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RESUMO

Os processos de maturacdo e desenvolvimento embrionario dos polvos
sdo diretamente influenciados por fatores ambientais como a
temperatura, a qual interfere na sintese de vitelo das fémeas e modula os
processos fisiolégicos e metabdlicos dos embrides. Alteragdes térmicas
refletem proporcionalmente no sucesso do recrutamento de juvenis em
ambiente natural, e na viabilidade das paralarvas em ambiente de
cultivo. Temperaturas além dos limites térmicos provocam o estresse
oxidativo, com a formacdo de espécies reativas de oxigénio, causando
danos aos tecidos. Com base no modelo de tolerancia térmica limitada
pela capacidade de oxigénio, e utilizando padrdes fisioldgicos como: 1)
bioindicadores do sistema de defesa antioxidante e enzimas lipidicas; 1)
indicadores metabdlicos; Ill) taxas de crescimento morfométrico; este
estudo teve por objetivo avaliar o efeito da temperatura no
desenvolvimento embrionario do polvo Octopus vulgaris Tipo Il. Para
isso, os embrides foram submetidos a dois tratamentos de temperatura:
1) 18 °C constante; Il) temperatura rampa, variando de 18 a 24 °C com
incremento de 1 °C a cada 5 dias. De acordo com o comportamento
termorregulador e a plasticidade metabdlica apresentada pelos embrides,
sugerimos que 18 °C seja o intervalo térmico em que os embrides
experimentaram uma temperatura pejus (pejus em latim significa
“piorando”, “prejuizo”). Os embrides expostos a temperatura 18 °C
constante ndo conseguiram compensar O estresse térmico, que
desencadeou num processo de resisténcia, com o funcionamento do
sistema de defesa antioxidante até atingir condicGes térmicas criticas,
guando o metabolismo aerébio foi deprimido. Como consequéncia, 0s
embrides mantidos neste tratamento apresentaram crescimento lento,
irregular e subdesenvolvimento, com baixa taxa de eclosdo e paralarvas
morfometricamente deformes. No tratamento rampa até a temperatura
de 22 °C, o crescimento dos embrides foi favorecido e o estresse térmico
compensado, apresentando reducdo dos niveis de proteinas oxidadas. A
partir da temperatura de 23 °C, o fornecimento de ATP foi reduzido e as
defesas antioxidante aumentada, atingindo maxima atividade de
protecdo celular, sugerindo desta forma que 23 °C seja uma temperatura
pejus. Na temperatura de 24 °C, o metabolismo dos embriées aumentou
94%, demonstrando faléncia do metabolismo aerébio e inibicdo do
sistema de defesa antioxidante, atingindo condigdes térmicas criticas na
“faixa péssimo”. Neste trabalho, os embrides de ambos os tratamentos
alcangaram condigfes térmicas criticas, seja pelo tempo de exposi¢éo a
temperatura pejus ou através do aumento gradual da temperatura até



atingir a temperatura critica, respectivamente, 18 e 24 °C. Isso sugere o
possivel intervalo térmico de desempenho que os embriGes de O.
vulgaris Tipo Il estdo adaptados (18-23 °C).

Palavras-chave: Aquicultura. Tolerdncia Térmica. Sistema de Defesa
Antioxidante. Metabolismo.



ABSTRACT

The processes of maturation and embryonic development of the
octopuses are directly influenced by environmental factors, such as
temperature, which interfere in the synthesis of yolk of the female and
modulate the physiological and metabolic processes of the embryos.
Thermal changes reflect proportionately the success of the recruitment
of juveniles in the natural environment and the viability of the
paralarvae in the growing environment. Temperatures beyond the
thermal limits provoke oxidative stress with the formation of reactive
oxygen species, causing damage to the tissues. Based on the model
oxygen- and capacity-limitations of thermal tolerance, and using
physiological patterns such as: 1) bioindicators of the antioxidant
defense system and lipid enzymes; II) metabolic indicators; IlI)
morphometric growth rates, this study aimed to evaluate the effect of
temperature on the embryonic development of Octopus vulgaris Type II.
For this, embryos were exposed to two temperature treatments: I)
constant temperature 18 °C; 1) ramp temperature, ranging from 18 to 24
°C with increment of 1 °C every 5 days. According to the
thermoregulatory behavior and the metabolic plasticity presented by the
embryos, the results suggest that 18 °C is the thermal interval where
embryos experienced pejus temperature (pejus in Latin means
"worsening", "injury"). Embryos exposed at constant temperature 18 °C
failed to compensate the thermal stress, which triggered a process of
resistance with the functioning of the antioxidant defense system until
the critical thermal limit was reached, when the aerobic metabolism was
depressed. As consequence, the embryos maintained in this treatment
presented slow and irregular growth and underdevelopment, with low
hatch rate and morphological deformed paralarvae. At the ramp
temperature up to 22 °C, the growth of the embryos was favored and the
thermal stress compensated, leading to a low level of oxidized proteins.
From the temperature of 23 °C, the ATP supply was reduced and the
antioxidant defenses increased, achieving maximum cellular protection
activity, thus suggesting that 23 ° C is a pejus temperature. At 24 °C, the
embryos metabolism increased by 94%, demonstrating failure of aerobic
metabolism and inhibition of the antioxidant defense system, reaching
critical thermal conditions in the "worst range". In this study, the
embryos of both treatments reached the critical thermal conditions,
either by time of exposure to pejus temperature or through the gradual
increase of the temperature up to the critical temperature, respectively,



18 and 24 °C. This suggests the possible thermal performance range that
O. vulgaris Type Il embryos are adapted to (18-23 °C).

Keywords: Aquaculture. Thermal Tolerance. Antioxidant Defense
System. Metabolism.
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1.1 INTRODUGAO GERAL

O polvo comum Octopus vulgaris (Cuvier, 1727) é uma das
espécies de cefaldpodes mais estudadas no mundo, com ampla
distribuicdo geografica e grande relevancia econbmica. Esta espécie é
altamente valorizada com interesses comerciais e gastronémicos no
mercado mundial. Entretanto, o abastecimento deste produto vem
exclusivamente da pesca artesanal ou industrial (Iglesias et al., 2014;
Vidal, 2014; FAO, 2016a).

As tecnologias de cultivo disponiveis para a espécie O. vulgaris
ainda sdo escassas, sendo possivel obter o seu ciclo de vida completo
apenas em escala laboratorial. Por esse motivo, o sistema de cultivo
existente consiste exclusivamente na captura e engorda de individuos
selvagens, como é realizado comercialmente na Espanha. Este sistema €
constituido por gaiolas flutuantes, contendo abrigos individuais, presas
em balsas, no qual polvos subadultos (>1,0 kg) sdo mantidos com dieta
natural de baixo custo (lglesias et al., 2014). Desta forma, pode-se obter
ciclos produtivos a cada 3-4 meses com polvos em tamanho comercial
de 2,5-3 kg e taxa de sobrevivéncia de até 85-90% (lglesias et al., 2000).

No entanto, esta atividade é influenciada pelas condicGes
ambientais de salinidade e temperatura, que podem reduzir o
desempenho zootécnico do polvo. Outros fatores como flutuagfes nas
capturas de juvenis para a engorda e o ciclo reprodutivo da espécie
também afetam negativamente esta produtividade (Chapela et al., 2006).
Assim, a aquicultura existente para a espécie continua dependente de
capturas, tanto para o povoamento das unidades de cultivo, quanto para
o fornecimento das dietas, reduzindo a viabilidade econémica e
operacional da atividade (Iglesias et al., 2014). Esses sdo alguns dos
motivos que justificam a queda no setor produtivo na Espanha, onde a
engorda comercial de polvos reduziu de 30 t em 2008 para 1 t em 2016
(FAO, 2018).

No Brasil, as capturas de O. vulgaris sdo realizadas por frotas
comerciais principalmente nas regides sul e sudeste, compondo quase a
totalidade da producéo (Avila-da-Silva et al., 2014). Até os anos 2000, a
producdo nacional de polvo se dava basicamente pela pesca de arrasto
de fundo, sendo o polvo fauna acompanhante nas pescarias de camardo
(Grassi et al., 1976; Costa e Haimovici, 1990; Gasalla et al., 2005).
Recentemente, com a reducdo das capturas de espécies tradicionais e
crescente demanda de mercado, 0 polvo passou a ser mais valorizado
como recurso pesqueiro (FAO, 2016a).
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Entre os anos 1970 e 1980, ocorreram diversas tentativas de
viabilizar a pesca nacional de polvo por meio de espinheis com potes de
barro, o que demonstrou ser pouco pratico e invidvel economicamente.
Além disso, ocorreram dificuldades tecnoldgicas na exportacdo deste
produto ao Mediterrdneo, considerado um dos maiores polos
consumidores na época. Somente em 2003, a producdo tornou-se
comercialmente vidvel no estado de Séo Paulo, apds os potes de barro
serem substituidos por potes de plastico (Tomas e Avila-da-Silva, 2011;
Assuncdo, 2012; Avila-da-Silva et al., 2014). Dois anos depois a
atividade chegou ao estado de Santa Catarina, com desembarques
pesqueiros registrados por 3 embarcacfes. No ano de 2008, as frotas
licenciadas neste estado aumentaram de 3 para 21 embarcagdes,
contabilizando producéo total de 751 t. No mesmo periodo, as capturas
de polvo no estado de S&o Paulo atingiram producdo méxima de 1.118 t.
Nos anos subsequentes, 0s registros apresentaram queda acentuada, com
reducdo de 60-70% de produtividade nestas regiGes (Figura 1)
(Archidiacono, 2007; Castanhari, 2007; Assuncio, 2012; Avila-da-Silva
etal., 2014).
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Figura 1. Valor total das exportacdes de polvo (Octopus spp.) em ambito
nacional e regional entre os anos 2001-2009, abrangendo as regiGes sul e
sudeste do Brasil (Avila-da-Silva et al., 2014).

O ordenamento pesqueiro e aquicola brasileiro é fomentado,
regulamentado, licenciado e fiscalizado pela Secretaria de Aquicultura e
Pesca, vinculada ao Ministério da Industria, Comércio Exterior e
Servicos através do Decreto n°® 9.004, de 13 de margo de 2017, onde
dispGe da Politica Nacional de Desenvolvimento Sustentavel da
Aquicultura e da Pesca, segundo a Lei n° 11.959, de 29 de junho de
20009.
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Os critérios regulamentadores para captura de polvo (Octopus
spp.) no Brasil, sob jurisdicdo em aguas marinhas nas regides sul e
sudeste, estdo expressos na Instrucdo Normativa SEAP n° 26, de 19 de
dezembro de 2008, que estabelece regras para o exercicio da atividade,
como: o limite de frota por regido, a quantidade de potes por
embarcacdo (maximo 20 mil), a profundidade minima permitida de
operacdo (70 m), e o tamanho do polvo para captura (>11 cm de
comprimento dorsal do manto (CDM)). Porém, Avila-da-Silva et al.
(2014) relataram problemas no cumprimento destas regras,
principalmente no que diz respeito ao ndmero de embarcagdes
clandestinas exercendo a atividade, em conjunto com a dificuldade de se
fiscalizar o nimero de potes contido nas embarcacdes. Segundo Teixeira
(2011), outra problematica enfrentada durante as capturas é a
inviabilidade de se realizar a biometria em polvos vivos, pois a
legislacdo (IN SEAP n° 26/2008) preconiza que o tamanho do polvo
para captura seja superior a 11 cm de CDM. Desta forma, a autora
sugere que seja utilizado como parametro para captura o peso total do
polvo ao invés do CDM, tornando-se mais pratica e eficiente a triagem
dos animais, preservando 0s juvenis em estagios de maturacao.

A fiscalizacdo pesqueira sob jurisdicdo nacional é realizada pelo
Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais
(IBAMA), regulamentada pelo Decreto n°® 3.179, de 21 de setembro de
1999, revogado pelo Decreto n° 6.514, de 22 de julho de 2008.

O ultimo boletim estatistico informando a produtividade
pesqueira de polvo no Brasil foi divulgado pelo extinto Ministério de
Estado da Pesca e Aquicultura em 2011 (Hazin et al., 2011), o qual
demonstra de forma genérica as capturas de polvo (Octopus spp.) com
aproximadamente 2.100 t.ano™, mantendo-se estavel de 2009 a 2011.
Neste relatorio, os registros de exportacdo e importacdo categorizados
como “Moluscos” se mantiveram inexpressivos, apresentando
respectivamente taxas de 1 e 2%.

Segundo a FAO (2016a), a producdo mundial de polvo em 2010
ultrapassou 550.710 t, o dobro da producdo registrada nos anos 1980
(Figura 2). Em 2009, a exportacdo de polvo foi avaliada em US$ 1,07
bilhdes de dolares, enquanto o valor das importagfes atingiram US$
1,33 bilhdes. O valor comercial do polvo excedeu a cotacdo de muitos
peixes, passando a ser considerado como recurso pesqueiro valioso.
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Figura 2. Produgdo mundial de polvo entre os anos de 1980 a 2010 (FAO,
2016a).

Na América Latina, a pescaria de polvo superou 31.000 t em
2010, sendo o México maior produtor com 21.000 t, seguido do Brasil
com 2.000 t. Em &mbito mundial, os maiores consumidores de polvo,
consequentemente, os maiores importadores de cefal6podes, séo
Espanha, Italia e Jap&o, enquanto Marrocos, Mauritania e China séo os
maiores exportadores de polvo. Entre os anos 2014-2015, a regulacdo de
mercado sustentada por commodities registrou aumento do consumo
mundial de polvo com redugdo do seu valor para comercializacdo.
Estatisticas da FAO listam os desembarques de polvo apoiado em quatro
principais espécies: O. vulgaris, Octopus maya, Eledone cirrosa e
Eledone moschata (FAO, 2016a, 2016b).

As maiores capturas concentram-se na espécie O. vulgaris,
apresentando maior producio no noroeste da Africa, principalmente em
Senegal, Mauritania e Marrocos. Considerando os registros pesqueiros
no oeste africano, a Figura 3 demonstra claramente reducdes no setor
produtivo, passando de 137.000 t na década de 1990 para 49.000 t nos
anos 2010. Baseado nestes registros e utilizando modelos estatisticos e
econdmicos, alguns autores avaliaram que 0 aumento da pressdo de
pesca leva a reducdo na abundancia dos estoques, com populagdes
compostas cada vez mais por individuos jovens, dependentes de
recrutamento e suscetiveis as mudancas ambientais (Gascuel et al.,
2007; Yagi et al., 2009; FAO, 2016a).
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Figura 3. Registro das capturas de polvo no oeste da Africa entre os anos 1980-
2010 (FAO, 2016a). Yagi et al. (2009) consideram de 1988 a 1998 méaxima
producdo sustentavel, entre 1999 e 2001 estagio de sobre-exploracéo e a partir
de 2002 estoques reduzidos.

Ao pensar na sobre-exploracdo do polvo como recurso pesqueiro
em ambito nacional e mundial (Yagi et al., 2009; Avila-da-Silva et al.,
2014; FAO, 2016a), e refletir sobre as possiveis mudancas que podem
ocorrer na dindmica populacional dos organismos marinhos dentro de
um cenario de alteragdes climaticas (IPCC, 2013; Stuart-Smith et al.,
2015; Vinagre et al., 2016); surge a necessidade urgente de fornecer
informacBes que ajudem no desenvolvimento de tecnologias que
viabilize a aquicultura da espécie O. vulgaris, sendo esta usada como
medida mitigadora a manutencdo dos estoques naturais e abastecimento
do mercado consumidor com este produto.

Dentre as espécies alvo de cefalopodes com potencial para
diversificar a maricultura, o polvo O. vulgaris apresenta caracteristicas
zootécnicas favoraveis com alta fecundidade, ciclo de vida curto,
eficiente conversdo alimentar, facil adaptacdo ao cultivo e rendimento
corporal para producdo de alimento superior a 90% (Vaz-Pires et al.,
2004). Assim, é fundamental desenvolver inovagbes tecnoldgicas que
assegurem a producdo aquicola sustentavel de juvenis em escala
comercial, promovendo a engorda comercial em gaiolas flutuantes, visto
os resultados promissores obtidos pela atividade (Bastos et al., 2014;
Iglesias et al., 2014), aprimorando a cadeia produtiva do polvo.
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1.1.1 Caracterizagdo da Espécie

O polvo O. vulgaris é uma espécie neritica, bentdnica, que ocorre
ao longo da plataforma continental até a costa, considerada espécie
cosmopolita com distribuicdo no Mar Mediterraneo, Oceano Atlantico
Oriental, Ilhas Acores, Candrias e Cabo Verde, Mar do Caribe, norte da
América do Sul, Oceano Atlantico Sul, Oceano indico, Asia Leste e
Africa do Sul (Figura 4). Habitam profundidades at¢ 200 m em
substratos rochosos, arenosos, recifes de corais ou com plantas.
Possuem habitos noturnos passando grande parte do dia escondidos em
abrigos permanentes ou temporarios, com longevidade estimada de dois
anos. Sao considerados predadores oportunistas, alimentando-se de uma
grande variedade de presas como peixes, crustaceos e moluscos, podem
praticar canibalismo e raramente sdo detritivoros. Ao mesmo tempo,
também sdo predados facilmente por peixes como garoupa, enguias e
tubarbes. Em ambiente de cultivo, adaptam-se rapidamente aceitando
alimento congelado como crustaceos, moluscos e peixes (lglesias et al.,
2014; Vidal, 2014; FAO, 2016a).

Dentro do nome da espécie O. vulgaris, atualmente existem
outras quatro espécies distintas, morfologicamente semelhantes, com
distribuicdo geografica em aguas tropicais, subtropicais e temperadas ao
redor do mundo. Todas as espécies possuem caracteristicas
reprodutivas, embriondrias e paralarvais correspondentes, com ampla
capacidade de dispersdo e importancia de captura. Entretanto, a
taxonomia da espécie permanece incerta. Baseado em marcadores
genéticos e morfoldgicos a espécie foi reclassificada em cinco grupos
denominado parte do complexo Octopus vulgaris de espécies, sendo
elas: Octopus vulgaris sensu stricto, Tipo I, I, 1l e IV (Figura 4).
Assim, cada grupo possui diferencas especificas fundamentadas na
plasticidade fenotipica e adaptacdo as condicdes ambientais, como
intervalos distintos de temperaturas tanto no desenvolvimento
embriondrio quanto nos estagios plantonicos iniciais do ciclo de vida
(Cabranes et al., 2007; Vidal et al., 2010; FAO, 2016a; Amor et al.,
2017).

O ciclo de vida completo do O. vulgaris sob condi¢do de cultivo
foi fechado pela primeira vez no ano de 2001 em laboratdrio (Iglesias et
al., 2004). Apds vérios anos de trabalho, hoje é possivel obter ovos
fertilizados vidveis através da captura de individuos selvagens,
mantendo machos e fémeas em laboratério.
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Figura 4. Distribuicdo geogréfica do polvo O. vulgaris, reclassificado em cinco
espécies pertencentes ao complexo Octopus vulgaris de espécies: O. vulgaris
sensu stricto, Tipo I, Tipo Il, Tipo Hll e Tipo IV (FAO, 2016a).

O comportamento reprodutivo do polvo é caracterizado por
paternidade multipla com apenas um periodo de maturacdo sexual
(semalpaticos), desova Unica e postura parcelada, podendo prolongar-se
por varios dias. Desta forma, sdo identificados diferentes estagios de
desenvolvimento em uma Unica massa de ovos. Os ovos sdo colocados
em abrigos sob a forma de penca, contendo vérias centenas de ovos
cimentadas em algum substrato. Durante a embriogénese, as fémeas
demonstram cuidado parental, mantendo a limpeza e ventilagdo dos
ovos, diminuindo a ingestéo de alimento até a inani¢do e morrem apos a
eclosdo (Boletzky, 1989; Boyle e Rodhouse, 2005; Silva, 2006; Iglesias
et al., 2007; Teixeira, 2011; Iglesias et al., 2014; Vidal, 2014).

Uma fémea desta espécie possui alta fecundidade, produzindo
entre 100.000 a 500.000 ovos (Mangold, 1983). A relagdo entre
ovos.fémea estd associada ao seu tamanho, onde uma fémea pode
desovar aproximadamente 100.000 ovos.kg? de peso corporal (lglesias
et al., 1997). Diferente do que é observado em fémeas de outras espécies
do mesmo género, as quais apresentam diferente estratégia reprodutiva
como ovos maiores e fecundidade menor, por exemplo, as desovas do
0. maya com até 2.000 ovos (Rosas et al., 2014) e do Octopus minor
entre 9-125 ovos (lIglesias et al., 2014; FAO, 2016a). A vantagem de se
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cultivar estas espécies é a auséncia da fase plantdnica, emergindo do ovo
uma paralarva holobentonica.

Os polvos sdo animais gonocoricos com diferenciacdo sexual
durante o desenvolvimento. No entanto, o dimorfismo sexual externo é
visualizado somente no estagio subadulto (Boletzky, 1989). O aparelho
reprodutor das fémeas de O. vulgaris ndo possui glandula nidamental,
cada oviduto conectado ao ovario tem igualmente uma glandula
oviducal (Guerra, 1975). O érgdo copulador nos machos (hectoc6tilo)
apresenta-se no terceiro braco direito, o qual possui um canal
espermatoférico com terminacdo arredondada para facilitar a
fertilizaco. Através deste, ocorre a transferéncia dos espermatoforos
para o interior da cavidade do manto da fémea. Fémeas imaturas
sexualmente podem armazenar os espermat6foros em espermatecas, que
sdo cavidades especializadas nas glandulas oviducais, até adquirirem a
maturidade sexual, caracterizando fecundacdo interna (Mangold e
Boletzky, 1973; Mangold, 1983; Boletzky, 1989; Boyle e Rodhouse,
2005; Iglesias et al., 2014; Vidal, 2014). Outro dimorfismo sexual
visualizado nos machos desta espécie, sdo as ventosas 15 e 17 do
segundo e terceiro par de bacos, as quais possuem tamanho maior que as
demais (Teixeira, 2011).

Os estagios de desenvolvimento embrionédrio do O. vulgaris
foram identificados por Naef (1928), sendo descritos em XX estagios
passo a passo, que compreendem desde as primeiras divisdes celulares
até a eclosdo. Durante a embriogénese, os embrides invertem sua
posi¢do duas vezes.

A primeira fase ontogenética é determinada pelo aumento do
nimero de células (blastbmeros), compreendendo os estagios de O-I.
Nestes estagios ocorrem segmenta¢bes do tipo merobléastica discoidal,
formando um blastodisco sobre um dos polos da massa de vitelo,
caracteristico de ovos telolécitos, no caso dos cefalépodes (Boletzky,
1989, 2003).

A gastrulacdo (estagios II-VII) se inicia com um movimento de
deformacdo, sendo observado 0 aumento do nimero de células em duas
populacdes. A camada interna do blastodisco cresce em direcdo ao
centro formando a mesentoderme. Na parte central, forma-se a
ectoderme que cresce para a periferia da mesentoderme, engquanto a
parte mais periférica, blastoderme, avanca sobre a massa de vitelo em
direcdo ao polo oposto, formando o saco vitelino. Logo, ocorre a
formacéo de trés folhetos embrionarios, mais o intestino primitivo e o
blastéporo, que comunica o intestino primitivo ao ambiente externo
dando origem a boca (Boletzky, 1989, 2002, 2003; Silva, 2006).
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A primeira inversdo do embrido (estadgio VIII) marca o comego
da organogénese, dando inicio dos processos morfogenéticos que levam
a diferenciacBes nas areas dos Orgdos e surgimento de Orgdos
rudimentares. Nos estagios iniciais a pulsa¢do do saco vitelino funciona
como reserva nutricional e superficie respiratéria. A medida que o
embrido cresce, o vitelo é claramente divido em saco vitelino interno e
externo, conectado pela cavidade da boca. O inicio da atividade cardiaca
e do sistema circulatério caracteriza o fim da organogénese (estagios
XV-XVI). Os proximos estagios de desenvolvimento sdo definidos pelo
crescimento linear do embrido e diferenciagdes histoldgicas, com
estimulacfes mecénicas e atividade dos cromatoforos. Ao final, o
embrido volta a posicdo inicial (estdgio XIX) estando pronto para
eclodir (estdgio XX) (Boletzky, 1989, 2002, 2003; Mangold, 1983;
Castro-Fuentes et al., 2002; Boyle e Rodhouse, 2005; Iglesias et al.,
2014; Sanchez Garcia, 2016).

Durante o desenvolvimento embriondrio as necessidades
nutricionais sdo fornecidas pelo vitelo. Mesmo apds a eclosdo, as
paralarvas mantém reserva de vitelo no estdmago, fornecendo energia
nos primeiros dias de vida, onde combinam alimentacdo enddgena e
exogena até a dependéncia completa por alimento exdgeno (Moguel et
al., 2010; Vidal, 2014). Morfologicamente entre a eclosdo, a fase
paralarval e adulta ndo ha qualquer metamorfose. Por isso, considera-se
desenvolvimento direto, eclodindo do ovo um adulto em miniatura com
requisitos ecoldgicos distintos entre uma fase planténica e bentdnica
(Boyle e Rodhouse, 2005).

Atualmente um dos entraves ao cultivo de O. vulgaris esta
relacionado diretamente com a nutricdo e a padronizacdo de sistemas
gue garantam desempenho zootécnico e sobrevivéncia das paralarvas.
As altas exigéncias nutricionais em &cidos graxos, fosfolipideos e
colesterol, além de aminoacidos como lisina, leucina e arginina, e
nutrientes essenciais como cobre, tém influenciado nas baixas taxas de
sobrevivéncia. Varios autores conseguiram resultados importantes
utilizando dietas com zoea de crustaceos e Artémia enriquecida, em
diferentes sistemas. No entanto, ainda faltam informacbes para
compreender  melhor  questdes  nutricionais,  fisioldgicas e
comportamentais das paralarvas. A disponibilidade de alimento para
cultivar paralarvas em maior escala também tem desafiado os
pesquisadores, visto que Artémia é o Unico alimento com fécil acesso
(Iglesias et al., 2004, 2007).

Outro obstaculo ao cultivo é a producéo viavel de paralarvas com
qualidade, diretamente ligado ao controle de reprodutores, maturagéo e
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desenvolvimento embrionario adequado. A quantidade e qualidade dos
ovos dependem diretamente de influéncias ambientais durante o
processo de maturacdo e embriogénese, sendo a temperatura um dos
pardmetros mais importantes, pois regula os processos metabolicos,
morfoldgicos e fisioldgicos dos embrides (Repolho et al., 2014; Iglesias
et al., 2014; Vidal, 2014; Caamal-Monsreal et al., 2016; Juarez et al.,
2016; Uriarte et al., 2012, 2016; Sanchez-Garcia et al., 2017).

1.1.2 Efeito da Temperatura nos Processos Embrionarios

Os processos embriondrios sdo extremamente dependentes da
temperatura, podendo acelerar ou retardar o tempo de desenvolvimento
dos embrides, determinando as condi¢cGes de sobrevivéncia e
crescimento das paralarvas (Boletzky e Hanlon, 1983; Boletzky, 1989,
1994; Boyle e Rodhouse, 2005). Esta relagdo foi corroborada por
Mangold e Boletzky (1973) quando ovos de O. vulgaris foram
submetidos as temperaturas constantes de 13, 15, 20 e 25 °C,
demonstrando que o tempo de desenvolvimento dos embrides variou de
23 a 125 dias, 0 que corresponde ao intervalo térmico durante o periodo
de desova da espécie na costa do Mar Mediterraneo Sul na Franca
(Banyuls-sur-Mer).

Caveriviere et al. (1999) também avaliaram o tempo de
desenvolvimento de embrifes de O. vulgaris, mantendo fémeas com
desova em laboratdrio e em ambiente natural na costa de Senegal, onde
encontraram os seguintes relacdes de tempo e temperatura: 15-42 dias a
temperatura média de 27 °C (26-27,6 °C), 29-49 dias entre 22-23 °C
(variagdo de 20-26 °C), 57-65 dias a 21 °C (20-22,5 °C), 65-74 dias a
temperatura media de 18,8 °C (variagdo de 14-23 °C) e 80-87 dias a 17
°C (14-19 °C). Com estes resultados, os autores sugerem que a variagdo
no tempo de desenvolvimento pode representar diferentes espécies
pertencentes ao complexo O. vulgaris de espécies, com adaptagdes
térmicas entre o gradiente latitudinal.

Considerando a temperatura um fator modulador do
desenvolvimento embrionério, Uriarte et al. (2016) experimentaram
reduzir o tempo de incubagdo dos ovos do polvo vermelho da Patagénia
Enteroctopus megalocyathus, a fim de viabilizar seu cultivo. Para isso,
incrementaram 1 e 2 °C acima do intervalo térmico de distribui¢do da
espécie em ambiente natural (12-14 °C), mantendo os embrides a quatro
temperaturas constantes: 12, 14, 15 e 16 °C. O incremento de
temperatura viabilizou maiores taxas de crescimento mantendo o
desempenho zootécnico dos embrides, com reducdo de 15% do periodo
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de incubacdo dos ovos quando comparado aos embrides mantidos a
temperatura de 12 °C. Embora, esses resultados sejam positivos, é
evidente que os embrides dependam de ajustes fisiologicos e
bioguimicos para compensar incrementos de temperaturas dentro dos
limites térmicos que evoluiram (Clarke, 2003).

Sabe-se sobre 0 polvo O. maya, espécie com producao semipiloto
na Universidade Nacional Autdnoma do México (UNAM), que o limite
térmico para desova é abaixo de 27 °C, sendo recomendado que as
fémeas fertilizadas sejam mantidas a 24 °C. O estresse térmico durante o
periodo de maturacdo interfere no desempenho das novas geracoes de
juvenis porque a temperatura afeta a sintese de vitelo, reduzindo a taxa
de crescimento e sobrevivéncia da prole. Durante o desenvolvimento
embrionario recomenda-se que 0S 0v0S Sejam mantidos entre as
temperaturas de 22-26 °C, pois descreve o melhor desempenho
zootécnico dos embrides. Tais temperaturas refletem as condicfes
ambientais da Peninsula de Yucatan, habitat desta espécie endémica
(Judrez et al., 2015, 2016; Caamal-Monsreal et al., 2016).

Para cada espécie de polvo existe uma faixa ideal de temperatura,
as quais ndo afetem o desenvolvimento dos embrides, visto que, 0s
estagios ontogénicos iniciais sdo 0s mais sensiveis do ciclo de vida
(Repolho et al., 2014), e determinam 0 recrutamento de juvenis e
distribuicéo das popula¢des no ambiente (Vidal, 2014). Com os avangos
tecnologicos em metodologias de analises, hoje podemos avaliar com
maior riqueza de detalhes o efeito da temperatura nos processos
embrionédrios, fornecendo informagdes que possam  descrever
fisiologicamente os limites de temperatura que os embrides podem
tolerar.

Repolho et al. (2014) em Portugal investigaram quais foram os
efeitos da temperatura quando embribes de O. vulgaris sensu stricto
foram submetidos ao estresse térmico. Como esperado, embriGes
incubados a 21 °C (+3 °C correspondente a temperatura futura de
aquecimento dos oceanos) eclodiram apds 25 dias de incubacdo, com
taxa de sobrevivéncia 30% menor e 17,8% de paralarvas prematuras.
Diferentemente dos embriées mantidos a 18 °C, que apresentaram 100%
de sobrevivéncia e eclodiram ap6s 38 dias de incubagdo. O tamanho dos
embribes também foi inverso ao incremento de temperatura, com
concentragbes de HSP70 (proteina de protecdo ao choque térmico) e
glutationa-S-transferase (GST) significativamente maiores nos estagios
avancados da embriogénese e nas paralarvas, com aumento de
malondialdeido (MDA) indicando lesdes celulares. Assim, o aumento
das exigéncias metabdlicas provocado pelo aumento da temperatura leva
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a formacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e maiores
concentracdes de lipideos peroxidados (MDA), por isso 0s embrides ndo
conseguem tolerar temperatura acima de seus limites térmicos.

Rosa et al. (2012) também buscaram respostas a partir de uma
visdo integrada dos efeitos da temperatura na ontogenia inicial da lula
Loligo vulgaris. Os embrides foram submetidos a temperaturas de verdo
e inverno da costa portuguesa 13 e 17 °C, com incremento de 2 °C
considerando o futuro aquecimento dos oceanos para cada estacdo, 15 e
19 °C. No cenério de aquecimento de verdo, o desenvolvimento dos
embribes foi encurtado negativamente com taxa de sobrevivéncia de
70%, exibindo deformidades como manto subdesenvolvido, dimorfismo
ocular e paralarvas prematuras. Os niveis de GST, catalase (CAT),
MDA, superdxido dismutase (SOD) e HSP70 foram significativos nas
paralarvas quando expostas a 19 °C, com temperaturas letais LT50 e
LT100 significativas tanto para os embrides quanto para as paralarvas a
esta temperatura. Os pesquisadores indicam que as eclosdes prematuras
estdo relacionadas ao estresse hipdxico e a supressdo metabdlica, pois a
exigéncia energética excede a demanda de oxigénio disponivel nos
tecidos. Ainda, o aumento metabdlico elevou os niveis de ROS e
lipideos peroxidados, combinado com inibicdo da atividade
antioxidante, provocou as méas formac6es nos embrides. Logo, os limites
térmicos estdo associados a oferta de oxigénio e aos mecanismos
fisiolégicos de compensarem as ROS.

Utilizando uma metodologia inovadora, pesquisadores da
Universidade Nacional Autbnoma do México (UNAM) examinaram 0
aumento gradual de temperatura no crescimento, metabolismo
respiratorio e defesa antioxidante dos embrifes de O. maya. Assim,
descobriram que o limite térmico maximo para embrides desta espécie é
27 °C, mesma temperatura limite para maturacdo e desova das fémeas
(Judrez et al., 2015). Acima desta temperatura 0 metabolismo aumentou
13% em comparagéo ao grupo mantido a 24 °C constante, com aumento
de 63% da frequéncia respiratéria acima dos 27 °C. Os embrides
apresentaram alteracBes no diametro do olho e ativacdo da enzima
acetilcolinesterase (AChE), indicando alteragdes no sistema nervoso
estimulado pelo aumento da temperatura. Até 27 °C, os embrides
apresentaram mecanismos fisiolégicos para compensar as demandas
metabdlicas e os efeitos oxidativos, acima desta temperatura os danos
celulares foram irreversiveis. 1sso sugere que 0s embrides possuem
reduzida plasticidade térmica, pois estdo envolvidos na formacdo dos
tecidos e tal estresse limita 0s mecanismos antioxidantes que controlam
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as ROS produzidos pelas altas taxas metabdlicas (Sanchez-Garcia et al.,
2017).

1.1.3 Sistema de Defesa Antioxidante e Enzimas Lipidicas

As progressivas espécies reativas de oxigénio (ROS) provocadas
pelo incremento de temperatura levam ao estresse oxidativo (Vinagre et
al., 2016), causando danos aos lipidios, proteinas, disfuncdo celular e
apoptose da célula (Regoli e Giuliani, 2014). A producdo de ROS se da
guando os processos metabdlicos sdo aumentados devido as mudancas
ambientais, que tem como consequéncia maior consumo de oxigénio. O
oxigénio, utilizado como (ltimo aceptor de elétrons da cadeia
respiratoria é liberado na matriz mitocondrial, formando os ROS. No
processo de obtencdo de energia (fosforilagdo oxidativa na cadeia
transportadora de elétrons) participam, além do oxigénio (O), varias
enzimas oxidativas finais ou intermedidrias que sdo ativadas na
membrana interna da mitocondria. Como consequéncia do metabolismo
aerdbio, ions superdxidos ou peroxidos reativos (02, 02, H202, *OH)
se combinam formando outras moléculas (HOONO, HOCI, ROOQe-,
ROe), que se diferem em termos de reatividade e danos aos lipideos,
proteinas e DNA. Por essa razdo, o acimulo de ROS tem sido associado
com o processo de envelhecimento. Para neutralizar este efeito, as
células aerdbias desenvolveram um complexo sistema de defesa
antioxidante (Regoli et al., 2011a, 2011b).

O sistema antioxidante é caracterizado por varios eliminadores de
baixo peso molecular e defesa enzimatica que integram uma cascata de
reacOes (Figura 5), com efeitos diretos ou indiretos, neutralizando os
ROS ou oxidando-os a outro radical. Os eliminadores sdo moléculas
hidrofilicas, por isso ndo séo ativados de forma sincronizada, mostrando
diferente sensibilidade de ativacdo, sendo alguns induzidos e outros
deprimidos (Regoli et al., 2011a, 2011b; Regoli e Giuliani, 2014).

As defesas antioxidantes s@o conhecidas pela capacidade resposta
as alteracfes ambientais, podendo ser utilizadas como biomarcadores.
As reagdes moleculares refletem mudancas nas funcbes enzimaticas
trazendo efeito intracelular metabdlico e biotransformador, como
modificacdo p6s traducdo de proteinas. Isso sugere a complexidade das
respostas conforme a exposicdo ambiental e a regulagdo ao estresse
oxidativo, que pode variar conforme as condigBes experimentais,
intensidade, tempo de exposicdo, estado metabdlico e fase do ciclo de
vida (Regoli et al., 2011a, 2011b; Schulte, 2015; Rodriguez-Fuentes et
al., 2017).
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O ciclo antioxidante é composto por diversos caminhos, como as
quinonas (Q) que reagem com o O para produzir ions superéxido (O2).
Tal reacdo é evitada pela DT-diaforase (DT-D), que reduz as quinonas
para hidroquinonas (HQ). A superdxido dismutase (SOD) é uma enzima
dependente de metal (Mn-SOD na mitocondria e Cu/Zn-SOD no
citoplasma) responsavel por converter 0 O2 em peréxido de hidrogénio
(H202), que é reduzido a H,O pela catalase (CAT) ou pela glutationa
peroxidase (GPx), que utiliza a glutationa total (GSH) como doador de
elétrons para catalisar a reacdo. Na presenca de ferro reduzido (Fe?*),
H20: é convertido em radical hidroxilico (*OH) através da reacdo de
fenton, que d& inicio ao processo de peroxidagdo lipidica, uma reacéo
em cadeia que sO6 termina quando os radicais lipossoliveis séo
eliminados pela Vitamina E ou pela GPx. A GPx catalisada pela
glutationa-S-transferase (GST) reduzem hidroperéxidos lipidicos em
alcool, concomitante com a oxidagdo da GSH que aqui atua como
cofator. A glutationa oxidada (GSSG) reconverte GSH através da
glutationa redutase (GR) utilizando NADH como redutor através do
Ciclo das Pentoses. Quando a oxidacdo da glutationa excede sua
capacidade de reducdo pela GR, a GSSG é excretada da célula mantendo
os niveis de GSH funcionando ativamente (Regoli et al., 2011a, 2011b;
Regoli e Giuliani, 2014).

A GSH é o tripeptideo ndo proteico mais abundante no
citoplasma e atua como eliminador direto de ROS ou como cofator da
GST durante a desintoxicacdo xenobidtica. A GR é uma flavoenzima
gue ndo atua como antioxidante, mas & importante para manter a
homeostase GSSG/GSH e o equilibrio Redox em animais marinhos. A
GPx é uma enzima antioxidante atuante na mitocéndria e no citoplasma.
A GST é uma enzima de fase Il, hidrofilica, que atua como eliminador
tanto na via xenobidtica quanto na peroxidacdo lipidica (Regoli et al.,
2011a, 2011b; Regoli e Giuliani, 2014).
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Figura 5. Representacdo esquematica das vias antioxidantes e defesas
antioxidantes celulares (Regoli et al., 2011b).

A carboxilase (CBE) assim como a acetilcolinestesare (AChE)
sdo enzimas lipidicas. As moléculas NADH sédo transportadores de
elétrons, importantes para manter o equilibrio Redox celular através do
gradiente de prétons da membrana mitocondrial na fosforilagéo
oxidativa e sintese de ATP. A Energia Livre (AG®) liberada durante a
transferéncia de elétrons do NADH para o O; favorece a reacdo
espontanea da ATP Sintase, convertendo ADT-ATP. Para manter os
niveis energéticos dissipados na forma de calor, além do gradiente de
elétrons na cadeira respiratdria, o embrido utiliza reservas vitelinas para
producdo de energia. Aqui a CBE desempenha um papel importante,
pois regula a degradacéo e liberacdo de acidos graxos para a sintese de
ATP no Ciclo do Acido Citrico, concomitante a produgio de NADH. A
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CBE é uma enzima alostérica, inibida ou ativada pela fosforilacao, isso
justifica a atividade da glutationa ser dependente da atividade da CBE
(Berg et al., 2010).

A AChE é uma enzima independente da atividade antioxidante da
familia das colinesterases (ChE), sua atividade estd relacionada ao
funcionamento do sistema nervoso central e fungdes neuromusculares.
Ela catalisa a hidrélise do neurotransmissor acetilcolina, evitando
disparos nervosos continuos, isso permite 0s neurdnios retornem ao
estado de repouso apos ativacdo, fundamental para o funcionamento
normal do sistema sensorial e neuromuscular. A AChE é considerada
um dos bioindicadores ambientais mais antigos, amplamente usado para
organismos marinhos e de 4gua doce (Payne et al., 1996).
Curiosamente, 0 estresse oxidativo desempenha um papel importante na
regulacdo da AChE, podendo ativa-la ou inibi-la, causando alteragdes na
sua expressdo génica e ma formagdes no desenvolvimento do sistema
nervoso (Schallreuter et al., 2004; Rico et al., 2007; Rodriguez-Fuentes
etal., 2015).

Como efeito & peroxidacdo dos lipideos e proteinas, a membrana
plasmatica reduz sua fluidez. Isso restringe as ligacdes entre lipideos e
proteinas, que provoca falhas musculares e simpaticas, com reducdo na
capacidade cardiaca e limitagdo no fornecimento de oxigénio, que pode
promover faléncia mitocondrial e colapso metabdlico (Schulte, 2015).

1.1.4 Atividade Metabdlica

A medida que a temperatura aumenta, as taxas de metabolismo se
elevam e diminuem rapidamente, com efeito nas reagcdes quimicas e
bioguimicas. Pensar em fisiologia térmica é refletir como a temperatura
modela a distribuicdo e abundancia das espécies, além de entender
bioquimicamente os mecanismos que os embriGes possuem para manter
0s processos fisiolégicos mesmo quando influenciados pela temperatura
(Clarke, 2003; Clarke e Fraser, 2004).

Segundo as leis da termodindmica e os principios fisicos da
mecéanica dos fluidos, a temperatura influencia diretamente as reacdes
bioguimicas. No entanto, pensar que as taxas de reacdo influenciadas
pela termodinamica teriam alguma relacdo com as taxas metabolicas nos
organismos seria simplificar demais. O metabolismo dos organismos
envolve varios processos fisiol6gicos complexos, e os principios fisicos
fornecem uma descricdo bem sucedida apenas para sistemas simples,
como o principio da energia de ativagdo introduzido por Arrhenius
(1889-1915), onde a temperatura é a Unica variavel. Portanto, este
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conceito é incompativel a fisiologia celular e aos mecanismos de
aclimatacdo e adaptacdo evolucionéria, até mesmo porque as taxas de
reacdo evoluiram independentemente da temperatura as quais 0s
organismos estdo adaptados para viver. Os processos adaptativos se
deram primeiramente no tamanho dos drgdos e tecidos em manutengédo
do metabolismo energético (Daan et al., 1990), somente depois as taxas
metabdlicas foram ajustadas aos tecidos, em resposta a sua funcéo,
gastos energéticos e temperatura (Clarke, 2003). Assim, o efeito da
temperatura sob o metabolismo celular é indireto e pode ser
representado pela taxa metabolica dos organismos em estado de
repouso, pois descreve o custo energético basal dentro do seu estilo de
vida ecoldgico. (Clarke, 2004; Clarke e Fraser, 2004; Schulte, 2015).

Resumidamente, chamamos de metabolismo a série de reacdes
guimicas necessarias para a conversao de moléculas a outras moléculas.
Esses processos sdo dependentes de alguma fonte de energia. Neste
caso, o facilitador comum destas reacfes é o ATP, onde parte do
metabolismo é constituido por reacdes catabdlicas que convertem ATP a
partir de moléculas energéticas como lipideos, glicideos e aminoacidos;
e parte utilizam ATP para anabolizar outras moléculas como sintese de
nucleotideos e aminoacidos utilizados nos processos celulares. Partindo
desse balanco metabdlico, pode-se contabilizar a atividade metabdlica
dos organismos mensurando o ATP (energia) utilizado nos processos
bioldgicos. Para organismos aerébios isso é facilitado pelo consumo de
oxigénio usado como aceptor final de elétrons na cadeia respiratoria e
sintese de ATP, conforme a demanda fisiolégica de trabalho (Clarke e
Fraser, 2004; Berg et al., 2010).

Uma forma eficiente de avaliar o efeito da temperatura nos
processos metabolicos a nivel sistémico, celular e molecular é utilizar o
modelo de tolerancia térmica limitada pela capacidade de oxigénio
(OCLTT). Descrito por Portner (2010), o modelo OCLTT ¢
representado pela curva de performance aerdbia e capacidade de
aclimatacdo (Figura 6). Calculado pela diferenca entre metabolismo
basal e ativo, 0 OCLTT descreve a alocagdo de energia modelada pela
temperatura em trés faixas térmicas: 6tima, pejus e péssimo. Quando a
temperatura est4d Otima, o consumo de oxigénio é otimizado e o
fornecimento de ATP é elevado, mantendo as atividades fisioldgicas
com baixo nivel de peroxidacéo e atividade antioxidante, definida como
aclimatacdo funcional. Além dos limites 6timos, 0s custos energéticos
aumentam reduzindo o ATP disponivel no organismo. O metabolismo
anaerébio aumenta para compensar o déficit energético causado pela
faléncia no metabolismo aer6bio, concomitante as respostas
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antioxidantes na eliminacdo das ROS produzido pela hiperventilacdo do
metabolismo aerdbio. Esta faixa térmica é chamada de pejus, refletindo
num processo de aclimatacdo de protecdo. Posterior ao pejus, na faixa
péssimo, todo ATP é direcionado para reparar danos celulares causados
pelo incremento térmico com aumento nas respostas ao choque térmico,
conhecido como aclimatacdo de reparo.
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Figura 6. Representacdo esquemética do modelo de Tolerancia Térmica
Limitada pela Capacidade de Oxigénio, curva de performance térmica ou
alcance aerobio e capacidade de aclimatacdo (Portner, 2010).

Descrever os limites térmicos resulta numa compreenséo holistica
em varios niveis hierarquicos, que compreende desde 0s processos
moleculares até o funcionamento do organismo como um todo.
Utilizando a curva de performance térmica e aclimatacdo representada
pelo OCLTT, Rodriguez-Fuentes et al. (2017) avaliaram o desempenho
térmico da lagosta Panulirus argus com o uso de indicadores
metabdlitos (glicose, colesterol, triglicerideos, proteina e lactato), pois
sdo nutrientes utilizados como fonte para producdo de energia em
crustaceos (Rosas et al., 2002). Desta forma, a mobilizagdo de diferentes
metabdlitos foi utilizada como mecanismo compensatério durante
atividade forgada, sugerindo que numa faixa térmica 6tima as lagostas
fizeram ajustes no metabolismo mobilizando glicose e colesterol,
enquanto os niveis de triglicerideos foram mobilizados na temperatura
pejus minima; e proteina, glicose e lactato foram mobilizados na
temperatura “péssimo” maxima.

Considerando que os embrides utilizam as reservas vitelinas para
alocacdo de energia e elevam ao maximo seu metabolismo para se
desenvolver (Repolho et al.,, 2014; Sanchez-Garcia et al., 2017),
dependendo o estagio de desenvolvimento, alteracbes térmicas podem
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limitar a capacidade resposta em recuperar possiveis danos causados aos
tecidos. Um estudo realizado por Tremblay et al. (2017) verificaram
quais estagios embrionarios os embrides de O. maya sdo mais sensiveis.
Os resultados indicam que as maiores taxas metabélicas sdo no final da
organogénese, entre os estdgios XV e XVI, quando os coragdes
comecam a funcionar. Nos proximos estagios, onde os embriGes estdo
mais desenvolvidos, o metabolismo diminuiu, 0 que representa maior
sensibilidade térmica, sendo o estagio XVII o de maior vulnerabilidade.
Além do conhecimento cientifico, este trabalho busca resgatar
alguns conceitos de sustentabilidade com proposito de fomentar e
construir uma aquicultura apoiada em alguns objetivos de
desenvolvimento sustentdvel (SDGs) das Nagbes Unidas, como: 1)
conservagao e uso apropriado dos recursos marinhos; 2) conscientizacéo
as mudangas climéticas e reducédo de seus efeitos; 3) proteger, recuperar
e promover o0 uso sustentivel dos ecossistemas terrestres; 4) seguranca
alimentar, melhorar a qualidade nutricional e promover a aquicultura
sustentavel; 5) igualdade de género; 6) educacdo de qualidade inclusiva;
7) crescimento socioecondmico inclusivo; 8) estabelecer justiga social.

1.2 OBJETIVO
1.2.1 Objetivo Geral

O presente estudo busca avaliar a influéncia das temperaturas 18
°C constante e rampa com inicio em 18 °C ascendendo 1 °C a cada 5
dias, no desenvolvimento embrionario do polvo Octopus vulgaris Tipo
Il; por meio de avaliagBes nas mudangas morfoldgicas dos embrides,
bioindicadores do sistema de defesa antioxidante e indicadores
metabdlicos, em ambiente com temperatura controlada.

1.2.2 Objetivos Especificos

- Avaliar o estresse oxidativo e 0s mecanismos de protecdo
celular por meio de andlises enzimaticas antioxidantes e lipidicas, e
niveis de concentracdo de ROS.

- Avaliar a plasticidade metabolica por meio de analise dos
metabdlitos mobilizados como substratos para producdo de ATP em
cefaldpodes.

- Avaliar o efeito das temperaturas 18 °C constante e rampa com
inicio em 18 °C ascendendo 1 °C a cada 5 dias, nas caracteristicas
morfol6gicas dos embrides, incluindo a taxa de crescimento das
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diferentes varidveis morfométricas: bragos, manto, olhos e volume do
vitelo.

1.3 ESTRUTURA DO TRABALHO

O trabalho foi redigido sob a estrutura de artigo cientifico
conforme os padrdes da revista Aquaculture, sendo apresentado em
cinco se¢es: Introducdo, Materiais e Métodos, Resultados, Discusséo,
Referéncias.
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RESUMO

Temperaturas além dos limites térmicos provocam o estresse oxidativo,
com a formacdo de espécies reativas de oxigénio, causando danos aos
tecidos. Com base no modelo de tolerdncia térmica limitada pela
capacidade de oxigénio, e utilizando padrdes fisiolégicos como: 1)
bioindicadores do sistema de defesa antioxidante e enzimas lipidicas; 1)
indicadores metabolicos; Il1) taxas de crescimento morfométrico; este
estudo teve por objetivo avaliar a influéncia da temperatura no
desenvolvimento embrionario do polvo Octopus vulgaris Tipo Il. Para
isso, os embribes foram submetidos a dois tratamentos de temperatura:
T1) 18 °C constante; T2) temperatura rampa, variando de 18 a 24 °C
com incremento de 1 °C a cada 5 dias. De acordo com o comportamento
termorregulador e a plasticidade metabdlica apresentada pelos embrides,
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sugerimos que 18 °C seja o intervalo térmico em que os embrides
experimentaram uma temperatura pejus (pejus em latim significa
“piorando”, “prejuizo”). Os embrides expostos a temperatura 18 °C
constante ndo conseguiram compensar O estresse térmico, que
desencadeou num processo de resisténcia, com o funcionamento do
sistema de defesa antioxidante até atingir condi¢Ges térmicas criticas,
guando o metabolismo aerdbio foi deprimido. Como consequéncia, 0s
embrides mantidos neste tratamento apresentaram crescimento lento,
irregular e subdesenvolvimento, com baixa taxa de ecloséo e paralarvas
morfometricamente deformes. No tratamento rampa até a temperatura
de 22 °C, o crescimento dos embrides foi favorecido e o estresse térmico
compensado, apresentando reducdo dos niveis de proteinas oxidadas. A
partir da temperatura de 23 °C, o fornecimento de ATP foi reduzido e as
defesas antioxidante aumentada, atingindo maxima atividade de
protecdo celular, sugerindo desta forma que 23 °C seja uma temperatura
pejus. Na temperatura de 24 °C, o metabolismo dos embriées aumentou
94%, demonstrando faléncia do metabolismo aerébio e inibicdo do
sistema de defesa antioxidante, atingindo condi¢Bes térmicas criticas na
“faixa péssimo”. Neste trabalho, os embrides de ambos os tratamentos
alcancaram condices térmicas criticas, seja pelo tempo de exposicéo a
temperatura pejus ou através do aumento gradual da temperatura até
atingir a temperatura critica, respectivamente, 18 e 24 °C. Isso sugere o
possivel intervalo térmico de desempenho que os embrides de O.
vulgaris Tipo Il estdo adaptados (18-23 °C).

Palavras-chave: Tolerancia Térmica. Sistema de Defesa Antioxidante.
Metabolismo.

ABSTRACT

Temperatures beyond the thermal limits provoke oxidative stress with
the formation of reactive oxygen species, causing damage to the tissues.
Based on the model oxygen- and capacity-limitations of thermal
tolerance, and using physiological patterns such as: 1) bioindicators of
the antioxidant defense system and lipid enzymes; II) metabolic
indicators; 111) morphometric growth rates, this study aimed to evaluate
the effect of temperature on the embryonic development of Octopus
vulgaris Type Il. For this, embryos were exposed to two temperature
treatments: T1) constant temperature 18 °C; T2) ramp temperature,
ranging from 18 to 24 °C with increment of 1 °C every 5 days.
According to the thermoregulatory behavior and the metabolic plasticity
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presented by the embryos, the results suggest that 18 °C is the thermal
interval where embryos experienced pejus temperature (pejus in Latin
means "“worsening"”, "injury"). Embryos exposed at constant temperature
18 °C failed to compensate the thermal stress, which triggered a process
of resistance with the functioning of the antioxidant defense system until
the critical thermal limit was reached, when the aerobic metabolism was
depressed. As consequence, the embryos maintained in this treatment
presented slow and irregular growth and underdevelopment, with low
hatch rate and morphological deformed paralarvae. At the ramp
temperature up to 22 °C, the growth of the embryos was favored and the
thermal stress compensated, leading to a low level of oxidized proteins.
From the temperature of 23 °C, the ATP supply was reduced and the
antioxidant defenses increased, achieving maximum cellular protection
activity, thus suggesting that 23 ° C is a pejus temperature. At 24 °C, the
embryos metabolism increased by 94%, demonstrating failure of aerobic
metabolism and inhibition of the antioxidant defense system, reaching
critical thermal conditions in the "worst range”. In this study, the
embryos of both treatments reached the critical thermal conditions,
either by time of exposure to pejus temperature or through the gradual
increase of the temperature up to the critical temperature, respectively,
18 and 24 °C. This suggests the possible thermal performance range that
O. vulgaris Type Il embryos are adapted to (18-23 °C).

Keywords: Thermal Tolerance. Antioxidant Defense System.
Metabolism.

2.1 INTRODUCAO

Estudos avaliaram a influéncia da temperatura no
desenvolvimento embrionario dos polvos Octopus mimus (Uriarte et al.,
2012), Enteroctopus megalocyathus (Uriarte et al., 2016), Octopus
maya (Caamal-Monsreal et al., 2016) e Octopus vulgaris sensu stricto
(Repolho et al.,, 2014), e descreveram que o melhor desempenho
zootécnico destas espécies foram obtidos, respectivamente, nas
temperaturas: 18 °C, 15-16 °C, 22-26 °C e 18 °C. Para cada espécie de
polvo existe uma faixa ideal de temperatura, as quais ndo afetem o
desenvolvimento dos embrides, visto que, 0s estgios ontogénicos
iniciais sdo 0s mais sensiveis do ciclo de vida (Repolho et al., 2014), e
determinam o recrutamento de juvenis e a dindmica das popula¢des em
ambiente natural (Chédia et al., 2010; Vidal, 2014).
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Os processos embriondrios sdo extremamente dependentes da
temperatura, podendo acelerar ou retardar o tempo de desenvolvimento
dos embrides, determinando as condicdes de sobrevivéncia e
crescimento das paralarvas (Boletzky e Hanlon, 1983; Boletzky, 1989,
1994; Boyle e Rodhouse, 2005). Esta relacdo foi corroborada por
Mangold e Boletzky (1973) quando ovos de O. vulgaris foram
submetidos as temperaturas constantes de 13, 15, 20 e 25 °C,
demonstrando que o tempo de desenvolvimento dos embrides variou de
23 a 125 dias, 0 que corresponde ao intervalo térmico durante o periodo
de desova da espécie na costa do Mar Mediterraneo Sul na Franga
(Banyuls-sur-Mer).

Incrementos de temperatura além do intervalo 6timo térmico
reduziram as taxas de crescimento e sobrevivéncia de embriGes e
paralarvas da lula Loligo vulgaris (Rosa et al., 2012) e do polvo O.
vulgaris sensu stricto (Repolho et al.,, 2014), provocando eclosdes
prematuras em ambas as espécies. Os autores ainda relatam que o
aumento da atividade metabdlica, influenciada pelo incremento de
temperatura, provocou a formagdo de espécies reativas de oxigénio
(ROS), peroxidacdo lipidica como malondialdeido (MDA) e ativacédo
dos mecanismos de defesa antioxidante nos estagios avangados da
embriogénese e nas paralarvas recém eclodidas. Sanchez-Garcia et al.
(2017) descobriram que o limite térmico dos embries de O. maya é 27
°C, mesma temperatura limite para maturacdo e desova das fémeas
(Juérez et al., 2015). Acima desta temperatura, a taxa metabdlica e a
frequéncia respiratéria dos embrides aumentou, respectivamente 13% e
63% em comparacao ao grupo mantido a 24 °C.

As progressivas ROS provocadas por variagfes de temperaturas
além dos limites térmicos levam ao estresse oxidativo (Portner, 2001;
Vinagre et al., 2016), refletindo em mudancas nas funcfes enzimaticas
que se diferem em termos de reatividade e danos aos lipideos, proteinas
e DNA, trazendo efeito intracelular, metabdlico e biotransformador
(Regoli et al., 2011b). Para neutralizar este efeito, as células aerdbias
desenvolveram um complexo sistema de defesa antioxidante,
caracterizado por varios eliminadores de baixo peso molecular e defesa
enzimatica, que integram uma cascata de reacfes com efeitos diretos e
indiretos na neutralizacdo das ROS ou oxidando-as a outro radical.
(Regoli et al., 2011a, 2011b; Regoli e Giuliani, 2014; Schulte, 2015;
Rodriguez-Fuentes et al., 2017).

Para compreender os processos metab6licos modulados pela
temperatura, faz-se necessario conhecer os mecanismos fisioldgicos que
0s embrides possuem para manter 0s processos bioquimicos e
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metabdlicos quando influenciados pela temperatura (Clarke, 2003, 2004;
Clarke e Fraser, 2004). Segundo Schulte (2015), a forma mais simples
de representar isso é por meio de uma curva de performance térmica
(TPC), sendo melhor demonstrada pelo modelo de tolerancia térmica
limitada pela capacidade de oxigénio (OCLTT). Descrito por Portner
(2010), o OCLTT descreve trés faixas térmicas conforme a alocagdo de
energia modelada pela temperatura, onde caracteriza o alcance aer6bio
como: 6timo, pejus e péssimo. Quando a temperatura € Otima o
fornecimento de energia (ATP) é otimizado, mantendo todas as
atividades fisioldgicas com baixo nivel de peroxidacdo. Na temperatura
pejus, iniciam-se os processos de hipoxemia, hiperventilacio e formagdo
de ROS, com a ativagdio de mecanismos de protecdo celular
antioxidante. Na faixa péssimo, quando as temperaturas criticas sdo
atingidas, ocorre depressdao do metabolismo aerébio e as defesas
celulares de protecdo ao choque térmico sdo ativadas, sendo todo o ATP
disponivel direcionado a reparar danos celulares.

Recentemente, nome da espécie Octopus vulgaris foi
reclassificado por marcadores genéticos e morfolégicos em cinco
espécies distintas que integram o complexo Octopus vulgaris de
espécies, sendo elas: Octopus vulgaris sensu stricto, Tipo I, II, Il e IV
(Cabranes et al., 2007; Vidal et al., 2010; FAO, 2016; Amor et al.,
2017). Segundo Amor et al. (2017) o polvo Octopus vulgaris Tipo Il é
uma espécie distinta dentro do complexo O. vulgaris de espécies, com
distribuicdo no Oceano Atlantico Sul ao longo da costa subtropical do
Brasil. Dentro da faixa de distribuicdo do O. vulgaris Tipo Il, Moreira et
al. (2011) identificaram por meio de andlises genéticas com
microssatélites quatro populagBes distintas ao longo da costa sul
brasileira. Segundo Haimovici e Andriguetto-Filho (1986), a
distribuicdo do O. vulgaris Tipo Il se estende até extremo sul do Brasil,
onde foram encontrados machos e fémeas sexualmente maduros nos
meses de primavera e verao.

Mesmo sabendo da relevancia econdmica do polvo como recurso
pesqueiro no mercado nacional (Avida-da-Silva et al., 2014) e mundial
(lglesias et al., 2014), com a segunda maior captura notificada pela FAO
(2016) na América Latina no ano de 2010 com 2.000 t, a maioria dos
estudos ainda sdo embasados na espécie O. vulgaris sensu stricto. Desta
forma, ndo ha informagdes que relacionem os efeitos da temperatura na
performance reprodutiva, estagios ontogénicos iniciais do ciclo de vida e
comportamento do polvo O. vulgaris Tipo Il. Essas informacgdes séo
importantes para entender como a temperatura modula a biogeografia e
o ciclo de vida do O. vulgaris Tipo Il em ambiente natural, permitindo a



48

criagdo de novas diretrizes que possam melhor gerenciar este recurso
pesqueiro. Além de fornecer conhecimento que promova o
desenvolvimento de tecnologias que viabilizem a aquicultura sustentavel
de juvenis da espécie em escala comercial, visto que, um dos obstaculos
para a aquicultura do complexo O. vulgaris de espécies esta relacionado
a producdo viavel de paralarvas diretamente conectada aos estagios de
maturacdo e desenvolvimento embriondrio adequado (Uriarte et al.,
2012, 2016; Repolho et al., 2014; Iglesias et al., 2014; Vidal, 2014;
Juarez et al., 2015, 2016; Caamal-Monsreal et al., 2016).

Assim, com base no modelo OCLTT (Portner, 2001, 2010), e
utilizando padrbes fisioldgicos como: 1) indicadores metabdlicos
mobilizados para o fornecimento de energia nos cefalépodes (Rosa et
al., 2004, 2005; Rodriguez-Fuentes et al., 2017); 2) bioindicadores do
sistema de defesa antioxidante e enzimas lipidicas; 3) taxas de
crescimento morfométrico e estimativa do volume de vitelo; o presente
estudo busca avaliar a influéncia da temperatura no desenvolvimento
embrionario do polvo Octopus vulgaris Tipo Il. Para isso, propomos que
os embrides sejam expostos a incrementos graduais de temperatura,
onde possam expressar seu comportamento termorregulador e sua
plasticidade metabdlica na regulacdo de ROS.

2.2 MATERIAIS E METODOS
2.2.1 Coleta de Adultos de Octopus vulgaris Tipo 11

Este estudo foi realizado na Estacdo de Maricultura Professor
Elpidio Beltrame da Universidade Federal de Santa Catarina, em
Floriandpolis/Brasil. Espécimes selvagens de Octopus vulgaris Tipo Il
foram capturadas proximo a Ilha do Coral (27°52°11.57”S;
48°32°38.3970), com uso de armadilhas do tipo pote amarrado a
espinheis entre 5-10 m de profundidade, durante 0 més de abril/2017.
Apo0s a captura, os polvos foram transportados, em caixa de transporte
de 500 L, ao laboratdrio seguindo os procedimentos descritos por Vidal
(2014).

Em laboratério, os polvos foram separados por sexo e peso (500-
999 g, 1000-1499 g e >1500 g) e aclimatados por sete dias em tanques
com volume Util de 5 m3, aeracdo constante, fluxo aberto com taxa de
renovagdo de 200%.dia?, salinidade 34 (+0,46) PSU, oxigénio
dissolvido (OD) de 6,94 (+0,60) mg.L?, temperatura de 21 °C (+0,88
°C) e fotoperiodo de 10 h. O alimento foi ofertado na proporcéo de 50%
siri (Callinectes danae) e 50% mexilhdo (Perna perna), a 10% da
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biomassa duas vezes ao dia. ApoOs aclimatacdo, os polvos foram
separados em tanques sob as mesmas condi¢bes com razdo sexual 1:3
(macho/fémea) para cOpula. Apés copula, a macho foi retirado do
tanque e as fémeas monitoradas até o inicio da desova. Durante o
periodo de maturacdo, a oferta de alimento foi aumentada até a
saciedade aparente das fémeas ser alcancada. Pouco antes da desova,
cada fémea foi transferida para tanques individuais com volume (til de
200 L sob mesmas condi¢des de aclimatacdo. Para a realizacdo deste
experimento foram utilizadas massas de ovos de duas fémeas.

2.2.2 Delineamento Experimental

Ap0s postura, 90 pencas de ovos por fémea entre os estagios 1V-
VI descritos por Naef (1928) foram distribuidas aleatoriamente em dois
sistemas idénticos de incubadoras. Cada sistema foi composto por trés
unidades experimentais com volume Util de 70 L cada, abastecido com
agua marinha filtrada a 0,5 um e esterilizada com ultravioleta (UV) 35
W em recirculagdo e temperatura controlada. Cada sistema (Figura 7)
foi equipado com um reservatério de 140 L, motobomba de recalque,
filtro fisico de 200 pm, filtro bioldgico, esterilizagdio UV 5 W,
aquecedor de titanio, controlador de temperatura (+0,5 °C), aeracdo
constante, fotoperiodo de 10 h em sala climatizada mantida a
temperatura de 18 °C.

As pencas de ovos foram suspensas por cordas de nylon e
mantidas em fluxo constante com taxa de recirculacéo de 1.000%.dia™.
A aclimatacdo dos ovos foi lenta e gradual (2-3 °C.dial) até a
temperatura de cada tratamento ser atingida, dando inicio ao
experimento. Dois tratamentos de temperatura foram testados: T1)
temperatura de 18 °C constante (Moxica et al., 1999; Repolho et al.,
2014); T2) temperatura rampa, com inicio em 18 °C ascendendo 1 °C a
cada 5 dias (0,2 °C.dia?). O experimento foi finalizado quando os
embribes de todas as incubadoras atingiram o estdgio XX de
desenvolvimento.



50

6
N
\

o

Figura 7 Desenho esquematico das unidades experimentais mantidas em
recirculagdo para incubacdo dos ovos do polvo Octopus vulgaris Tipo II. 1)
Unidades experimentais. 2) Reservatério. 3) Motobomba de recalque. 4)
Controlador de temperatura 5) Reator UV. 6) Filtro fisico e biolégico. 7)
Aquecedor de titanio.

A cada 5 dias, uma penca de ovos de cada unidade experimental
em cada tratamento foi coletada para as seguintes analises: morfometria
dos embrides, atividade antioxidante e avaliacdo de metabolismo. A
morfometria dos embriGes foi a Unica anélise realizada no momento em
gue a amostra foi coletada. As demais foram identificadas e
imediatamente armazenadas em nitrogénio liquido (-80 °C) e
liofilizadas para posterior analise.

2.2.3 Sobrevivéncia na Eclosao

A taxa de eclosdo foi obtida pela razdo do nimero de ovos
eclodidos pelo nimero de ovos total. O nimero de ovos total foi
estimado a partir da proporcdo do nimero de ovos por unidade de
comprimento de penca (n=23 pencas de ovos). A sobrevivéncia das
paralarvas se deu por contagem diaria do nimero de paralarvas sem
movimento natatério em cada unidade experimental.

2.2.4 Sistema de Defesa Antioxidante e Atividade das Enzimas
Lipidicas Acetilcolinesterase (AChE) e Carboxilase (CBE)

As analises enzimaticas foram realizadas na Unidade de Quimica
da Universidade Nacional Autdnoma do México em Sisal/Yucatan. As
amostras de embrides de polvo liofilizado foram homogenizadas a frio
na proporcdo de 50 mg de tecido por 2.000 uL de buffer tris pH 7,4 com
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0 uso de um homogenizador Potter-Elvehjem. Na sequéncia, o
homogeneizado foi dividido em tubos para realizagdo das seguintes
andlises: glutationa total (GSH), peroxidacdo lipidica (LPO),
carboxilacdo de proteinas (PO), superoxido dismutase (SOD), catalase
(CAT), glutationa-S-transferase (GST), carboxilase (CBE) e
acetilcolinesterase (AChE). Para as andlises de AChE, CAT, SOD, CBE
e GST, as amostras foram centrifugadas a 10.000 RCF por 5 minutos a 4
°C e o sobrenadante separado. Os tubos com o preparado de amostras
foram armazenados em freezer -80 °C até o momento da analise.

A atividade da AChE foi realizada utilizando o método de Ellman
et al. (1961), adaptado por Rodriguez-Fuentes et al. (2008) para leitor
de microplacas. A reacdo se da pela adicdo de acido 5,5’-ditiobis (2
nitrobenzendico) (DTNB) 0,5 mM em buffer tris pH 7,4 0,05 M e
acetilcolina iodeto 20 mM. Leitura da absorbancia a 405 nm durante 135
S.

A atividade da SOD foi determinada usando Kit Sigma-Aldrich
(19160), o qual converte SOD usando 2-(4-iodofenil)-3(4-nitrofenil)-5-
(2,4-disulfofenil)-2H-tetraz6lio monossédico, produzindo uma corrente
formazana resultante da reducéo do sal tetraz6lio com anion superoéxido.
Em leitura com absorbancia de 450 nm durante 1.200 s, é possivel
quantificar o anion superdxido, a atividade da SOD e sua inibicdo pela
diferenca colorimétrica.

A concentracdo da GSH foi mensurada com o uso de Kit Sigma-
Aldrich para ensaio de glutationa (CA0260), onde a GSH é reconvertida
pela glutationa redutase (GR). O grupo sulfidrila da GSH reage com
reagente de Ellman, produzindo um composto amarelo. Leitura da
absorbancia a 405 nm por 615 s. A concentracdo de LPO foi avaliada
usando Kit Sigma-Aldrich para detectar perdxidos PD1, onde os
peréxidos sdo oxidados por ferro (Fe**) em pH é&cido, formando um
composto colorido com laranja de xilenol, lido em absorbancia a 595
nm.

A atividade da CAT foi quantificada pelo método UV com buffer
de fosfato pH 7,4 50 mM e molibidato de amdnia com e sem peroéxido
de hidrogénio 30% em microplacas distintas. Leitura de ambas
microplacas em absorbancia a 405 nm. A atividade da GST foi medida
com Kit Sigma-Aldrich CS04, usando glutationa redutase 200 mM,
buffer de fosfato salino pH 7,4 e solugdo de 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno
100mM (CDNB). Leitura da absorbancia a 340 nm por 300 s.

A atividade da CBE foi determinada pelo método descrito por
Mastropaolo e Yourno (1981), usando 4-nitrofenil acetado (PNPA) em
buffer tris pH 7,4 e metanol. Leitura da absorbancia a 405 nm por 300 s.
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A concentracdo de PO foi avaliada pelo método descrito Mesquita et al.
(2014) com 24-dinitrofenilhidrazina (DNPH) 10 mM em &cido
cloridrico 2 N e hidréxido de s6dio 6 M. Leitura da absorbancia a 450
nm.

2.2.5 Metabdlitos dos Embrides

As analises metabolicas foram realizadas na Unidade
Multidisciplinar de Docéncia e Investigacdo da Universidade Nacional
Autdnoma do México em Sisal/Yucatan. Primeiramente, a parte imida
das amostras de embrides de polvo liofilizadas foram reconstituidas com
agua livre de perogénio na proporcdo de 80% do peso corporal. Na
sequéncia, as amostras foram homogenizadas a frio, na razdo de 30 mg
de tecido liofilizado por 100 pL de agua livre de perogénio usando
homogenizador Bertin Minilys. As amostras foram centrifugadas a
20.000 RCF por 20 minutos a 4 °C e o sobrenadante separado para
seguintes analises: glicose, colesterol, triglicerideos, proteina e lactato.

Os metabolitos foram quantificados com o uso de kits comerciais
conforme instru¢bes do fabricante: glicose (ELITech GPSL-5505),
colesterol (ELITech CHSL-5505), triglicerideos (ELITech TGML-5415)
e lactato (Trinity 735-10). Cada método foi adaptado para leitura em
microplacas usando 10 uL de extrato de tecido e 200 uL de solucdo
enzimatica reativa. Para avaliacdo de proteina foi utilizado o método
descrito por Bradford (1976), adaptado para microplacas usando
reagente Bradford e leitura da absorbancia a 595 nm. Os célculos das
concentracBes dos metabdlitos foram obtido pela curva de soluces
padréo expresso em mg.mL.

2.2.6 Analise Morfométrica e Quantificacédo do Vitelo

Aproximadamente 15 ovos por amostra foram identificados e
caracterizados morfometricamente com o uso de imagens obtidas por
uma camera fotografica ZEISS Axiocam ERc 5s acoplada em
microscopio invertido ZEISS Promovert, com objetiva 4x e software de
imagem ZEISS ZEN 2011.

No total 350 embribes foram identificados e mensurados. Os
estagios de desenvolvimento foram definidos segundo Naef (1928). A
caracterizacdo morfométrica dos embrides (Figura 8) e avaliagdo de
crescimento se deu por meio de medi¢cdes ventral no comprimento do
ovo (EL), comprimento total do embrido (ETL), comprimento do manto
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(ML), comprimento do brago (AL) e didmetro do olho (ED), realizadas
pelo programa de dominio pablico ImagelJ versdo 1.51j8.

A quantificacdo de vitelo foi determinada pela soma do volume
do vitelo interno e externo, onde foram calculados para cada embrido
por meio das seguintes formulas, de acordo com metodologia
desenvolvida por Vidal et al. (2002):

Cilindro: v = 72% 1)

Elipsoide Rotacional: V = ™42 (2)

Esfera: V = ™2 @)
6

Onde V é o volume de vitelo (mm?3); A e B sdo respectivamente,
a metade do comprimento e a metade da largura do saco vitelino; D e H
sdo0 respectivamente, a largura e o comprimento do saco vitelino. O
volume total de vitelo foi convertido para peso Umido pela da
multiplicacéo do valor de densidade 1,036 mg.mm (Vidal et al., 2002).

Figura 8 Representacdo das medidas efetuadas nos embribes de polvo Octopus
vulgaris Tipo II, onde EL é o comprimento do ovo, ETL é o comprimento total
do embrido, ED é o diametro do olho, AL é o comprimento do brago, ML é o
comprimento do manto. Saco vitelino interno e externo, H é o comprimento do
saco vitelino e D é a largura do saco vitelino.

2.2.7 Andlise Estatistica
2.2.7.1 Analise de desenvolvimento embrionario

A relacéo entre os estagios de desenvolvimento descrito por Naef
(1928) com a idade dos embrides foi analisada por analise de regressao
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linear, usando modelo logaritmo (Caamal-Monsreal et al., 2016;
Sanchez-Garcia et al., 2017):

Estagio NAEF = a+ b *In[idade(d)] 4)

Onde a e b sdo parametros do modelo.

Realizou-se uma ANOVA, seguindo o0s pré-requisitos de
normalidade e homocedasticidade, para verificar se houve diferenca
estatistica na relacdo de idade dos embriGes e estadgios de
desenvolvimento entre os tratamentos, ao nivel de 5% de probabilidade.

2.2.7.2 Sistema de defesa antioxidante, enzimas lipidicas e metabolitos

Os resultados das enzimas SOD, CAT, CBE, GST e GSH e dos
metabolicos foram analisados usando o método das respostas
biomarcadoras integradas (IBR), permitindo que as respostas dos
biomarcadores sejam expressas na forma de “indice de estresse”
(Beliaeff e Burgeot, 2002). Assim, tanto o efeito térmico na atividade
enzimatica quanto no metabolismo podem ser avaliados ao longo do

desenvolvimento embrionario. Para o calculo, os dados foram

padronizados conforme a equacéo: Y=@; onde, Y é o dado

padronizado, X é a resposta do biomarcador, m é a média das respostas
do biomarcador e S é o desvio padrdo do biomarcador. Caso o
biomarcador tenha efeito bioldgico de atividade o valor de Z é calculado
Z =Y, caso tenha inatividade Z = -Y. O valor minimo (Min) é obtido e S
é calculado: S = —Z + [Min|, onde S>0 e |Min| é valor absoluto. A
area do grafico de estrela (Ai) foi calculada pela férmula: Ai =

Si ) ] . _ Si+1 Sina ;2T
> sin 8 (S; cos 8 + S;41 sinf), onde B = Arc tan(—si_si+1 o5 a)

radianos, Si é o valor obtido para cada biomarcador. A soma da Ai
corresponde ao valor de IBR: Yi,Ai, onde n é o numero de
biomarcadores.

As concentragdes de ROS (LPO e PO) e AChE foram analisadas
segundo o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney, verificando se
houve diferencas entre os tratamentos ao longo do desenvolvimento dos
embribes. Esta analise foi feita no software Statistica 7, com grau de
significancia de 5%.
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2.2.7.3 Caracterizagdo morfométrica e quantificacdo do vitelo

Para verificar alteragbes no comprimento do ovo (EL),
comprimento total do embrido (ETL), comprimento do manto (ML),
comprimento do braco (AL), didmetro do olho (ED) e volume do vitelo
(YV) ao longo do desenvolvimento dos embrides em cada tratamento,
foram utilizados modelos de regressdo lineares e ndo lineares. Foi
realizada uma andlise de varidncia ANOVA de um fator para avaliar se
estas caracteristicas foram influenciadas pelos tratamentos de
temperatura, previamente verificando os pré-requisitos de normalidade e
homocedasticidade com os testes de Shapiro-Wilk e Levene.

Foi aplicada uma andlise de componentes principais (PCA) as
variaveis morfométricas ao longo do desenvolvimento embrionario entre
os tratamentos de temperatura utilizando matriz Euclidiana de
correlagdo (Legendre e Legendre, 1998), a fim de explicar quais
caracteristicas morfolégicas foram mais afetadas pela temperatura.

Para avaliar as mudancas morfolégicas dos embriGes apés a
organogénese entre os tratamentos, foi realizada variancia ANOVA
fatorial a partir do estdgio XV usando como varidveis independentes
tratamentos e estagios de desenvolvimento. Apos foi realizado teste de
médias de Tukey. Todas as andlises estatisticas foram realizadas no
software Statistica 7, com grau de significancia de 5%.

2.3 RESULTADOS

Nao houve diferenca significativa entre os tratamentos 18 °C e
rampa na relagdo estagios de desenvolvimento e a idade dos embrides
(F=0,51; P=0,47) (Figura 9). Os embrides incubados a temperatura 18
°C constante levaram 68 dias para atingir o estdgio XX de
desenvolvimento e apresentaram taxa de eclosdo de 30,86%, enquanto
0s embrides mantidos na temperatura rampa (18-24 °C) alcancaram o
estagio XI1X apos 48 dias com taxa de eclosdo de 45,40%. Menos de 1%
dos embrides mensurados no tratamento rampa completaram o estagio
XX. As paralarvas nos dois tratamentos apresentaram ma formag6es no
manto, olhos e bracos, sendo visualizado na temperatura rampa maior
quantidade de paralarvas prematuras com a presenca de reservas de
vitelo externo entre os bracos. A taxa de mortalidade das paralarvas foi
de 100% até 1 dia apés a ecloséo.
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Figura 9 Efeito da temperatura no desenvolvimento embrionario do polvo
Octopus vulgaris Tipo Il. Embrides mantidos a temperatura 18 °C constante
(circulos e linha preta) e temperatura rampa, variando de 18 a 24 °C com
incremento de 1 °C a cada 5 dias (circulos e linha cinza). Estagios de
desenvolvimento foram identificados segundo Naef (1928). n=350 embrides. Os
pardmetros (intercepto e coeficiente angular) da equacdo de regressdo sdo
diferentes de zero (P<0,05).

O sistema antioxidante demonstrado no grafico de estrela no
tratamento 18 °C constante (Figura 10A) indica maior atividade da
glutationa (GSH e GST) e da CBE no estadgio XVI. No estadgio XX a
enzima com maior atividade foi a SOD, com inibigdo completa da GSH.
A CAT foi a Gltima enzima a ser ativada no o estagio XVIII. No
tratamento rampa, o grafico de estrela (Figura 10B) mostra maior
atividade da GSH, GST e CBE entre os estdgios XVI-XVIII, com
inibicdo no estadgio XIX. A CAT também foi a Gltima enzima a ser
ativada, apresentando maior atividade concomitante a atividade da SOD
no estagio XVI, seguida de inibicdo da CAT no estdgio XVII. Foi
visualizado no estagio VI, em ambos tratamentos, baixa atividade da
glutationa e CBE, seguida de inibicdo. As respostas biomarcadoras
integradas (IBR) do sistema antioxidante (Figura 10C) demonstra, a
partir do estadgio X, incremento de atividade enzimtica nos dois
tratamentos, com maior atividade nos estagios XVI e XVII, seguida de
inibicdo no estagio XX no tratamento 18 °C e no estadgio XIX na
temperatura rampa.
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Figura 10 Gréafico de estrela dos mecanismos antioxidante por estagio de
desenvolvimento dos embrides de Octopus vulgaris Tipo Il expostos aos
tratamentos de temperatura 18 °C constante (A) e temperatura rampa (18-24 °C)
(B). Valores calculados para as respostas biomarcadoras integradas (IBR) (C)
expressas em indice de atividade antioxidante ao longo da embriogénese entre
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os tratamentos 18 °C constante (circulos preto) e temperatura rampa (circulos
cinza). Estagios de desenvolvimento descrito por Naef (1928).

As maiores concentracBes de PO (Figura 11A; Z=-0,46; P=0,64)
e AChE (Figura 11C; Z=0,75; P=0,45) foram no tratamento 18 °C, com
aumento a partir do estagio XVIII. As concentragdes de LPO (Figura
11B; Z=1,07; P=0,28) foram maiores no estagio VIII no tratamento 18
°C constante.
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Figura 11 Formacéo de espécies reativas de oxigénio (ROS). Concentracbes de
proteinas oxidadas (PO) (A), lipideos peroxidados (LPO) (B) e atividade da
acetilcolinesterase (AChE) (C) entre os tratamentos de temperatura 18 °C
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constante (circulos preto) e temperatura rampa (18-24 °C) (circulos cinza) ao
longo do desenvolvimento embrionario do Octopus vulgaris Tipo Il. Valores de
média e desvio padrdo. Estagios de desenvolvimento descrito por Naef (1928).

Em geral, os gréaficos de estrela dos metabdlitos (Figura 12A, B)
indicam que a energia mobilizada para os embribes durante a
embriogénese foi principalmente proteica e lipidica para ambos os
tratamentos. As excec¢des foram nos estagios XIX no tratamento 18 °C
constante, onde as concentragcbes dos metabdlitos foram aumentadas,
com mobilizacdo de glicose e lactato (Figura 12A). No tratamento
rampa, 0 estagio XIX apresentou concentracdo elevada de glicose,
colesterol, triglicerideos e lactato (Figura 12B). O IBR de metabolismo
(Figura 12C) indicou reducdo da atividade metabdlica no estigio XVI
no tratamento 18 °C, enquanto no tratamento rampa a reducdo foi
visualizada no estagio XVIIl. Os maiores picos de atividade metabodlica
foram visualizados nos estagios VI e XIX no tratamento 18 °C, e no
estagio XIX na temperatura rampa.
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Figura 12 Grafico de estrela dos indicadores metabdlitos por estagio de
desenvolvimento dos embrides de Octopus vulgaris Tipo Il expostos aos
tratamentos de temperatura 18 °C constante (A) e temperatura rampa (18-24 °C)
(B). Valores calculados para as respostas de biomarcadoras integradas (IBR)
(C) expressas em indice de metabolismo no desenvolvimento embrionario entre
os tratamentos 18 °C constante (circulos preto) e temperatura rampa (circulos
cinza). Estagios de desenvolvimento descrito por Naef (1928).

Nenhuma das variaveis morfométricas apresentou diferenca
significativa ao longo do desenvolvimento embrionario entre os
tratamentos de temperatura (Tabela 1; P>0,05).

A andlise de componentes principais (PCA) mostrou que 0s
embribes incubados na temperatura rampa formaram um grupo distinto
dos demais embrides mantidos & temperatura 18 °C constante, que por
sua vez formaram dois grupos de embrides (Figura 13A). Esta separacao
esta relacionada principalmente as alteragdes no ML, que apresentou
coeficiente de correlagdo -0,897 no Fator 1, o qual explica 44,30% das
dispersbes na matriz (Figura 13B). O Fator 2 explica 38,65% das
dispersdes, demonstrando que o ETL também apresentou alteraces ao
longo do desenvolvimento, com coeficiente de correlagéo -0,927.



61

Tabela 1 Anélise de regressdo das caracteristicas morfométricas dos embrides
de Octopus vulgaris Tipo Il entre os estagios de desenvolvimento para cada
tratamento: 18 °C constante e temperatura rampa (18-24 °C). n=350 embrides.
Slope das linhas de tendéncias: ns — néo significativo. * significativo. Valores
de média e desvio padrdo. Anova One-way entre 0s tratamentos.

Meédia Desvio
Tratamento a b G R2 Padréao
(mm) (mm)
Comprimento do Ovo = a (est4gio) + b
18°C 0,0029™ 24916 " 0,4301 2,534 0,022
Rampa 0,0096*  2,4265" 0,7554 2,554 0,055
DFd=13; F=0,68; P =0,42
Comprimento Total do Embrifio = ag°¢9io)
18°C 1,7311*  0,0083 ™ 0,281 1,958 0,155
Rampa 15432 0,0219* 0,937 2,081 0,234
DFd = 13; F = 1,160; P = 0,30
Diametro do Olho = a(estagio)? + b(estagio) + ¢
18°C 0,0047™  01479™  -0,9127™ 08398 0213 0,032
Rampa -0,0021*  00668°  -0,2743*  0,9684 0,231 0,026
DFd = 9; F = 0,800; P = 0,39
Comprimento do Brago = ag°¢si9)
18°C 0,1498™  0,0485™ 06289 0353 0,045
Rampa 0,2109 * 0,029 ™ 0,8203 0,338 0,033
DFd = 9; F = 0,294; P = 0,60
Comprimento do Manto = agP(estagio)
18°C 02898™  0,0797" 08847 1,187 0,198
Rampa 0,1246*  0,1388 " 0,9947 1,251 0,413
DFd =9; F=0,078; P = 0,78
Volume do Vitelo = a + bin(estagio)
18°C 1,0851"  -0,303" 08875 0299 0,138
Rampa 0,9605 * 0,241 " 0,9313 0,358 0,110

DFd =13; F=0,652; P =0,43
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Figura 13 Andlise de componentes principais (PCA) da morfometria dos
embrides de Octopus vulgaris Tipo Il. Matriz de casos indicando a distribuicéo
das varidveis em cada tratamento: 18 °C constante e temperatura rampa (18-24
°C) (A). n=350 embrides. Vetores das varidveis correlacionadas por Fator (B).
Fator 1: ML -0,897, AL -0,841, YV 0,794, ETL -0,269, ED -0,023. Fator 2:
ETL -0,927, ED -0,892, YV -0,466, ML -0,217, AL 0,112.

O ML e consequentemente o ETL demonstram ser bons
indicativos de alteragBes de crescimento nos embries. Os embries
mantidos na temperatura rampa apresentaram maior crescimento nos
estagios XVIII (Figura 14B, P<0,05). O ML foi a variavel que
apresentou crescimento exponencial nos dois tratamentos (Tabela 1),
porém os embrides mantidos na rampa apresentaram maior
desenvolvimento do manto nos estagios XVIII e XIX (Figura 14D,
P<0,05). Os embrides incubados na temperatura rampa,
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morfometricamente, apresentaram maior crescimento em relagdo aos
embrides mantidos a temperatura 18 °C (Figura 14B, P<0,05), que
mostraram crescimento desuniforme e lento, demonstrando maior
dispersdo na matriz de casos na PCA (Figura 13A). Os embrides
mantidos a temperatura 18 °C apresentaram crescimento negativo nos
estagios XIX e XX (Figura 14B, P<0,05). O AL nado apresentou
diferenca significativa entre os tratamentos (Figura 14C, P>0,05). O ED
apresentou crescimento negativo nos embrides mantidos na temperatura
18 °C, com menor didmetro nos estigios XIX e XX (Figura 14E,
P<0,05). O EL no estadgio XIX apresentou maior comprimento na
temperatura rampa, enquanto na temperatura 18 °C no mesmo estagio o
comprimento foi reduzido (Figura 14A, P<0,05).
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Figura 14 Mudangas morfométricas apds a organogénese nos embrides de
Octopus vulgaris Tipo Il mantidos a temperatura 18 °C constante (barras pretas)
e temperatura rampa (18-24 °C) (barras cinza). Valores de média e desvio
padrdo. n=132 embrides. Estagios de desenvolvimento descritos por Naef
(1928). ANOVA Fatorial. Letras indicam estagios de desenvolvimento que
apresentaram diferenca estatistica pelo teste de Tukey ao nivel de 5%.
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O YV ndo apresentou diferenca estatistica entre os tratamentos
(Tabela 1, P>0,05) ao longo do desenvolvimento dos embrides. No
tratamento rampa, quando os embrifes atingiram o estagio XIX, haviam
consumido 57,95% do vitelo enquanto os embrides mantidos a
temperatura 18 °C constante consumiram 73,66% (Figura 15).
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Figura 15 Efeito da temperatura no volume de vitelo (mm3) de embrides de
Octopus vulgaris Tipo Il. Embrides incubados & temperatura 18 °C constante
(circulos preto) e temperatura rampa (18-24 °C) (circulos cinza). Valores de
média e desvio padrdo. n=350 embrides. Estagios de desenvolvimento descrito
por Naef (1928).

2.4 DISCUSSAO

Devido ao comportamento termorregulador e metabdlico
apresentado pelos embrides na temperatura 18 °C constante, segundo o
modelo de tolerancia térmica limitada pela capacidade de oxigénio
(OCLTT), nossos resultados sugerem que 18 °C seja uma temperatura
pejus para o desenvolvimento embrionario do polvo O. vulgaris Tipo II.
Os embribes incubados nesta temperatura ndo conseguiram compensar o
estresse térmico, aumentando 0s niveis de proteinas oxidadas (PO)
qguando o sistema de defesa antioxidante foi deprimido nos estagios
avancados de desenvolvimento, o que pode ter provocado o
subdesenvolvimento dos embribes. Com base na tolerancia térmica
critica dependente do tempo de exposi¢do (Portner e Knust, 2007;
Portner, 2001, 2010), a temperatura pejus delineia o inicio da limitacdo
de tempo ao estresse térmico. Em temperaturas pejus minima, a
capacidade metabdlica diminui devido a perda de ventilagdo e
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frequéncia cardiaca, reduzindo a capacidade das mitocdndrias em
produzir energia devido ao baixo suprimento de oxigénio nos niveis
criticos de hipdxia (Portner et al., 1998; Pértner, 2001). Neste caso, 0s
embribes mantidos a 18 °C, experimentaram uma carga térmica da
temperatura pejus (Tp) ao longo do seu desenvolvimento, que
desencadeou num processo de resisténcia, com baixa atividade
metabdlica até o limite térmico critico ser atingido, com inicio do
metabolismo anaerdbio e inibicdo dos mecanismos antioxidantes.

Na temperatura rampa, o desenvolvimento dos embrifes foi
favorecido enquanto estiveram expostos a temperaturas 6timas,
apresentando maior comprimento do manto e do embrido. Na
temperatura de 22 °C no estdgio XVII, os embrides conseguiram
compensar 0 incremento de temperatura reduzindo os niveis de
proteinas oxidadas (PO). A partir de 23 °C no estagio XVIII, o
fornecimento de ATP foi reduzido e as defesas antioxidantes elevadas,
apresentando maxima atividade dos mecanismos de protecdo celular,
sinalizando faixa pejus. No estadgio XIX na temperatura de 24 °C, o
metabolismo dos embrides aumentou 94% em relacéo ao estagio XVIII,
com faléncia do metabolismo aerdbio e inibicdo do sistema de defesa
antioxidante, atingindo condi¢cdes de temperatura critica. Resultados
similares foram encontrados por Sanchez-Garcia et al. (2017) para
embrides de O. maya, onde a causa de mortalidade dos embrides
expostos ao estresse térmico foi a perda de mecanismos fisiol6gicos de
protecdo celular, quando o metabolismo respiratério foi aumentado. Em
temperaturas elevadas, o vazamento de protons (H*) pela membrana
interna da mitoc6ndria, leva a0 aumento do consumo de oxigénio para
suprir a producdo de ATP através da fosforilagdo oxidativa, que
contribui para o aumento do metabolismo basal (Pdrtner, 2001). Ou seja,
até a temperatura de 23 °C, os embribes de O. vulgaris Tipo Il
apresentaram mecanismos fisiolégicos para compensar as demandas
metabdlicas e manter a atividade antioxidante, desde que o tempo de
exposicdo ndo exceda os limites de tolerancia critica.

As anélises metabdlicas deste estudo corroboram com Rosa et al.
(2004, 2005), pois o fornecimento de energia ao longo do
desenvolvimento embrionério até o estagio XVIII, em ambos
tratamentos, foi mobilizado pela proteina, colesterol e triglicerideos,
indicando condigbes de metabolismo aerébio. Os lipideos sdo
importantes  fornecedores de 4cidos graxos essenciais como
docosahexaendico (DHA) e eicosapentaendico (EPA), ricos em
fosfolipideos e colesterol, utilizados como componentes na membrana
plasmatica e precursores para sintese de hormdnios. No estagio XIX, os
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embribes nos dois tratamentos apresentaram depressdo metabolica,
passando de um estado aerdbio para anaerdbio, com mobilizacdo da
glicose e do lactato para producdo de ATP (Rosa et al., 2004, 2005;
Portner, 2010; Rodriguez-Fuentes et al., 2017). Nesta fase, ocorre a
segunda inversdo dos embrides (Mangold, 1983; Castro-Fuentes et al.,
2002), onde as estimulagdes mecanicas demandam maior gasto
energético para o embrido voltar a posicao inicial e eclodir. Assim, os
embrides neste estadgio apresentam limitada capacidade resposta em
compensar 0 estresse oxidativo para temperaturas além da pejus,
associada a atividade muscular forcada e os processos de hipoxemia.

A depressdo metabolica € uma estratégia importante para
economizar energia observada nos moluscos marinhos em resposta a
sensibilidade térmica quando os niveis de oxigénio sdo criticos (Pc)
(Sokolova e Portner, 2001; Marshall e McQuaid, 2011; Rosa et al.,
2013). Neste contexto, o hipometabolismo é induzido de forma a
minimizar o consumo de energia, bem como garantir a sobrevivéncia
durante o estdgio de hipercapnia ou hipdxia a curto prazo na faixa
péssimo. No entanto, essa mudanca metabolica ndo forneceu energia
suficiente aos embribes de O. vulgaris Tipo Il durante as estimulacdes
forcadas no estdgio XIX, pois o turnover de ATP através do
metabolismo anaer6bio é menos eficiente quando comparado ao
metabolismo aerdbio (Sokolova e Portner, 2001; Berg et al., 2010; Rosa
et al., 2013). Assim, para suprir a demanda energética, os embrides
elevaram ao mdximo a atividade metabdlica, o que demonstra maior
vulnerabilidade as condigBes abidticas estressantes nesta fase de pré-
ecloséo.

A depressdo metabdlica e o estado de hipdxia durante o estresse
térmico foram as principais causas para eclosdes prematuras em
embrides de Sepia officinalis (Rosa et al., 2013), L. vulgaris (Rosa et
al., 2012) e O. vulgaris sensu stricto (Repolho et al., 2014), quando
submetidas a condicdes de aquecimento. No presente estudo, foi
observado que o estresse hipdxico no estagio XIX dos embrides de O.
vulgaris Tipo Il mantidos no tratamento rampa, levou ao alongamento
do comprimento do ovo. Segundo Cronin e Seymour (2000), 0 aumento
da &rea de superficie do ovo com reducdo da espessura da membrana, €
uma estratégia para aumentar o fluxo de oxigénio por meio de difusdo
para o embrido. Desta forma, sugerimos que as paredes do ovo menos
espessas durante o estresse hipoxico, podem ter influenciado nas
eclosdes prematuras durante a segunda inversdo do embrido no
tratamento rampa.
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Nos embribes de O. vulgaris Tipo I, o sistema de defesa
antioxidante comecou a ser induzido no inicio da organogénese,
aumentando gradualmente sua atividade conforme foi a construgdo dos
tecidos durante os processos morfogenéticos. No estagio XVI, a cascata
oxidativa estava completa, concomitante ao funcionamento do sistema
circulatdrio e inicio da atividade cardiaca, onde os embrifes apresentam
maior alcance aerébio na curva de performance térmica (TCP)
(Tremblay et al., 2017). Desta forma, os niveis de glutationa (GST e
GSH) e carboxilase (CBE) observados no estagio VI nos dois
tratamentos estudados, provavelmente tenham origem materna. O
aumento na concentracdo de lipideos peroxidados (LPO) observado no
estagio VIII em embrides mantidos a 18 °C, indica que os embrides
podem sofrer estresse térmico no inicio da organogénese, com reducédo
gradual conforme foi ocorrendo a ativagdo do sistema antioxidante.

Nos embrides de O. vulgaris sensu stricto e de L. vulgaris, o
sistema de defesa antioxidante e de protecdo ao choque térmico foram
observadas nos estagios avancados de desenvolvimento e nas paralarvas
recém eclodidas (Rosa et al., 2012; Repolho et al., 2014). Em embrides
de O. maya, o funcionamento da atividade antioxidante também foi
induzida durante a organogénese. Entretanto, 0os embriGes expostos a
variacdo térmica de 1 °C a cada 5 dias, ndo conseguiram reduzir sua
sensibilidade térmica quando o metabolismo respiratério foi aumentado
e 0s mecanismos de defesa deprimidos (Sanchez-Garcia et al., 2017).
Nos embrides de O. vulgaris Tipo Il, o sistema antioxidante
demonstrou-se eficiente na temperatura rampa, mantendo baixos niveis
de PO e LPO, até sua atividade ser suprimida quando a temperatura
critica foi atingida a 24 °C. Na temperatura 18 °C constante, o sistema
antioxidante ndo alcangou a compensar a producéo de ROS ao longo do
desenvolvimento dos embrides, sendo deprimida no estagio XVIII e
suprimida ao atingir o limite térmico critico no estagio XIX. Na faixa
péssimo, o metabolismo torna-se independente da temperatura e todo o
ATP produzido é direcionado a reparar danos celulares provocados
pelos estresse oxidativo (Portner, 2010).

O funcionamento do sistema antioxidante é dependente da
glutationa total (GSH), pois atua como eliminador direto de ROS ou
como cofator da GST durante a desintoxicacdo xenobiética. Dentro da
cascata antioxidante, a GSH € reconvertida pela glutationa oxidada
(GSSG) através da glutationa redutase (GR), utilizando NADH como
redutor de elétrons. As moléculas de NADH sdo importantes para
manter o equilibrio REDOX celular e a fosforilagio oxidativa na sintese
de ATP. Para manter os niveis energéticos dissipados na forma de calor
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e o gradiente de elétrons na cadeia respiratoria, 0 embrido utiliza
reservas vitelinas como fonte de energia. Neste caso, a carboxilase
(CBE) desempenha papel importante na degradacdo e liberagdo de
acidos graxos para a sintese de ATP na fosforilagdo oxidativa e
producido de NADH no Ciclo do Acido Citrico e no Ciclo das Pentoses.
A CBE é uma enzima alostérica, inibida ou ativada pela fosforilagéo
oxidativa (Berg et al., 2010; Regoli et al., 2011a, 2011b; Regoli e
Giuliani, 2014). Por isso, a manutencdo do sistema de defesa
antioxidante se torna energeticamente invidvel aos embrides
termicamente estressados quando a demanda metabdlica é amentada,
pois a exigéncia de NADH para manter a atividade da GSH e a sintese
de ATP, necessita maior mobilizacdo de &cidos graxos para sustentar os
niveis energéticos celular.

As alteragBes no didmetro do olho induzidas pela temperatura
observadas nos embrides de O. vulgaris Tipo II, também foram
visualizadas em embrides de O. mimus (Uriarte et al., 2012) e O. maya
(Caamal-Monsreal et al., 2016) quando expostos a temperaturas além
das ideais. Os olhos nos embrides por estarem conectados ao sistema
nervoso central sdo caracterizados como 6rgdos cefalicos, visiveis no
inicio da organogénese ao serem formados pelas camadas ectodérmicas
(Boletzky, 2003). Sanchez-Garcia et al. (2017) constataram que o
incremento de temperatura acelerou a formag&o do sistema nervoso nos
embrides de O. maya, resultando em variacbes no didmetro do olho e
alteracGes bioguimicas devido a atividade precoce da acetilcolinesterase
(AChE). Isso indica que o sistema nervoso dos embrides €
extremamente sensivel a temperaturas extremas. Neste trabalho,
observamos que o estresse térmico sofrido pelos embriGes mantidos na
temperatura 18 °C constante, afetou negativamente a formagdo do
sistema nervoso, pois o diametro do olho foi reduzido concomitante ao
aumento de atividade da AChE, quando o sistema antioxidante foi
deprimido. A AChE é uma enzima independente do sistema
antioxidante, cuja atividade esta relacionada ao funcionamento do
sistema nervoso central e fungdes neuromusculares, permitindo que os
neurdnios retornem ao estado de repouso apés ativacdo. Porém, a sua
regulacdo é prejudicada pelo estresse oxidativo (Schallreuter et al.,
2004; Rico et al., 2007; Rodriguez-Fuentes et al., 2015). Por isso a
AChE € considerada um bioindicador antigo, usado para demonstrar
alteracBes no sistema nervoso dos organismos quando induzidas por
fatores ambientais estressantes (Payne et al., 1996).

Ao contrario de Moxica et al. (1999) e Repolho et al. (2014), que
obtiveram melhor desempenho zootécnico em embrides de O. vulgaris
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sensu stricto quando incubados a temperatura de 18 °C; este estudo
demonstra que a temperatura de 18 °C ndo foi adequada para o
desenvolvimento embrionario da espécie O. vulgaris Tipo Il. Esse
estudo monstra que as espécies O. vulgaris sensu stricto e O. vulgaris
Tipo Il, apresentam intervalos distintos de temperatura para o
desenvolvimento embrionario, baseada na plasticidade fenotipica dentro
das condi¢Bes ambientais as quais cada espécie evoluiu (Caveriviére et
al., 1999; Cabranes et al., 2007; Vidal et al., 2010; Amor et al., 2017).
Portanto, esta € uma questdo importante a ser considerada quando for
debatido sobre a aquicultura das espécies do complexo O. vulgaris, onde
novos estudos podem ser realizados para descrever em qual temperatura
os embrides de O. vulgaris Tipo Il apresentam melhor desempenho
zootécnico.

A separacdo em dois grupos dos embrides de O. vulgaris Tipo I,
incubados a temperatura 18 °C na matriz de casos da PCA (Figura 13A),
indica que os embribes apresentaram desempenho individual diferente
ao estresse térmico que foram submetidos. Essa diferenca ocorreu no
desenvolvimento morfométrico, pois mesmo sob condigdes estressantes,
um grupo de embrides conseguiu converter energia e apresentar
crescimento positivo, porém nao satisfatorio devido as deformidades
apresentadas. Em geral, os embrifes mantidos a 18 °C apresentaram
crescimento lento, irregular e subdesenvolvimento, com baixa taxa de
eclosdo e mortalidade. Segundo Portner e Knust (2007) curvas de
crescimento desequilibradas resultam no aumento do alcance aerdbio
concomitante ao aumento metabdlico basal, afetando o crescimento
além das temperaturas pejus. Para manter a atividade antioxidante
dentro de um ambiente estressante, os embrides utilizaram 73 % das
reservas vitelinas e ndo se desenvolveram morfometricamente. Isso pode
ser visualizado pela baixa taxa de eclosdo, pois os embribes com
tamanho reduzido ndo puderam exercer pressao suficiente para romper a
membrana do ovo, morrendo sem eclodir. Segundo Repolho et al.
(2014) os mecanismos de protecdo celular podem ser energeticamente
caros aos embriGes, pois ajustes metabdlicos sdo necessarios para
manter a homeostase celular dentro de um ambiente termicamente
estressante. Sanchez-Garcia et al. (2017) sugerem que o aumento de
13% das taxas metabolicas em embrides de O. maya estressados
termicamente se deu aos mecanismos fisioldgicos neutralizadores de
ROS.

O modelo de tolerancia térmica limitada pela capacidade de
oxigénio demonstrou ser eficiente em fornece uma base integrada de
como a temperatura modula os processos metabdlicos e fisioldgicos nos
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embrides. Neste estudo, observamos que os embribes de cada tratamento
atingiram os limites térmicos criticos, desencadeando respostas
fisiolégicas e metabdlicas através do tempo de exposi¢cdo a temperatura
pejus ou pelo aumento da temperatura até atingir a temperatura critica,
respectivamente, 18 e 24 °C. Isso sugere o possivel intervalo térmico de
desempenho que os embriGes de O. vulgaris Tipo Il estdo adaptados (18
a 23 °C), podendo variar ao longo do seu gradiente latitudinal de
distribuicdo ou entre diferentes populacdes desta espécie (Moreira et al.,
2011).

Até a temperatura de 23 °C os embrides de O. vulgaris Tipo Il
conseguiram compensar 0 estresse térmico sob condicbes de
aquecimento. Este resultado difere do resultado obtido para embrides de
O. vulgaris sensu stricto, com limite térmico apresentado na temperatura
de 21 °C (Repolho et al., 2014). Isso indica que os embries de O.
vulgaris Tipo Il respondem a distintas temperaturas, o que ajuda a
entender como as condicdes térmicas modulam de forma diferente cada
espécie, sendo essa relacdo de causa e efeito, responsavel pela
distribuicdo biogeogréafica das espécies (Portner, 1998, 2001, 2010). A
aclimatacéo fisiologica a diferentes temperaturas correlaciona-se com o
aumento da diferenciacdo genética (Portner, 2001), que pode ser
alcangada pela sele¢do evolutiva para gendtipos especificos (Portner e
Farrell, 2008). Assim, os resultados obtidos neste estudo sugerem que a
toleréncia dos embrides de O. vulgaris Tipo Il a altas temperaturas pode
ser uma vantagem adaptativa para as espécies do complexo O. vulgaris,
pois apresentam ciclo de vida curto, longevidade estimada de dois anos
e comportamento reprodutivo caracterizado por paternidade mdltipla,
com herancgas genéticas vindas dos varios individuos durante o periodo
reprodutivo dos polvos.
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