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RESUMO

As substancias de alarme, liberadas apos danos as células epidérmicas de peixes, € um dos sinais
mais eficientes no grupo Osteriophysan, isto é, 72% das espécies de agua doce. A hipoxantina-3-N-
oxido é indicada como um dos possiveis componentes ativos dessas substancias. Ensaios foram
feitos com as espécies Matrinxd@ e Tambaqui através de aquérios com capacidade de 100 L,
instrumentalizados com sistemas de introducéo de amostra e aquisi¢do de imagens de forma remota.
Os resultados indicaram na concentragéo de 6,0 pg L™ alteragdes comportamentais incomuns como
letargia, forrageio para o fundo e ataques, que apoiam a premissa de que a hipoxantina-3-N-oxido €
eficaz na indugdo de sinais de alarme. A hipoxantina pode ser futuramente um bom método de
manejo para protecdo da ictiofauna, sobretudo no setor hidrelétrico, por ter eficacia comprovada,
ser uma substéncia sintética, comercial e ndo tdxica a biota e ao ambiente aquético.

Palavras-chave: alteragdes comportamentais, células epidérmicas, resposta repulsiva, substancias
de alarme.

ABSTRACT

Alarm substances, released after damage to fish epidermal cells, is one of the most effective signals
in the Osteriophysan group, which represents 72% of freshwater species. Hypoxanthine-3-N-oxide
is indicated as one of the possible active components of these substances. Tests were conducted with
the species Matrinxd and Tambaqui using 100 L capacity aquariums, instrumented with sample
introduction and remote imaging systems. The results indicated at the concentration of 6.0 pg L™
unusual behavioral changes such as lethargy, bottom foraging and seizures, which support the
premise that hypoxanthine-3-N-oxide is effective in inducing alarm signals. Hypoxanthine may in
the future be a good management method for protecting ichthyofauna, especially in the hydropower
sector, because it has proven efficacy, is a synthetic, commercial, and non-toxic substance to biota
and the aquatic environment.

Keywords: behavioral changes, epidermal cells, repulsive response, alarm substances.

1 INTRODUCAO

A comunicagdo quimica na ictiofauna pode ser intencional quando, por exemplo, fémeas
estimulam os machos para reproducédo, liberando feromdnios na agua; ou acidental quando lesdes
na pele de peixes danificam células “club”, as quais eliminam substincias que provocam
comportamentos de alerta ou fuga em outros peixes [1]. Essas substancias foram inicialmente
denominadas como "Schreckstoff", em alemao [2]. Atualmente essa substancia também é conhecida
como “Scary stuff” em inglés, e “Substancia do medo” ou “Substancia de alarme”, em portugués
[1].

A composicdo das substancias de alarme ainda esta sendo estudada pela ciéncia, contudo
estudos sugerem a presenca da hipoxantina-3-N-o0xido [3]-[5]. Os principais comportamentos
decorrentes da exposi¢do do peixe a essa substancia sdo busca por abrigo, formacéo de cardumes,
natacdo rapida e imobilidade [4].

A capacidade de um individuo detectar e responder a substancia de alarme e/ou a
hipoxantina-3-N-0xido, aumenta a probabilidade de evitar a predagédo, sendo um importante fator
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no processo evolutivo [1]. A adaptacdo de metodologias eficazes no comportamento anti-predador
de peixes com uso da hipoxantina-3-N-6xido pode ser promissora na prote¢do da ictiofauna.

Embora a maioria dos estudos com tais substancias se restrinjam a algumas espécies e tenham
sido analisadas apenas em laboratorio, existem conclusdes muito similares quando testadas em
ambiente natural [5].

Em usinas hidrelétricas muitas espécies de peixes, sobretudo as migradoras, concentram-se
em suas proximidades. Ocasionalmente, as unidades geradoras demandam revisdes técnicas e/ou
manutencdes, onde a vazao turbinada é reduzida a zero, e 0s peixes presentes no canal de fuga podem
entrar no tubo de succdo, na caixa espiral ou no pogo de esgotamento. Essa situacdo demanda
procedimentos complexos, devido as questdes de seguranca dos trabalhadores que adentram nas
areas de risco e ao tempo de confinamento até o resgate eficiente dos peixes [6].

Solucdes construtivas e novas regras de operacdo tém sido amplamente empregadas em
diversas usinas hidrelétricas, contudo € de grande interesse o desenvolvimento de novos métodos
[6]. A hipoxantina-3-N-6xido é uma candidata promissora na repulsdo de peixes, e alguns estudos
comprovaram sua eficiéncia [3], [4], [7], [8]. Além disso, a hipoxantina é facilmente adquirida e

manuseada, além de ndo ser um método perigoso ou invasivo aos peixes [5].

2 OBJETIVO
Avaliacdo em ambiente controlado da eficiéncia da hipoxantina-3-N-6xido, como substancia

de alarme, analisando a alteracdo comportamental das espécies Matrinxd e Tambaqui.

3 METODOLOGIA
Sistema remoto para analises comportamentais de peixes

Para avaliar o efeito da hipoxantina-3-N-O0xido no comportamento dos peixes foram
utilizados 3 aquarios com as dimensbes 20x30x200 cm (LxAXC). Todos eram equipados com
sistemas circulacdo de agua, oxigenacdo, injecdo e dispersdo de amostra liquida. Além disso, um
sistema de monitoramento remoto atraves de capturas de imagens com 3 cdmeras foi instalado em
uma estrutura de perfil de aluminio, a qual pode ser acoplado sobre cada aquéario. As cameras foram
dispostas em formato “V”, ou seja, a cAmera central € oposta as cameras das extremidades de forma
a se evitar ficar fora do ponto de captura e/ou sobreposi¢cdo de imagem. Um software também foi
desenvolvido para detectar e registrar a posi¢do do(s) peixe(s) no aquario, bem como controlar a
introducdo da hipoxantina-3-N-0xido. O software utilizou linguagem computacional C# (C Sharp),

fazendo uso das funcionalidades da biblioteca open source de visdo computacional OpenCvSharp.
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Protocolo experimental

As espécies juvenis Matrinxa (Brycon cephalus) e Tambaqui (Colossoma macropomum)
foram adquiridas comercialmente e mantidas num tanque de armazenamento de fibra de vidro
aerado com volume de 5.000 L. Os peixes foram alimentados com racdo comercial e expostos ao
fotoperiodo natural de 12/12 horas e temperatura média de 26 + 1 °C até completa aclimatizacdo
dos individuos (60 dias).

A agua dos aquarios, foi ajustada para pH 7,5 com a adicdo de carbonato de sédio (Na2COs)
[4], [5], sendo previamente transferida cerca de 20% (V/V) da dgua do tanque de armazenamento.

Os peixes aclimatizaram nos aquarios experimentais por 18 horas em jejum. No momento
dos ensaios a oxigenagao do sistema foi interrompida e o fluxo de agua foi ajustada para 1,7 L min’
1. Apds 20 minutos iniciais do experimento foi injetada a solugdo de hipoxantina-3-N-6xido por 2
min, sendo na sequéncia o fluxo de dgua cessado durante 20 minutos, resultando no tempo total de

filmagem do experimento de 40 minutos.

Padrbes comportamentais
Para avaliar a eficiéncia da hipoxantina-3-N-6xido foi elaborado um etograma a partir das
referéncias [2], [7], [9], considerando 0s comportamentos agrupamento, natacdo rapida e

imobilidade.

Analises estatisticas

Os resultados dos ensaios foram classificados com a presenca ou auséncia da hipoxantina-
3-N-6xido considerando os comportamentos descritos no etograma (imobilidade, natacdo rapida e
agrupamento) e as diferentes areas dos aquarios: Setor 1 — regido proxima da injecdo, Setor 2 —
regido intermediaria e Setor 3: regido distante da injecdo.

Inicialmente os dados foram submetidos ao teste Shapiro-Wilk, para verificar a normalidade,
sendo o valor o adotado para o nivel de significancia de 0,05 (5%).

Quando os dados nédo apresentam significancia na normalidade (p>0,05), aplicou-se a analise
de variancia (ANOVA/MANOVA), avaliando se determinada conjectura sobre um parametro é
verdadeira, considerando duas hipoteses, a nula (Ho) e a hipotese alternativa (H1). A Ho refere-se a
afirmacgédo considerada como verdadeira em relacdo a um determinado parametro. Quanto a Hy,
trata-se daquela que se deseja testar, sendo ela aceita caso a Hoseja rejeitada. No caso aqui
apresentado, a Hz infere pela diferenca significativa antes e apds aplicar a hipoxantina-3-N-6xido
para cada comportamento e considerando as varias areas do aquario. Todavia, quando os dados

apresentaram significancia na normalidade (p<0,05), aplicou-se a anélise de variancia multivariada
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Kruskal-Wallis, que compara duas ou mais populag@es continuas e independentes. Assim como a
ANOVA, o Kruskal-Wallis considera duas hipdteses, a nula (Ho) e a hipotese alternativa (H1) [10].

4 RESULTADOS

Foram feitos 18 ensaios com as espécies Brycon cephalus e Colossoma macropomum,
totalizando 12 horas de filmagens. As andlises de variancias ndo apresentaram diferencas
significativas (p>0,05) para todos os comportamentos em ambas as espécies. Entretanto, para ambas
as espécies houve maior ocorréncia de agrupamento e natacdo rapida apos aplicacdo da hipoxantina-

3-N-6xido na concentragdo de 6,0 pg L (Figura 1).

Figura 1. Médias de ocorréncias dos comportamentos antes (preto) e ap6s (cinza) aplicacdo da hipoxantina-3-N-éxido,
na concentragdo de 6,0 pug L, para as espécies Matrinxd e Tambaqui. A — Agrupamento; NR — Natagao rapida; | —
Imobilidade.
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Essas respostas comportamentais ndo diferiram daquelas eliciadas pelo extrato de pele
intraespecifico. Foi identificada natacéo rapida seguida de imobilidade na espécie Matrinxa (Brycon
cephalus) na concentragéo de 0,9 pg L™ [11]. Com uso de metodologia similar aos autores anteriores,
comprovou-se a percepcdo ao extrato de pele e o aumento da atividade natatoria foi o
comportamento mais acentuado no Lambari (Astyanax bimaculatus), espécie muito comum no
Brasil [12]. Sabe-se que o extrato de pele de Notropis cornutus, espécie da América do Norte,
aumentou o agrupamento e a busca por abrigo em intraespecificos [13].

O matrinxa e o tambaqui, semelhantes a outras espécies pertencentes ao grupo Ostariophysi,
tendem a formar cardumes em situacOes de risco [5]. O agrupamento permite o forrageio,
aumentando a percepcdo de predadores e, consequentemente, diminui as oportunidades dos
individuos serem predados por estarem muito coesos [12].

A natacdo rapida pode ser interpretada como uma conduta comum no ambiente natural
quando peixes se sentem ameacados por alguma situacao [5].

A natacdo lenta foi outro comportamento observado para as duas espécies. Na natacdo lenta
0 movimento é cerca de 0,5 cm s, para tanto, a barbatana caudal do peixe fica imdvel. Este € um
comportamento que muitas espécies exibem em situacdes de elevado estresse [5].

Nos experimentos foram observados 1 episddio de ataque entre os peixes da espécie
Matrinxa e 2 episodios de ataques da espécie Tambaqui. O comportamento “ataque” se deu quando
um ou mais peixes realizavam agressdo ou eram vitimados, seguido ou ndo de uma curta
perseguicdo. A referéncia [12] também observou que 0s peixes exibiram esse comportamento,
caracteristico de medo e ansiedade, ap6s estarem na presenca de predadores.

A comunicacdo quimica deve ser vantajosa para 0 emissor, receptor ou para ambos. Caso
contrério, o estimulo emitido tende a se extinguir com o processo evolutivo das espécies. As
respostas a hipoxantina-3-N-6xido para as espécies matrinxa e tambaqui no presente estudo reforcam
as afirmacGes de que respostas de alarme interespecificas sao eficientes e frequentes tais como as
respostas intraespecificas [14].

Tanto para o matrinxa quanto para o tambaqui também n&o foram encontradas respostas ao
uso das areas dos aquarios (Setor 1, Setor 2 e Setor 3) (ANOVA, p>0,05). Entretanto, nos
experimentos foram observadas aproximacdes seguidas por evasdes de individuos ou grupos na area
mais proxima de aplicacdo da H3NO, sendo para Matrinx& cerca de 10 e para Tambaqui cerca de 7
eventos. Apesar dos aquarios serem extensos, o confinamento dos peixes pode ter contribuido para
esse resultado. A falta de um canal de fuga pode ter obrigado os peixes a retornarem a fonte de

aplicacdo da hipoxantina repetidas vezes.
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A hipoxantina pode ser facilmente adquirida comercialmente e ndo ha dados que comprovem
maleficios a sanidade dos peixes e/ou do ambiente [5].

As questbes ambientais sdo de grande importancia no setor hidrelétrico, visto que a
sustentabilidade tem caracterizado este setor frente a outras formas de geracao de energia elétrica.
A utilizacdo de novos métodos de repulsdo ou de condicionamento dos peixes é essencial e muito
almejado nesse setor. A HsNO é uma alternativa promissora, integrante de solucfes e melhorias
praticas de protecdo da ictiofauna durante a operacdo e manutencao de usinas hidrelétricas. Contudo,
mais estudos com as espécies Matrinxa e Tambaqui, bem como com outras espécies nativas do

Brasil, necessitam ser amplamente estudadas.

5 CONCLUSAO

Os resultados preliminares desse estudo em aquarios demonstraram que as espéecies Matrinxa
e Tambaqui apresentaram evidéncias incomuns, como natacdo lenta, forrageio para o fundo dos
aquarios e ataques entre os peixes, confirmam a percepcdo da HsNO e provavelmente incomodos
para ambas as espécies.

A hipoxantina pode ser futuramente um bom método de manejo para protecao da ictiofauna,
sobretudo no setor hidrelétrico, por ter eficacia comprovada em outros estudos, ser uma substancia
sintética, comercial e ndo toxica a biota e ao ambiente aquéatico. Contudo, estudos mais aprofundados
em aquarios e no ambiente com espécies nativas e com diferentes condicdes ambientais e

concentragdes sdo imprescindiveis, pois o ambiente natural é complexo e muito dindmico.
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