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RESUMO

Este estudo teve como objetivo aumentar o conhecimento sobre
anestésicos, fauna parasitaria e estado de salde de Octopus maya. Para
tanto, foram realizados quatro experimentos: o primeiro teve como
objetivo avaliar o estado de salde de fémeas pos-desova; 0 segundo e 0
terceiro, determinar o agente anestésico e a concentracdo que devem ser
utilizados para a manipulacéo de curto prazo de juvenis e adultos; e o
guarto objetivou avaliar os possiveis efeitos dos anestésicos nos
pardmetros de hemolinfa. No primeiro experimento, foram analisadas as
variaveis fisiolégicas, metabdlicas, imunoldgicas e parasitoldgicas apds
1, 10, 20, 30 e 40 dias pés-desova (DPD) a fim de detectar possiveis
diferencas no estado de satde das fémeas em relagdo ao tempo. A partir
dos dados obtidos, foi possivel concluir que, apesar de evidentes
alteracOes nas variaveis fisioldgicas, aliado a um aumento nos indices de
glicose, indicando que as fémeas de O. maya usam suas proprias
reservas durante este periodo, pode-se observar uma adaptacdo das
fémeas e uma compensacdo imunolégica que permitiu as femeas
manterem-se saudaveis até 40 DPD. Adicionalmente, foi descrita pela
primeira vez a fauna parasitaria de fémeas de O. maya pds-desova, com
registro de Aggregata sp. no ceco, intenstino e branquias, e larvas de
cestoides Prochristianella sp. na massa bucal. No experimento referente
ao uso de agentes anestésicos para manipulagdo de curto prazo de
juvenis, avaliou-se o efeito a curto e longo prazo da exposicdo as
diferentes substancias e concentracdes, analisando o consumo de
oxigénio antes, durante e depois da anestesia, 0 comportamento e o
crescimento dos animais. Posteriormente, 0s melhores agentes
anestésicos foram selecionados e seu efeito avaliado em adultos. Em
juvenis, observou-se que 0s agentes anestésicos e a manipulacdo
acarretaram alteragcdes no consumo de oxigénio e ingestdo de alimento,
entretanto, em geral, ndo foram suficientes para ocasionar efeito a longo
prazo no crescimento dos animais. Em adultos, etanol foi o agente
anestésico que apresentou os melhores resultados. Assim, para a
manipulacdo de curto prazo (até 3 min) de juvenis e adultos de Octopus
maya, ndo é necessario 0 uso de agentes anestésicos. Em espécimes
adultos de grande tamanho, nos quais a manipulacdo pode ser
dificultada, sugere-se o uso de etanol 3,0%. Por ultimo, no quarto
experimento, analisaram-se o efeito dos agentes anestésicos em
parametros de hemolinfa comumente utilizados para avaliar o estado
nutricional e de salde em polvos. Os resultados deste experimento
permitem concluir que os agentes anestésicos, em geral, alteraram a



osmolalidadde da 4gua do mar e os parametros de hemolinfa avaliados
e, portanto, recomenda-se cautela no uso destas substancias quando estes
parametros forem requeridos.

Palavras-chave: Aquicultura, salde, parasitos, anestesia, bem-estar.



ABSTRACT

This study aimed to increase the knowledge about anesthetics, parasite
fauna and health status of Octopus maya. To achieve this objective, four
experiments were carried out: the first one aimed to evaluate the health
status of post spawning females; the second and the third, determine the
anesthetic agent and concentration that should be used for short-term
manipulation of juveniles and adults; and the fourth aimed to evaluate
the possible effects of the anesthetic agentes on the hemolymph
parameters. In the first experiment, the physiological, metabolical,
immunological and parasitological variables in 1, 10, 20, 30 and 40 days
after spawning (DAS) were analyzed to detect possible differences in
the health status in relation to the time. Our results seem to indicate that
although the evident changes in the physiological variables, combined
with an increase in the glucose levels, indicating that O. maya females
use their own reserves during this period, we can observe an adaptadion
of the animals and an immunological compensation which allowed
themselves to maintain healthy until 40 DAS. In addition, we present for
the first time the parasite fauna of post spawning O. maya, with the
register of Aggregata sp. in the caecum, intenstine and gills, and
cestodes larvae Prochristianella sp. in the buccal mass. In the
experiment of the use of anesthetic agentes for short-term manipulation
of juveniles, we evaluated the short and long term effects of the
exposure to the different substances and concentrations, analyzing the
oxygen consumption before, during and after anestesia, the behavior and
the growth of the animals. Afterwards, the best anesthetic agents were
selected and tested in adults. In the juveniles, we observed that the
anesthetic agents and the manipulation resulted in changes on the
oxygen consumption and in the food intake of the animals, however, in
general, they were not enough to cause a long term effect on the growth
of the animals. In adults, etanol was the anesthetic agent with the best
results. Therefore, for short term manipulation of Octopus maya
juveniles and adults (< 3min) it’s not necessary the use of anesthetic
agents; in specimens of big size, in which the handling can be
difficulted, we suggest the use of etanol 3.0%. Lastly, in the fourth
experiment, we analyzed the possible effects of the anesthetic agents on
the hemolymph parameters commonly used to evaluate the nutritional
and health status in octopuses. The results of this experiment, allowed us
to conclude that the anesthetic agents, in general, changed osmolality
and the hemolymph parameters evaluated and, thus, we recommend



caution in the use of these substances when these parameters are
required.

Keywords: Aquaculture, health, parasites, anesthesia, welfare.
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CAPITULO |

INTRODUCAO GERAL

A primeira parte da introducéo geral desta Tese foi publicada como
um capitulo de livro: ROUMBEDAKIS, K.; MARTINS, M. L. Cap. 17
- Sanidade de polvos: Estado atual e perspectivas. In: TAVARES-DIAS,
M.; MARIANO, W. S. (Org.). Aquicultura no Brasil: novas
perspectivas. Vol 1. Aspectos Biolégicos, Fisiologicos e Sanitarios de
Organismos Aquaticos. led. Sdo Carlos, SP: Pedro & Jodo Eds, 2015,
v. 1, p. 329-353.
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1. INTRODUCAO
Sanidade de polvos: Estado atual e perspectivas

1.1 Aspectos gerais

A classe Cephalopoda € dividida em duas subclasses:
Nautiloidea, que possui apenas dois géneros, Nautilus e Allonautilus, os
Unicos representantes viventes com concha externa, e Coleoidea, que
compreende as lulas, sépias, polvos ¢ “vampiros” (JEREB et al., 2014).
Segundo estes autores, os cefalopodes compreendem quase 1.000
espécies vivas atualmente descritas, entretanto, estima-se que existam
pelo menos outras 100 espécies ndo descritas. Dentre a ordem Octopoda,
a qual pertencem os polvos, destaca-se o0 género Octopus que
compreende mais de 200 espécies (JEREB et al., 2014), distribuidas
principalmente em &guas rasas tropicais. Os polvos desempenham papel
fundamental nas relagfes tréficas dos ecossistemas marinhos, tanto
como predadores de uma diversa fauna bentbnica, como presas
importantes de diversas espécies que estdo no topo da cadeia alimentar
(GUERRA, 1992).

Em cefalépodes coledides, o ciclo de vida é, em geral, curto
podendo variar de 6 a 36 meses (MANGOLD, 1983). Estes animais s&o
semélparos, ou seja, apresentam apenas um evento reprodutivo durante a
vida (MANGOLD, 1983; BOYLE; RODHOUSE, 2005). Os polvos da
familia Octopodidae sdo dioicos e apresentam dimorfismo sexual:
guando sexualmente maduros, os machos apresentam um brago
diferenciado, o0 hectocdtilo, através do qual transferem os
espermatéforos para o oviduto da fémea durante a cépula (BOYLE;
RODHOUSE, 2005). Apds a transferéncia, os espermatoforos se
rompem e liberam o esperma, que é armazenado na espermateca da
glandula ovidutal onde ocorre a fecundacdo (FROESCH; MARTHY,
1975).

O desenvolvimento embrionario é direto e, em espécies de aguas
rasas, dura geralmente entre um e dois meses dependendo da
temperatura da 4gua (FORSYTHE; HANLON, 1988). Apds a postura, a
fémea dedica-se exclusivamente a sua manutencédo (Figuras 1 A e B). O
cuidado parental inclui a protecdo da massa de ovos de possiveis
predadores, aeracdo e limpeza dos ovos e eliminacdo de embrides
mortos (VIDAL et al., 2014). Durante este periodo a fémea ndo se
alimenta, necessitando de reservas endégenas (GUERRA, 1992;
ROCHA, 2003), o que acarreta mudancas fisioldgicas e sua condicédo se
deteriora drasticamente podendo ser observada uma diminui¢do
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corporal, culminando com sua morte apés a eclosdo dos ovos
(GUERRA, 1992).

Apo6s a eclosdo, as paralarvas, geralmente permanecem no
plancton onde se alimentam até se estabelecerem no substrato e
iniciarem a fase bentdnica (BOYLE; RODHOUSE, 2005). Este periodo
¢ relativamente curto devido & alta taxa de crescimento destes animais
(ROCHA, 2003). Em algumas espécies com ovos de maior tamanho
(Figura 1 B), o animal recém eclodido se integra imediatamente ao
habitat do adulto, sem passar pela fase plancténica (SWEENEY et al.,
1992).

Apbs a reproducdo, os polvos passam por uma etapa conhecida
como senescéncia caracterizada como um estagio normal do ciclo de
vida e geralmente ocorre antes da morte: em machos ocorre ap6s a
copula e nas fémeas durante a incubacdo dos ovos ou logo ap6s sua
eclosdo (ANDERSON et al., 2002). A senescéncia ndo é uma doenga ou
o0 resultado de uma doenga, embora doengas também possam ocorrer
durante este estdgio (PASCUAL et al., 2010). Quatro condi¢es ou
atividades séo indicadoras deste estagio: perda de apetite ou auséncia de
alimentacdo levando a perda de peso, retracdo da pele ao redor dos
olhos, atividade indireta ou ndo coordenada e ocorréncia de lesdes na
pele (ANDERSON et al., 2002).

Figura 1: Fémeas de polvos com suas massas de ovos durante o cuidado
parental. A. Octopus insularis; B. Octopus maya. Figura 1 A
gentilmente cedida por Tatiana Leite.

A

1.2 Captura de polvos

Os cefaldpodes apresentam grande valor como fonte de proteina
para o consumo humano. O abastecimento do mercado mundial esta
baseado quase que exclusivamente na captura de espécimes do



31

ambiente, dependendo da disponibilidade de animais e da frequéncia da
pesca. A captura de cefaldpodes tem aumentado significativamente nas
Gltimas décadas, devido ao declinio de estoques de peixes, superando 4
milhdes de toneladas e representando 3% do comércio mundial de
pescados em 2012 (FAO, 2014). Consequentemente, a importancia da
captura de polvos também tem aumentado, principalmente na Europa,
onde sdo consumidos em larga escala e possuem alto valor comercial.

Seguindo a tendéncia mundial, os polvos tornaram-se excelentes
potenciais pesqueiros no Brasil devido & redugdo da captura de pescados
tradicionais aliada a expansdo pesqueira sobre os cefalopodes. Até o
inicio dos anos 2000, os polvos eram capturados principalmente como
fauna acompanhante durante a pesca de arrasto-de-fundo de camardes
(GASALLA et al., 2005), sendo, em 2003, implementada a pesca de
polvo com espinhéis de pote pela frota comercial paulista (AVILA-DA-
SILVA et al., 2006). Este método se assemelha a tradicional pesca de
espinhel para peixes e € composta por uma linha principal, na qual se
prendem, em intervalos regulares, linhas secundarias que possuem em
suas extremidades potes ao invés de anzois. Dentro de cada pote €
colocado cimento para que sirva de lastro quando submerso. O nimero
de potes e o tempo de permanéncia na 4gua sdo variaveis. Esta arte de
pesca utiliza a estratégia do animal em procurar reflgio no pote para se
proteger, sendo considerada de baixo impacto sobre o fundo oceénico
(AVILA-DA-SILVA et al., 2014).

Apds a implementacdo da técnica de pesca de espinhel com potes,
de alta produtividade e voltada em grande parte para exportacgéo,
observou-se um aumento da captura do polvo sem precedentes (AVILA-
DA-SILVA et al., 2006). Em Santa Catarina, as primeiras viagens de
embarcacfes com espinhéis de potes para polvos foram registradas em
2005 (AVILA-DA-SILVA et al., 2014). As capturas do polvo Octopus
vulgaris compdem quase a totalidade da produgéo da frota comercial no
Sudeste-Sul  brasileiro, entretanto, outras espécies da familia
Octopodidae também s&o capturadas (AVILA-DA-SILVA et al., 2014).
A captura de polvos na regido Sudeste-Sul é maior quando comparada
ao Nordeste, porém, proveem quase que exclusivamente da pesca
industrial (AVILA-DA-SILVA et al., 2014).

Segundo HAIMOVICI et al. (2014), no Nordeste, a pesca de
polvo ocorre principalmente nos estados da Bahia, Ceara e Rio Grande
do Norte e é mais diversificada, envolvendo mais modalidades de pesca
e um nimero maior de pescadores, sendo Octopus insularis a espécie
que corresponde a maior parte das capturas. Estes autores descrevem,
além da pesca de espinhel de potes, outras duas modalidades de pesca
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praticadas na regido: coleta dos polvos sobre recifes rasos e mergulho
préximo a estes, sem o uso de embarcagfes, para consumo préprio e
complementacdo de renda, e pesca de mergulho de pequena escala,
realizada com pequenas embarcagfes a vela ou motorizadas,
frequentemente para complementar a pesca da lagosta.

1.3 Espécies com potencial de cultivo

Octopus vulgaris Cuvier, 1797 (Figura 2 A) é uma das espécies
mais importantes no que diz respeito a captura e valor comercial (VAZ-
PIRES et al., 2004). Ocorre em 4aguas tropicais, subtropicais e
temperadas do Oceano Atlantico ao Mar Mediterraneo (MANGOLD,
1997). No Brasil, ocorre ao longo de toda a costa e é a espécie de polvo
mais explorada nas regides Sudeste e Sul (AVILA-DA-SILVA et al.,
2014), sendo raramente pescada em ambientes rasos do Nordeste
(HAIMOVICI et al., 2014). Habita desde a costa até a plataforma
continental, alcancando 200 m de profundidade (RODRIGUEZ et al.,
2006), em temperaturas que variam de 7 a 32°C e salinidade entre 32 e
40 (GUERRA, 1992). E comum em &guas rasas, recifes de coral ou
rochas, onde sua predominancia depende da abundéancia de alimentos e
abrigos (MANGOLD, 1983).

Octopus vulgaris tem sido alvo de diversos estudos relacionados
aos aspectos hiolégicos e de cultivo, em razdo do elevado valor de
mercado e do grande potencial que representa como espécie alternativa
para a aquicultura (MAZON et al., 2007). E uma das espécies
promissoras para o cultivo por uma série de fatores como alta taxa de
conversdo alimentar, com capacidade de incorporar de 40 a 60% do
alimento ingerido (WELLS, 1978; MANGOLD, 1983); rapido
crescimento, atingindo taxas de crescimento diario entre 3 a 10% (LEE
et al., 1998; DOMINGUEZ et al., 2002), com ganhos de 0,5 a 1,0
kg/més (GARCIA-GARCIA; AGUADO GIMENEZ, 2002); alto
conteldo proteico, aproximadamente 70 a 90% do peso seco da
composicdo corporal (O’DOR; WELLS, 1987; LEE, 1994); alta
fecundidade, podendo produzir de 100 a 500 mil ovos por fémea
(WELLS, 1978; MANGOLD, 1983; IGLESIAS et al., 2000) e facil
adaptacdo e manutencdo em cativeiro (VAZ-PIRES et al., 2004,
RODRIGUEZ et al., 2006). Além destas caracteristicas, apresenta ciclo
de vida curto, em torno de 12 a 18 meses e aceita alimentos de baixo
valor comercial (IGLESIAS et al., 2000).

Octopus insularis Leite e Haimovici, 2008 (Figura 2 B), havia
sido anteriormente identificada como O. vulgaris, entretanto, verificou-
se a presenca de diferencas morfoldgicas e genéticas de espécimes
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coletados no Nordeste do Brasil em relacdo a O. vulgaris provenientes
do Mediterraneo e do Sul do Brasil, confirmando a presenca desta nova
espécie (LEITE et al.,, 2008). Devido a sua proximidade com O.
vulgaris, esta espécie possivelmente também possua potencial para o
cultivo.

E uma espécie bentdnica costeira de guas rasas cuja distribuicio
conhecida até a presente data abrange o Nordeste e Norte do Brasil,
incluindo todas as ilhas oceanicas brasileiras (LEITE et al., 2008), sendo
considerada a principal espécie alvo da pesca nestas regides
(HAIMOVICI et al., 2014). Ocupa fundos duros como recifes, rochas,
cascalho e platd biogénico composto por cascalho, areia, esponjas e
algas (HAIMOVICI et al., 2014). Possui tamanho médio a grande, com
manto e cabeca largos e bragos relativamente pequenos e grossos, com
tamanho de 3 a 5 vezes o comprimento do manto e € mais robusta
quando comparada com O. vulgaris (LEITE et al., 2008).

Figura 2: A. Octopus vulgaris; B. Octopus insularis. Figuras
gentilmente cedidas por Tatiana Leite.

o G g e

1.4 Cultivo de polvos

Os cefalopodes vém sendo utilizados como organismos modelo
para pesquisas nas areas de neurociéncia, fisiologia e etologia, por isso
sdo frequentemente mantidos sob condi¢des de laboratério ou aquarios
(BOLETZKY; HANLON, 1983). O cultivo de cefalépodes também tem
sido realizado com fins ornamentais, principalmente polvos e sépias,
devido ao rapido crescimento global desta indistria (VIDAL et al.,
2014) e por estarem entre 0s animais mais carismaticos em aquarios
(VILLANUEVA et al., 2014). Além disso, os polvos sdo considerados
um dos grupos de invertebrados marinhos mais atrativos para a
aquicultura (VIDAL et al., 2014) por apresentarem rapido crescimento
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combinado &s altas taxas de conversdo alimentar e por possuirem altas
fontes proteicas e grande aproveitamento, sendo 80 a 85% do peso
corporal total aproveitavel para consumo humano (LEE, 1994).

O cultivo de cefalopodes em pequena escala é atualmente
possivel para algumas espécies como Sepioteuthis lessoniana, Sepia
officinalis, O. maya e O. vulgaris (somente crescimento de subadultos
em gaiolas), sendo essas espécies consideradas como modelos de cultivo
ao redor do mundo e candidatas preferenciais para a aquicultura
(VIDAL et al.,, 2014). Segundo VILLANUEVA et al. (2014), estas
espécies foram as mais amplamente estudadas nas Ultimas décadas e,
consequentemente, as que acumularam maior literatura cientifica. Estes
autores destacam que os maiores desafios enfrentados atualmente para o
desenvolvimento dos cultivos sdo o controle da reproducdo e o
desenvolvimento de uma dieta artificial sustentavel.

O cultivo de polvos encontra-se em fase de desenvolvimento e,
nas Ultimas décadas, diversas tentativas foram realizadas visando
conhecer as técnicas para a producdo em larga escala, entretanto, o
cultivo desde a fase de ovo até subadulto tem sido realizado com
sucesso somente em escala experimental (IGLESIAS et al., 2000). Com
excecdo de O. maya que tem sido cultivado em laboratdrio, inclusive por
varias geracdes consecutivas (HANLON; FORSYTHE, 1985), o cultivo
de polvos é restrito & engorda de subadultos capturados na pesca
(MAZON et al., 2007). Na Espanha, o cultivo de O. vulgaris é baseado
na engorda de subadultos capturados no ambiente, mantidos em tanques
ou em gaiolas flutuantes e alimentados com peixes, crustaceos e
moluscos, provenientes da fauna acompanhante da pesca, até atingirem
0 peso comercial (GARCIA-GARCIA; VALVERDE, 2006). No Brasil,
um estudo foi conduzido com a engorda de polvos subadultos em
gaiolas flutuantes leves, econdmicas e de facil manejo, demonstrando o
potencial desta atividade para a diversificagdo da malacocultura
(TEIXEIRA et al., 2014).

1.5 Alguns aspectos éticos na manipulacéo de cefalopodes

A ética e 0 bem estar na manipulacéo de cefalépodes é um tema
que tem recebido considerdvel atencdo nos Ultimos anos, sendo esta
classe de animais recentemente incluida na legislacdo de bem estar na
Unido Europeia juntamente com os vertebrados [“Directive
2010/63/EU” (EU, 2010)]. Procedimentos éticos que levem em
consideracdo a possibilidade destes animais em presenciarem situacdes
de dor e sofrimento devem ser implementados. Desta maneira, em
situacBes de manutencdo de cefalépodes para pesquisa ou em locais
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publicos, é necessario promover boas praticas de bem estar animal.
Assim, sugere-se a utilizacdo da politica dos 3 R's: "reduction™ (reducdo
do nimero de animais em experimentos, por exemplo), "refinement” (ou
seja, utilizando espécies para as quais os detalhes de manejo e
alimentacéo sdo bem conhecidos e controlaveis, reduzindo as chances de
sofrimento e morte dos animais) e "replacement” (pela substituicdo de
cultivo de células apropriadas ou modelos de computador, sempre que
possivel) (vide revisdes MOLTSCHANIWSKY] et al., 2007; VIDAL et
al., 2014).

No cultivo em laboratério, 0 manejo dos animais é utilizado com
frequéncia em procedimentos como transporte, medicdo e/ou pesagem,
classificacdo e marcagdo, extragdo de hemolinfa, entre outros. Nestes
procedimentos, os anestésicos sdo geralmente utilizados a fim de
facilitar o manejo, prevenir lesdes, reduzir o estresse e promover o bem-
estar dos animais. Os anestésicos mais comumente utilizados em
cefalopodes sdo uretano, etanol, cloreto de magnésio e agua fria (vide
revisio de GLEADALL, 2013 a). A utilizacgdo do uretano
(MESSENGER, 1968; ANDREWS; TANSEY, 1981) reduziu desde que
foi considerado cancerigeno.

O etanol tem sido utilizado em concentracGes de 1,5 a 3% diluido
em agua do mar com sucesso na anestesia de diversos cefalopodes (vide
revisdo de GLEADALL, 2013 a). Entretanto, alguns autores relataram
reacOes adversas apds a imersao inicial, como, por exemplo, tentativas
de sair do tanque e liberacdo de tinta (FROESCH; MARTHY 1975;
ANDREWS; TANSEY, 1981). Além disso, inducdo inadequada
(incompleta) pode ocorrer em temperaturas baixas (GLEADALL, 2013
a), devido a reducdo do efeito narcotizante do etanol (MOORE et al.,
1964). O cloreto de magnésio, assim como 0 etanol, é um anestésico de
baixo custo e de facil acesso e manipulacdo. Em cefal6podes, foi
utilizado com sucesso em diversas espécies de diferentes sexos, idades e
tamanhos (MESSENGER et al., 1985; GORE et al., 2005; SCIMECA,
2011) inclusive em anestesia de longa duracdo (MOONEY et al., 2010).
A hipotermia, por sua vez, possui a vantagem de evitar o uso de drogas
quimicas e seus potenciais efeitos (GLEADALL, 2013 b), em
contrapartida, pode ser dificil a manutencdo da agua na temperatura
desejada, além dos animais apresentarem condi¢cdo mais rigida do corpo
dificultando operacfes cirargicas (ANDREWS; TANSEY, 1981).
Alguns autores relataram que a agua fria ndo produz anestesia adequada
(GLEADALL, 2013 a) e questionaram sua utilizacdo em procedimentos
potencialmente dolorosos (WEST et al., 2007).
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1.6 Agentes patogénicos

Estudos sobre parasitologia de cefalopodes sdo escassos.
Revisdes sobre os principais agentes patogénicos em cefalépodes foram
publicadas na década de 90 (HANLON; FORSYTHE, 1990 a, b;
HOCHBERG, 1990), entretanto, poucos dados foram publicados nas
Gltimas duas décadas (CASTELLANOS—MARTI'NEZ; GESTAL, 2013).
Os principais agentes patogénicos descritos na literatura sdo virus,
bactérias Gram-negativas do género Vibrio, fungos e parasitos.

1.6.1 Virus

Estudos recentes foram conduzidos por RODRIGUEZ-CANUL et
al. (2012) em O. maya a fim de determinar a presenca do virus da
mancha branca (WSSV), j& que estes animais se alimentam de
crustaceos, podendo, portanto agir como vetores do virus. Embora O.
maya selvagens ndo apresentarem nenhum sinal de infeccéo, os autores
infectaram experimentalmente 10 polvos via oral com camardes
Litopenaeus vannamei positivos para o virus e observaram que sete
polvos contrairam o virus quatro semanas ap0s a infeccdo,
demonstrando a possibilidade de O. maya servir como hospedeiro
paraténico para o virus.

1.6.2 Bactérias

InfecgBes causadas por Vibrio spp. tem sido descritas em varias
espécies de cefalépodes (FORD et al., 1986; REIMSCHUESSEL et al.,
1990; FARTO et al., 2003; SANGSTER; SMOLOWITZ, 2003;
HARMS et al., 2006; SCIMECA, 2011). S&o detectadas principalmente
na epiderme e/ou manto causando ulceragdes e, em casos mais Severos,
os sistemas circulatério e reprodutivo podem ser afetados levando a
morte em poucos dias (SANGSTER; SMOLOWITZ, 2003).

Estas bactérias sdo comuns em &guas costeiras e tém sido
detectadas em niveis mais elevados na parede dos tanques dos cultivos
(ELSTON; LOCKWOOD, 1983; SANGSTER; SMOLOWITZ, 2003)
quando comparado a condigfes naturais (FORD et al., 1986). Este fato
reforca a possibilidade de ocorréncia de infeccdes secundarias a
ulceracdes, especialmente se a injlria for causada por colisGes no
ambiente de cultivo (SANGSTER; SMOLOWITZ, 2003; HARMS et al.,
2006). A utilizacdo de boas préaticas de manejo pode reduzir o estresse e
evitar 0 aparecimento de injdrias, reduzindo possiveis infeccdes
bacterianas.
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1.6.3 Fungos

Registros de infecgdes causadas por fungos sdo raros em
cefalépodes. Cladosporium sp. foi observado em uma espécie nao
identificada de polvo (SCIMECA, 2011) e em uma fémea de S.
officinalis, com infeccdo bacteriana local ocasionando ulceragdo
(HARMS et al., 2006). Similarmente as infeccBes bacterianas, as
infeccbes flangicas em cefalépodes sdo infeccGes secundarias que
ocorrem como resultado de um trauma ou pelo comprometimento do
sistema imune (HARMS et al., 2006).

1.6.4 Parasitos

Os cefaldpodes tém papel importante na transmissao de parasitos,
uma vez que podem ser hospedeiros primarios para protozoarios,
Dicyemida e crustaceos, bem como segundo ou terceiro hospedeiro
intermediario para digenéticos, cestoides, acantocéfalos e nematoides
(HOCHBERG, 1990). Algo em torno de 150 espécies de parasitos
protozoarios e metazoarios estéo relacionadas a um total de 650 espécies
de cefalépodes (HOCHBERG, 1990), entretanto, esse nimero pode ser
bem maior.

Os parasitos mais frequentemente observados em cefalépodes sdo
0s coccideos do género Aggregata (Protozoa: Apicomplexa), parasitos
intracelulares transmitidos por meio da cadeia alimentar, comumente
relatados em vérias espécies de cefalépodes mundialmente distribuidas
(HOCHBERG, 1990). Atualmente, 10 espécies de Aggregata foram
descritas infectando lulas, sépias e polvos, sendo descrito inclusive em
uma espécie de polvo de aguas profundas (CASTELLANOS-
MARTINEZ; GESTAL, 2013).

Agreggata spp. tém ciclo de vida heteroxeno, com um crustaceo
como hospedeiro intermediario para o desenvolvimento do estagio
assexual do parasito (merogonia), enquanto os cefalépodes sdo os
hospedeiros definitivos, nos quais ocorrem 0s estagios sexuais do
parasito (gamogonia e esporogonia) (HOCHBERG, 1990) (Figura 3). Os
estagios assexuais infectam o trato digestério de crustaceos
(HOCHBERG, 1990) e os estagios sexuais sdo encontrados no trato
digestério de cefal6podes, principalmente o ceco, sendo que, em
infeccbes mais severas, podem infectar branquias e musculatura do
manto (PASCUAL et al., 1996; MLADINEO; BOCINA, 2007).
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Figura 3: Ciclo de vida de Aggregata sp. A etapa de merogonia ocorre
em um crustdceo decapode (hospedeiro intermediario) e as etapas de
gamogonia e esporogonia ocorrem no polvo (hospedeiro definitivo). 1.
Esporozoito; 2-6. Desenvolvimento do merozoito; 7. Merozoito; 8-10.
Desenvolvimento do macrogameta; 11. Macrogameta ho momento da
fertilizacdo;  12-15. Desenvolvimento do  microgameta;  16.
Microgameta; 17. Zigoto; 18-20. Desenvolvimento do oocisto; 21.
Oocisto contendo 0s esporocistos em desenvolvimento; 22-24.
Desenvolvimento dos esporocistos; 25. Esporocistos contendo 0s
esporozoitos (Adaptado de HOCHBERG,1990).
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InfeccBes severas por Aggregata octopiana e Aggregata eberthi
tem sido observadas nos tratos digestorios de O. vulgaris e S. officinalis,
respectivamente, selvagens e cultivados em aguas europeias (PASCUAL
et al., 1996; GESTAL et al., 2002 a, b). GESTAL et al. (2002 a)
observaram diversos efeitos histopatoldgicos decorrentes da infecgdo
por A. octopiana no trato digestério de O. vulgaris, como hipertrofia
celular com deslocamento nuclear, inflamacdo, fagocitose, ulceracéo e
destruigdo parcial dos 6rgdos. Em polvos senescentes, PASCUAL et al.
(2010) observaram predomindncia do parasito em estagio de
esporogonia infectando amplamente os tecidos, fato que pode estar
relacionado com a liberacdo de formas infectantes maduras para garantir
a conclusdo do ciclo de vida do parasito. Além disso, os autores
observaram pouca infiltragdo de hemdcitos ou reacBes fibréticas nos
locais de infec¢do, demonstrando que o sistema imunoldgico nesta etapa
da vida pode estar comprometido.

A coccidiose, doenga causada por Aggregata spp., pode afetar
negativamente as fungdes gastrointestinais causando diminui¢do ou mau
funcionamento das enzimas de absorcdo, fenémeno conhecido como
sindrome da ma absorcdo (GESTAL et al., 2002 b). Apesar da
coccidiose ndo ser a principal causa de morte, é provavel que a sindrome
da ma absorcdo prejudique o desenvolvimento e crescimento dos
animais (GESTAL et al., 2002 b).

Além de Aggregata, outros parasitos tém sido relatados em
cefalopodes: outros protozoarios e metazodrios como Dicyemida,
Monogenea, metacercarias e digenéticos adultos, cestoides,
acantocéfalos, nematoides e crustdceos (OVERSTREET; HOCHBERG,
1975; HANLON; FORSYTHE, 1990 a, b; PASCUAL et al., 1996;
GONZALEZ et al., 2003). Até a presente data, estes parasitos nio
parecem causar maiores problemas aos cefalépodes, entretanto, em
condi¢cbes de cultivo, pode ocorrer a sua proliferagdo, levando a
infeccdes severas e prejuizos econdémicos.

1.7 Sistema imune de cefalépodes

Os cefalopodes constituem um grupo avancado de moluscos com
sistema circulatério “fechado” bem desenvolvido, constituido por um
coracdo sistémico e dois coracdes acessorios (coracdes branquiais) que
distribuem a hemolinfa por meio de artérias e capilares para todo o
corpo, além da presenca de um 6rgdo hematopoiético, o corpo branco
(FORD, 1992). A hemolinfa de cefal6podes é composta por uma fragdo
liquida, constituida pelo plasma, rico em hemocianina e que contém
diferentes fatores humorais, e por uma fracéo celular, constituida pelas
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células circulantes ou hemdcitos. O pigmento respiratdrio hemocianina é
a proteina mais abundande na hemolinfa, podendo representar até 98%
do total de proteinas hemolinfaticas (MALHAM et al., 1998 a). Os
hemdcitos, por sua vez, estdo envolvidos em vérias fungdes como
reparacdo de tecidos, digestdo de nutrientes, transporte e excre¢do
(FORD, 1992).

Como em outros invertebrados, o sistema imune de cefaldpodes
conta com fatores celulares e humorais, que agem juntos na eliminacao
de micro-organismos invasores. Os fatores celulares séo realizados pelos
hemdcitos que respondem pela fagocitose, formacdo de cépsulas e
nddulos, infiltracdo ou atividades citotoxicas, isolamento e destruicdo de
patdégenos, enquanto as moléculas dissolvidas no plasma (lectinas,
aglutininas e lisozimas) sdo importantes componentes da resposta
humoral (FORD, 1992).

Em moluscos bivalves podem-se diferenciar dois tipos de
hemdcitos: os granulares ou granuldcitos, que se caracterizam pela
presenca de abundantes granulos citoplasmaticos e parecem ser as
células imunologicamente mais reativas e os hemdcitos hialinos ou
hialindcitos, desprovidos ou com nimero muito reduzido de granulos
(VARGAS-ALBORES; BARRACCO, 2001). Até recentemente, apenas
um tipo de hemdcito havia sido identificado em cefalopodes
(MALHAM et al., 1998 a; RODRIGUEZ-DOMINGUEZ et al., 2006).
Entretanto, CASTELLANOS-MARTINEZ et al. (2014) revelaram a
existéncia de duas populagcdes de hemdcitos em O. vulgaris. Estes
autores identificaram uma populacdo predominante, os granuldcitos
grandes, com nucleo excéntrico em forma de U e citoplasma abundante
com granulos basofilicos e um segundo tipo de hemdcitos, o0s
granuldcitos pequenos, redondos ou ovais, com nlcleo acompanhando o
formato da célula, ocupando quase sua totalidade, e citoplasma escasso
contendo granulos em pequeno nimero ou totalmente ausentes.

Em moluscos, os hemécitos tem papel importante na defesa
interna pelo reconhecimento e eliminagdo de material ndo-préprio, bem
como reparo da concha e de ferimentos (CHENG, 1975). O reparo de
ferimentos envolve migracdo e agregacdo de hemdcitos no local da
injuria para prevenir o extravasamento de hemolinfa, até que as células
epiteliais crescam sobre o ferimento para completar a cicatrizagdo
(CHU, 2000). Em cefalépodes, os hemadcitos sdo capazes de formar um
agregado que é acompanhado por vasoconstricdo e sintese de colageno
para ajudar a reparar a lesio (FERAL, 1988).

A fagocitose de agentes microbianos e material ndo-proprio é um
importante mecanismo e constitui a primeira linha de defesa de
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invertebrados (BARRACCO et al., 2008). Em cefaldpodes, a atividade
fagocitica foi verificada em hemdcitos de Eledone cirrhosa
imunoestimulados com Vibrio anguillarum (MALHAM et al., 1997) e
em hemadcitos de O. vulgaris imunoestimulados com zymosan (NOVOA
et al, 2002; RODRIGUEZ-DOMINGUEZ et al, 2006;
CASTELLANOS-MARTINEZ et al, 2014). CASTELLANOS-
MARTINEZ et al. (2014) observaram diferenca na habilidade de fagocitose
pelos dois tipos de hemdcitos identificados em O. vulgaris, sendo que o0s
granuldcitos grandes apresentaram maior atividade fagocitica.

Quando a quantidade de micro-organismos invasores é maci¢a ou
guando as particulas ou patdégenos sdo de grande tamanho e a fagocitose
ndo é possivel, ocorre a formacdo de nddulos e céapsulas,
respectivamente  (BARRACCO et al, 2008). Em cefalopodes a
formagcdo de capsulas foi observada em infecgbes causadas por
helmintos e nematoides devido ao seu grande tamanho mesmo em
formas larvais (SARDELLA et al., 2000) e em polvos infectados por
Aggregata spp. (GESTAL et al., 2002 a).

Alteragbes no nimero, morfologia ou viabilidade dos hemdcitos
podem ser usados como indicadores da satde (ELLIS et al., 2011), visto
que variagfes podem ocorrer em animais parasitados ou expostos a
algum tipo de estresse. MALHAM et al. (1998 a) realizaram sucessivas
coletas de hemolinfa de E. cirrhosa (0, 2 e 4 horas) e observaram
aumento significativo no nimero de hemdcitos 2 horas ap6s a primeira
coleta, decaindo apés 4 horas. Variagcdes no nimero de hemdcitos foram
observadas em E. cirrhosa expostos ao ar por 5 minutos (MALHAM et
al., 2002). Em O. vulgaris, aumento significativo na quantidade de
hemdcitos circulantes foi observado 4 horas apds a infeccdo com
lipopolissacarideos de Escherichia coli quando comparados aos animais
injetados com solucdo salina tamponada com fosfato (PBS)
(LOCATELLO et al., 2013).

Durante as rea¢des imune-celulares ocorre a produgdo e liberacdo
de moléculas altamente téxicas que auxiliam na morte e degradacdo do
agente invasor, ocasionando aumento do consumo intracelular de
oxigénio, chamado de burst respiratorio, que resulta na producdo de uma
variedade de espécies intermediarias altamente reativas de oxigénio
(ROIs) e de nitrogénio (RNIs) (BARRACCO et al., 2008). A producéo
de ROIs in vitro ja foi relatada em hemécitos de E. cirrhosa
imunoestimulados com V. anguillarum (MALHAM et al., 2002).
NOVOA et al., (2002) observaram producdo de ROIs e RNIs em
hemdcitos circulantes e células do corpo branco de O. vulgaris
imunoestimulados com zymosan, demonstrando a capacidade de ambas
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as células em reagir contra o agente estranho, como também observado
em hemdcitos de O. vulgaris imunoestimulados com zymosan
(CASTELLANOS-MARTINEZ et al., 2014).

Os fatores humorais complementam a atividade celular. Dentre
estes fatores destacam-se as lectinas, proteinas sem atividade catalitica,
com capacidade de se ligar especificamente a carboidratos da superficie
de diferentes células, incluindo micro-organismos, causando sua
aglutinacdo (BARRACCO et al., 2008). A presenca de uma lectina com
especificidade a lactose foi descrita em O. vulgaris (ROGENER et al.,
1985). Em O. maya, ALPUCHE et al. (2010) descreveram uma lectina
(OmA) homologa a hemocianina do tipo A de Octopus dofleini, com
especificidade a galactosamina, manose e fucose. Estes autores
relataram elevada atividade hemaglutinante desta lectina na presenca de
eritrocitos e sugeriram ter um papel na resposta imune pelo
reconhecimento e aglutinag&o de oligossacarideos.

A lisozima é uma enzima liberada durante o processo de
fagocitose capaz de romper polissacarideos complexos ou
peptidoglicanas das paredes bacterianas (BARRACCO et al., 2008).
Maior atividade de lisozima foi observada nos hemdcitos, na hemolinfa
e em varios tecidos de polvos E. cirrhosa infectados com V. anguillarum
guando comparado a animais ndo infectados (MALHAM et al., 1998 b).
Similarmente, LOCATELLO et al. (2013) observaram maior atividade
desta enzima no plasma de O. vulgaris apés injecdo de
lipopolisacarideos de E. coli em relacdo a animais injetados com PBS. A
atividade de lisozima também foi detectada no tegumento e em 6rgaos
do sistema circulatério de S. officinalis (LE PABIC et al., 2014).

Dentre as respostas humorais, um dos mais efetivos mecanismos
imunes de invertebrados contra agentes estranhos é a ativagdo do
sistema prd-fenoloxidase. A ativacdo da forma inativa (proPO) para a
enzima ativa (PO) ocorre pela acdo de serino-proteases, iniciando uma
cascata proteolitica cujo produto final é a melanina (BARRACCO et al.,
2008). Em cefaldpodes, a PO foi caracterizada no saco de tinta de lllex
argentinus (NARAOKA et al., 2003) e Octopus ocellatus (FAN et al.,
2009). Em embrides de S. officinalis no final da organogénese foi
detectada a atividade de PO, sugerindo seu papel no sistema imune
destes animais (LACOU-LABARTHE et al., 2009). Corroborando estes
resultados, LE PABIC et al. (2014) observaram altas atividades de PO
no tegumento, bem como nos 6rgdos dos sistemas respiratorio e
circulatério de S. officinalis nas formas zimogénica e ativa. Estes autores
também relataram altas atividades de PO na glandula digestiva e seus
apéndices e sugeriram que este 6rgdo pode servir como reservatorio de
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proPO, entretanto, sugerem futuras investigacGes para definir o real
papel da PO neste 6rgdo, levando em consideracdo a detoxificacdo e
metabolismo de hemocianina.

1.8 ConclusGes e perspectivas

Como ja mencionado anteriormente, estudos hemato-
imunolégicos e parasitologicos em cefalépodes com potencial para
cultivo, tanto com fins ornamentais ou aquicultura, sdo de fundamental
importancia devido ao crescente interesse por estes animais. Com o
aumento dos cultivos, ocorre consequentemente um incremento na
incidéncia de patologias causadas por bactérias e/ou parasitos, 0 que
pode tornar-se um fator limitante e ameacar a sustentabilidade dos
cultivos. O conhecimento das doencas e agentes patogénicos e dos
mecanismos de defesa em cefalépodes e 0 entendimento destas relagfes
é vital para a manutencdo e sucesso dos cultivos e para o diagnostico e
desenvolvimento de tratamentos especificos.

Varios aspectos do sistema imune deste grupo complexo de
animais precisam ser investigados, como, por exemplo, a identificacdo
de proteinas de reconhecimento padrdo e peptideos antimicrobianos,
bem como as reagBes imune-celulares, os mecanismos liticos e
degradativos e o sistema proPO. Estudos futuros relativos a infeccdo
experimental com patégenos e resposta inflamatéria frente a diferentes
flogégenos normalmente utilizados em vertebrados merecem ser
realizados para compreensdo da cinética da resposta inflamatdria dos
hemdcitos. Outra linha de pesquisa promissora é o estudo de substancias
imunoestimulantes em espécies consideradas prioritarias para a
aquicultura, a fim de conferir uma maior imunocompeténcia em
cefalopodes de interesse econdémico.
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2. ESPECIE DE ESTUDO: Octopus maya

2.1 Classificacéo taxonémica
Filo: Mollusca
Classe: Cephalopoda
Subclasse: Coleoidea
Superordem: Octobrachia
Ordem: Octopoda
Subordem: Incirrina
Familia: Octopodidae
Subfamilia: Octopodinae
Género: Octopus
Espécie: Octopus maya (Voss e Solis-Ramirez, 1966)
(ITIS, 2016)

2.2 Distribuicao geogréfica

Octopus maya é uma espécie endémica da Peninsula de Yucatan,
México, e ocorre nos estados de Campeche, Yucatan e Quintana Roo,
desde Ciudad del Carmen até Isla Mujeres (VOSS; SOLIS-RAMIREZ,
1966; ROSAS et al., 2014) (Figura 4). Habita aguas rasas da plataforma
continental, em profundidades que variam de 0-50 m (JEREB et al.,
2014) e ocupa fundos lodosos ou calcarios compostos por recifes,
vegetacdo marinha constituida principalmente por Thalassia testudinum,
conchas vazias de moluscos gastrépodes (Strombus gigas, S. costatus e
Pleuroploca gigantea) e covas onde possam desovar e esconder-se de
predadores (SOLIS-RAMIREZ, 1967).

2.3 Caracteristicas gerais

Octopus maya é uma espécie grande e robusta, com bracos
longos, 3 a 4,5 vezes o comprimento do manto, podendo atingir
comprimento e peso total de 130 cm e 5 kg, respectivamente (JEREB et
al., 2014). Uma de suas caracteristicas marcantes é a presenca de ocelos,
visiveis como uma mancha escura com uma mancha central clara
(JEREB et al., 2014) dos lados esquerdo e direito entre 0 segundo e
terceiro bragos, abaixo dos olhos (Figura 5).
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Figura 4: Distribuicdo geografica de Octopus maya.
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O ciclo de vida de O. maya é de 8 a 12 meses (HANLON;
FORSYTHE, 1985). Estima-se que o pareamento ocorre a partir de
setembro a outubro, meses em que frequentemente séo encontradas
fémeas completamente maduras; entre novembro e dezembro se
observam massas de ovos recém depositadas e, inclusive, fémeas
incubando; em dezembro pode-se observar duas regides distintas em
cada ovo, 0 embrido e o saco vitelinico, e em janeiro é frequente
encontrar ovos recém eclodidos; por fim, em fevereiro esta situagdo se
torna mais evidente, terminando assim o periodo normal reprodutivo da
espécie (SOLIS-RAMIREZ, 1967).

A reproducdo ocorre perto da costa onde cada fémea geralmente
deposita entre 1.500 e 2.000 ovos (SOLIS-RAMIREZ, 1967). Durante a
copula, como ocorre em outros octdépodes, os machos inserem o
hectocétilo na cavidade do manto da fémea, através do qual transferem
os espermatoforos para o oviduto (BOYLE; RODHOUSE, 2005). O
esperma pode ser armazenado pela fémea durante varios meses até a
fecundagdo (ROCHA, 2003). Apds a desova, as fémeas de O. maya se
dedicam exclusivamente ao cuidado e protecdo dos ovos até sua eclosdo,
que ocorre entre 50 a 60 dias (ROSAS et al., 2014).

Possuem desenvolvimento direto e 0s ovos estdo entre 0s maiores
dentre as espécies de polvo, podendo atingir 17 mm de comprimento
(VOSS; SOLIS-RAMIREZ, 1966), que produzem juvenis de 6-7 mm de
comprimento de manto (ROPER et al., 1984). Os animais apresentam
habito bentdnico imediatamente apds a eclosdo. Nos primeiros meses de
vida, em ambiente natural, se alimentam de presas vivas e sua dieta esta
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composta principalmente por zooplancton, que inclui diversas espécies
de isopodos, anfipodos e outras larvas de crusticeos (VAN
HEUKELEN, 1977). A dieta dos adultos inclui siris (Menippe
mercenaria), gastropodes (Nerita sp.) e peixes. Dentre seus principais
predadores destacam-se as garoupas (Serranidae) e as cavalas
espanholas (Scombridae) (ROSAS et al., 2014).

Figura 5: Octopus maya (Adaptado de JEREB et al., 2014).
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2.4 Captura

A pesca de O. maya é uma das mais importantes na regiao,
gerando cerca de 15.000 empregos e mais de 27 milhGes de dolares
anuais (JURADO-MOLINA, 2010). A producdo anual varia entre
10.000 e 20.000 toneladas, sendo que cerca de 70% deste total é
exportado para a Europa e Asia (ROSAS et al., 2014). Apesar da
abundancia deste recurso na Peninsula de Yucatan, o aumento da pesca
tem provocado uma diminuicdo das populacdes de maneira

generalizada, o que pode provocar uma sobre exploragdo (CHAVEZ,
1994; SOLIS-RAMIREZ, 1994).
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A pesca de O. maya e de O. vulgaris no México é regulamentada
pela legislacdo mexicana (NORMA Oficial Mexicana 008-PESC-1993 e
009-PESC-1993) que estabelece o tamanho minimo de captura (110 mm
de comprimento de manto), uma quota anual de pesca para cada espécie
(que varia a cada ano) e a epoca de defeso nos estados de Campeche,
Yucatan e Quintana Roo (16 de dezembro a 31 de julho de cada ano)
(CONAPESCA, 2015).

A captura ¢ realizada por pesca de “gareteo”, método em que se
utiliza uma pequena embarcacdo na qual sdo colocadas duas varas ou
“jimbas” de bambu, uma na proa e outra na popa (Figura 6 A). Ao longo
destas varas, se prendem linhas de pesca de nylon e, no outro extremo
livre, um siri (Menippe mercenaria, Callinectes ornatus ou Libinia
emarginata) como isca. Pecas de chumbo séo presas cerca de 20 cm do
siri para assegurar que ndo flutue. A embarcagdo é deixada a deriva ou
“al garete” de tal maneira que seja levada por a¢do do vento e das
correntes, arrastando a isca ao fundo. Quando o siri € capturado pelo
polvo, se observa uma certa tensdo na linha, e o pescador imediatamente
a recolhe e captura o polvo com as mios (SOLIS-RAMIREZ;
CHAVEZ, 1985) (Figura 6 B).

Figura 6: A. Barcos de pesca de Octopus maya na costa de Sisal,
Yucatan, México; B. Espécime de Octopus maya sendo capturado por
pesca de “gareteo”.

2.5 Cultivo

Octopus maya tem sido cultivado no laboratdrio, inclusive por
varias geracbes consecutivas (SOLTS-RAMIREZ, 1967; HANLON;
FORSYTHE, 1985; VAN HEUKELEM, 1983). Apresenta crescimento
rapido devido as suas elevadas taxas de ingestdo e de conversdo
alimentar que variam entre 30 e 60% (HANLON; FORSYTHE, 1985), o
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que lhes permite alcancar 1 kg em 4 meses e peso maximo em 9 meses
quando cultivada a 25°C (VAN HEUKELEM, 1983). Aceita alimento
morto ou preparado imediatamente apds o0 nascimento e se adapta
facilmente as condi¢Bes de laboratério (ROSAS et al., 2007). Esta
caracteristica permite o uso de dietas preparadas em lugar das dietas
vivas, reduzindo assim os custos de produgdo em 40 a 80% do custo
inicial (HANLON et al., 1991).

Na Universidad Nacional Auténoma de México (UNAM), os
primeiros estudos relacionados com o cultivo de O. maya comegaram
em 2004 (ROSAS et al., 2014). Entre 2006 e 2012, mais de 280 desovas
foram realizadas a partir de fémeas selvagens com peso médio de
815+16 g, das quais foram obtidos um total 250.000 ovos, que deram
origem a juvenis recém eclodidos de 0.13+ 0.001 g (N=553) (VIDAL et
al., 2014).

O cultivo de O. maya na UNAM ocorre a partir de animais
coletados no ambiente, que sdo acondicionados em tanques externos de
12.000 L (Figura 7 A), em sistema de circulagdo continua de &gua do
mar, durante algumas semanas para que ocorra a copula. Nestes tanques,
machos e fémeas sdo mantidos na propor¢do de 1:1 e alimentados duas
vezes ao dia com siris congelados (Callinectes spp.). Tubos de PVC (4
polegadas de didmetro) sdo utilizados nos tanques como refugio, na
proporcdo de pelo menos um tubo por animal. Ap6s este periodo, as
fémeas séo individualmente acondicionadas em tanques de 320 L, com
fotoperiodo de 10:14 h luz vermelha-escuro, nos quais sdo adicionados
tubos de PVC ou caixas especificas para oviposi¢do, onde sdo mantidas
até a desova. A desova completa dura aproximadamente 5 dias (vide
revisdes ROSAS et al., 2014; VIDAL et al., 2014).

Sob condicdes de laboratério, os ovos fertilizados sdo incubados
artificialmente (Figura 7 B) e eclodem apds 45-50 dias a 24+1°C
(VIDAL et al., 2014). As crias recém-eclodidas (Figura 8 A) possuem
saco vitelinico interno que é usado como combustivel durante o estagio
pds-eclosdo, por esta razdo, 0s animais nao se alimentam nos primeiros
5-7 dias (ROSAS et al., 2014). O crescimento de juvenis é realizado em
tanques externos, nos quais sdo colocadas conchas de Melongena
corona bispinosa como reflgios (Figura 8 B). Espécimes recém
eclodidos e juvenis de O. maya sdo alimentados com dieta artificial
semilmida a base de lula e siri (ROSAS et al., 2008; ROSAS et al.,
2012), fornecida em conchas de bivalves, duas vezes ao dia.
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Figura 7: Cultivo de Octopus maya na Universidad Nacional Auténoma
de México (UNAM, Unidad Académica Sisal), Sisal, Yucatan, México.
A. Acondicionamento de espécimes selvagens de Octopus maya nas
instalacBes da UNAM; B. Incubacdo artificial de ovos de Octopus maya.

Figura 8: Cultivo de Octopus maya na Universidad Nacional Auténoma
de México (UNAM, Unidad Académica Sisal), Sisal, Yucatan, México.
A. Espécime recém-eclodido de Octopus maya; B. Juvenis de Octopus
maya (setas).
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3. JUSTIFICATIVA

Os polvos Octopus spp. tém sido objeto de muitos estudos,
principalmente nas areas de reproducdo, nutricdo, pesca, cultivo entre
outras (vide revisbes HANLON; FORSYTHE, 1985; VAZ-PIRES et al.,
2004; ROCHA, 2003; HAIMOVICI et al., 2014; ROSAS et al., 2014;
VIDAL et al., 2014). Entretanto, estudos sobre parametros de hemolinfa
fauna parasitaria, e anestésicos sdo escassos (vide revisdes FORD, 1992;
HOCHBERG, 1990; CASTELLANOS-MARTINEZ; GESTAL, 2013;
CASTELLANOS-MARTINEZ et al., 2014; GLEADALL, 2013a).

A determinacdo dos pardmetros de hemolinfa em cefalépodes
selvagens e cultivados de diferentes idades, sexos e tamanhos é
importante para o estabelecimento de valores de referéncia e
identificacdo de situacGes adversas, permitindo aperfeicoar o
monitoramento dos animais em cultivo. Além disso, a identificacdo da
fauna parasitéria de animais selvagens pode auxiliar no conhecimento de
possiveis parasitos que, em situacdes de cultivo, podem causar
enfermidades, resultando em perdas diretas da producdo e aumento dos
custos operacionais, como ja observado em cultivos de peixes.

Em laborat6rio, os anestésicos sdo comumente utilizados em
situagfes de rotina com a finalidade de facilitar o manejo, prevenir
lesbes, reduzir o estresse e promover o bem-estar dos animais.
Diferentes espécies de cefalopodes podem reagir de maneira distinta a
diferentes agentes anestésicos. Desta forma, estudos espécie-especificos
sdo importantes para a determinacdo do anestésico ideal para cada
espécie.

Como mencionado anteriormente, O. maya € uma espécie com
grande potencial para a aquicultura, devido ao seu desenvolvimento
direto, facil adaptacdo em condicfes de cultivo e aceitagdo de alimento
congelado ou dietas artificiais. Entretanto, até a presente data, poucos
estudos relacionados a parametros de hemolinfa e fauna parasitaria e
nenhum estudo sobre anestésicos foram realizados para esta espécie.
Estudos relacionados a estes temas em animais com potencial para o
cultivo tornam-se essenciais diante do crescente potencial desta
atividade nas uUltimas décadas.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Aumentar o conhecimento sobre anestésicos, fauna parasitaria e
pardmetros de hemolinfa em polvos Octopus maya.

4.2 Objetivos especificos

Caracterizar 0 estado de saude de fémeas de O. maya em
diferentes tempos pos-desova;

Analisar a fauna parasitiria e determinar os indices
parasitolégicos em fémeas de O. maya em diferentes tempos
pos-desova;

Avaliar o consumo de oxigénio, o comportamento e o
crescimento de juvenis de O. maya expostos a diferentes
agentes anestésicos e concentragoes;

Testar em adultos de O. maya as melhores concentragdes de
cada agente anestésico utilizado em juvenis;

Avaliar se o0s anestésicos influenciam nos parametros de
hemolinfa de O. maya.
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5. FORMATACAO DA TESE

Esta Tese esta dividida em cinco capitulos. O primeiro capitulo é
referente a introducéo geral e revisdo de literatura. Os capitulos Il, I,
IV e V sdo referentes aos artigos cientificos e estdo formatados de
acordo com as normas das revistas para as quais 0s artigos serdo
submetidos para publicagdo.
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CAPITULO 11

Estado de saude de fémeas de Octopus maya (Cephalopoda:
Octopodidae) pés-desova na Peninsula de Yucatan, México
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Highlights
e Primeira descricdo do estado de salde de fémeas de O. maya
pds-desova.
e Auvalicdo de aspectos fisiologicos, metabdlicos e imunoldgicos
de O. maya.

e Fémeas de O. maya sdo capazes de se adaptar e se manterem
saudaveis até 40 dias p6s-desova.

Artigo redigido de acordo com as normas da Revista Fish and Shellfish
Immunology (Qualis Al, Fator de impacto: 2,674).
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RESUMO

Apobs a desova, fémeas de octdpodes (subordem Incirrina) geralmente
param de se alimentar e apresentam cuidado materno dos ovos até sua
eclosdo, entretanto, pouca informacao sobre a condi¢do geral das fémeas
durante e ap0s este periodo esta disponivel na literatura. Este estudo teve
como objetivo avaliar o estado de salde de fémeas de Octopus maya em
diferentes dias pds-desova (DPD). Foram avaliadas 25 fémeas de O.
maya considerando variaveis fisiologicas (peso corporal total, perda de
peso corporal total, peso da glandula digestiva e gbnada e capacidade
osmética), metabdlicas (proteinas, glicose, colesterol, acilglicerideos e
concentracdo de hemocianina) e imunoldgicas (contagem total de
hemacitos, atividade aglutinante e de fenoloxidase) e comparados os
valores registrados em 1, 10, 20, 30 e 40 DPD. ANOVA de uma via e
teste de Newman-Keuls foram utilizados para verificar diferencas
significativas entre os diferentes DPD, com um nivel de significancia de
5%. Em relacdo as variaveis fisioldgicas, pode-se observar uma maior
perda de peso corporal com o passar dos DPD, aliado a um decréscimo
dos indices hepatossomatico e gonadossomatico (p<0,05). Nas variaveis
metabdlicas, ndo foram observadas diferengas significativas na
concentracdo de hemocianina e nos metabdlitos plasmaticos, com
excecdo da glicose (p<0,05), que apresentou niveis mais elevados em
fémeas apds 10 e 20 DPD. Ja nas variaveis imunoldgicas, foi possivel
observar maior atividade aglutinante em fémeas analisadas em 40 DPD
(p<0,05) e um decréscimo significativo na contagem de hemécitos
(p<0,05) a partir de 20 DPD. Nossos resultados indicam que apesar das
evidentes alteragdes nas varidveis fisioldgicas, aliadas a alteragcdes nos
indices de glicose, indicando que as fémeas de O. maya usam suas
préprias reservas durante este periodo, pode-se observar uma adaptacao
e uma compensacdo imunoldgica que permitiu as femeas manterem-se
saudaveis até 40 DPD.

Palavras-chave: cefaldpodes, hemolinfa, fisiologia, metabolismo,
imunologia.

1. Introducéo

Octopus maya (Voss e Solis-Ramirez, 1966) é uma espécie
endémica da Peninsula de Yucatdn e um dos recursos pesqueiros mais
importantes da regido [1]. Em geral, fémeas de O. maya estdo
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funcionalmente maduras a partir de 300 g de peso corporal [2] e podem
produzir de 1500 a 2000 ovos de mais de 17 mm de comprimento, que
produzem juvenis de 6 — 7 mm de comprimento de manto [3].

Como outros octopodes (subordem Incirrina), apos a desova, as
fémeas de O. maya se dedicam exclusivamente ao cuidado dos ovos até
sua eclosdo. O cuidado materno geralmente inclui a protegdo da massa
de ovos de potenciais predadores, ventilagdo através da expulsdo de
jatos de agua, limpeza da superficie dos ovos e remogdo de embrides
mortos [4]. No laboratério, a incubagdo artificial tem sido utilizada na
prevencdo de perda de ovos com grande sucesso no cultivo de O. maya
[5]. Sob estas condigdes, os ovos fertilizados eclodem apds 45 — 50 dias
a24+1°C[4].

Sob condicBes de laboratério, estudos considerando a condicéo
nutricional [6, 7] e diferentes temperaturas de aclimatacdo [8, 9] em
fémeas de O. maya no periodo pré-desova foram realizados. Entretanto,
pouca informacéo sobre a condicdo geral das fémeas durante o periodo
de cuidado materno e pés-desova esta disponivel na literatura. Assim, o
objetivo do presente estudo foi avaliar o estado de satde de fémeas de
0. maya em diferentes dias p6s-desova.

2. Materiais e métodos
2.1 Coleta e manutencdo dos animais

Espécimes de O. maya foram capturados utilizando linhas de
pesca e siri como isca, na costa de Sisal (Peninsula de Yucatéan, México)
e transportados em tanques circulares de 120 L com agua do mar para o
Laboratério Experimental de Espécies Marinas da Universidad
Nacional Auténoma de México (UNAM/Sisal). No laboratério, machos
e fémeas (1:1) foram acondicionados em tanques circulares de 12.000 L,
em sistema de fluxo aberto de 4gua do mar, durante 2 semanas para
aclimatacdo e para assegurar que a copula ocorreu. Tubos de PVC (4
polegadas de diametro) foram utilizados nos tanques como refigio. Os
polvos foram alimentados duas vezes ao dia com siris congelados
(Callinectes spp.) [1].

Apds este periodo as fémeas foram aclimatadas individualmente
em tanques retangulares de 320 L com recirculacdo continua e aeracdo
constante até a desova. Nestas condicdes, as fémeas foram alimentadas
com dietas artificiais balanceadas com base composta de siri
(Callinectes spp.) de acordo com a exigéncia nutricional da espécie [7]
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por pelo menos 15 dias até a desova. ApOs a desova, os ovos foram
separados e incubados artificialmente e as fémeas foram pesadas e
mantidas nos tanques sem alimentacdo até as analises. As condi¢des da
agua do mar nestes tanques foram de 24,6 + 0,8 °C, salinidade 35 — 38,
oxigénio dissolvido 6,34 + 0,25 mg.L ™", pH 7,42 + 0,2 e fotoperiodo
10:14 h luz vermelha-escuro. A limpeza dos tanques foi realizada
diariamente. Um total de 25 fémeas foram analisadas considerando
variaveis fisioldgicas, metabdlicas e imunolégicas em 1, 10, 20, 30 e 40
dias p6s-desova (DPD) (n=5 fémeas / DPD).

2.2 Coleta e preparo de hemolinfa

Para a extracdo de hemolinfa, as fémeas foram anestesiadas por
hipotermia (16°C abaixo da temperatura do tanque de manutenc&o).
Apds os animais atingirem um estado de sedacdo (diminuigdo da taxa
respiratoria e perda da coloracdo e da postura normal), realizou-se
cuidadosamente um corte longitudinal no manto até a liberacéo da aorta
cefalica. A hemolinfa foi coletada diretamente da aorta cefalica
utilizando-se um cateter conectado a um tubo Falcon de 5 mL e usada
imediatamente ou mantida sob refrigeracéo (2 — 8 °C) até o uso.

A hemolinfa foi centrifugada a 800 x g por 5 min a 4 °C para
separar o plasma, utilizado para avaliar os metabdlitos plasmaticos e
atividade aglutinante e de fenoloxidase. O pellet celular de cada amostra
foi lavado duas vezes com solucdo SIC-EDTA (0,45 M NaCl, 10 mM
KCI, 10 mM HEPES e 10 mM EDTA-Na,; pH 7,3) e centrifugado
novamente como descrito acima. Posteriormente, ressuspendeu-se varias
vezes 0 pellet celular com solugdo tampéo de cacodilatos (10 mM &cido
cacodilico, 10 mM CaCl; pH 7,0) em volume semelhante e centrifugado
a 16.000 x g por 5 min a 4 °C. O sobrenadante foi utilizado para avaliar
a atividade de fenoloxidase de degranulado de hemdcitos e sistema
(plasma e degranulado de hemécitos).

2.3 Variaveis fisioldgicas

Apds a anestesia, 0s animais foram pesados (peso corporal total)
e subsequentemente a coleta de hemolinfa, procedeu-se a eutanasia por
destruicdo do cérebro. A gdnada e a glandula digestiva foram retiradas e
pesadas separadamente para obtencdo dos indices gonadossomatico e
hepatossomatico, respectivamente, de acordo com Cortez et al. [10].
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A pressdo osmética da hemolinfa e da agua do mar do tanque de
acondicionamento das fémeas foram medidas utilizando um
microosmémetro (20 uL/amostra) (3 Mo-Plus, Advanced Instruments,
USA). Os resultados foram expressos em mOsm kg™ '. A capacidade
osmotica (CO) foi definida como a diferenca entre a pressdo osmotica da
hemolinfa e do meio externo [11].

2.4 Variaveis metabolicas

As concentracfes de glicose, colesterol e acilglicerideos no
plasma foram determinadas, em triplicata, em microplacas de 96 pocos
com fundo chato utilizando-se kits cromogénicos comerciais especificos
(ELITech Group®). Brevemente, adicionou-se 10 uL de plasma a 200
uL do reagente enzimatico apropriado para cada amostra. A
concentracdo de proteina também foi determinada em formato de
microplacas de 96 pocos com fundo chato. Entretanto, neste caso, o
plasma foi previamente diluido (5 pL de plasma em 2.000 pL de agua
estéril) e posteriormente, adicionou-se 10 uL desta solugéo a 200 ul de
uma solucdo comercial (Biorad Protein assay 500-0006), de acordo com
0 método de Bradford [12]. Albumina do soro bovino foi utilizada como
padrdo. Os valores de absorbancia de cada metabdlito plasmatico foram
registrados em um leitor de microplacas (Biorad model 550) e as
concentracdes (mg mL") calculadas utilizando-se curvas padrdes
considerando o valor de diluicdo para cada amostra. Todos 0s
metabdlitos plasmaticos foram determinados em triplicata.

A concentracdo de hemocianina foi medida utilizando-se 10 puL
de hemolinfa diluida em 990 uL de solucdo TRIS (0,1 M; pH 8,0) e
mediu-se a absorbancia em 335 nm (UV-SENSE; SLM AMINCO Mod
DW). A concentracdo de hemocianina foi calculada usando um
coeficiente de extingdo de 17,26 calculado com base na subunidade
funcional de 74 kDa [13, 14].

2.5 Variaveis imunolégicas

Para evitar a ativacdo do sistema imunol6gico por endotoxinas,
todas as vidrarias foram lavadas previamente a utilizacdo com Etoxa-
clean (Sigma Chemical Co) e as solugdes foram preparadas utilizando-se
agua livre de pirdgenos. A contagem total de hemécitos foi realizada,
em duplicata, em camera de Neubauer a partir de hemolinfa fixada em
Alsever (115 mM CgH1206, 30 mM NazCeHsO7, 338 mM NaCl, 10 mM
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EDTA.Na,; pH 7,0) formalina 4% em diluicdo de 1:3. As amostras
foram mantidas sob refrigeracdo (2 — 8 °C) até as analises.

A atividade aglutinante foi avaliada utilizando-se sangue humano
(tipo O+) obtido de um banco de sangue local. Antes do uso, 0s
eritrocitos foram lavados trés vezes com solucdo salina 0,9%,
centrifugados a 380 x g a 25 °C por 5 min e entdo ajustado a um volume
final de 2%. Amostras de 50 pL de plasma dos polvos foram
adicionados em pogos de uma microplaca de 96 pogos com fundo em U
e uma diluicdo serial de 2 vezes foi utilizada com solug&o salina 0,9%
como diluente. O mesmo volume de solucdo de eritrcitos foi
adicionado a cada pogo e incubado por 2 — 3 h & temperatura ambiente.
Nos controles, substituiu-se o plasma dos polvos por solucdo salina
0,9%. O titulo de atividade natural de aglutinacdo do plasma dos polvos
foi expresso como o reciproco da diluicdo mais alta que mostrou um
padrdo visivel de aglutinagdo [15].

As atividades de fenoloxidase (FO) total (FOT), plasmatica
(FOplas), em degranulado de hemdcitos (FOdh) e sistema (plasma e
degranulado de hemdcitos) (FOsis) foram mensuradas por
espectrofotometria, em triplicatas, em microplacas de 96 pogos com
fundo chato [16, 17]. A técnica foi ajustada para O. maya. Brevemente,
para atividade de FOT, 50 uL de plasma (ou degranulado de hemdcitos,
no caso de FOdh) foram incubados com volume igual de tripsina (1 mg
mL""; Sigma) por 10 min & 37 °C. Posteriormente, 180 uL de L-DOPA
(L-3,4-diidroxifenilalanina, 3 mg mL™"; Sigma) foram adicionados a
cada pogo e a microplaca incubada por mais 10 min a 37 °C. Para a
atividade de FOplas e FOsis, utilizou-se 0 mesmo protocolo, entretanto,
em FOplas, a tripsina foi substituida por agua livre de pirégenos e em
FOsis, por degranulado de hemdcitos. Nos brancos, utilizou-se agua
livre de pir6genos em substituicdo a tripsina. A absorbancia foi medida
em 490 nm em leitor de microplacas (Biorad model 550). Os resultados
foram expressos com o incremento de 0,001 em densidade dptica [16].

2.6 Andlises estatisticas

Os dados das variaveis fisiologicas, metabdlicas e imunologicas
foram testados para normalidade utilizando-se o teste de Kolmogorov-
Smirnov, bem como para homocedasticidade das variancias com o teste
de Bartlett. ANOVA de uma via foi utilizada para verificar diferencas
significativas entre os diferentes DPD. Na analise post hoc foi utilizado
0 teste de Newman-Keuls. Os dados foram analisados utilizando o
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programa Statistica 5.0, considerando um nivel de significancia de 5%.
[18].

3. Resultados
3.1 Variaveis fisioldgicas

Apos a desova, as fémeas apresentaram peso corporal total médio
de 1.214,00 + 481,14 g. Com o passar dos DPD foi possivel observar o
aumento gradativo da perda de peso corporal (p<0,05), atingindo um
total de 30,7 £ 5,33% em fémeas analisadas em 40 DPD. Em ambos 0s
indices hepatossomatico e gonadossomatico, ocorreu decréscimo a partir
dos 10 DPD (p<0,05). A capacidade osmotica das fémeas de O. maya
foi similar durante todo o periodo (Fig. 1).

3.2 Variaveis metabodlicas

Em relacdo as variaveis metabolicas, ndo foram observadas
diferencas significativas nos metabélitos plasmaticos, entre os diferentes
DPD, com excegdo da glicose (p<0,05), que apresentou niveis mais
elevados em fémeas apds 10 e 20 DPD. A concentragdo de hemocianina
foi similar durante todo o periodo pos-desova (Fig. 2).

3.3 Variaveis Imunoldgicas

As atividades de FO (FOT, FOdh, FOplas e FOsis) foram
similares em todo o periodo esperimental; ja a atividade aglutinante,
aumentou com o tempo pds-desova atingindo seu maximo em fémeas
analisadas em 40 DPD (p<0,05). O nimero total de hemdcitos
circulantes na hemolinfa apresentou grande variabilidade individual e
foi similar nos diferentes DPD (Fig. 3).
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Fig. 3. Variaveis imunol6gicas (média + desvio padrdo) em fémeas de
Octopus maya em diferentes dias pds-desova. FOT: atividade de
fenoloxidase total; FOplas: atividade de fenoloxidase em plasma; FOdh:
atividade de fenoloxidase em degranulado de hemdcitos; FOsis:
atividade de fenoloxidase em plasma e degranulado de hemdcitos;
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contagem total de hemacitos.
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4. Discussao

Durante o cuidado materno, as fémeas de polvos tém sua
vulnerabilidade e esforcos metabdlicos incrementados, o que leva a uma
reducdo da sobrevivéncia pds-reprodutiva [19]. Usualmente, as fémeas
vivem até o desenvolvimento embrionario estar completo, mas em
alguns casos, dependendo da condi¢do da fémea, pode ocorrer a morte
antes da ecloséo dos ovos, comprometendo a sobrevivéncia da prole [4].
Estudos sobre a condicdo geral das fémeas durante o periodo p6s-desova
sdo escassos. Assim, no presente estudo, sdo apresentadas pela primeira
vez informag0es sobre fémeas de O. maya em diferentes dias p6s-desova
considerando variaveis fisioldgicas, metabdlicas e imunolégicas.

No periodo que antecede a desova, 0 crescimento somatico pode
ser crucial para determinar os eventos subsequentes [20]. Durante
periodo reprodutivo em polvos, é possivel observar a mobilizagdo dos
recursos do tecido somatico para 0 gamético, sendo a maturagdo final
parcialmente atingida as custas do tecido muscular e da glandula
digestiva [21, 22]. Entretanto, estudos mais recentes sugerem que a
maturacao final é alcangada preferencialmente por meio da alimentacéo
em vez de produtos estocados [20, 23, 24].

Fémeas de polvos possivelmente devem balancear a energia
alocada para a producdo dos ovos e a0 mesmo tempo manter energia
suficiente para incuba-los até sua eclosdo [25]. Similarmente a outros
octépodes, fémeas de O. maya cessam a alimentagdo durante o cuidado
materno. A auséncia da alimentagdo acarreta no consumo das reservas
enddgenas [26, 27, 28], o que resulta em alteracBes fisioldgicas que
podem ser refletidas por visivel perda de peso [29] e finalmente irdo
culminar com a morte das fémeas apés a eclosédo dos ovos [4].

A perda de peso corporal em fémeas de polvos pds-desova pode
ser observada tanto em ambiente natural quanto em condi¢bes de
laboratério ou aquario. No ambiente natural, observou-se perdas de 50 a
71% em fémeas de Enteroctopus dofleini durante o cuidado materno
[30]. Em laboratério, fémeas de Octopus mimus perderam 25% do peso
corporal total [10], enquanto fémeas de Octopus cyanea perderam 36%
[31]. Em O. vulgaris esta perda pode ser superior a 50% [32, 33]. Em
condi¢des de aquario, E. dofleini apresentaram perda média de 49,5%,
enquanto fémeas de Octopus rubescens perderam em média 50,3% do
peso corporal total antes de morrerem [25].

No presente estudo, resultados semelhantes podem ser
observados, ja que fémeas de O. maya apresentaram perda de peso
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corporal gradativa com o passar do tempo, atingindo 30,7 *+ 5,33% em
40 DPD. Entretanto, esta perda provavelmente pode ser maior até o final
do periodo de cuidado materno, ja que a eclosdo dos ovos geralmente
ocorre em 45 — 50 DPD a 24 + 1 °C [1, 4] e as fémeas usualmente
morrem em 45 — 61 DPD [31].

O peso da glandula digestiva e condicdo em fémeas de polvos
geralmente aumenta significativamente com a maturacéo [10, 23, 34].
Por outro lado, a redugdo no peso da glandula digestiva e a deterioracéo
na condi¢do associada ao jejum e ao cuidado materno em espécimes
pos-desova podem ser observados [10, 22, 34, 35, 36]. Adicionalmente,
foi documentado um decréscimo de proteinas, carboidratos e lipideos na
glandula digestiva e musculo no periodo compreendido entre a desova e
a eclosdo dos ovos. Estas drésticas alteragfes bioquimicas e estruturais
irreversiveis diminuem a expectativa de vida das fémeas e estdo
fortememente relacionadas as mudangas degenerativas que ocorrem
apoés a reproducéo [35].

Situacdo semelhante pode ser observada com o peso da gbnada e
indice gonadossomatico, ocorrendo aumento no periodo de maturacdo e
0 colapso apds a incubagdo dos ovos [37, 38]. Similarmente, no presente
estudo, foi possivel observar o decréscimo em ambos os indices
hepatossomatico e gonadossomatico em fémeas de O. maya a partir de
10 DPD, sendo os resultados obtidos ap6s 40 DPD similares aos obtidos
em fémeas de O. vulgaris p6s-desova [37].

Os parametros de hemolinfa tém sido usados para monitorar a
condicdo nutricional, fisiolégica e imunoldégica em moluscos e
crustaceos [i.e 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46]. Variaveis metabdlicas,
como metabolitos plasmaticos (proteinas, lipideos, acilglicerideos e
colesterol) e concentracdo de hemocianina, podem auxiliar no
monitoramento nutricional e do estado de salde em camar@es [40, 41,
47, 48]. Por outro lado, glicose [49, 50, 51] e lactato [50] tém sido
propostos como indicadores de estresse nestes animais. Em O. maya,
foram observadas diferencas nos metabdlitos plasmaticos e concentracao
de hemocianina causadas pela composicdo da dieta, indicando que estes
parametros podem refletir no estado nutricional e/ou fisiol6gico destes
animais [43].

A capacidade osmética é um indicador que permite avaliar os
efeitos de diferentes fatores de estresse em camardes [39]. Nestes
animais, variacfes nos valores de capacidade osmética podem ocorrer
com o tamanho, estado nutricional, estagio de desenvolvimento e de
muda [11]. Em cefalépodes, a capacidade osmotica provavelmente
também pode ser utilizada como um indicador de estresse, entretanto,
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estudos devem ser realizados para o estabelecimento de valores de
referéncia. No presente estudo, ndo foram encontradas diferengas
significativas na capacidade osmética em fémeas de O. maya pos-
desova, evidenciando que as fémeas foram capazes de manter a
homeostase desde o enfoque do balang¢o hidromineral.

Fémeas em jejum ou senescentes utilizam a dissolugdo do tecido
muscular como combustivel, o que deixa a taxa metabdlica em um nivel
alto anormal [21]. Em fémeas de Octopus tehuelchus pds-desova,
observou-se reducdo dos niveis de proteinas e fosfolipideos no manto,
glandula digestiva e bracos, atribuidos ao jejum e aos esforgos durante a
incubagdo dos ovos [35]. Em camarBes em jejum, um dos principais
mecanismos utilizados para obtencdo de energia na auséncia da
alimentacdo é o catabolismo de aminodcidos livres e lipideos, o que
diminui a concentragdo de proteina total no soro [52].

Além dos metabdlitos plasmaticos, a concentracdo de
hemocianina também estd diretamente relacionada com o estado
nutricional de camardes [53, 54]. A hemocianina é uma proteina que
contem cobre e representa aproximadamente 98% do total de proteinas
na hemolinfa de polvos [55]. Esta proteina serve como pigmento
respiratério em artrépodes e moluscos e também como proteina de
estocagem [56].

No presente estudo, os niveis dos metabdlitos plasmaticos
proteinas, colesterol e acilglicerideos e a concentracdo de hemocianina
foram similares nas fémeas de O. maya em diferentes DPD. Por outro
lado, pode-se observar maior nivel de glicose em fémeas apés 10 e 20
DPD. A partir dos resultados obtidos das variaveis fisioldgicas aliadas as
metabdlicas, pode-se concluir que as reservas do musculo, gbnada e
glandula digestiva permitem manter o catabolismo em fémeas pos-
desova de O. maya, fato que pode ser observado pela manutencdo dos
niveis de proteinas plasmaticas e concentragdo de hemocianina nos
diferentes DPD. Além disso, o aumento do nivel de glicose
provavelmente é derivado da quebra das reservas energéticas por meio
da gliconeogénese, comumente observada em animais durante periodos
de jejum.

Similarmente a outros invertebrados, o sistema imune de
cefalopodes estd principalmente associado com a hemolinfa. A
hemolinfa é composta por uma porcéo liquida, o plasma, e uma por¢édo
celular, constituida por hemdcitos. Os hemdcitos tem importante funcéo
nas defesas internas, reconhecendo e eliminando material ndo-proprio,
além de atuarem na cicatrizacéo [57], digestdo de nutrientes, transporte e
excrecdo [58]. Por outro lado, os fatores humorais no plasma incluem
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moléculas de reconhecimento do ndo-prdprio e efetores imunes como as
lectinas, opsoninas, proteinas citoliticas e componentes do sistema pro-
fenoloxidase (proPO) [vide revisbes 59, 60].

Alterac6es no numero, morfologia, e/ou viabilidade de hemdcitos
podem ser usados como indicativos do estado de saude [61], ja que estas
alteracBes podem ocorrer em animais expostos a algum tipo de estresse
ou parasitados. Malham et al. [55] realizaram repetidas amostras de
hemolinfa (0, 2 e 4 h) em Eledone cirrhosa e observaram aumento
significativo no nimero de hemécitos 2 h apds a primeira amostragem,
decrescendo ap6s 4 h. Variagdes no nimero de hemdcitos também
foram observadas em E. cirrhosa expostos ao ar por 5 min [62].

Em O. vulgaris, aumento significativo no nimero de hemdcitos
foi observado 4 h ap6s a injecdo com lipopolisacarideos de Escherichia
coli quando comparados com animais injetados apenas com solugdo
salina tamponada com fosfato [46]. No presente estudo, ndo foram
observadas diferencas no nimero total de hemdcitos circulantes na
hemolinfa de fémeas de O. maya, fato que pode estar relacionado com a
alta variabilidade individual. Resultados semelhantes foram obtidos para
O. vulgaris [63, 64].

Interagdes entre fatores celulares e humorais desempenham papel
no sistema imune de invertebrados. Entre os fatores sollveis no plasma
estdo as aglutininas e opsoninas, que frequentemente sdo lectinas.
Diferencas na atividade aglutinante foram observadas em ostras
Crassostrea gigas selvagens e cultivadas [42]. Para a mesma espécie,
Olafsen et al. [65] relataram atividade aglutinante aumentada em ostras
infectadas por Vibrio anguillarum.

Fenoloxidases, uma familia de proteinas que contém cobre, tem
um papel ativo na imunidade inata, catalizando a producdo de melanina
pela oxidacdo ou hidroxilagdo de fendis em quinonas [17]. Em
cefalopodes, fenoloxidases foram caracterizadas no saco de tinta de Illex
argentinus [66] e Octopus ocellatus [67], bem como na hemocianina de
O. vulgaris [68]. Atividades de fenoloxidase também foram
identificadas em embribes e adultos de Sepia officinalis [17, 69, 70].

No presente estudo, pode-se observar uma compensacdo
imunolégica pelo incremento da atividade aglutinante em fémeas
analisadas em 40 DPD, apesar da reducdo da contagem total de
hemdcitos observada a partir de 20 DPD. Adicionalmente, ndo foram
observadas diferencas nas atividades de fenoloxidase (total, plasmatica e
sistema) nos diferentes DPD, fato que pode estar relacionado a
manutencdo da concentracdo de hemocianina durante todo o periodo
pds-desova.
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5. Conclusao

Nossos resultados indicam que apesar das evidentes alteracfes
nas variaveis fisioldgicas, aliadas as alteracdes nos indices de glicose
plasmatica, indicando que as fémeas de O. maya utilizaram suas
préprias reservas durante o periodo pds-desova, pode-se observar certa
adaptagdo e compensagdo imunoldgica que possivelmente tenham
permitido as femeas manterem-se saudaveis até 40 DPD.
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Highlights
e Este estudo relata a fauna parasitaria de fémeas de O. maya pds-
desova.
e Primeiro registro do protozoario coccideo Aggregata sp. em O.
maya.

e Primeiro registro de larvas de cestoides Prochristianella sp. na
massa bucal de O. maya.
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RESUMO

O presente estudo teve como objetivo avaliar a fauna parasitaria e
determinar os indices parasitologicos de fémeas de Octopus maya em
diferentes dias pos-desova (DPD). Olhos, massa bucal, rins, glandula
digestiva, branquias, coragcBes branquiais e sisttmico e trato
gastrointestinal de 22 fémeas foram analisados separadamente em
estereomicroscopio em 1, 10, 20, 30 e 40 DPD para verificar e
quantificar possiveis parasitos. Coccideos do género Aggregata sp.
foram observados no intestino, ceco e branquias, com prevaléncias de 75
a 100%. Larvas do cestoide Prochristianella sp. foram identificadas na
massa bucal, com prevaléncia de 100% em todos os DPD, com exce¢do
de fémeas com 30 DPD que apresentaram prevaléncia de 50%. Este
parasito também foi encontrado no intestino de fémeas com 1 e 10 DPD
com prevaléncia de 25%. A partir dos resultados do presente estudo, foi
possivel observar a infecgdo parasitaria por Aggregata sp. e larvas de
cestoides Prochristianella sp. em fémeas de O. maya em diferentes
DPD, mesmo ap6s pelo menos 30 dias de manutengdo em laboratério.
Estes parasitos sdo transferidos por meio da cadeia tréfica. Desde a
aclimatacdo até a andlise, as fémeas de O. maya foram alimentadas com
siri congelado ou dietas artificiais, 0 que sugere que estes animais ja
estavam infectados com ambos 0s parasitos antes da captura.

Palavras-chave: cefaldpodes, Aggregata, cestoides, parasitos.

1. Introducéo

Cefaldpodes sdo considerados candidatos atrativos para a
diversificacdo da aquicultura marinha devido ao ciclo de vida curto,
altas taxas de crescimento e alto valor de mercado (Vidal et al., 2014).
Aliado a estas caracteristicas, Octopus maya, espécie endémica da
peninsula de Yucatan, México, possui desenvolvimento embrionario
direto e facil adaptabilidade sob condi¢des de cultivo, o que favorece
ainda mais sua utilizacdo para este propdsito (Rosas et al., 2014).

Com a expansdo da aquicultura e o potencial uso de
cefalopodes, estudos parasitoldgicos sdo importantes, pois podem
fornecer informacfes Uteis para evitar o surgimento de doencas e
consequentes perdas econdmicas, como ja observado no cultivo de
peixes (Laferty et al., 2015). Os parasitos de cefalépodes podem ter
impacto tanto em populacBes selvagens como cultivadas (Hochberg,
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1990). Entretanto, estudos sobre a fauna parasitaria das principais
espécies ainda sdo limitados (Hochberg, 1990; Castellanos-Martinez e
Gestal, 2013) e praticamente inexistentes quando se trata de fémeas pos-
desova (Pascual et al., 2010). Assim, o presente estudo apresenta dados
inéditos sobre a fauna parasitaria de O. maya e discute a infecgdo
parasitaria no periodo pos-desova.

2. Material e métodos
2.1 Captura e aclimatagéo dos polvos

Adultos de O. maya foram capturados utilizando-se linhas de
pesca artesanal, com siri como isca, na costa de Sisal, Peninsula de
Yucatan, México. Os animais foram transportados para as instalagdes da
Universidad Nacional Auténoma de México (UNAM/Sisal), onde foram
aclimatados por duas semanas para garantir que a fecundagao ocorresse
por meio de copula natural. Durante o periodo de aclimatacdo, os polvos
foram mantidos em tanques externos circulares de 12.000 L de fluxo
continuo, abastecido com &gua do mar natural (26 — 28 °C), em
propor¢do sexual de 1:1. Tubos de PVC (4” de didmetro) foram
colocados nos tanques para serem utilizados como reflgios. Os polvos
foram alimentados com siris congelados (Callinectes sapidus) duas
vezes ao dia.

2.2 Manutengéo das fémeas

Apbs este periodo, as fémeas foram transferidas para a area de
desova e individualmente mantidas em tanques retangulares escuros de
320 L em sistema de recirculagdo. Em cada tanque, incluiu-se uma caixa
de fibra de vidro para ser utilizada como refligio e para oviposicdo. As
fémeas foram alimentadas, duas vezes ao dia, com dietas semi-Umidas
nutricionalmente equivalentes a base de siri (C. sapidus) (Tercero et al.,
2015) durante pelo menos 15 dias até a desova. Os tanques foram limpos
diariamente para a remocdo de restos de comida ndo ingerida e fezes.
Apos o inicio da desova, descontinuou-se a alimentacao.

Os parametros de qualidade da agua foram mantidos em 24,6 +
0,8 °C, salinidade 35 — 38, oxigénio dissolvido 6,34 + 0,25 mg L™, pH
7,42 + 0,2 e fotoperiodo de 10:14 h luz vermelha/escuro. Ap6s a desova,
os ovos foram transferidos para a area de incubacdo e as fémeas
permaneceram nos tanques até as analises.
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2.3 Analises parasitologicas

Um total de 22 fémeas foi analisado quanto a presenca de
parasitos em 1, 10, 20, 30 e 40 dias pds-desova (DPD). Os polvos foram
anestesiados por hipotermia (16 °C abaixo da temperatura do tanque de
manutencdo) e eutanasiados por destruicdo do cérebro. Os animais
foram pesados e posteriormente dissecados para analise parasitologica.
Separadamente, pesou-se a glandula digestiva e a gbnada de cada animal
para a determinacdo dos indices hepatossomatico e gonadossomatico,
respectivamente, calculados de acordo com Otero et al. (2007).

Olhos, massa bucal, rins, glandula digestiva, branquias,
coragOes branquiais e sistémico e trato gastrointestinal foram analisados
separadamente sob estereomicroscopio para verificagdo e quantificacdo
de parasitos. Parasitos cestoides foram fixados, corados e montados em
laminas permanentes de acordo com Eiras et al. (2006) para
identificagdo. Os indices de prevaléncia, abundancia média e intensidade
média de infec¢lo foram calculados de acordo com Bush et al. (1997).

2.4 Analises estatisticas

Os dados foram testados para a normalidade e
homocedasticidade, utilizando os testes de Kolmogorov-Smirnov e
Bartlett, respectivamente, e posteriormente submetidos a ANOVA de
uma via para verificar diferengas significativas entre os DPD. Na analise
post hoc foi utilizado o teste de Newman-Keuls. As prevaléncias foram
comparadas utilizando-se o teste do qui-quadrado. Os dados foram
analisados utilizando o programa Statistica 5.0, considerando um nivel
de significancia de 5% (Zar, 1999).

3. Resultados

Na tabela 1 sdo apresentados o peso corporal total e os indices
hepatossomatico e gonadossomatico das fémeas de O. maya nos
diferentes DPD. O peso corporal total médio dos animais analisados foi
de 1.024,32 £ 466,80 g, variando entre 461,00 e 1.990,00 g. N&o foram
observadas diferencas significativas entre os pesos das fémeas, ao
contrario dos indices hepatossomatico e gonadossomatico, nos quais
pode-se observar um decréscimo com o aumento dos DPD (p < 0,05)
(Tabela 1).
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Tabela 1 Peso corporal total e indices hepatossomatico e
gonadossomatico de fémeas de Octopus maya em diferentes dias pds-
desova (DPD). N: polvos analisados; PCT: peso corporal total, seguido
pelo desvio padrdo com valores minimo e maximo entre parénteses;
IHS: indice hepatossomatico; IGS: indice gonadossomatico.

DPD N PCT IHS IGS

1 4 1.015,0+556,7 (663,0-1.843,0) 2,38 +0,90° 4,68 £2,07°
10 4 1.2425+6029 (623,0—1.990,0) 1,49+048" 3,06+1,29
20 5 1.069,8+449,9 (730,0—-1.750,0) 1,42+0,33° 1,26+0,31"
30 4 872,2+344,0(547,0-1.339,0) 1,10+0,18" 2,43+0,91°
40 5 933,4+513,7(461,0-1.6650) 1,24+046° 1,17+0,88"

Total 22 1.024,3 +466,8 (461,0-1.990,0) 1,51 +0,64 2,46 £1,70

Letras diferentes indicam diferencas significativas entre os tratamentos (p < 0,05).

As espécies de parasitos identificadas foram os coccideos do
género Aggregata sp. (Apicomplexa: Aggregatidae) no intestino, ceco e
branquias e larvas do cestoide Prochristianella sp. (Cestoda:
Trypanorhyncha) na massa bucal e intestino. Prevaléncias de infecgdo
por Aggregata sp. variaram entre 75 a 100% em fémeas de O. maya nos
diferentes DPD. O ceco foi o drgdo infectado com mais frequéncia
(Tabela 2).

Larvas plerocercoides de Prochristianella sp. foram observadas
com prevaléncias de 100% nas fémeas de O. maya analisadas em todos
os DPD, com excecdo de fémeas com 30 DPD que apresentaram
prevaléncia de 50%. N&o foram observadas diferencas significativas
entre as abundancias médias (p = 0,6987) e intensidades médias de
infeccdo (p = 0,2571) (Tabela 3).
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Tabela 2 Prevaléncia total e nos diferentes 6rgdos por Aggregata sp. em
fémeas de Octopus maya em diferentes dias pds-desova (DPD). P:
prevaléncia (%); PI: polvos infectados; PE: polvos examinados.

Intestino Ceco  Brénquias Total
DPD
P P P PI/PE P
1 25,0 75,0 0 4/4 100,0
10 0 75,0 25,0 3/4 75,0
20 20,0 80,0 20,0 4/5 80,0
30 50,0 50,0 0 3/4 75,0
40 0 100,0 40,0 5/5 100,0
Total 18,2 773 18,2 19/22 86,3

Tabela 3 indices parasitologicos de cestoides Prochristianella sp. na
massa bucal de fémeas de Octopus maya em diferentes dias pos-desova
(DPD). PI: polvos infectados; PE: polvos examinados; P: prevaléncia
(%); AM: abundancia média; IMI: intensidade média de infeccéo,
seguido pelo desvio padrdo com os valores minimo e maximo entre
parénteses.

DPD PI/PE P AM IMI
1 4/4 100 121,00+84,63 121,00+84,63 (8-203)
10 4/4 100 192,50£122,17  192,50+122,17 (58-354)
20 5/5 100 176,40+134,76  176,40+134,76 (38-401)
30 2/4 50 34,00+53,22 68,00£62,63 (24-112)
40 5/5 100 167,20£111,02  167,20+111,02 (21-332)

Total 20/22 90,9 141,27+112,21 155,40+107,73 (8-401)
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4. Discussao

Os cefalépodes tém papel importante na transmissdo de
parasitos, ja que eles podem ser hospedeiros definitivos de protozodrios,
diciémidas e crustaceos, bem como segundo ou terceiro hospedeiro
intermediario de digenéticos, cestoides, acantocéfalos e nematoides
(vide revisdo Hochberg, 1990). Cerca de 150 espécies de parasitos
protozoarios e metazoarios relacionadas a um total de 650 espécies de
cefalépodes foram registradas (Hochberg, 1990), entretanto este nimero
provavelmente € muito maior. Neste estudo, a fauna parasitaria de
fémeas pos-desova de O. maya foi descrita pela primeira vez, com
registro do parasito Aggregata sp. e o primeiro registro de larvas de
cestoides Prochristianella sp. na massa bucal de polvos.

O parasito mais comum em cefalépodes é o coccideo do género
Aggregata (Protozoa: Apicomplexa), que é transmitido pela cadeia
alimentar e possui distribuicdo mundial (Hochberg, 1990). Gestal et al.
(2010) registraram um total de 10 espécies descritas infectando sépias,
lulas e polvos, incluindo uma espécie de aguas profundas (Castellanos-
Martinez e Gestal, 2013). Estes parasitos sdo considerados os principais
agentes epizooticos em polvos selvagens e cultivados (Gestal et al.,
2007), sendo registrados infectando espécies de importancia comercial
como O. vulgaris e S. officinalis (Pascual et al., 1996 a; Gestal, 2002 a;
b).

Aggregata sp. possui ciclo de vida heteroxénico com crustaceos
como hospedeiros intermediarios, nos quais ocorre a fase reprodutiva
assexual do parasito (merogonia), e cefalépodes como hospedeiros
definitivos, nos quais ocorrem o0s estagios reprodutivos sexuais do
parasito (gamogonia e esporogonia) (Hochberg, 1990). Devido ao fato
destes parasitos se reproduzirem sexualmente no hospedeiro definitivo
(cefaldpodes), ndo é possivel saber ao certo o nimero de individuos que
inicialmente infectam o hospedeiro (Hochberg, 1990; Ibafiéz, et al.,
2005), imposibilitando assim a determinacdo da abundancia média e
intensidade média de infeccdo. Contudo, as prevaléncias observadas no
presente estudo foram altas, variando entre 75 e 100%, destacando assim
a importancia deste parasito na fauna parasitaria de O. maya.

Parasitos deste género parecem ser espécie-especifico nos
hospedeiros definitivos, e, geralmente, sdo encontrados no trato
gastrointestinal, entretanto, em infeccbes mais severas, podem ser
encontrados nas branquias e na cavidade do manto (Pascual et al.,
1996a; Mladineo e Bocina, 2007). No presente estudo, observou-se a
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presenca de Aggregata sp. nas branquias de fémeas de O. maya em 10,
20 e 40 DPD, mesmo que em prevaléncias mais baixas quando
comparadas as prevaléncias no trato gastrointestinal. Contrariamente aos
resultados descritos por Pascual et al. (1996 a) e Mladineo e Bocina
(2007), algumas fémeas apresentaram infecgdes baixas e somente nas
branquias.

InfeccBes severas por Aggregata octopiana sdo comumente
observadas durante analises histopatoldgicas do trato gastrointestinal de
fémeas poOs-desova de Octopus vulgaris selvagens e cultivadas na
Espanha (Pascual et al., 2010). Estes autores observaram a
predominancia de parasitos em estagio de esporogonia infectando
amplamente os tecidos, fato que pode estar relacionado com a liberagdo
de formas infectantes maturas para garantir a concluséo do ciclo de vida
do parasito. Além disso, ndo foi observada infiltracdo de hemdcitos nem
fagocitose, encapsulamento ou reagdes fibroticas nos locais de infecgdo,
demonstrando que a imunocompeténcia destes animais pode estar
prejudicada.

Além de Aggregata, outros parasitos tém sido relatados em
cefalopodes:  protozodrios e metazoarios, como Dicyemida,
monogenéticos, metacercarias e digenéticos adultos, cestoides,
acantocéfalos, nematoides, e crustdceos (Overstreet e Hochberg 1975;
Hochberg, 1990; Pascual et al, 1996a; Gonzalez et al, 2003). Estes
parasitos ndo parecem causar maiores problemas aos cefaldpodes,
entretanto, em condi¢bes de cultivo, a proliferacdo dos parasitos pode
ser favorecida.

Os  cefalopodes  possuem  papel  fundamental no
desenvolvimento do ciclo bioldgico de cestoides das ordens
Tetraphyllidae e Trypanorhyncha (Stunkard, 1977), atuando como
hospedeiros intermediarios ou paraténicos, sendo 0s elasmobranquios 0s
hospedeiros definitivos (Hochberg, 1990). A transmissdo dos diferentes
estagios larvais que infectam os hospedeiros definitivos acontece através
das relacdes troficas entre esses organismos (Gestal et al., 1998). Um
nimero ndo muito grande de cestoides esta descrito para algumas
espécies de cefalopodes (Hochberg, 1990; Nigmatullin e Shukhgalter,
1990; Pascual et al., 1996 a; b; Shukhgalter e Nigmatullin, 2001; Pardo-
Gandarillas et al., 2009; Petric et al., 2011; Castellanos-Martinez e
Gestal, 2013). Em O. vulgaris, larvas de cestoides de Phyllobothrium sp.
e Nybellinia lingualis foram relatadas infectando ceco, crop, estbmago e

intestino (Gestal et al., 1998).
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O Golfo do México é apontado como um habitat rico para
cestoides da ordem Trypanorhyncha (Palm e Overstreet, 2000). Estes
autores acrescentam que estes cestoides possuem uma variabilidade
morfoldgica intra-especifica elevada, muitas vezes combinados com
ampla gama de hospedeiros e ampla distribuicdo zoogeogréfica,
contudo, informacdes sobre este grupo parasito ainda sdo incipientes.

Trypanorhyncha do género Prochristianella Dollfus, 1946
possuem ampla distribuicdo geografica e foram relatados em muitos
paises da Europa, Asia, Australia e América do Norte e Sul (Schaeffner
e Beveridge, 2012). Entretanto, muitas das larvas plerocercoides em
crustaceos, moluscos e peixes ainda nao foram identificados, e o0s
parasitos adultos de varios elasmobranquios ainda ndo foram estudados
e taxonomicamente avaliados (Palm e Overstreet, 2000). No presente
estudo observou-se a presenga de cestoides do género Prochristianella
na massa bucal dos polvos com altas prevaléncias em todos os DPD.
Este é o primeiro registro de larvas de cestoides deste género na massa
bucal de polvos.

Assim como os parasitos do género Aggregata, plerocercoides
Prochristianella sp. também séo transferidos por meio da cadeia tréfica.
Durante todo o periodo de manutencdo das fémeas de O. maya em
laboratério, os animais foram alimentados com siri congelado ou dietas
artificiais, o que sugere que estes animais ja estavam infectados com
ambos os parasitos antes da aclimatacdo em laboratério.

5. Conclusdo

A partir dos resultados do presente estudo, pode-se observar a
infeccdo parasitaria por Aggregata sp. e larvas de cestoides
Prochristianella sp. em fémeas de O. maya em diferentes DPD, mesmo
apés pelo menos 30 dias de manutencdo em laboratério. Ndo ha na
literatura nenhuma informacao sobre o tempo que estes parasitos podem
permanecer no hospedeiro depois da infeccdo. Além disso, por ser o
primeiro registro de larvas de cestoides na massa bucal de polvos, ndo se
sabe quais os possiveis danos que estes parasitos podem causar ao
hospedeiro. Sugere-se a realizagdo de estudos complementares que
englobem analises histopatolégicas da regido infectada a fim de
identificar estes danos.
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Respostas fisioldgicas e comportamentais de Octopus maya (Voss e
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Highlights
e Primeiro estudo sobre anestésicos em juvenis e adultos de O.
maya.

o Avaliou-se as respostas fisiologicas e comportamentais a
diferentes agentes anestésicos.

e Para manipulagdo de curto prazo de juvenis e adultos ndo é
necessario 0 uso de anestésicos.

e Para facilitar a manipulacdo de espécimes grandes recomenda-
se 0 uso de etanol 3%.

Artigo redigido de acordo com as normas da Revista Journal of
Experimental Marine Biology and Ecology (Qualis B1, Fator de
impacto: 1,866).
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RESUMO

O presente estudo foi desenvolvido para estabelecer o agente anestésico
e concentracdo que deve ser utilizado para a manipulacdo de curto prazo
de juvenis e adultos de Octopus maya. No primeiro experimento, foram
investigados o consumo de oxigénio antes, durante e depois da
exposicdo de juvenis de O. maya a hipotermia (11 e 13 °C), etanol (0,5;
1,5 e 3,0%), cloreto de magnésio (0,75; 1,5 e 3,75%), cloreto de
magnésio associado a etanol (0,75:1,5; 1,13:0,75; 0,37:2,25%) e 6leo de
cravo (0,15 mL L™). Apés a exposicdo aos agentes anestésicos, 0s
animais foram submetidos a um protocolo de manejo, previamente
estabelecido em 180 s, com propositos biométricos. Dois grupos
controle sem agentes anestésicos, um sem e outro com manipulag&o,
também foram avaliados. Adicionalmente, o comportamento dos
animais frente aos agentes anestésicos foi analisado, sendo registrados
0s tempos de inducdo e recuperacdo e a posterior ingestdo de alimento
para determinar uma 6tima recuperacdo. Os tempos maximos de indugéo
e recuperacgdo foram estabelecidos em 600 s. Por ultimo, foi avaliado o
crescimento dos animais. No segundo experimento, selecionou-se a
melhor concentracdo de cada agente anestésico para verificar seu efeito
em adultos de O. maya, registrando-se os tempos de inducdo e
recuperacao. Resultados no consumo de oxigénio demonstraram que 0s
juvenis de O. maya expostos aos agentes anestésicos apresentaram
alteracdes no consumo de oxigénio durante e depois da exposicao. Além
disso, a exposicdo ao cloreto de magnésio e 6leo de cravo, em geral,
inibiram a ingestdo de alimento. Com exce¢do dos animais expostos ao
6leo de cravo, o crescimento dos juvenis ndo foi afetado pelas
substancias testadas e pela manipulagdo, sugerindo que estas variaveis
ndo provocam efeito a longo prazo no crescimento. Em adultos, etanol
foi o agente anestésico que apresentou os melhores resultados. Em
conclusdo, para a manipulacdo de curto prazo (até 180 s) de juvenis e
adultos de O. maya, ndo é necessario o uso de agentes anestésicos. Em
espécimes adultos de grande tamanho (acima de 1,0 kg), nos quais a
manipulacdo pode ser dificultada, sugere-se o uso de etanol 3,0%.

Palavras-chave: anestesia, consumo de oxigénio, comportamento,
crescimento, bem estar.
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1. Introducéo

Cefalopodes sdo comumente utilizados como animais
experimentais e, portanto, a anestesia é comumente utilizada (lkeda et
al., 2009). Anestesia e sedacdo sdo particularmente importantes quando
se trata de polvos, ja que seus bracos sdo fortes e altamente versateis,
podendo facilmente inteferir no uso de instrumentos e equipamentos e
obstruir 0 acesso a cabeca e ao corpo (Gleadall, 2013 a). Entretanto, a
anestesia em invertebrados ¢ um tema relativamente novo e poucos
estudos tém sido feitos para melhorar o entendimento dos agentes
anestésicos nestes animais (Gunkel e Lewbart, 2007).

Como observado em peixes, a efetividade e a concentragdo
apropriada dos agentes anestésicos em cefalépodes tendem a ser
espécie-especificos (Sykes et al., 2012; Gleadall, 2013 a). Além disso,
devido a aspectos fisioldgicos, diferencas intra-especificas podem
ocorrer de acordo com o estagio do ciclo de vida e tamanho/peso do
animal ou devido a fatores ambientais ou de cultivo (Sykes et al., 2012).
Assim, determinar a seguranca e a confiabilidade dos agentes
anestésicos em diferentes estagios de vida e sob determinadas condigdes
é importante para adotar o anestésico apropriado para cada espécie.

Octopus maya é uma espécie de grande importancia econémica e
comercial, endémica da peninsula de Yucatan, México. Esta espécie
possui desenvolvimento direto, ciclo de vida curto e facil adaptabilidade
em condi¢Bes de cultivo, sendo, portanto, uma das mais importantes
candidatas para a aquicultura (Rosas et al., 2014). Estudos em varias
areas, tais como reprodugdo, desenvolvimento embrionario, nutricdo e
fisiologia foram desenvolvidos para esta espécie (Rosas et al. 2007;
2008; 2012; Avila-Povela et al., 2009; Caamal-Monsreal, 2015; Juarez
et al., 2015; Tercero et al., 2015; Juarez et al., 2016). Entretanto, até a
presente data ndo ha nenhum estudo relacionado a anestesia. O objetivo
do presente trabalho foi determinar os efeitos de diferentes anestésicos e
concentracBes na condicao fisioldgica e no comportamento de juvenis e
avaliar seus efeitos em adultos de O. maya.

2. Materiais e métodos

Este estudo foi previamente submetido e aprovado pelo Comité
de Etica de Experimentos Animales da Facultad de Quimica da
Universidad Nacional Auténoma de México (UNAM, Sisal) (Permissdo
Numero: Oficio/ FQ / CICUAL /099 / 15).
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2.1 Agentes anestésicos e concentracdes

Dois experimentos foram realizados para avaliar o efeito de
diferentes agentes anestésicos em juvenis e adultos de O. maya. No
primeiro experimento, foram investigados o consumo de oxigénio antes,
durante e depois da exposi¢do de juvenis de O. maya aos diferentes
agentes anestésicos e concentragdes: hipotermia (11 e 13 °C), etanol
(0,5; 1,5 e 3,0%), cloreto de magnésio (0,75; 1,5 e 3,75%), cloreto de
magnésio associado a etanol [0,75:1,5% (Mix 1); 1,13:0,75% (Mix 2) e
0,37:2,25% (Mix 3)] e 6leo de cravo (0,15 mL L™"). Em testes prévios
realizados com uma concentracdo mais baixa de 6leo de cravo (0,05 mL
L) ndo foi observado nenhum efeito anestésico aparente, optando-se
por utilizar uma concentracéo mais alta (0,15 mL L ™).

No segundo experimento, a melhor concentracdo de cada agente
anestésico utilizado nos juvenis foi selecionada e testada em adultos de
0. maya: hipotermia 11 °C, etanol 3,0%, cloreto de magnésio 7,5% e
cloreto de magnésio associado a etanol 0,75:1,5%. Como a concentragdo
de 3,75% ndo induziu a anestesia em 10 min, aumentou-se a
concentracdo para 7,5% (Harms, 2006). Devido as reacfes altamente
estressantes observadas nos juvenis expostos ao 6leo de cravo, decidiu-
se excluir este agente anestésico do experimento com adultos.

As temperaturas de hipotermia foram selecionadas considerando-
se a temperatura critica minima 11,6 °C estabelecida por Noyola et al.
(2013) para juvenis de O. maya, na qual a taxa metabolica é préxima a
zero. As concentracBes dos outros anestésicos foram selecionadas com
base na literatura (Andrews e Tansey, 1981; Messenger et al., 1985;
Harms, 2006; Mooney et al., 2010; Gongalves et al., 2012; Gleadall,
2013 a) e preparadas momentos antes da utilizacdo para evitar potenciais
reacOes toxicas (Gleadall, 2013a).

Hipotermia foi obtida por meio do decréscimo da temperatura
com agua do mar congelada e as concentracdes de etanol por diluicdo
direta em agua do mar. As concentracdes que continham cloreto de
magnésio foram ajustadas com volumes de agua destilada e dgua do mar
a fim de manter a salinidade similar a da agua utilizada durante a
aclimatacdo. Para as solugcdes com 6leo de cravo, uma solucdo estoque
foi dissolvida em etanol 96% em propor¢do de 1:10 e posteriormente
diluida em agua do mar para obter a concentracdo desejada.
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2.2 Critérios para anestesia

Para verificar a anestesia geral nos polvos, foram utilizados os
critérios estabelecidos por Andrews e Tansey (1981), que incluem
alteracBes de coloragao da eple e variagGes dos tons dos cromatdforos,
taxa de respiracdo, indicada pelas contragdes do manto, eventos de
defecagdo, aparéncia dos olhos, atividade dos bracos e habilidade de
succdo das ventosas. Os estgios de anestesia e mudancas de
comportamento associados foram avaliados de acordo com a tabela
proposta por Gleadall (2013a).

2.3 Experimento 1: Anestesia em juvenis

Juvenis de O. maya foram obtidos por meio de reproducdo de
polvos adultos selvagens no Laboratério Experimental de Espécies
Marinas da Universidad Nacional Auténoma de México (UNAM, Sisal).
Apbés a postura, os ovos foram incubados artificialmente por
aproximadamente 45 dias e os juvenis recém eclodidos cultivados de
acordo com os procedimentos usualmente utilizados neste laboratdrio.

Posteriormente, um total de 98 animais (n = 7/tratamento) foram
pesados (1,67 + 0,5 g) com balanca semi-analitica (OHAUS Scout
SC2020, £ 0,01 g) e individualizados em recipientes de pléstico de 500
mL para aclimatacdo por um periodo de 10 dias. Cada recipiente
continha duas janelas cobertas com malha pléstica (5 mm) de cada lado
para permitir o fluxo de dgua e uma concha de Melongena corona
bispinosa fornecida como reflgio. Os recipientes foram colocados em
um tanque em sistema de recirculagdo de 4gua do mar com temperatura
24 + 1 °C, salinidade 35 — 38, oxigénio dissolvido >5 mg L™, pH > 8 e
fotoperiodo 10:14 h luz-escuro.

Apbds este periodo, registrou-se o consumo de oxigénio antes,
durante e depois da anestesia em um respirdbmetro de fluxo continuo.
Posteriormente, os animais foram cultivados por 14 dias, sendo o0s
mesmos polvos utilizados para analisar o comportamento em relacéo aos
agentes anestésicos. Por fim, foram novamente cultivados por mais 14
dias e o peso final foi registrado para avaliar o crescimento (Fig. 1).
Durante todo o periodo experimental, os animais foram alimentados
duas vezes ao dia com dieta artificial (Rosas et al., 2007), os recipientes
limpos para a remogdo de restos de comida ndo ingerida e fezes e os
parametros de qualidade da &gua monitorados diariamente.
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Fig. 1. Cronograma experimental da avaliagdo dos diferentes agentes
anestésicos em juvenis de Octopus maya.

2.3.1 Consumo de oxigénio

O consumo de oxigénio foi mensurado utilizando-se um
respirdbmetro de fluxo continuo composto de cameras respirométricas
conectadas a um sistema de recirculagdo (Rosas et al., 2008).
Previamente as medic@es, 0s animais permaneceram em jejum por 24 h.
Os juvenis foram entdo colocados em cameras respirométricas de 90 mL
com fluxo continuo aproximado de 0,1 L min™ e aclimatados por 1 h.
Uma concha de Melongena corona bispinosa foi colocada em cada
camara como reflgio para os animais; uma camara sem polvos mas
contendo uma concha foi utilizada como controle em cada tratamento.
Medidas de oxigénio dissolvido (OD) foram registradas a cada 15 s para
cada cAmara (entrada e saida) com sensores de oxigénio conectados por
fibra 6tica a um mini-amplificador Oxy 10 (PreSens&, Germany). Os
sensores foram calibrados com agua do mar saturada a 100% (OD) e
com solugdo de sulfato de sédio a 5% (0% OD).

Subsequente ao periodo de aclimatacdo, o agente anestésico foi
introduzido nas camaras. Quando 0s juvenis estavam visivelmente
sedados (diminuicdo da taxa respiratéria e perda da coloracdo e da
postura normal), imediatamente foram removidos das c&maras
respirométricas e transferidos para um recipiente para a realizacdo de
um protocolo de manejo com propositos biométricos, pré-estabelecido
em 180 s. Enquanto os animais foram manipulados, o agente anestésico
foi removido das camaras respirométricas que foram novamente
preenchidas com agua do mar aerada.

Imediatamente apds o protocolo de manipulacdo, os animais
foram colocados nas camaras respirométricas para recuperacdo da
anestesia e 0 consumo de oxigénio foi medido por mais uma hora.
Adicionalmente, foram avaliados dois grupos controle, sem nenhum
agente anestésico: o primeiro sem (controle 1) e o segundo com
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manipulacdo (controle 2). Para determinar uma Otima recuperacdo da
anestesia, a alimentacdo foi oferecida aos juvenis (Gongalves et al.,
2012), observando-se o comportamento e ingestdo do alimento durante
um tempo maximo de 300 s.

2.3.2 Comportamento

Para analisar a inducdo e a recuperagdo da anestesia em relacéo as
diferentes substincias testadas, foram monitoradas as variagdes de
coloracdo e tonalidade dos cromatoforos, taxa de respiracdo, indicada
pelas contragfes do manto, aparéncia dos olhos e atividade da pupila,
atividade dos bracos e habilidade de adesdo das ventosas, eventual
defecagdo e liberacdo de tinta. Os tempos de indugdo e recuperacao
foram registrados. Para determinar um 6timo anestésico e concentragéo,
uma rapida imobilidade e recuperagdo total, sem reagdes estressantes e
mortes, sdo desejadas, como sugerido por Gongalves et al. (2012).
Assim, estabeleceu-se que os tempos de inducédo e recuperacdo deveriam
ser inferiores a 600 s. O mesmo protocolo de manejo e ingestdo de
alimento foi realizado.

2.3.3 Crescimento
O peso dos animais foi registrado no inicio e no final do
experimento e durante os protocolos de manejo das etapas de
determinacdo do consumo de oxigénio e analise de comportamento, a
fim de registrar o crescimento dos animais durante todo o periodo
experimental.

2.4 Experimento 2: Anestesia em adultos

Os espécimes adultos (> 500 g) foram capturados por pesca
artesanal na costa de Sisal, Yucatan, México, e transportados ao
laboratério. Os polvos foram aclimatados individualmente por 14 dias
em tanques escuros retangulares de 320 L em sistema de recirculagdo
com agua do mar aerada; tubos de PVC (4” de diametro) foram
colocados nos tanques para serem utilizados como refligio. Os animais
foram alimentados duas vezes ao dia com siris congelados (Callinectes
spp.), os parametros de qualidade da agua foram monitorados e 0s
tanques limpos para remocéo de restos de alimento e fezes diariamente.

Réplicas de cinco animais foram utilizadas para testar cada agente
anestésico. Similarmente ao experimento dos juvenis, os adultos
permaneceram em jejum durante 24 h antes da exposicdo e 0 mesmo
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protocolo de manejo (180 s) foi utilizado. Além disso, os estagios de
anestesia foram avaliados e os tempos de inducdo e recuperacdo
registrados. Um grupo controle sem agente anestésico, mas com manejo
foi avaliado. Apés a anestesia, 0s polvos foram cultivados durante 14
dias sob as mesmas condicOes do periodo de aclimatacao.

2.5 Analises estatisticas

O teste do qui-quadrado foi utilizado na comparagdo entre 0s
agentes anestésicos que induziram a anestesia e na ingestdo de alimento
apos a recuperacdo. Os dados de peso foram previamente transformados
em Ln e os dados de crescimento foram analisados por regresséo linear.
ANOVA de uma via e teste de Newman-Keuls foram utilizados para
determinar diferengas significativas entre os tempos de indugdo e
recuperacdo dos diferentes agentes anestésicos e concentragfes (Zar,
1999).

3. Resultados
3.1 Experimento 1: Anestesia em juvenis

3.1.1 Consumo de oxigénio

Em todos os tratamentos, o consumo de oxigénio foi similar
durante o periodo de aclimatacdo. No controle 2 (com manipulagdo), o
consumo de oxigénio no periodo de recuperacdo ap6s o protocolo de
manipulacdo foi similar ao da aclimatagdo. Nos animais expostos a
etanol 3,0% e cloreto de magnésio 3,75% é possivel observar um pico e
em seguida uma reducdo abrupta no consumo de oxigénio apds a adi¢do
do agente anestésico. Por outro lado, nos tratamentos hipotermia 11°C,
Mix 1 e 6leo de cravo, apenas uma reducdo direta no consumo de
oxigénio é observada (Fig. 2).

Durante o periodo de recuperacdo, nos tratamentos hipotermia e
cloreto de magnésio observa-se que o consumo de oxigénio foi similar
ao da aclimatagdo; enquanto que nos tratamentos etanol e Mix o
consumo de oxigénio foi relativamente mais baixo no periodo de
recuperacdo. No tratamento 6leo de cravo, observa-se um consumo de
oxigénio muito baixo por um periodo extenso durante a recuperacao.
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Fig. 2. Consumo de oxigénio antes, durante e depois da exposicéo de
juvenis de Octopus maya aos diferentes agentes anestésicos e nos
controles. Controle 1: sem agente anestésico e sem manipulacao;
Controle 2: sem agente anestésico e com manipulacdo; Mix: cloreto de
magnésio associado a etanol.

3.1.2 Comportamento

Dos agentes anestésicos testados, apenas hipotermia 11 °C, etanol
3,0%, cloreto de magnésio 3,75% e Mix 1 induziram 100% dos animais
a anestesia no tempo pré-estabelecido em 600 s. Etanol 1,5% e Mix 3
induziram a anestesia em 86% dos animais, enquanto que Mix 2 em
apenas 26%. Hipotermia 13 °C, etanol 0,5% e cloreto de magnésio 0,75
e 1,5% ndo induziram a anestesia completa. Em animais expostos a 6leo
de cravo, ocorreu indugdo em 76% dos animais (Fig. 3), entretanto, em
todos os animais observaram-se reacOes adversas, como tentativas de
escapes, contracdo violenta do manto, alteragdes rapidas de coloracéo,
movimentos erraticos, aumento exagerado das papilas, formato
lageniforme (em formato de garrafa) do manto e liberacéo de tinta.

Os tempos de inducdo foram semelhantes entre as substancias
testadas, com excecdo de animais expostos a etanol 3,0% e 6leo de
cravo, que foram relativamente mais baixos que o tempo de inducdo dos
animais expostos a Mix 3 (p < 0,05). Os tempos de recuperacdo dos
animais expostos a hipotermia 11 °C, etanol 1,5% e Mix 3 foram
relativamente mais baixos quando comparados aos tempos de
recuperacdo dos animais expostos ao Mix 2 (p < 0,05). Os animais
expostos a cloreto de magnésio 3,75% ndo se recuperaram no tempo
pré-estabelecido em 600 s (Tabela 1).
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Fig. 3. Porcentagem de juvenis de Octopus maya em que ocorreu a
indugdo completa a anestesia quando submetidos aos diferentes agentes
anestésicos e concentragfes. Hip: hipotermia; EtOH: etanol; MgCl.:
cloreto de magnésio; Mix: cloreto de magnésio associado a etanol; OC:
6leo de cravo.

O uso de agentes anestésicos e/ou manipulagédo afetou a ingestao
de alimento dos juvenis de O. maya (p < 0,05). No tratamento controle
1, 100% dos animais se alimentaram, enquanto que no tratamento
controle 2 ocorreu reducdo da ingestdo de alimento. Apds exposicao a
etanol 1,5 e 3,0%, mais de 80% dos animais se recuperaram e Se
alimentaram normalmente. Similar ao tratamento controle 2, a exposi¢ao
a hipotermia 11 °C, etanol 0,5% e Mix 1, 2 e 3 permitiu que mais de
50% dos animais se alimentassem apds a recuperacdo. Por outro lado,
em animais expostos a cloreto de magnésio 1,5% a alimentacdo foi
inibida em mais de 50% e nos animais expostos a hipotermia 13 °C essa
porcentagem aumentou para 80%. Por fim, as concentragdes de cloreto
de magnésio 0,75% e 3,75% e Gleo de cravo inibiram a alimentacdo em
100% dos animais (Fig. 4).
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Tabela 1

Tempos de inducdo e recuperacdo em juvenis de Octopus maya expostos
a diferentes agentes anestésicos e concentragfes. [C]: concentragdo.
PCT: peso corporal total (média + desvio padrdo). Controle 1: sem
agente anestésico e sem manipulagdo; Controle 2: sem agente anestésico
e com manipulagdo; Hip: hipotermia; EtOH: etanol; MgCl,: cloreto de
magnésio; Mix: cloreto de magnésio associado a etanol; OC: dleo de

cravo.
Tempo de Tempo de
Tratamentos [C] PCT(9) indugdo (s) recuperacdo(s)
Controle 1 n/a 2,80+0,63 n/a n/a
Controle 2 n/a 3,04+0,94 n/a n/a
Hip 11°C 3,04+1,30  314,4381,78" 78,57+79,08°
13°C 2,85+0,39 n/a n/a
EtOH 0,5% 2,99+0,88 n/a n/a
1,5% 2,88+1,23  346,17+79,36™ 72,00+32,91°
3,0% 2,88+0,84  241,57+46,39° 146,43+63,29%
MgCl, 0,75% 3,31+0,93 n/a n/a
1,5% 3,07+0,44 n/a n/a
3,75% 2,99+0,85  323,40451,87% >600
Mix 1 0,75:1,5% 3,05+0,54  336,00+49,92% 128,17+53,50%
Mix 2 1,13:0,75% 3,18+0,74  493,00+50,91° 56,00+19,80°
Mix 3 0,37:2,25% 3,57+124  385,83+69,86* 225,00+75,34°
oC 0,15mL.L" 1,76+0,66  236,20+27,23 144,20+39,47%

“n/a: ndo aplicavel.
Letras diferentes indicam diferencas significativas entre os tratamentos (P<0,05).
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Fig. 4. Ingestdo de alimento por juvenis de Octopus maya apés
exposicao aos diferentes agentes anestésicos e nos controles. Controle 1:
sem agente anestésico e sem manipula¢do; Controle 2: sem agente
anestésico e com manipulacdo; Hip: hipotermia; EtOH: etanol; MgCl:
cloreto de magnésio; Mix: cloreto de magnésio associado a etanol; OC:
6leo de cravo.

3.1.3 Crescimento
O crescimento de juvenis de O. maya foi semelhante em todos os
tratamentos, inclusive nos controles, com excegdo dos animais expostos
ao Oleo de cravo (p < 0,05), que apresentaram reducdo do crescimento
apds a exposicdo ao agente anestésico (Fig. 5).



108

% Controle 1
Controle 2
Hip (11°C)
EtOH (3,0%)
—— MgCl, (3,75%)
- —&— Mix 1 (0,75:1,5%)
e —&—0C (0,15mL.LY)

LZL I L - T |

Peso corporal total (g)
(o8]

Dias
Fig. 5. Crescimento dos juvenis de Octopus maya expostos aos
diferentes agentes anestésicos e concentragcdes. Controle 1: controle,
sem agente anestésico e sem manipulagdo; Controle 2: controle, sem
agente anestésico e com manipulacao; Hip: hipotermia; EtOH: etanol;
MgCl,: cloreto de magnésio; Mix: cloreto de magnésio associado a
etanol; OC: 6leo de cravo.

3.2 Experimento 2: Anestesia em adultos

Os tempos de indugéo e recuperagdo e o peso corporal total de
adultos de O. maya sdo apresentados na Tabela 2. Em animais expostos
a hipotermia, ndo ocorreu a indugdo completa em 66,6% dos animais
analisados. Os tempos de inducdo dos animais expostos a etanol e
cloreto de magnésio foram semelhantes e mais baixos em comparacao
aos animais expostos ao Mix. Por outro lado, os tempos de recuperagdo
dos animais expostos a cloreto de magnésio foram mais elevados
quando comparados aos animais expostos a etanol e Mix. Um dos
animais expostos ao cloreto de magnésio morreu durante a exposi¢éo ao
agente anestésico.
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Tabela 2

Tempos de inducdo e de recuperacdo em adultos de Octopus maya
expostos a diferentes agentes anestésicos e concentragbes. [C]:
concentracdo; PCT: peso corporal total (média + desvio padrdo). Hip:
hipotermia; EtOH: etanol; MgCl,: cloreto de magnésio; Mix: cloreto de
magnésio associado a etanol.

ar'lot\ags(tegstiio [C] PCT(9) i:ceiLng%% C(ig) reczi)?rgc:;;c? (s)
Controle n/a 813,40+539,00 n/a nla

Hip 11°C 724,60+674,00 nla nla

EtOH 3,0% 887,40+482,00 372,20+71,90° 289,60+101,55%
MgCl, 7,5% 1.323,80+1.011,00 430,40+18,31° 630,50+315,90°

Mix 0,75:1,5% 1.040,80+732,00 936,00+414,46" 213.80+34.21°

“n/fa: ndo aplicavel.
Letras diferentes indicam diferencas significativas entre os tratamentos (p<0,05).

4. Discussdo

O estudo de diferentes agentes anestésicos e concentragdes nas
principais espécies de cefalopodes torna-se fundamental para o
adequado manejo destes animais em situagfes de cultivo. Alguns
cefalopodes sdo dificeis de manipular sem nenhuma sedacdo, seja para
pesagem, coleta de amostras ou procedimentos cirdrgicos (Oestmann et
al., 1997). Além disso, na Unido Europeia, cefalopodes (juvenis e
adultos) utilizados para propositos cientificos foram incluidos na
legislacdo de bem estar animal juntamente com os vertebrados (EU,
2010), causando impacto direto ou indireto na comunidade cientifica
(Sykes et al., 2012; Smith et al., 2013).

Um agente anestésico ideal deve ser um bom relaxante muscular,
conter propriedades anestésicas e analgésicas e induzir a inconsciéncia
(Polese et al., 2014), além de permitir rapida indugdo e recuperacdo sem
efeitos adversos (Gleadall, 2013a; Fiorito et al., 2015). Diversas
substancias tém sido comumente utilizadas como anestésicos em
cefalopodes (Goncalves et al., 2012; Gleadall, 2013a; Fiorito et al.,
2015). Entretanto, apesar da existéncia de varios estudos envolvendo
anestesia, abordando pelo menos 17 substancias, informacGes sobre
quais delas promovem anestesia de maneira mais efetiva e em diferentes
espécies de cefaldpodes ainda sdo escassos (Fiorito et al., 2015).
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Dentre o0s agentes anestésicos, etanol e cloreto de magnésio,
utilizados separados ou em combinacdo Sd0 0S mMais comumente
utilizados (Messenger et al., 1985; Gledall, 2013; Fiorito et al., 2014;
2015). O etanol, em concentracdes de 1,0 a 3,0% em &gua do mar, tem
sido empregado com sucesso na anestesia de diversos cefaldpodes
(Gleadall, 2013a; Fiorito et al., 2015). Entretanto, alguns autores
relataram reacGes adversas apos a imersdo inicial, como, por exemplo,
tentativas de escapes e liberagdo de tinta (Froesch e Marthy 1975;
Andrews e Tansey, 1981). Além disso, inducéo inadequada (incompleta)
pode ocorrer em temperaturas baixas (Gleadall, 2013a), devido a
reducdo do efeito narcotizante do etanol (Moore et al., 1964).

O cloreto de magnésio, assim como o etanol, € um anestésico de
custo relativamente baixo, de fécil acesso e manipulagdo. Em
cefalopodes, possivelmente é o0 agente anestésico mais amplamente
estudado, com resultados satisfatorios em diversas espécies de diferentes
sexos, idades e tamanhos (Messenger et al., 1985; Gore et al., 2005;
Scimeca, 2011; Gongalves et al., 2012; Gleadall, 2013a; Fiorito et al.,
2015) inclusive em anestesia de longa duragdo (Mooney et al., 2010).
Entretanto, em alguns casos, também registraram-se reagdes estressantes
e liberacdo de tinta (Garcia-Franco, 1992).

Outros agentes anestésicos utilizados em cefalépodes sdo a
hipotermia e o 6leo de cravo. A hipotermia possui a vantagem de néo
utilizar drogas quimicas, evitando assim seus potenciais efeitos
(Gleadall, 2013a), sendo comumente utilizada para ‘tranquilizar’ peixes
e cefalépodes (Ross e Ross, 2008; Sykes et al., 2012). Em contrapartida,
a manutencdo da agua na temperatura desejada pode ser dificil, além dos
animais apresentarem condicdo mais rigida do corpo (Andrews e
Tansey, 1981) e possivelmente ndo ser efetiva em espécies de aguas
frias (Sykes et al., 2012). A utilizacdo deste agente em procedimentos
potencialmente invasivos é questiondvel (West et al., 2007), por ndo
produzir inducdo adequada e ndo ser considerada um anestésico (Sykes
et al., 2012; Gleadall, 2013a).

O 6leo de cravo é utilizado com sucesso em varias espécies de
peixes e inverterados (Ross e Ross, 2008), entretanto seu uso em
cefalopodes é controverso. Resultados satisfatorios foram observados
em Octopus minor (Seol et al., 2007). Por outro lado, em Octopus
vulgaris, ndo ocorreu nenhum efeito anestésico aparente (Estefanell et
al., 2011) e em Dorytheutis pealeii e Sepia officinalis reacdes altamente
estressantes e mortalidade foram registradas.

No presente estudo, dentre todas as substancias analisadas, apenas
hipotermia 11 °C, etanol 3,0%, cloreto de magnésio 3,75% e Mix 1
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induziram a anestesia completa em 100% dos animais no tempo pré-
estabelecido em 600 s. Em testes prévios realizados com 6leo de cravo,
similarmente aos resultados observados por Estefanell et al. (2011), ndo
foi observado nenhum efeito anestésico utilizando-se uma concentracao
de 0,05 mL L™, assim, optou-se pela utilizagio da concentracéo de 0,15
mL L (Gongalves et al., 2012). Entretanto, em animais expostos & esta
concentracéo, observaram-se reagdes altamente estressantes similares as
descritas por Gleadall et al. (2013a), nomeadas como ‘padrdo de
resposta adversa tipica’ (TARP). Este conjunto de reacdes é comum em
animais expostos a concentracbes mais elevadas ou exposigdes
prolongadas a algumas substancias (Gleadall, 2013a).

O consumo de oxigénio tem sido utilizado para avaliar o efeito de
anestésicos em peixes (Ross e Ross, 1983; Hill e Forster, 2005;
Hoskonen e Pirhonen, 2005). O potencial do uso de 6leo de cravo em
baixas concentragdes com o propdsito de reduzir o consumo de oxigénio
durante o transporte em diferentes espécies de peixes foi avaliado por
Hoskonen e Pirhonen (2005). Os autores observaram menor consumo de
oxigénio em 5 das 6 espécies expostas ao agente anestésico quando
comparados a animais ndo expostos, sendo as maiores diferencas
detectadas apdés 3 h de exposi¢do. Entretanto, o estudo ndo avaliou o
consumo durante o inicio da sedacao.

Em cefalépodes, o decréscimo na taxa respiratéria, com eventual
interrupgdo da respiracdo é considerado um dos critérios utilizados para
avaliar a anestesia (Gleadall, 2013a; Fiorito et al., 2015). Assim, em
uma sedacdo apropriada, reducdo no consumo de oxigénio e nos
compostos nitrogenados sdo esperados, devido aos baixos niveis de
atividade do animal (Gleadall, 2013b).

Messenger et al. (1985) observaram que a indugédo de cefalopodes
a anestesia com cloreto de magnésio, similarmente ao etanol, ocorre
apdés um curto periodo de hiperventilacdo, seguido por hipoventilagdo e
eventual interrupcdo da respiracdo. Resultados semelhantes no consumo
de oxigénio durante a exposicdo a estes agentes anestésicos foram
obtidos no presente estudo em juvenis de O. maya. Por outro lado, uma
reducdo direta no consumo de oxigénio foi observada quando os animais
foram expostos a hipotermia e éleo de cravo.

A utilizacdo de substancias e/ou concentra¢fes inadequadas como
anestésicos pode produzir efeitos contrarios aos desejados e reacdes
estressantes. Entretanto, em alguns casos, tais reagfes podem estar
relacionadas ao estresse de captura ou manejo antes da exposicao,
sendo, muitas vezes, dificil distinguir entre os efeitos diretos dos agentes
anestésicos e os referentes a manipulacdo prévia dos animais (Ross e
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Ross, 2008). A exposicdo a um estimulo, pode ocasionar consequéncias
fisioldgicas e comportamentais importantes nos animais, podendo
prejudicar a ingestdo de alimento, crescimento, reproducdo e outros
aspectos importantes no desempenho a longo prazo (Ross e Ross, 2008).

Além dos efeitos diretos, podem ocorrer efeitos secundarios a um
determinado estimulo, como por exemplo, alteragdes decorrentes da
hipoventilacdo e hipoxia em animais expostos a agentes anestésicos
(Hill e Forster, 2005). Gleadall (2013b), avaliando o transporte de longa
duragdo em Watasenia scintillans sob 3 diferentes concentraces de
sulfato de magnésio (10, 20 e 30 mmol™, aproximadamente 0,3 e 0,7%),
observou que a maior concentracdo foi responsdvel pelas primeiras
mortalidades de lulas durante todo o periodo de transporte (80 h). O
autor atribuiu a mortalidade aos efeitos crénicos do agente anestésico
nos centros respiratorios dos animais.

No presente estudo, alteragdes na ingestdo de alimento nos
animais expostos aos agentes anestésicos foram observadas, sendo que o
cloreto de magnésio e o 6leo de cravo foram as substancias que mais
inibiram a alimentagdo dos animais (71 a 100%). Em contrapartida, em
animais expostos a etanol (1,5 e 3,0%) a ingestdo de alimento foi
elevada, sendo inclusive, maior que a observada no controle 2. Em
animais expostos ao dleo de cravo foi possivel observar um periodo de
hipoventilagdo prolongado durante grande parte do periodo de
recuperacio, refletido no consumo de oxigénio. E possivel que tenha
ocorrido um efeito crénico nos animais decorrente da exposicdo a este
agente anestésico, afetando diretamente no crescimento. Com excecéao
do 6leo de cravo, o crescimento dos juvenis de O. maya ndo foi afetado
pelas substancias testadas.

Outro fator importante a ser considerado na escolha de um agente
anestésico apropriado a determinada espécie, sdo os tempos de indugdo e
recuperacdo da anestesia. Em peixes, recomenda-se que estes tempos
sejam rapidos, preferivelmente menos de 3 e 5 min, para indugdo e
recuperacdo, respectivamente (Ross e Ross, 2008). Os tempos de
indugdo observados no presente estudo, em geral, foram semelhantes nas
diferentes substancias testadas, variando entre 3 (EtOH 3,0%) e 8 min
(Mix 2). Por outro lado, os tempos de recuperacao variaram entre 1 min
(hip 11 °C) e 4 min (Mix 3). Os animais expostos a cloreto de magnésio
3,75% ndo se recuperaram no tempo pré-estabelecido de 10 min. No
caso da combinagdo Mix 3, provavelmente ocorreu maior efeito do
etanol (2,25%) na inducdo dos animais, ja que resultados semelhantes
foram observados em animais expostos somente a etanol 1,5%.
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Em adultos, os tempos de inducdo e recuperacdo de todos os
agentes anestésicos foram mais altos em relacdo aos observados em
juvenis, inclusive em animais expostos ao cloreto de magnésio, nos
quais utilizou-se o dobro da concentracéo (7,5%). Os tempos de indugéo
variaram em torno de 6 e 7 min em animais expostos a etanol e cloreto
de magnésio, respectivamente, e ultrapassaram mais de 15 min em
animais expostos a combinacdo destas duas substancias. Resultados
semelhantes foram obtidos com etanol como anestésico em O. vulgaris
por Gleadall (2013a), contudo, este autor analisou apenas um espécime
nesta concentragdo. Por outro lado, para a mesma espécie Estefanell et
al. (2011) observaram tempos de indugdo menores em animais expostos
a concentracdes também menores.

Em relacdo aos animais expostos ao cloreto de magnésio, decidiu-
se aumentar a concentragdo em adultos, ja que em testes prévios
observou-se que a indugdo com 3,75% era superior a 600 s. Entretanto,
com a concentragdo de 7,5% observou-se a mortalidade de um animal
durante a anestesia, sugerindo que apesar dos resultados satisfatorios nos
tempos de indugdo e recuperacdo em adultos, provavelmente esta
concentracdo seja muito alta, apesar da dose letal documentada para
cefalopodes ser de 10% documentada por Lewbart et al (2012).

Alguns autores sugerem que sais de magnésio ndo sao capazes de
produzir sedacdo adequada e analgesia pelo blogueio da transmissao
nervosa e liberacdo de neurotransmissores, atuando somente como
blogueadores neuromusculares (Clark et al., 1996; Polese et al., 2014).
O uso de bloqueadores neuromusculares, que poderiam interromper ou
restringir a capacidade de um animal de manifestar-se a estimulos
dolorosos, sem um nivel adequado de anestesia e analgesia ndo é
recomendavel do ponto de vista do bem estar animal (Fiorito et al.,
2015). Portanto, estudos sobre o entendimento dos mecanismos de agéo
dos principais agentes anestésicos em cefalépodes sdo urgentes e
necessarios para a definicdo de substancias adequadas (Fiorito et al.,
2014).

5. Concluséo

Em qualquer situacdo, é importante considerar se a anestesia ou
sedacdo sdo estritamente necessarias. A partir dos resultados obtidos no
presente estudo, ndo € necessario 0 uso de agentes anestésicos para a
manipulacdo de curto prazo (até 180 s) de juvenis e adultos de O. maya.
Em espécimes adultos de grande tamanho (acima de 1,0 kg), nos quais a
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manipulacdo pode ser dificultada, sugere-se o uso de etanol 3,0% como
agente anestésico.
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RESUMO

O presente estudo teve como objetivo avaliar os efeitos de agentes
anestésicos sob os parametros de hemolinfa de Octopus maya. Réplicas
de 6 polvos foram usados para testar cada agente anestésico: hipotermia
11 °C, etanol 3,0%, cloreto de magnésico 7,5% e cloreto de magnésio
associado a etanol 0,75:1,5%. Apds a anestesia, a hemolinfa foi obtida
diretamente da aorta cefalica. Os parametros de hemolinfa analisados
foram: capacidade osmotica, concentracdo de hemocianina, metabolitos
plasméaticos (proteina, colesterol, acilglicerideos, glicose e lactato),
contagem total de hemdcitos, atividade aglutinante e atividade de
fenoloxidase. Os agentes anestésicos acarretaram em diferencas
signiticativas na capacidade osmotica, metabdlitos plasmaticos e
imunolégicos, sendo a capacidade osmética o parametro em que
ocorreram as maiores alteragdes. Os diferentes agentes anestésicos, em
geral, ocasionaram alterac@es significativas na osmolalidade da 4gua do
mar e nos pardmetros de hemolinfa de O. maya. Recomenda-se a
realizacdo de estudos complementares para determinar com maior
precisdo as consequéncias decorrentes destas alteracfes a curto e longo
prazo. Além disso, quando os parametros de hemolinfa forem
necessarios a escolha do agente anestésico a ser utilizado deve ser feito
com cautela.

Palavras-chave: anestesia, hemolinfa, cefal6podes, bem-estar.
1. Introducéo

Anestésicos sdo utilizados durante 0 manejo, selecdo, marcacao,
reproducdo artificial e procedimentos cirrgicos, com finalidade de
facilitar o manejo, reduzir os problemas induzidos pelo estresse, como
inibicdo da alimentacdo e imunossupressdo, além de promover o bem
estar animal (Ross e Ross, 2008). Os agentes anestésicos mais
comumente utilizados em cefal6podes sdo etanol e cloreto de magnésio,
utilizados separadamente ou em conjunto (Fiorito et al., 2014), além de
hipotermia (Mooney et al., 2010; Lewbart et al., 2012; Gleadall, 2013a),
apesar de ndo ser considerada de fato um anestésico.

Em peixes, sabe-se que alguns anestésicos podem agir como
estressores e influenciar nos parametros sanguineos, como proteina total,
glicose, cortisol e aminoacidos (Cataldi et al., 1998; Wagner et al., 2003;
Davis e Griffin, 2004). Assim, quando a andlise de hemolinfa for
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necessaria, a escolha do agente anestésico deve ser feita de maneira a
ndo alterarem estes parametros.

Apesar de alguns estudos fornecerem informacdes sobre os
efeitos de agentes estressores sobre os parametros de hemolinfa em
cefalépodes (Malham et al., 1998; 2002), até a presente data, ndo se tem
conhecimento de nenhum estudo que relacione a influéncia dos agentes
anestésicos nestes parametros. Desta maneira 0 presente estudo teve
como objetivo avaliar os efeitos dos principais agentes anestésicos nos
parametros de hemolinfa de Octopus maya.

2. Materiais e métodos

Este estudo foi previamente submetido e aprovado pelo Comité
de Etica de Experimentos Animales da Facultad de Quimica da
Universidad Nacional Auténoma de México (UNAM, Sisal) (Permissdo
NUmero: Oficio/ FQ / CICUAL /099 / 15).

2.1 Animais

Espécimes de O. maya (> 300 g) foram capturados por meio de
uma técnica de pesca artesanal conhecida como “gareteo”, em frente ao
porto de Sisal (Peninsula de Yucatdn, México). Nesta técnica, sdo
utilizadas pequenas embarca¢des com duas varas de bambu, uma na
proa e outra na popa, deixadas a deriva. Em cada vara sdo presas linhas
de pesca de nylon com siris na extremidades livres usados como isca
(Solis-Ramirez et al., 1999). Quando o polvo captura o siri, 0 pescador
observa uma certa tensdo na linha e a recolhe imediatamente, capturando
0 polvo com as maos, sem causar-lhe danos.

Os polvos capturados foram transportados e aclimatados em
tanques externos em sistema semi-aberto nas instalagdes da Universidad
Nacional Auténoma de México (UNAM, Sisal), onde o experimento foi
realizado. Durante o periodo de 14 dias de aclimatacéo, os polvos foram
mantidos em proporcdo sexual de 1:1, em tanques escuros circulares de
12.000 L de volume, com sistema de agua do mar aerada com fluxo
continuo (maximo de 30 animais por tanque). Tubos de PVC (4
polegadas de didmetro) foram usados como reflgios. Os polvos foram
alimentados duas vezes ao dia com siri Callinectes sapidus congelado.
Restos de comida ndo ingerida e fezes foram removidos diariamente e os
parametros de qualidade da gua foram monitorados e mantidos dentro
do recomendado para a espécie (Rosas et al., 2014).
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2.2 Agentes anestésicos e critérios para anestesia

Os agentes anestésicos e concentragdes foram selecionados com
base em experimentos prévios com juvenis e adultos de O. maya
(Roumbedakis et al., submetido). Réplicas de 6 polvos foram usados
para testar cada agente anestésico: hipotermia (Hip) 11 °C, etanol
(EtOH) 3,0%, cloreto de magnésico (MgCl,) 7,5% e cloreto de
magnésio associado a etanol (Mix) 0,75:1,5%. Antes da exposi¢ao aos
agentes anestésicos, a alimentacdo foi supensa por 24 h. As
concentragGes foram preparadas imediatamente antes do seu uso em um
volume final de 10 L. Hipotermia foi obtida por meio do decréscimo da
temperatura com &gua do mar congelada. As concentracBes que
continham etanol foram obtidas por dilui¢do direta em dgua do mar e as
que continham cloreto de magnésio foram ajustadas com volumes de
agua destilada e 4gua do mar a fim de manter a salinidade similar & da
agua do mar utilizada durante a aclimatacéo.

Para verificar a anestesia geral nos polvos, foram utilizados os
critérios estabelecidos por Andrews e Tansey (1981) e os estagios de
anestesia e mudancas de comportamento associados foram avaliados de
acordo com a tabela proposta por Gleadall (2013a).

2.3 Coleta e preparo da hemolinfa

Para a realizacdo do experimento, os animais foram anestesiados
até atingirem um estgio de sedacdo, caracterizado pela tonalidade
palida da pele, flacidez dos bragos e reducdo/interrupcdo da taxa
respiratoria. Os animais foram imediatamente removidos do recipiente
que continha o anestésico e envoltos em uma flanela imida, deixando-se
a cabeca exposta. Subsequentemente, um corte longitudinal no manto foi
cuidadosamente realizado até a liberacdo da aorta cefalica que foi
blogueada com uma pinca de pressdo para manter o pulso. A hemolinfa
foi coletada usando um cateter conectado a um tubo Falcon de 5 mL,
realizando-se uma leve massagem abaixo do manto para manter a
pressao da hemolinfa. A hemolinfa foi usada imediatamente ou
armazenada sob refrigeracéo (2 — 8 °C) até o uso.

O plasma foi obtido por meio da centrifugacdo da hemolinfa a
800 x g por 5 minutos a 4 °C. Posteriormente, o plasma foi separado e o
pellet celular de cada amostra foi lavado duas vezes com solugdo SIC-
EDTA (0.45 M NaCl, 10 mM KCI, 10 mM HEPES e 10 mM EDTA-
Nay; pH 7,3) e centrifugado novamente como descrito acima. O pellet
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celular foi entdo ressuspenso varias vezes com solucdo tampdo de
cacodilatos (10 mM &cido cacodilico, 10 mM CacCl; pH 7,0) em volume
semelhante e centrifugado a 16.000 x g por 5 min a 4 °C e 0
sobrenadante utilizado para as analises. Utilizou-se o plasma para
avaliar os metabdlitos plasmaticos e atividade aglutinante e de
fenoloxidase (FO) em plasma (FOplas) e o sobrenadante de degranulado
de hemdcitos para avaliar a atividade de FO sistema (plasma e
degranulado de hemdcitos, FOsis).

2.4 Analise da hemolinfa

Os parametros de hemolinfa analisados foram: capacidade
osmotica, concentracdo de hemocianina, metabdlitos plasmaticos
(proteina, colesterol, acilglicerideos, glicose e lactato), contagem total
de hemdcitos, atividade aglutinante e atividade de fenoloxidase (FOplas
e FOsis).

Para determinar a capacidade osmética (CO), a pressdo osmotica
da hemolinfa, da &gua do tanque onde os animais foram aclimatados e
da solucdo que continha o agente anestésico foram medidas utilizando
um microosmémetro (20 pl/amostra) (3 Mo-Plus, Advanced
Instruments, USA) e os resultados foram expressos em mOsm kg'. A
CO em relagdo a agua do mar foi calculada como a diferenca entre a
pressdo osmotica da hemolinfa e do meio externo (Lignot et al., 1999).

A concentracdo de hemocianina foi medida, em triplicata,
utilizando-se 10 pL de hemolinfa diluida em 990 uL de solugdo TRIS
(0,1 M; pH 8,0) em um cuvete de 10 mm e a absorbancia medida em
335 nm (UV-SENSE; SLM AMINCO Mod DW). A concentragdo de
hemocianina foi calculada usandos-e um coeficiente de extingdo de
17,26 calculado com base na subunidade funcional de 74 kDa (Chen e
Cheng 1993 a; b).

As concentracBes dos metabdlitos plasmaticos colesterol,
acilglicerideos, glicose e lactato foram determinadas, em triplicata, em
microplacas de 96 pogos com fundo chato utilizando-se Kkits
cromogénicos comerciais especificos (ELITech Group®). Para tanto,
utilizou-se 10 uL de plasma aos quais foram adicionados 200 pL do
reagente enzimatico apropriado a cada amostra. A concentracdo de
proteina foi determinada de maneira semelhante, entretanto o plasma foi
previamente diluido em agua estéril (1:200) utilizadando-se uma solugédo
comercial (Biorad Protein assay 500-0006) em lugar dos Kits
cromogeénicos de acordo com o método de Bradford (1976). Albumina
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do soro bovino foi utilizada como padrdo. Os valores de absorbancia de
cada metabdlito plasmatico foram registrados em leitor de microplacas
(Biorad model 550) e as concentracdes (mg mL™") foram calculadas
utilizando-se curvas padrdes considerando o valor de diluicdo para cada
amostra.

A contagem total de hemdcitos foi realizada, em duplicata, em
camera de Neubauer a partir de uma aliquota de hemolinfa fixada em
Alsever (115 mM C5H1205, 30 mM Na3C6H507, 338 mM NaCI, 10 mM
EDTA.Nay; pH 7,0) formalina 4% em diluicéo de 1:3.

Para a avaliacdo da atividade aglutinante, utilizou-se sangue
humano (tipo O+) obtido de um banco de sangue local. Os eritrdcitos
foram lavados trés vezes com solugdo salina 0,9%, centrifugados a 380
x g a 25 °C por 5 min e entdo ajustado a um volume final de 2% antes
do uso. Para determinar o titulo aglutinante, as amostras de 50 pL de
plasma de cada polvo foram diluidas serialmente em solucdo salina
0,9%, em microplacas de 96 micropogos com fundo em U.
Posteriormente, a cada pogo foram adicionados 50 pL de solugdo de
eritrocitos a 2% e incubados por 2 — 3 h em temperatura ambiente. O
controle foi realizado substituindo o plasma por solugéo salina. O titulo
de atividade natural de aglutinacdo do plasma dos polvos foi expresso
como o reciproco da diluicdo mais alta que mostrou um padrao visivel
de aglutinagdo (Maggioni et al., 2004).

Para evitar a ativacdo do sistema imunoldgico por endotoxinas,
todas as vidrarias foram lavadas previamente a utilizacdo com Etoxa-
clean (Sigma Chemical Co) e as solugdes foram preparadas utilizando
agua livre de pirdgenos. As atividades de FOplas e FOsis foram
mensuradas por espectrofotometria, em triplicatas, em microplacas de
96 pocos com fundo chato (Hernandez-Lopez et al., 1996; Le-Pabic et
al., 2014). A técnica foi ajustada para O. maya. Brevemente, para
atividade de FOplas, 50 pL de plasma foram incubados com volume
igual de agua livre de pirégenos por 10 min a 37°C. Posteriormente, 180
uL de L-DOPA (L-3,4- diidroxifenilalanina, 3 mg.mL™"; Sigma) foram
adicionados a cada poco e a microplaca incubada por mais 10 min a
37°C. Para a atividade de FOsis, o mesmo protocolo foi utilizado,
entretanto, a agua livre de pirdgenos foi substituida por degranulado de
hemécitos. A absorbancia foi medida em 490 nm em leitor de
microplacas (Biorad model 550). Os resultados foram expressos com o
incremento de 0,001 em densidade 6ptica (Hernandez-Lo6pez et al.,
1996).
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2.5 Indices biométricos

Antes da coleta de hemolinfa, os animais foram pesados (peso
corporal total). Como a quantidade de hemolinfa necessaria para as
analises era alta, optou-se por utilizar um procedimento de ndo retorno,
assim, apds a coleta de hemolinfa, os animais foram imediatamente
eutanasiados por destruicdo do cérebro. A gbnada e a glandula digestiva
foram retiradas e pesadas separadamente para obter os indices
gonadossomatico e hepatossomatico, respectivamente, de acordo com
Cortez et al. (1995).

2.6 Analises estatisticas

Os parametros de hemolinfa foram testados para normalidade
utilizando-se o teste de Kolmogorov-Smirnov, bem como para
homocedasticidade com o teste de Bartlett. Os dados que apresentaram
homocedasticidade foram submetidos a ANOVA e a analise post hoc
pelo teste de Newman-Keuls e os que ndo apresentaram foram
submetidos a andlise ndo paramétrica de Kruskal-Walis. Utilizou-se o
programa Statistica 5.0 para realizacdo das analises e um nivel de
significancia de 5% foi considerado (Zar, 1999).

3. Resultados

Na tabela 1 sdo apresentadas as variaveis fisioldgicas dos
animais expostos a cada um dos agentes anestésicos. Nao ocorreram
diferencas significativas no peso e nos indices gonadossomatico e
hepatossomatico dos espécimes avaliados.

Diferencas significativas foram observadas na osmolalidade dos
agentes anestésicos e nos tempos de inducdo de O. maya. Animais
expostos a Hip apresentaram os maiores tempos de indugdo e animais
anestesiados com MgCl, os menores (p < 0,05). A osmolalidade da agua
do mar foi semelhante a da Hip, enquanto que as das solu¢Bes dos
diferentes agentes anestésicos foram superiores (p < 0,05), sendo a
maior osmolalidade observada na solu¢do que continha EtOH como
agente anestésico. Diferencas significativas (p < 0,05) foram observadas
na osmolalidade da hemolinfa dos animais expostos aos diferentes
agentes anestésicos (Tabela 2).
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Tabela 1

Variaveis fisiologicas em adultos de Octopus maya expostos aos
diferentes agentes anestésicos e concentraces. AA: agente anestésico;
[C]: concentracdo; PCT: peso corporal total (média + desvio padréo);
IGS: indice gonadossomatico; IHS: indice hepatossomatico; Hip:
hipotermia; EtOH: etanol; MgCl,: cloreto de magnésio; Mix: cloreto de
magnésio associado a etanol.

AA [C] PCT (g) IGS IHS
Hip 11°C 409,33+133,01 0,016+0,024 0,060+0,013
EtOH 3,0% 529,17+158,86 0,008+0,007 0,070+0,009
MgCl, 7,5% 449,33+105,04 0,011+0,010 0,058+0,011
Mix  0,75:1,5% 399,17+94,24  0,018+0,020 0,059+0,012
Tabela 2

Tempos de inducdo e osmolalidade das substancias testadas e da
hemolinfa de Octopus maya expostos aos diferentes agentes anestésicos
e concentracfes. AA: agente anestésico; [C]: concentragcdo; mOsm:
osmolalidade (média + desvio padrdo); AM: &gua do mar; Hip:
hipotermia; EtOH: etanol; MgCl,: cloreto de magnésio; Mix: cloreto de
magnésio associado a etanol.

AA [C] JSL'L%%?E) v hemalina
AM’ n/a n/a 1.154,58+14,73 n/a

Hip 11°C 890,50+89,51*  1.149,03+12,25 1.202,33+25,11
EtOH 3,0%  442,00+¢53,79° 1.956,67+40,66 1.687,67+29,27
MgCl,  7,5%  311,83+57,56° 1.676,17+26,19 1.382,00+71,16
Mix  0,75:1,5% 380,00+90,92 1.711,33+24,32 1.581,33%80,77

“AM: representa a média das osmolalidades da agua do mar do tanque de
aclimatacdo, utilizada para fazer as solugbes que continham o0s agentes anestésicos;

n/a: ndo aplicavel.

Letras diferentes indicam diferencas significativas entre os tratamentos (p<0,05).
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Nos pardmetros de hemolinfa, diferencas significativas (p <
0,05) podem ser observadas na CO, em todos os metabdlitos
plasmaticos, atividade de FOplas e atividade aglutinante. Por outro lado,
ndo foram observadas diferengas significativas entre 0s grupos
analisados na concentracdo de hemocianina, contagem total de
hemdcitos e atividade de FOsis (Fig. 1 e 2).

Nos metabolitos plasmaticos, foi possivel observar maiores
niveis de proteina e colesterol em animais expostos a MgCl, (separado
ou em combinagdo) comparados a animais expostos a EtOH e Hip. Em
contrapartida, animais expostos a EtOH apresentaram niveis mais baixos
de lactato que animais expostos a concentracfes que continham MgCl,
(Fig. 1).

A CO foi o parametro que apresentou as maiores variacdes entre
0s grupos analisados. Animais expostos a Hip apresentaram baixos
valores de CO, permanecendo praticamente isosméticos ao meio. Por
outro lado, animais anestesiados com 0s outros agentes anestésicos,
apresentaram-se hiperosmoéticos, sendo os maiores valores de CO
observados em animais anestesiados com EtOH (533 mOsm kg™).
Animais expostos a Hip apresentaram maior nivel de atividade de
FOplas e menor atividade aglutinante quando comparados aos animais
expostos aos outros agentes anestésicos (Fig. 2).
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Fig. 1. Concentracdo de hemocianina e metabdlitos plasmaticos (média
+ desvio padrdo) em Octopus maya expostos a diferentes agentes
anestésicos. Hip: hipotermia; EtOH: etanol; MgCl,: cloreto de
magnésio; Mix: cloreto de magnésio associado o etanol; HC:
concentracdo de hemocianina; Prot: proteinas; Acgl: acilglicerideos;
Col: colesterol; Glic: glicose; Lact: lactato. Letras diferentes indicam
diferencas significativas entre os tratamentos (p < 0,05).
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Fig. 2. Capacidade osmética (CO) e parametros imunoldgicos (média +
desvio padrdo) em Octopus maya expostos aos diferentes agentes
anestésicos. Hip: hipotermia; EtOH: etanol; MgCl,: cloreto de
magnésio; Mix: cloreto de magnésio associado a etanol; CTH: contagem
total de hemdcitos; FOplas: atividade de fenoloxidase em plasma; FOsis:
atividade de fenoloxidase em sistema (plasma e degranulado de
hemdcitos); Hgl: atividade aglutinante. Letras diferentes indicam
diferencas significativas entre os tratamentos (p < 0,05).
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4. Discussao

Estudos para determinar o agente anestésico e a concentracdo a
ser utilizada para um determinado animal, usualmente devem abordar
informagdes sobre: os tempos de indugdo, sedacdo e recuperacio;
descricdo  comportamental; medidas dos niveis  hormonais
(concentracdes de catecolaminas e cortisol) e fungdes imunes (nimero
total de hemdcitos e atividade fagocitaria) (Sykes e Gestal, 2014). Uma
série de respostas internas a agentes anestésicos em peixes tém sido
descritas na literatura, dentre elas, efeitos nos parametros sanguineos e
metabolicos ou efeitos bioquimicos (Ross e Ross, 2008).

Apesar da existéncia de estudos abordando diversas substancias
como agentes anestésicos em cefalopodes, a grande maioria apenas
avalia tempos de inducdo e recuperacdo e descreve, em alguns casos,
muito superficialmente, as alteragbes comportamentais decorrentes da
exposicao as substancias testadas (Sykes e Gestal, 2014). Em peixes, 0
acesso a efeitos primarios e secundarios decorrentes da exposicdo a um
agente anestésico, como a determinacdo de cortisol e glicose
plasméaticas, € amplamente utilizada e estudada (Ellis et al., 2012).
Entretanto, em cefalépodes ndo se tem conhecimento sobre a
aplicabilidade destas varidveis (Sykes e Gestal, 2014).

A efetividade e a concentracdo apropriada dos agentes anestésicos
em cefalépodes provavelmente sdo espécie-especificos e, além disso,
variagdes devido a diferencas intraespecificas podem ocorrer de acordo
com o estagio do ciclo de vida e tamanho/peso do animal (Sykes et al.,
2012). No presente estudo, ndo foram observadas diferencas
significativas nos indicadores fisioldgicos de peso corporal e indices
hepatossomatico e gonadossomatico nos espécimes de O. maya
analisados. Isso indica que os grupos experimentais analisados foram
semelhantes no que diz respeito ao tamanho, nutricdo e estagio de
maturacdo sexual, minizando assim eventuais diferengas decorrentes
destas variaveis.

Todas as técnicas atuais de anestesia em cefalépodes utilizam
imersdo direta do animal em agua contendo o agente anestésico (Fiorito
et al., 2014). Recomenda-se que a anestesia seja realizada na prépria
agua do mar onde os animais estdo acondicionados a fim de manter o
balango mineral (Lewbart et al.,, 2012). Entretanto, a adicdo de
determinadas substancias a agua do mar pode ocasionar alteracGes na
composicdo fisica e quimica que devem ser consideradas.
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Em cefalopodes, dentre as substincias utilizadas como agentes
anestésicos, destacam-se o MgCl, e o EtOH, utilizados separadamente
ou em combinacdo. O MgClI; pode ser diluido diretamente em agua do
mar (Fiorito et al., 2015), o que acarretaria em alteracBes na salinidade,
ou previamente diluido em agua destilada e misturado com agua do mar
(Messenger et al., 1985), podendo causar um desbalance iénico.

Alteragdes na salinidade (32 para 47) foram observadas durante a
anestesia de Strombus gigas com MgCl, (30 g L™, entretanto, os
autores sugeriram que a curta duragdo da exposi¢do (20 min) ndo foi
suficiente para causar um efeito adverso nos animais (Acosta-Salmon e
Davis, 2007). O propdsito da anestesia e 0 tempo de exposi¢do devem
sempre ser considerados, pois ndo se conhece 0s possiveis efeitos em
decorréncia das alteragdes na qualidade da dgua e de uma exposicéo
prolongada a determinado agente anestésico a curto e a longo prazo.

Cefal6podes sdo animais exclusivamente marinhos e, em geral,
osmoconformadores e estenoalinos (Boletzky e Hanlon, 1983; Wells e
Wells 1989; Delgado et al. 2011), entretanto, exce¢des podem ocorrer,
como, por exemplo, as espécies eurialinas Lollingula brevis (Hendrix et
al., 1981) e Octopus ocellatus (Sakamoto et al., 2015), frequentemente
encontradas em locais de baixa salinidade. Recentemente, Sakamoto et
al. (2015) comprovaram pela primeira vez que osmo e ionorregulacao
podem ocorrer em cefaldpodes, demonstrando que as concentragdes
osmoticas e ibnicas da hemolinfa de O. ocellatus parecem ser reguladas
guando a salinidade no ambiente decresce.

VariagOes interespecificas na tolerancia a osmolalidade também
foram observadas apds choque hipo e hiperosmoético em tecidos de
Octopus vulgaris e Octopus insularis por Amado et al. (2015). Estes
autores observaram uma maior toleréncia & osmolalidade em O.
insularis, fato que pode explicar parcialmente a ocorréncia desta espécie
em &guas mais quentes e rasas, em que ocorrem maiores temperaturas e
salinidades, quando comparadas a O. vulgaris.

No presente estudo, a adicdo de EtOH e MgCl,, separados ou em
combinacdo, ocasionaram alteragfes significativas na osmolalidade da
agua do mar, e, consequentemente, na capacidade osmética dos animais,
sendo este 0 parametro que apresentou as maiores diferencas entre os
grupos analisados. Os valores de osmolalidade na hemolinfa de O. maya
expostos a Hip obtidos no presente estudo foram similares aos da agua
do mar e aos obtidos para outras espécies de cefalopodes (Wells e Wells,
1989; Kirchner, 1991; Amado et al., 2015). Estes valores sdo tipicos de
animais osmoconformadores marinhos (Amado et al., 2015).
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Dentre os efeitos secundarios ao estresse em peixes, podem
ocorrer alteragdes nas respostas que afetam o balanco hidromineral,
como alteracdes nas concentracfes dos ions cloreto, sodio, potassio,
proteinas e na osmolalidade do plasma (Legras et al., 2000). Em
camardes, sabe-se que a capacidade osmdtica € utilizada como indicador
dos efeitos de diferentes fatores estressantes (Lignot et al., 1999), sendo
que variacdes podem ocorrer com o tamanho, estado nutricional, estagio
de desenvolvimento e de muda do animal (Lignot et al., 1999). Além
disso, a exposi¢do dos animais a perturbacdes bidticas e abidticas podem
induzir a um processo de alteragdes comportamentais e fisioldgicas em
resposta ao agente estressor a fim de manter a homeostase (Malham et
al., 2002).

Em osmoconformadores marinhos, espera-se que os valores de
capacidade osmotica sejam muito proximos a serem isosmoticos a dgua
onde os animais sd@o mantidos. Assim, no presente estudo, 0s animais
expostos a Hip foram os menos afetados do ponto de vista do balango
hidromineral. Por outro lado, o meio hiperosmético produzido pelos
outros agentes anestésicos, ocasionou um aumento significativo da
osmolalidade da hemolinfa e aumento da CO, tornando 0s animais
também hiperosmoticos em relagdo a agua do mar, sendo os maiores
valores observados em animais anestesiados com EtOH (533,33 + 27,70
mOsm kg™).

Neste estudo, devido a grande quantidade de hemolinfa
necessaria para as analises, os polvos foram submetidos a um
procedimento de ndo recuperacdo, como definido pela Directiva
2010/EU/63, em que se procede a eutanasia logo apds o término do
procedimento. Entretanto, quando a recuperacdo for necessaria, 0S
animais serdo novamente colocados em &gua do mar e terdo que re-
ajustar a pressdo osmotica da hemolinfa novamente a pressdo osmotica
do meio.

As possiveis consequéncias fisiologicas destas alteracdes na
pressdo osmotica da hemolinfa dos polvos séo incertas. Recomenda-se o
desenvolvimento de estudos complementares que englobem o
monitoramento dos animais durante maior periodo ap6s a exposi¢ao aos
agentes anestésicos. Além disso, o monitoramento do pH e dos
principais fons, como Na*, Ca®*, e K na hemolinfa e na 4gua podem ser
Uteis no entendimento destas alteraces.

A concentracdo de hemocianina e 0s metabolitos plasmaticos
proteinas, lipideos, acilglicerideos e colesterol tém sido amplamente
utilizados em estudos com moluscos e crustaceos, podendo ser
indicadores do estado nutricional e de satde dos animais (Sanchez et al.,
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2001; Rosas et al., 2004; Carrillo et al., 2006; Pascual et al., 2003). Por
outro lado, glicose e lactato tém sido propostos como indicadores de
estresse (Hall e Ham, 1998; Racotta e Palacios, 1998; Mugnier e Justou,
2004).

Em peixes, sabe-se que a concentracdo de proteinas plasmaticas
pode ser alterada em decorréncia de um agente estressor (Ross e Ross,
2008). Em polvos E. cirrhosa submetidos a sucessivas amostras de
hemolinfa (0, 2 e 4 h), observou-se um decréscimo da quantidade de
proteinas plasmaticas com o passar do tempo (Malham et al., 1998). No
presente estudo, os valores de proteinas plasmaticas observados em
animais submetidos aos agentes anestésicos Hip, EtOH e Mix foram
semelhantes aos registrados por Malham et al. (1998) imediatamente
apos a primeira coleta de hemolinfa (116 mg mL™).

Adicionalmente, estes autores observaram um decréscimo
significativo de proteinas plasmaticas um dia ap6s a primeira coleta (64
mg mL™), entretanto, alta variabilidade individual foi observada, que
poderia ser decorrente da variacdo no estagio de maturagdo dos animais
avaliados por esses autores. No presente estudo, as variacdes observadas
em cada grupo analisado foram relativamente baixas quando
comparadas com as registradas por Malham et al. (1998), fato que pode
estar relacionado com a homogeneidade nutricional e de maturagdo
sexual observada nos tratamentos.

Os altos niveis de proteinas plasmaticas observadas em polvos
expostos a MgCl, (269,38 mg mL™) observados no presente estudo
provavelmente sdo um reflexo de altera¢Ges ocasionadas por este agente
anestésico em particular. Estes resultados parecem indicar que, por
algum motivo, os animais expostos a MgCl, ndo foram capazes de
regular a mobilizacdo de proteinas na hemolinfa, entretanto, estudos
complementares devem ser realizados a fim de possibilitar o completo
entendimento destas alteraces.

Por outro lado, valores significaticamente mais baixos nos niveis
de lactato foram observados em animais anestesiados com EtOH,
sugerindo que o metabolismo anaerébio teve uma menor participacdo
nos mecanismos de obtencdo de energia durante 0s processos de
anestesia. Maiores niveis de glicose plasmatica sdo frequentemente
associados ao uso da via gliconeogénica para a obtencéo de energia.

Variagbes no nimero de hemdcitos podem ser observados em
decorréncia da exposicdo a um agente estressor, como por exemplo,
parasitos (Castellanos-Martinez et al.,, 2014), coletas repetidas de
hemolinfa (Malham et al., 1998), exposicdo ao ar (Malham et al., 2002)
ou injecdo com lipopolisacarideos de Escherichia coli (Locatello et al.,
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2013). No presente estudo, o nimero total de hemdcitos circulantes na
hemolinfa foi, em geral, muito varidvel, e, portanto, ndo foram
observadas diferencas significativas com relacdo aos agentes anestésicos
avaliados. Alta variabilidade no nimero de hemdcitos de O. vulgaris foi
previamente registrada (Rodriguez-Dominguez et al., 2006; Castellanos-
Martinez et al., 2014).

Os efeitos do agente anestésico MgCl, (50 g L™) nos parametros
imunol6gicos de ostras Saccostrea glomerata apos 6 h de exposi¢do
foram avaliados (Butt et al., 2008). Os autores observaram aumento
significativo do nimero de hemdcitos, da atividade de fosfatase acida e
da atividade superoxido durante as primeiras 48 h, decrescendo
posteriormente. Por outro lado, a atividade de FO aumentou
imediatamente, reduzindo significativamente até 48 h ap6s a exposicao.
Os autores concluiram que, apesar das altera¢fes causadas a curto prazo,
os efeitos fisiolégicos decorrentes da exposicdo a esta substancia nao
tiveram impactos a longo prazo nos pardmetros imunoldgicos das ostras
e nos eventos subsequentes de desova.

De fato, outros estudos relataram a influéncia de agentes
estressores no estado imunoldgico de invertebrados (Sindermann, 1979;
Fisher, 1988; Anderson, 1990; Fisher et al., 1996; Carballal et al., 1998).
Entretanto, as alteragcBes nos parametros imunoldgicos podem nédo ser
percebidas imediatamente, podendo ocorrer horas ou dias apds a
exposicao a um agente estressor (Malham et al. 1998; 2002; Locatello et
al., 2013).

No presente estudo, alteracdes nos parametros de hemolinfa dos
animais expostos a Hip apresentaram maior nivel de atividade de FOplas
e menor atividade aglutinante quando comparados aos animais expostos
aos outros agentes anestésicos. Os motivos destas variagdes sdo ainda
sdo incertos e, por isso, sugere-se a realizacdo de estudos futuros em que
0 monitoramento das varidveis imunoldgicas seja realizado por maior
periodo de tempo apds a exposicado aos agentes anestésicos.

5. Concluséo

Para 0 nosso conhecimento, este estudo é o primeiro a relacionar
o efeito de diferentes agentes anestésicos nos parametros de hemolinfa
em cefalépodes. Os resultados obtidos nos permitem concluir que os
diferentes agentes anestésicos, em geral, ocasionaram alteracdes
significativas na osmolalidade da agua do mar e nos parametros de
hemolinfa de Octopus maya. Entretanto, estudos complementares séo
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necessarios para determinar com maior precisdo as consequéncias
decorrentes destas alteragcdes. Assim, recomenda-se cautela no uso dos
agentes anestésicos quando os parametros de hemolinfa forem
Necessarios.
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6. CONCLUSOES GERAIS

e Apesar da visivel perda de peso corporal e reducdo dos indices
hepatossomético e gonadossomatico, aliada a variagdo da glicose
plasmatica em fémeas de O. maya pds-desova, é possivel observar
uma compensagao imunoldgica as permite manter-se saudaveis até
40 DPD;

e A fauna parasitaria de fémeas de O. maya po6s-desova foi composta
por coccideos do género Aggregata sp. (Protozoa: Apicomplexa)
no intestino, ceco e branquias e larvas do cestoide Prochristianella
sp. (Cestoda: Trypanoryncha) na massa bucal, ambos com altas
prevaléncias durante todo o periodo experimental;

e O uso de agentes anestésicos causou alteragdes no consumo de
oxigénio de juvenis de O. maya durante a indugdo & anestesia e
recuperacdo, entretanto, ndo foi suficiente para causar um efeito a
longo prazo no crescimento, com exce¢do dos animais expostos ao
6leo de cravo;

e Os agentes anestésicos que apresentaram indugdo completa e os
melhores tempos de inducdo e recuperagdo em juvenis foram
hipotermia 11°C, etanol 3,0%, cloreto de magnésio 3,75% e Mix 1
(cloreto de magnésio associado a etanol) 0,75;1,5%;

e Em adultos, etanol 3,0% foi o0 agente anestésico que apresentou 0s
melhores tempos de inducdo e recuperacdo, sem mortalidades;

e Para a manipulacgdo de curto prazo de juvenis e adultos de O. maya
(até 180 s), ndo é necessario 0 uso de nenhum agente anestésico;
em adultos de grande tamanho, , sugere-se 0 uso de etanol 3,0%
para facilitar o manejo;

e O uso dos agentes anestésicos, em geral, alterou a osmolalidade da
agua do mar e os parametros de hemolinfa de O. maya, portanto
recomenda-se cautela no uso destas substancias quando estes
parametros sdo requeridos.
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7. CONSIDERAGCOES FINAIS

Este estudo fornece informacdes inéditas e importantes sobre o
estado de salde e a fauna parasitaria de fémeas de Octopus maya pos-
desova, 0 uso de anestésicos para a manipulagdo de curto prazo de
juvenis e adultos, e os efeitos dos agentes anestésicos sobre os principais
pardmetros de hemolinfa. Entretanto, alguns pontos devem ser
destacados para trabalhos futuros.

Neste estudo, o estado de salde das fémeas de O. maya foi
observado apenas até 40 DPD. Sugere-se a realizacdo de um estudo mais
longo, até pelo menos 50 DPD ou até a morte das fémeas para avaliar as
consequéncias da privagdo do alimento durante todo o periodo de
incubagdo e/ou até a senescéncia. No presente estudo, optou-se por
remover 0s ovos apos a desova para evitar contaminagdes por fungos ou
bactérias, comumente observadas para esta espécie em laboratdrio.
Entretanto, sugere-se o estudo comparativo entre fémeas incubando ou
ndo para verificar possiveis interferéncias dos ovos no desempenho da
fémea.

Como ja mencionado anteriormente, Octopus maya é uma espécie
com grande potencial de cultivo. Assim, estudos adicionais sobre a
fauna parasitaria desta espécie sdo importantes apesar de ndo se
observarem problemas relacionados a presenca de parasitos no cultivo
em laboratério desta espécie. Entretanto, situacdes de confinamento e
grande quantidade de animais podem favorecer a proliferagdo de
parasitos e causar surtos de doencgas. Sugere-se a realizacdo de estudos
complementares, englobando, por exemplo, diferentes sexos, estagios de
vida e procedéncia dos animais, que possam auxiliar no monitoramento
desta espécie sob condi¢des de cultivo. Além disso, recomenda-se a
realizacdo de estudos histopatologicos para avaliar os possiveis danos
que os parasitos, principalmente as causadas por larvas de cestoides
Prochristianella sp.

O bem estar animal quando se trata de cefalépodes € um tema que
tém recebido consideravel atencdo nos Gltimos anos. Neste contexto,
estudos relacionados a anestésicos, que considerem outros parametros
além dos tempos de inducdo e recuperacdo sdo importantes para o
desenvolvimento de protocolos e boas praticas de manejo adequadas a
diferentes espécies e/ou fases de vida. No presente estudo, foram
avaliados pela primeira vez diferentes agentes anestésicos e
concentracBes em juvenis e adultos de O. maya, espécie com grande
potencial para a aquicultura.
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Nossos resultados, apresentam dados inéditos sobre a influencia
dos agentes anestésicos sobre o metabolismo, a fisiologia e a imunologia
desta espécie. Apesar de ainda preliminares, os dados apresentados no
presente estudo demonstram a possibilidade da utilizac&o de ferramentas
alternativas no monitoramento do curso e da recuperagdo da anestesia a
curto e longo prazo em cefalopodes, como por exemplo o
monitoramento dos pardmetros de hemolinfa. No entanto, estudos
complementares, que englobem o monitoramento destes parametros e de
outros parametros e por um periodo de tempo maior apds a exposi¢do
aos agentes anestésicos sao recomentados.

Além disso, estudos fisioldgicos para avaliar as possiveis
consequéncias decorrentes do uso dos agentes anestésicos sdo devem ser
realizados. O estabelecimento e padronizacdo de critérios para acessar a
anestesia geral, o mecanimo e local de acdo dos agentes anestésicos e 0
estudo de outras substancias a serem utilizadas como agentes anestésicos
em cefalépodes sdo urgentes e necessarios. Além disso, questbes
relacionadas a seguranga do manipulador, do consumidor (se os animais
forem utilizados para consumo) e do meio ambiente e ao descarte destas
substancias sdo outros topicos a serem considerados.
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