a substancia de alarme (Barreto et al.,
2014), apresentando respostas antipredatdria, como busca por abrigo e diminui¢do da atividade

natatoria (Pereira et al., 2017).
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2. Materiais e Método

2.1. Animais e condicfes de estoque

Os ambores foram coletados em costGes rochosos da Baixada Santista com uso de
armadilhas para peixes (covos) e mantidos em 4 diferentes condic¢des de estoque por pelo menos
20 dias antes do inicio dos experimentos. O periodo de aclimatacdo foi escolhido para um maior
tempo de influéncia das condicGes estressantes. Foram acondicionados em tanques de 70 litros
(70 cm x 30 cm x 35 cm) com &gua saturada de oxigénio por meio de um sistema de aeracao
constante e com a temperatura e pH controles (T: ~27°C e pH: ~8.1) . Niveis de aménia (<0,5
ppm) e nitrito (<0,5) foram mantidos em baixas quantidades através de filtragem bioldgica e
constantes trocas parciais de agua. O fotoperiodo foi controlado, com 12 horas claro/12 horas
escuro. Para a alimentacéo, foi utilizada racdo comercial para peixes carnivoros de fundo (50%
proteina) de 4 mm de didmetro, oferecida duas vezes ao dia até a saciedade. O pH e a
temperatura variaram de acordo com os tratamentos experimentais, apresentando 4 condicdes:
1- Condicdo controle (temperatura controle [TC: ~27°C] e pH controle [pHC: ~8.1]); 2-
Condicao de aquecimento [(TA: ~32°C) e (pHC: ~8.1)]; 3- Condicdo de acidificacao [(TC:
~27°C) e (pHC: ~7.8)]; 4- Condicdo de aquecimento e acidificagdo [(TA: ~32°C) e (pHA:
~7.8)]. As condicBes dos tratamentos de aquecimento e acidificagdo foram sendo atingidas

gradualmente, sendo 1°C por dia para a temperatura e 0.1 unidades por dia para o pH.
2.2. Delineamento experimental

Neste estudo foram avaliadas as respostas antipredatorias do amboré quando submetidos
a pista de alarme em diferentes condicGes de temperatura e pH. Para isso foram elaborados 4
tratamentos: Controle (Temperatura e pH controle — TCpHC; n = 9); Temperatura aquecida e
pH controle (TApHC; n = 9); Temperatura controle e pH acidificado (TCpHA; n = 8);
Temperatura aquecida e pH acidificado (TApHA; n = 8). Desta forma foi possivel observar os
efeitos desses estressores na fase de recepgdo da pista, evidenciados pelas respostas

comportamentais.

A temperatura considerada controle nesse estudo foi definida a partir de uma andlise dos
dados de satélite do NOAA dos Ultimos 5 verdes (de 22 de dezembro de 2017 até 21 de margo
de 2023) com resolucgdo de 0,25 de longitude e 0,25 latitude (adaptado de Marochi et al., 2022).
Ja o pH foi definido com base nos valores médios globais (IPCC, 2021). Assim, a temperatura
da condicédo controle foi de ~27°C, enquanto a condigdo aquecida teve um aumento de ~4,8°C
(~32°C) (IPCC, 2021). A condicdo de acidificacdo foi considerada ~0.32 unidades abaixo (~7.8)
do pH controle de ~8.1 (IPCC, 2021).
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A sequéncia experimental (figura 1) foi sempre mantida da seguinte forma: observamos
a linha basal das variaveis comportamentais (sem qualquer substancia) por 5 min (pré-estimulo),
depois introduzimos a substancia de alarme e observamos o comportamento dos peixes por mais
5 min (p6s-estimulo). No final, ofertamos 10 pellets de ragdo (~0,72283g/pellet) para os animais
e observamos o comportamento por mais 10 min (periodo de alimentagdo). A quantidade de
racdo oferecida tinha por objetivo extrapolar a quantidade de alimentacdo média dos animais
durante o periodo de isolamento pré-experimental, desta maneira garantiriamos uma variedade
na alimentacdo dos individuos. Utilizamos metodologia adaptada de estudos de comportamento
antipredatorio mediado pela pista quimica de alarme (Arvigo et al., 2019; Sanches et al., 2015;
Barreto et al., 2010).

filmagem

pré-estimulo pos-estimulo

in 10 min 20 mi

| | i
>
| | |

in 5

1 1 1

estimulo alimentagdo final

Figura 1: Avaliacdo da resposta antipredatéria do amboré (Bathygobius soporator). Periodos da experimentag&o:
Pré-estimulo ou periodo basal, ainda sem a presenga da pista quimica de alarme (0-5 min); estimulo, momento da
entrada da pista quimica (5 min); pds-estimulo, periodo subsequente a entrada da pista quimica de alarme: primeiro
momento — observagdo do comportamento pés-estimulo para comparagdo com o comportamento do periodo pré
estimulo (5-10 min); segundo momento — alimentagdo para a observacdo do comportamento alimentar dos animais
pos exposicdo do estimulo (10-20 min).

Os peixes foram expostos a 5ml de pista de alarme, obtida a partir do extrato de pele do
coespecifico. As varidveis avaliadas foram: 1) tempo no abrigo 2) comportamento alimentar,
com a quantidade de alimento ingerido, considerando a ingestao bruta, peso ingerido e taxa de
ingestdo, além do ndmero de investidas no alimento (Barreto et al., 2014; Barreto et al., 2013;
Freitas & Volpato, 2008; Ide et al., 2003; Barreto et al., 2003; Giaquinto & Volpato, 2001,
Chivers & Smith, 1998; Alvarenga & Volpato, 1995). As avaliacdes dos comportamentos

antipredatorios (variaveis resposta), elencados aqui, foram feitas a partir de filmagens.
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2.3. Procedimentos
2.3.1. Procedimentos especificos
a. Preparacédo da pista de alarme

Os extratos de pele foram obtidos de individuos doadores (n = 10) de amboré
(Bathygobius soporator). Os animais foram sacrificados através da técnica de queda gradual de
temperatura, sem uso de anestésicos para evitar interferéncia na pista quimica. A pele foi
retirada dos dois lados do corpo com pingas e bisturi, evitando ao méaximo a extracdo de
musculatura agregada e a contaminacdo por sangue. Imediatamente apds a retirada, a pele foi
colocada em um béquer com &gua deionizada e, na sequéncia, homogeneizada com um
homogeneizador. A solucéo passou por uma filtragem com I& de vidro e posteriormente algodao
para a retirada de fragmentos remanescentes. O volume final foi ajustado com &gua deionizada,
fazendo com que a concentracdo final tivesse a proporcdo de 2,602mm? de pele por ml, assim
como descrito por Barreto et al. (2010). Os extratos foram armazenados em tubos Falcon (50
ml) e congelados (aproximadamente -20°C), até o inicio do experimento. Esta metodologia de
coleta dos extratos foi baseada em Barreto et al. (2010, 2014) e Sanches et al. (2015).

b. Controle das variaveis ambientais (temperatura e pH)

As condigdes foram monitoradas e controladas de acordo com cada tratamento (tabela
1). Para a manutencdo das temperaturas, o laboratorio foi climatizado com auxilio de ar
condicionado em 24°C para evitar a variagdo da temperatura do ar e possivel interferéncia nos
estoques e aquarios de experimentacdo. Para o controle da temperatura da &gua, foram
utilizados termostatos ajustados na temperatura de cada tratamento e foi realizado um
monitoramento diario com termdmetro digital (TM-946, Tipo k/J, Pt 100 ohm, Lutron ®). O pH
foi mantido com injecdo de CO2 e monitorado, por meio do “Equipamento para experimentagdo
com organismos aquaticos” (APX-1 Central controle APEX ph/ORP e CO2). Ainda houve um
monitoramento secundario realizado diariamente com phmetro portatil (Apera PH60-Z —
resolucdo 0.01 unidades). Adicionalmente utilizamos um tampé&o (Seachem Acid Buffer), a fim

de evitar a flutuacdo do pH ao longo do tempo.
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1172  Tabela 1 — Valores de média e desvio padrdo da temperatura e pH mantidos durante o periodo
1173 de aclimatacéo para todos os tratamentos (TCpHC; TApHC; TApHA; TCpHA). A temperatura
1174  controle (TC) foi padronizada em ~27°C, enquanto a temperatura aquecida (TA) foi considerada
1175  ~4.8°C acima da temperatura controle, ou seja, ~32°C. O pH controle (pHC) foi padronizado em
1176 8.1, ja o pH acidificado (pHA) foi considerado ~0.32 unidades abaixo do valor de pH controle,
1177  ou seja, ~7.8.

Tratamento TC (°C) pHC TA (°C) pHC TA (°C) pHA TC (°C) pHA

Média 27.54 8.083 31.58 8.0855 31.565 7.7265 27.65 7.7035
Desvio Padrdo  0.331504 0.094094 0.624584 0.088405 0.900453 0.149042 0.475173 0.065877

1178

1179 2.4. Procedimentos Experimentais
1180 a. Condigdes dos Aquarios
1181 Os aquarios (22 litros — 40 cm x 24 cm x 23 cm) foram dispostos em baias e separados

1182  por placas opacas para evitar qualquer contato visual entre os animais durante a experimentagéo
1183  (figura 2). Foi utilizada agua do mar artificial com salinidade de ~ 33.5 ppt, assim como
1184  utilizado em outros estudos com amboré (Pereira et al., 2017; Barreto et al., 2014), mantida com
1185  temperatura e pH de acordo com as condicdes especificas de cada tratamento. Niveis de amonia
1186  (<0,5 ppm) e nitrito (<0,5) foram mantidos em baixas quantidades através de trocas parciais de
1187  4&gua frequentes e saturada com oxigénio através de um sistema de aeragdo constante. A agua
1188  salgada artificial foi utilizada para evitar qualquer odor ambiental que possa estar presente na
1189  4gua do mar. Foi controlado também o fotoperiodo, com 12 horas claro/12 horas escuro. O
1190  experimento sO teve inicio quando todos os animais mantidos nessas condi¢cBes passaram a

1191  comer sem restrigdes, um indicativo de baixo estresse (aproximadamente 5 dias).
1192

1193 Figura 2: Aquérios de experimentacdo com amboré (Bathygobius soporator), evidenciando a disposicdo e
1194 composicéo do aquario. Posicdo e estrutura do abrigo; posicdo de aeradores e termostato; placas opacas para evitar o
1195 contato visual entre os animais durante o experimento.

1196
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b. Variaveis comportamentais

Nos avaliamos o tempo no abrigo, contabilizando o tempo (s) que o animal permaneceu
na toca durante o periodo pré-estimulo e pés-estimulo. Posteriormente foi calculado o delta (A =
tempo pos-estimulo — tempo pré-estimulo) dos periodos. Cada aquério foi equipado com um
abrigo (figura 2) de 10cm? sustentado por bases opacas (altura: 3.5cm; largura: 3.5cm;
comprimento: 3.5cm), todos os abrigos foram posicionados no fundo do lado esquerdo do
aquario (adaptado de Barreto et al., 2014). Foi também avaliado o comportamento alimentar,
para tal contabilizamos a ingestdo bruta, peso ingerido, taxa de ingestdo, laténcia alimentar e
investidas no alimento. A ingestdo bruta foi considerada a quantidade de pellet ingerido. Ja para
0 peso ingerido foi observado o peso de ragéo ingerida, sendo considerado um peso médio de
0.07222g/pellet. A taxa de ingestdo foi calculada através da razdo peso do animal/peso ingerido.
Foi contabilizada também a laténcia alimentar que consistia no tempo em que o animal
demorava em buscar o alimento pela primeira vez. Nos casos em que o0 animal ndo buscou o
alimento até o final do periodo de alimentacdo (10 min), a laténcia alimentar foi considerada o
tempo maximo do periodo de alimentacdo (600s — 10min). Por fim, quantificamos o nimero de
vezes em que o animal investiu no alimento. As varidveis de alimentagdo foram baseadas em
Arvigo et al. (2019), Dwyer et al. (2002) e Carrieri & Volpato (1991).

c. Analise dos dados

Antes de realizar todas as analises, os outliers foram retirados através do teste de
Chauvenet que consiste em retirar os dados acima da média + 2 * desvio padrdo e os dados
abaixo da média - 2 * desvio padrdo. Para verificar se as varidveis comportamentais (tempo no
abrigo; ingestdo bruta; peso ingerido; taxa de ingestdo; investidas) foram influenciadas pelas
variaveis ambientais, foram realizadas Generalized Linear Model (GLM) com dois fatores:
temperatura (fixo: controle e aquecido) e_pH (fixo: controle e acidificado). A familia de
distribuicdo usada na andlise de cada variavel resposta foi feita a partir da natureza dos dados.
Para “ingestao bruta”, “taxa de ingestdo” e “investidas”, foi usada a familia quasipoisson. Ja
para a variavel “tempo no abrigo” foi utilizado a familia de Poisson. Por fim, para “peso
ingerido” foi usado a distribuicdo binomial negativo para ajustar a alta disperséo dos dados.
Quando foram encontradas diferenca entre os tratamentos, testes a posteriori de Tukey foram
realizados para melhor compreender as diferencas entre os niveis do fator. Todas as anélises

foram realizadas utilizando o R 3.4.2 (R Core Team 2017).
3. Resultados

A temperatura e o pH ndo influenciaram as variaveis: ingestao bruta, peso ingerido, taxa

de ingestdo, laténcia alimentar (GLM, tabela 2). Com relagdo a variavel “investidas”, a

40



1231
1232
1233
1234
1235
1236
1237
1238
1239
1240

1241

1242

1243

1244

1245

1246

1247

1248

1249

1250
1251
1252
1253

1254

1255

1256

1257

1258

1259

1260

temperatura influenciou negativamente (p = 0,0289, GLM, tabela 2, figura 3). Nos cenéarios de
aquecimento, o numero de investidas foi cerca de 1,88 vezes menores que no cendrio controle.
Ja com relagdo a variavel “tempo no abrigo”, houve um efeito da interacdo entre a temperatura e
o pH (GLM, p < 0,001, figura 4). Nos cenarios de aquecimento, 0s peixes permaneceram mais
tempo na toca com pH controle do que no pH acidificado (tukey test, Z= 3,975. p < 0,001,
figura 4). Nos cenarios de acidificacdo, a permanéncia também foi maior no cenéario de
temperatura controle, do que na temperatura aquecida (tukey test, Z = 4,847, p < 0,001, figura
4). Ndo foram observadas diferencas (tukey test, Z = 2,504, p = 0,0591) no cenario com
temperatura e pH controle do cenario com temperatura aquecida e pH acidificado (GLM, tabela
2, figura 4).

Investidas
201
[z}
< 151 *
5]
=
.=
[} i
210
<
)
g
Z 5
0_
Temperatura aquecida Temperatura Controle
Temperatura

Figura 3: Investidas no alimento — Média + DP do nimero de vezes que o amboré exposto a pista quimica de alarme
e em diferentes condi¢des ambientais investiu no alimento. Desvio padrédo representado pelas linhas pretas e verticais.
No eixo X estdo dispostos os tratamentos de temperatura sendo temperatura controle e temperatura aquecida. O
asterisco representa a diferenca estatistica entre os tratamentos (GLM; distribuicdo quasipoisson; p = 0,0289).
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1269 Figura 4: Tempo no abrigo — Média + DP do tempo (s) que o amboré permaneceu no abrigo quando exposto a pista
1270 quimica em diferentes condigdes ambientais. Valores representados pelo delta de tempo no abrigo (A = pds-estimulo
1271 — pré-estimulo) Desvio padréo representado pelas linhas pretas e verticais. No eixo X estdo dispostos os tratamentos
1272 de temperatura sendo temperatura aquecida e temperatura controle e as cores das barras representam os tratamentos
1273 de pH, sendo pH &cido mais claro (acidificado) e pH controle mais escuro. As letras representam a diferenga
1274 estatistica entre os tratamentos (GLM; distribuicdo poisson; temperatura x pH: p > 0,001; temperatura: p = 0,0089).
1275
1276  Tabela 2 — Andlises de desvios para GLM das respostas comportamentais do amboré
1277  (Bathygobius soporator): variaveis resposta — tempo no abrigo, ingestdo bruta, peso ingerido,
1278  taxa de ingestdo, numero de investidas e laténcia alimentar com relagdo a temperatura e pH. A
1279  distribuicdo utilizada na analise, para cada espécie, esta indicada entre parénteses. VValores em
1280  negrito indicam diferencas significativas (p<0,05).
Fonte de Variagéo gl Desvio gl Residuo Residuos do desvio p
Tempo no abrigo (Poisson)
Null 29 574,38
Temperatura 1 6,8521 28 567,52 0,0089
pH 1 2,2301 27 565,29 0,1353
Temperatura x pH 1 17,6024 26 547,69 <0,001
Ingestdo bruta (quasipoisson)
Null 32 77,31
Temperatura 1 0,5795 31 76,73 0,6051
pH 1 1,2471 30 75,49 0,4482
Temperatura x pH 1 0,1988 29 75,28 0,7620
Peso ingerido (binomial
negativo)
Null 32 34,16
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Temperatura 1 0,2968 31 33,86 0,5859

pH 1 0,6462 30 33,22 0,4215
Temperatura x pH 1 0,0889 29 33,13 0,7655
Taxa de ingestéo (quasipoisson)

Null 32 233,18

Temperatura 1 0,1121 31 233,07 0,8993

pH 1 0,9525 30 232,12 0,7122

Temperatura x pH 1 0,3260 29 231,79 0,8291

Investidas (quasipoisson)

Null 31 44,01

Temperatura 1 4,7722 30 36,23 0,0289

pH 1 2,7649 29 36,47 0,0964

Laténcia alimentar

(quasipoisson)

Null 30 40,48
Temperatura 1 1,6487 29 38,83 0,1991
pH 1 0,5398 28 38,29 0,4625
Temperatura x pH 1 0,1787 27 38,11 0,6725
1281
1282 4. Discusséo
1283 Neste estudo, observamos a influéncia dos estressores climaticos no comportamento do
1284  amboré. Os animais expostos a condi¢cbes de aquecimento e acidificagdo apresentaram
1285  comportamentos distintos em relagdo ao tempo no abrigo e ao nimero de investidas para
1286  obtencdo de alimento, em comparacdo com o0s animais mantidos em condigdes controle.
1287  Notavelmente, a temperatura elevada provocou um maior tempo de permanéncia na toca para
1288  animais em pH controle, em comparagdo aos animais em pH acidificado. Da mesma forma, o
1289  cenario acidificado resultou em um maior tempo de permanéncia no abrigo para 0s animais em
1290 temperatura controle, em comparacdo com 0s animais em temperatura aquecida. No entanto,
1291  para os cenarios de temperatura e pH controle, ndo houveram diferencas no tempo de uso de
1292  abrigo em relacdo a temperatura aquecida e pH acidificado. Em relacdo ao nimero de investidas
1293  no alimento observou-se um efeito apenas na temperatura: os animais em temperatura controle
1294  realizaram um maior nimero de investidas do que os animais em um cenario de aquecimento.
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Nossos resultados sobre o tempo no abrigo sdo altamente intrigantes e levantam
questdes significativas para o debate. A diversidade de efeitos e respostas resultantes das
interagdes entre o pH e a temperatura indica uma dindmica complexa desses estressores, 0 que
sugere a possibilidade de efeitos sinérgicos, um tema amplamente discutido na literatura.
Nagelkerken & Munday (2016) ressaltam a importancia de considerar a interagdo entre o
aquecimento e a acidificacdo dos oceanos ao investigar os impactos das mudancas do clima nos
organismos marinhos. Esse debate tem sido levantado em diversos estudos (Ferrari et al., 2015;
Queirds et al., 2014; Schalkhausser et al., 2014; Rosa & Seibel, 2008), sugerindo que a
abordagem desses fatores isoladamente limita a compreensdo dos efeitos reais, devido a
complexidade do assunto. Ferrari et al. (2015), por exemplo, destacam que 0 aquecimento e a
acidificacdo podem ter efeitos tanto sinérgicos quanto antagénicos sobre a taxa geral de
predacdo e a seletividade do predador. Isso sugere que a combinacdo desses estressores pode
resultar em respostas ndo lineares e complexas em diversas interagdes ecoldgicas, incluindo a
relacdo presa-predador, com efeitos que vdo além do que poderia ser previsto com base nos
efeitos isolados (Ferrari et al., 2015). Neste contexto, nosso estudo contribui de forma relevante
para entender a complexa interacdo entre temperatura e pH e seu impacto no comportamento
dos animais estudados. A interacdo observada no presente estudo pode ser descrita conforme o
esquema (figura 3):
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Se Entdo, o tempo no abrigo
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Figura 3: Esquema representando as interagdes encontradas a partir das analises estatisticas da variavel “tempo no
abrigo”. Se a temperatura ¢ aquecida (TA), o tempo de permanéncia no abrigo é maior para o pH controle (pHC) em
relacdo ao pH acidificado (pHA); Se a temperatura é controle (TC), o tempo de permanéncia no abrigo é
estatisticamente igual para o pH controle (pHC) e o pH acidificado (pHA); Se o pH ¢ acidificado, o tempo de
permanéncia no abrigo é maior para a temperatura controle (TC) em relacdo a temperatura aquecida (TA); Se o pH é
controle, a permanéncia no abrigo € estatisticamente igual para a temperatura controle (TC) e a temperatura aquecida
(TA). No entanto, quando temos o cenario de temperatura controle combinada com o pH controle (TCpHC), o tempo
de permanéncia no abrigo é estatisticamente igual ao cenario de temperatura aquecida e pH acidificado (TApHA).

Assim, observamos que as interagdes entre os estressores climaticos e 0 comportamento
dos animais sdo complexas. Com base nas defini¢des utilizadas por Tekin et al. (2020), a analise
da temperatura aquecida (TA) em relagdo aos cenarios pH controle (pHC) e pH acidificado
(pHA) sugere um tipo de sinergia positiva. Do mesmo modo que a analise do pH acidificado
(pHA) em relacdo aos cenarios de temperatura aquecida (TA) e temperatura controle (TC)
também sugerem uma sinergia positiva. Enquanto isso, o cendrio de temperatura controle (TC)
em relacdo aos cenarios de pH acidificado (pHA) e de pH controle sugere uma sinergia neutra, 0
mesmo aparenta acontecer com o cenario de pH controle (pHC) em relacdo aos cenérios de
temperatura controle (TC) e temperatura aquecida (TA) que igualmente sugerem um cenario de
sinergia neutra. Diante dessas observagdes, poderiamos argumentar que se trata de uma sinergia
mista, uma vez que o tratamento controle (TCpHC) aparenta ter um comportamento
intermediério. No entanto, devido a natureza complexa dessas interacBes e a falta de clareza
sobre como esses fatores se combinam, é dificil categorizar definitivamente essa interacdo como
uma sinergia mista ou de outro tipo. A complexidade dessas interagdes decorre do fato de que o
aquecimento e a acidificacdo podem influenciar o mesmo comportamento, mas por meios

distintos. Estudos anteriores apontam que o pH pode afetar diretamente aspectos neuroldgicos
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do animal (Nagelkerken & Munday, 2016), enquanto a temperatura tem um efeito mais direto
no metabolismo do animal (Draper & Weissburg, 2019; Nagelkerken & Munday, 2016; Ferrari
etal., 2015).

Independentemente do tipo sinergia presente, fica evidente que o aquecimento e a
acidificagdo tém um impacto significativo no comportamento de busca por abrigo, o que fica
explicito na reducdo do tempo de permanéncia na toca. Essa interferéncia dos estressores
climéaticos no comportamento de uso de abrigos foi documentada em varios estudos (Draper &
Weissburg, 2019; Nagelkerken & Munday, 2016; Ferrari et al, 2015; Milazzo et al., 2013;
Walberg & Fisher, 2011). O aquecimento afeta o uso e a busca de abrigo de diversas formas,
principalmente por meio de modificagdes fisioldgicas e comportamentais. Milazzo et al. (2013)
demostraram que a temperatura influencia a preferéncia e a busca por abrigo em contextos de
competicdo. Ferrari et al. (2015) indicam que o aquecimento pode afetar a atividade metabdlica
das presas, sua capacidade de resposta ao estresse e sua preferéncia por habitats especificos,

aumentando a sua exposi¢do ao risco.

Os efeitos da acidificacdo no uso de abrigo também sdo significativos e podem
modificar diversos fatores, desde aspectos fisiolégicos e comportamentais (Draper &
Weissburg, 2019; Nagelkerken & Munday, 2016; Ferrari et al, 2015). Um dos efeitos mais
discutidos é o prejuizo na percepgdo de sinais quimicos, o que torna as presas mais vulneraveis
e menos capazes de tomarem decisdes eficazes (Draper & Weissburg, 2019; Ferrari et al, 2015;
Hamilton et al., 2014). Hamilton et al. (2014) destacam a acidificagdo como um importante fator
para 0 aumento da ansiedade nos animais testados. Essa ansiedade, definida como um aumento
na resposta de medo ou estresse pode ser extremamente prejudicial a sobrevivéncia dos animais,
afetando negativamente a capacidade de reproducgdo, interacdo social e de adaptacdo as
mudancgas ambientais. Um menor tempo de permanéncia na toca pode ser um indicativo de

ansiedade nos animais (Hamilton et al., 2014), além exp6-los a diversos riscos.

Encontramos também uma queda do nimero de investidas no alimento no cendrio
aquecido em comparacdo ao controle. Nosso trabalho ndo estd isolado ao observar essa
diminuicdo na motivacdo alimentar relacionada a temperatura. Walberg & Fisher (2011),
também observaram uma redugdo na motivagdo alimentar em black bullhead (Ameiurus melas),
enguanto registraram um aumento para black crappie (Pomoxis nigromaculatus) no mesmo
estudo. Embora seja esperado um aumento no comportamento alimentar associado ao aumento
de temperatura, é importante reconhecer que essas alteracfes podem variar entre diferentes
espécies. Estudos anteriores indicam que espécies de peixes de &gua fria reduzem o consumo
guando expostas a temperatura mais alta (Behrens & Lafferty, 2007). Ressaltamos que ndo

encontramos diferencas significativas na ingestdo entre os tratamentos. No entanto, a relagdo
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entre motivagdo alimentar e ingestdo ndo é tdo simples e envolve uma série de fatores. Animais
saciados podem continuar forrageando por razdes que vao além da imediata necessidade de
alimentacdo, como a busca por nutrientes especificos ou a acumulagdo de reservas energéticas

para periodos de escassez futura, além da competicdo intraespecifica (Tomida et al., 2012).

Neste estudo, destacamos efeitos diretos do aquecimento global e da acidificacdo no
comportamento defensivo do amboré. Assim como em outros trabalhos (Draper & Weissburg,
2019; Nagelkerken & Munday, 2016; Ferrari et al., 2015; Queirds et al., 2014; Schalkhausser et
al., 2014; Rosa & Seibel, 2008), enfatizamos a complexidade contida na compreensdo dos
efeitos do aumento da temperatura e diminuicdo do pH. A abordagem conjunta desses
estressores se mostra um desafio necessario. A cada novo avanco, percebemos que a interagdo
entre eles € muito mais impactante e diversa do que seus efeitos individuais. Além disso, nosso
estudo evidencia que os comportamentos afetados podem representar riscos claros a
sobrevivéncia das espécies presas. Elas deixam de avaliar de forma efetiva o risco de predacéo e
acabam se expondo inadequadamente. Ainda é necesséario aprofundar o entendimento das
interacOes que esses estressores podem causar no comportamento e na fisiologia. Esses aspectos

podem alterar significativamente o funcionamento dos ecossistemas, tal qual conhecemos hoje.
5. Certificado e autorizac6es

Este trabalho estd em conformidade com os Principios Eticos em Pesquisa Animal
adotados pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal — Brasil (CONCEA)
de acordo com as recomendacOes para pesquisa envolvendo vertebrados e foi aprovado pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) do Instituto de Biociéncias do Campus do
Litoral Paulista (Protocolo n°® 10/2023-CEUA). Todas as atividades de coleta e manutencdo de
animais seguiram rigorosamente as diretrizes estabelecidas pelo SISBIO Sistema Brasileiro de
Autorizagdo e Informacdo em Biodiversidade (Protocolo n° 72194-4). Todas as diretrizes
internacionais, nacionais e institucionais aplicaveis para o cuidado e uso de animais foram

seguidas.
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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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