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RESUMO

Os polvos sao moluscos cefaléopodes que apresentam um rico repertorio
comportamental, raro entre outros invertebrados. Entre as mais de 300 espécies
reconhecidas de polvos, destacamos a Octopus insularis € a Octopus americanus,
que foram recentemente diferenciadas da Octfopus vulgaris e habitam aguas
brasileiras. Enquanto O. insularis € menor e habita recifes rochosos, O. americanus
prefere aguas rasas de até 200m. Ambas as espécies sao alvo de pesca artesanal
e comercial em toda a sua distribuicdo e tém sido usadas em pesquisas sobre
ecologia comportamental e os efeitos das alteragdes climaticas. Entretanto, embora
diferentes na natureza, ndo ha estudos comparando seu comportamento em
cativeiro, o que é particularmente importante para sua aplicagdo em neurociéncias.
No presente estudo, primeiramente construimos uma infraestrutura laboratorial para
manutencdo dos animais em ambiente controlado, condicdo fundamental para as
analises comportamentais. A seguir, avaliamos o comportamento dos animais em 3
tarefas que estimam aversao a novidade. Escolhemos esses ensaios, pois a neofobia
€ essencial a sobrevivéncia e reproduz comportamentos observados no habitat
natural. Além disso, as variagdes nos protocolos de neofobia permitem inferir bases
neurofisiolégicas distintas. Foram capturados trinta e oito (38) animais das espécies
O. americanus (17) e O. insularis (21) no litoral do Espirito Santo, Brasil. Os animais
foram aclimatados e submetidos as tarefas de neofobia alimentar, a objetos e social.
O sexo dos animais foi determinado visualmente e por analise histoldégica. Ambas as
espécies se adaptaram a alimentagcdo em cativeiro, embora O. americanus tenha se
adaptado mais rapidamente que O. insularis. A neofobia em relagao a alimentacao
foi mais pronunciada em O. insularis, assim como a neofobia a objetos, sendo a
ultima especialmente maior em individuos do sexo feminino. Os polvos sé&o
conhecidos por serem associais, ou seja, vivem de maneira isolada na natureza.
Portanto, esperavamos que tivessem alta neofobia social. De maneira geral o O.
americanus pareceu ter um nivel de neofobia social menor que o O. insularis, mas
devido a alta variabilidade e o tamanho amostral insuficiente, ndo foi possivel
detectar diferencas estatisticas. Nosso estudo é pioneiro ao mostrar que essas duas
espécies diferem em testes comportamentais especificos, realizados em laboratério.
Estabelecemos condigdes basicas de manutencdo dessas espécies em cativeiro,
testando comportamentos fundamentais, com distingdo por sexo. Esses achados



ampliam o conhecimento sobre o comportamento dos polvos, contribuindo para o
bem-estar animal, a conservagdo das espécies e a elaboracdo de desenhos
experimentais com cefalopodes. Ademais, nossos resultados reforcam a importancia
de considerar o sexo ao estudar o comportamento de O. insularis. Pesquisas futuras
devem explorar os mecanismos neurobiolégicos subjacentes aos comportamentos

descritos neste trabalho.

Palavras-chave: polvos; comportamento; adaptacdo em cativeiro; neofobia.



ABSTRACT

Octopuses are cephalopod mollusks that possess a rich behavioral repertoire, which
is rare among other invertebrates. Among the more than 300 recognized species of
octopus, we highlight Octopus insularis and Octopus americanus, recently
differentiated from Octopus vulgaris and native to Brazilian waters. While O. insularis
is smaller and inhabits rocky reefs, O. americanus prefers shallow waters up to 200
meters deep. Both species are artisanal and commercial fishing targets throughout
their distribution and have been used in research on behavioral ecology and the
effects of climate change. However, although these species differ in nature, no
previous studies have compared their behavior in captivity, a particularly relevant gap
considering their potential application in neuroscience research. In the present study,
we first established laboratory infrastructure to house the animals in a controlled
environment, a fundamental requirement for conducting behavioral analyses. We
then selected three tasks designed to assess novelty aversion. These tests were
chosen because neophobia plays a critical role in animal survival and reflects
behaviors typically observed in natural habitats. Additionally, variations in neophobia
protocols may allow for inferences regarding distinct neurophysiological mechanisms.
A total of 38 animals—17 O. americanus and 21 O. insularis—were collected along
the coast of Espirito Santo, Brazil. The animals were acclimated and subjected to
food, objects, and social neophobia tasks. Sex was determined through histological
analysis. Both species adapted to feeding in captivity, although O. americanus
adapted more rapidly than O. insularis. Food-related neophobia was more
pronounced in O. insularis, as was object-related neophobia, particularly among
females. Octopuses are generally known to be asocial, meaning they live in isolation
in natural settings. Thus, we anticipated a high degree of social neophobia. Overall,
O. americanus appeared to exhibit lower levels of social neophobia than O. insularis;
however, statistical differences could not be confirmed due to the high variability in
data from this type of test. This pioneering study demonstrates that these two species
exhibit different responses in specific behavioral tasks under laboratory conditions. It
also establishes baseline conditions for maintaining these species in captivity and for
testing fundamental behaviors with sex-based distinctions. These findings enhance
our understanding of octopus behavior and contribute to animal welfare, species

conservation, and the development of experimental designs involving cephalopods.



Moreover, our results underscore the importance of considering sex as a biological
variable when investigating the behavior of O. insularis. Future research should

explore the neurobiological mechanisms underlying the behaviors described herein.

Keywords: octopuses; behavior; captivity adaptation; neophobia.
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INTRODUGAO

O nome popular — polvo — refere-se a um grupo de animais pertencentes a
ordem Octopoda, que dentre os géneros da familia Octopotidae, destaca-se o
Octopus, com mais de 300 espécies descritas. Esses animais vivem nos mais
diversos ambientes marinhos e de acordo com seu habitat desenvolveram, ao longo
da evolugao, adaptacgdes fisioldgicas e repertérios comportamentais diversos.

Os polvos sdao usados como modelos em neurociéncias desde o inicio do
século XX, com estudos focados em neuroanatomia, aprendizado e memodria
(MACKIE, 1972; WELLS, 1972). Esses animais possuem um sistema nervoso
altamente desenvolvido e complexo, que os torna um modelo interessante para
estudar principios fundamentais da neurobiologia. Sua capacidade de aprendizado,
memoria e tomada de decisdes oferece informagdes importantes sobre a plasticidade
neural e a cognigao animal (AMODIO; FIORITO, 2013; HOCHNER, 2013; SHOMRAT
et al.,, 2008, 2011; VERGARA-OVALLE et al.,, 2023). Além disso, os polvos
compartilham muitos recursos neurais e comportamentais com os vertebrados,
tornando-os importantes para estudos comparativos em neurociéncias (ALBERTIN
et al.,, 2015; BUDELMANN, 1996; DI COSMO A.; POLESE G., 2014; EDSINGER;
DOLEN, 2018; HOCHNER; SHOMRAT; FIORITO, 2006).

A investigacdo do comportamento de polvos em ambiente controlado permite
isolar variaveis ambientais e sociais que influenciam suas respostas cognitivas e
emocionais. O uso de cativeiro permite o controle de estimulos, o monitoramento
continuo do animal e a repetibilidade experimental, aspectos fundamentais para
estudos de neofobia, que envolvem a reacédo a estimulos novos e potencialmente
aversivos. Esse tipo de abordagem é particularmente relevante em polvos, dada sua
natureza exploratéria, flexibilidade comportamental e sensibilidade a mudancgas
ambientais. Ao expor os individuos a objetos ou alimentos desconhecidos, é possivel
avaliar suas estratégias de enfrentamento, laténcia a exploragdo e padrées de
evitagao, fornecendo dados sobre aspectos emocionais, como cautela, curiosidade
e aprendizado associativo. Dessa forma, estudos em cativeiro contribuem nao
apenas para a compreensdo da ecologia comportamental das espécies, mas
também para o avango de modelos experimentais em neuroetologia e cognigéo
comparada.

Nos ultimos anos, a aplicagdo de técnicas imunohistoquimicas tem avangado

no estudo do sistema nervoso de cefaldopodes. Estudos como os de Shomrat et al.
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(2008) e Shigeno et al. (2018) demonstraram a viabilidade do uso dessa abordagem
para mapear circuitos neurais e caracterizar a organizagdo neuroanatdmica em
Octopus vulgaris, especialmente em contextos relacionados a aprendizagem. Mais
recentemente, Vergara-Ovalle et al. (2023) empregaram  métodos
imunohistoquimicos para evidenciar a ativagao do lobo vertical em O. maya durante
testes de memoria visual. Com base nesses achados e na crescente aplicabilidade
desses protocolos em cefalopodes, este estudo propds testar se anticorpos
amplamente utilizados em vertebrados, como anti-c-Fos e anti-NeuN, também
poderiam identificar marcadores neuronais em espécies do género Octopus,
contribuindo para investigagdes sobre cognigao e plasticidade neural.

Apesar da sua potencialidade, o uso de polvos em ambiente de laboratério
impbe desafios ja que estes animais n&o se habituam facilmente ao cativeiro
(BOLETZKY; HANLON, 1983; CARERE; MATHER, 2019; CHANCELLOR et al.,
2021; COOKE; TONKINS; MATHER, 2019; FIORITO et al., 2014). Neste trabalho,
desenvolvemos protocolos de captura, manejo e analise comportamental em
cativeiro para duas espécies de polvos muito comuns no litoral brasileiro, o Octopus
insularis e o O. americanus. Nossa perspectiva € de que o conhecimento gerado por
esse trabalho possa ser explorado futuramente, especialmente em estudos de

neurociéncias.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. Os polvos

O género Octopus é um dos mais numerosos da ordem Octopoda (do grego
oito pés). Trata-se de cefalbpodes com oito bragos, cujas mais de 300 espécies
habitam todos os oceanos (JEREB; ROPER, 2014; PACKARD, 2004; ROPER,;
GUTIERREZ; VECCHIONE, 2015; VON BOLETZKY, 1999), mas principalmente as
aguas rasas tropicais. A anatomia dos polvos é altamente adaptada para um estilo de
vida predatério, enfatizando a flexibilidade, a capacidade sensorial avangada e o
controle motor descentralizado. Sua anatomia basica envolve um corpo, uma cabeca,

um siféo e 8 bragos cobertos de ventosas (Figura 1).

Figura 1- Anatomia basica de um polvo (Photo credit: Benny Hochner, HUJI)

O corpo do polvo é flexivel e desprovido de esqueleto rigido, o que possibilita
sua capacidade de compressao e camuflagem. A epiderme contém cromatéforos,
iridéforos e leucéforos, que permitem mudancgas rapidas de cor e textura para fins de
comunicagado e defesa (HANLON; MESSENGER, 2018). Internamente, os polvos
possuem um sistema circulatério fechado e coragdes branquiais que garantem um
suprimento eficiente de oxigénio para os tecidos (WELLS, 1972). O oxigénio é
transportado pela hemocianina, uma proteina com alta concentracao de cobre e que,
apesar de ser incolor, torna-se azul quando se liga com oxigénio (WELLS, 2013a).
Também usam a cefalotoxina, uma substancia produzida pelas glandulas salivares
que, apos a perfuracdo de carapacgas de crustaceos, causa fibrilagao e retardo nos
movimentos da presa (WELLS, 2013a).

O sifao é um 6rgao muscular tubular localizado na regido ventral, essencial



18

para a locomocao a jato e a expulsao de agua para controle direcional. Essa estrutura
também participa da excrecéo e da dispersao de tinta como mecanismo de defesa
contra predadores (HANLON; MESSENGER, 2018).

Os polvos possuem oito bracos revestidos por ventosas e ricamente
inervados. Cada brago contém ganglios neuronais capazes de processar
informagdes sensoriais e motoras independentemente do cérebro central, o que
possibilita um controle descentralizado e altamente eficiente dos movimentos
(GUTNICK et al., 2011). De fato, os polvos podem caminhar com todos ou alguns
bracos em contato com o substrato (HOCHNER, 2012; LEITE; MATHER, 2008;
MESSENGER; HANLON, 1997; OLSON; RAGSDALE, 2023). Estudos mostram que
0s bragos desempenham fungdes na manipulagdo de objetos, aprendizado tatil e
tomada de decisdo independente (AMODIO; FIORITO, 2013; SHOMRAT et al.,
2008).

Em machos adultos, o brago chamado hectocétilo, do terceiro par de bragos,
€ modificado para transferir espermatozoides para a fémea, que, por sua vez, pode
reter por longo tempo o esperma no oviduto, numa parede chamada espermateca.
Esta também pode receber espermatozoides de varios machos. Quando a fémea
estd madura para liberar ovos, eles passam pela espermateca e sdo incubados
(JENNIFER A. MATHER; ROLAND C. ANDERSON; JAMES B. WOOD, 2013). A
maioria dos polvos sdo semelparosos, desovando apenas uma vez no final de seu
ciclo de vida e seus ovos tém apenas uma membrana coridnica protegendo o 6vulo.
Diferentes de outros tipos de cefalépodes (BOLETZKY, 1998), ndo ha membranas
protetoras, capsulas ou massas adicionais.

As ventosas, distribuidas ao longo dos bragos, contém quimiorreceptores
responsaveis por identificar texturas e composicdo quimica dos objetos,
desempenhando papel fundamental na predagdo e interagdo com o ambiente
(AMODIO; FIORITO, 2013; HOCHNER, 2013; HOCHNER; SHOMRAT; FIORITO,
2006). Esses receptores permitem aos polvos reconhecerem presas e manipular
ferramentas, demonstrando alta capacidade cognitiva.

A cabeca dos polvos é o centro de processamento sensorial e neural. Os olhos
dos polvos sao altamente desenvolvidos e similares aos dos vertebrados, mas
evoluiram independentemente. Diferente dos vertebrados, focam movendo o
cristalino para frente e para tras e ndo possuem ponto cego. Apesar de serem

daltdénicos, compensam essa limitagdo detectando a polarizagao da luz e ajustando
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a forma de sua pupila em fenda. Essa pupila dindmica também regula a entrada de
luz, melhorando a adaptagao a diferentes ambientes. Além disso, seus olhos moveis
e independentes garantem um amplo campo de visdo, essencial para caga e
sobrevivéncia (WELLS, 1972, 2013b) . O cérebro é um dos maiores entre os
invertebrados, com aproximadamente 500 milhdées de neurbnios, a maioria
distribuida pelos bragos, permitindo autonomia motora e respostas comportamentais
complexas (HOCHNER, 2013).

2.2. O sistema nervoso dos polvos

O sistema nervoso dos polvos apresenta uma organizagao especializada e
descentralizada, diferenciando-se de vertebrados e outros invertebrados. O cérebro,
localizado entre os olhos e protegido por uma estrutura cartilaginosa, € composto por
uma série de Iébulos interconectados que controlam fungdes motoras, sensoriais e
cognitivas. Apesar de sua distancia filogenética dos vertebrados, os polvos exibem
estruturas cerebrais com funcionalidades analogas as encontradas em organismos
com sistemas nervosos mais complexos, sugerindo convergéncia evolutiva
(GODFREY-SMITH, 2013).

O cérebro dos polvos é dividido em diversas regides especializadas, sendo os
lobos Opticos, o lobo vertical e o lobo subesofagico alguns dos principais centros de
processamento neural. Os lobos Opticos, conectados diretamente aos olhos, sao
responsaveis pelo processamento visual, permitindo que esses cefalopodes
interpretem estimulos luminosos e adaptem-se a diferentes condi¢des ambientais
(MACKIE, 1972; YOUNG JZ, 1971). O lobo vertical, por sua vez, tem sido
amplamente estudado devido ao seu papel central na aprendizagem e memoria de
longo prazo. Pesquisas conduzidas por Shomrat (SHOMRAT et al., 2008)
demonstraram que essa estrutura modula a taxa de aprendizado de curto prazo e
esta envolvida em processos de potenciagéo de longa duragao (LTP), mecanismo
essencial para a formagcao de memoarias persistentes. Além disso, estudos indicam
que esse lobo possui circuitos neuronais alternativos para plasticidade sinaptica,
permitindo ajustes comportamentais em resposta a novas experiéncias (SHOMRAT
et al., 2011).
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Head Mantle

Pallial nerve

Stellate ganglion

Figura 2. Desenho esquematico da morfologia de um polvo e dos principais elementos do
sistema nervoso central. (a) Anatomia geral (Arms = bragos; Head = cabega; Mantle = manto). (b)
Da parte posterior do cérebro emerge um par de nervos paliais (Pallial Nerve) que terminam em
ganglios estrelados bilaterais (stellate ganglion). Da parte anterior, emergem 8 nervos (axial nerve
cord), que enervam os bracos (Arm) e cujas terminagdes nas ventosas (suckers) formam ganglios
(sucker ganglion). O cérebro é composto pelo Lobo 6ptico (OL = optic lobe); massa supraesofagica
(SEM = supra-esophageal mass) e massa subesofagica (SUB = sub-esophageal mass). Figura
modificada de Imperadore et al., 2019.

Outro aspecto fundamental do sistema nervoso central dos polvos é sua
segmentacdo em massas supraesofagica e subesofagica (Figura 2). A regido
supraesofagica esta associada ao processamento de estimulos sensoriais e a
tomada de decisbes, enquanto a porgédo subesofagica esta ligada ao controle motor
dos bragos (NAVET; FIORITO, 2018). Essa segmentacdo reflete a distribuigdo
funcional do controle neural, em que os bragos podem executar acdes coordenadas
com certo grau de independéncia, gragas a presenga de circuitos neurais locais. O
sistema nervoso periférico dos polvos complementa essa organizagado, com ganglios
distribuidos ao longo dos bragos, permitindo o processamento descentralizado de
informacgdes sensoriais e motoras e a geragao de respostas rapidas a estimulos
ambientais (MATHER; ANDERSON, 1993) (Figura 2).

Os bracos dos polvos contém um numero expressivo de neurdnios, superando
até mesmo a quantidade presentes no cérebro. Essa descentralizacdo permite que
cada brago responda de maneira independente a estimulos tateis e quimicos,
possibilitando uma interagao precisa com o meio ambiente. As ventosas, equipadas
com quimiorreceptores e mecanorreceptores, permitem a identificagdo de texturas,

composi¢cdo quimica dos objetos e captura de presas (HANLON; MESSENGER,
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2018). Estudos recentes indicam que os bragos de polvos sao capazes de gerar
decisbes motoras localmente, com base em circuitos neurais periféricos
especializados, o que confere um grau significativo de autonomia sensorio-motora a
cada membro. No entanto, essas acgdes descentralizadas estdo integradas a um
sistema de coordenacdo superior mediado pelo anel nervoso — uma estrutura
periesofagica que conecta as massas supraesofagica e subesofagica ao sistema
nervoso periférico. O anel nervoso funciona como um centro de integracdo neural,
permitindo a bidirecionalidade na transmissao de informacgdes entre o cérebro central
e os ganglios periféricos dos bragos. Essa arquitetura possibilita a sincronizagéo de
multiplos membros em comportamentos complexos e coordenados, como a
manipulagcdo de objetos, predagdo e exploracdo ambiental, promovendo a
flexibilidade comportamental caracteristica do género Octopus (CHANG; HALE,
2023).

Além das particularidades estruturais do sistema nervoso, os polvos
apresentam auséncia de mielina em seus axénios — caracteristica marcante em
contraste com os vertebrados, nos quais a mielinizagao permite a condugao saltatoria
dos impulsos nervosos e, consequentemente, maior velocidade de transmissao. Nos
cefalépodes, essa auséncia é compensada pelo aumento significativo do diametro
axonal, o que reduz a resisténcia interna e facilita a propagac¢ao dos potenciais de
acgao, de acordo com os principios da condugao continua (MACKIE, 1972; YOUNG,
1971). Aliada a organizacdo descentralizada do sistema nervoso, essa adaptagéo
possibilita respostas rapidas e eficazes a estimulos ambientais, mesmo na auséncia

de um sistema nervoso centralizado e mielinizado como o dos vertebrados.
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3. COMPORTAMENTO, APRENDIZADO E MEMORIA EM POLVOS

Os polvos apresentam um repertério comportamental diversificado que inclui
aprendizado, memoria, resolucdo de problemas e adaptagdo ambiental. Estudos
indicam que esses cefalépodes apresentam aprendizado associativo, sendo capazes
de estabelecer relagdes entre estimulos e consequéncias, um mecanismo utilizado
para a sobrevivéncia em ambientes dinamicos (FIORITO; VON PLANTA; SCOTTO,
1990; HOCHNER; SHOMRAT; FIORITO, 2006). Experimentagdes em labirintos e
testes de reconhecimento indicam que os polvos podem associar padrdes visuais a
recompensas alimentares, ajustando seu comportamento com base nas experiéncias
adquiridas (MATHER; DICKEL, 2017; NAVET; FIORITO, 2018). Essas caracteristicas
demonstram plasticidade comportamental, alinhada a capacidade de discriminagao
entre estimulos.

A memdria dos polvos tem sido amplamente estudada, com evidéncias de
armazenamento e recuperagao de informagdes por longos periodos (SHOMRAT et
al., 2008, 2011; WILLIAMSON; CHRACHRI, 2007). Essa capacidade permite que
memorizem locais de forrageamento, predadores e abrigos seguros ao longo de seu
habitat.

A potenciagao de longa duragédo (LTP) tem sido identificada como um dos
principais mecanismos neurais subjacentes ao aprendizado e memdria nos polvos.
Estudos demonstraram que o lobo vertical regula a taxa de aprendizado de curto prazo
e facilita a consolidagado da memdria de longo prazo por meio de alteragdes sinapticas
duradouras (SHOMRAT et al., 2008, 2011). Esses estudos indicam uma semelhanca
funcional entre o lobo vertical dos polvos e o hipocampo dos vertebrados, sugerindo
gue mecanismos neurofisiolégicos fundamentais para a memoria podem ter surgido
de forma convergente ao longo da evolugdo animal (SHOMRAT et al., 2015;
TURCHETTI-MAIA; SHOMRAT; HOCHNER, 2017).

Além do aprendizado e memoria, os polvos demonstram habilidades de
resolucao de problemas, adaptando-se a desafios ambientais e manipulando objetos
de forma precisa e intencional (AMODIO; FIORITO, 2013; DISSEGNA et al., 2023).
Esses animais foram observados abrindo recipientes, desmontando estruturas e
utilizando elementos do ambiente como ferramentas para prote¢cao ou forrageamento
(JENNIFER A. MATHER; ROLAND C. ANDERSON; JAMES B. WOOD, 2013;
OLSON; RAGSDALE, 2023). A capacidade de manipulagao de objetos e exploragéo
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tatil dos polvos esta diretamente relacionada a distribuicdo descentralizada de seu
sistema nervoso, no qual grande parte do processamento ocorre nos ganglios
localizados nos bragos (GUTNICK et al., 2011; MATHER; ANDERSON, 2007).

Outro aspecto fundamental do repertério comportamental dos polvos é sua
camuflagem dindmica, um mecanismo de defesa que depende de estruturas
neuromusculares especializadas e da integragdo sensorial mediada pelo sistema
nervoso (FORSYTHE; HANLON, 1997; HANLON; MESSENGER, 2018). O controle
da cor e textura da pele é realizado por cromatoforos, iridoforos e leucéforos,
permitindo aos polvos se adaptarem visualmente ao ambiente de maneira quase
instantanea (JENNIFER A. MATHER; ROLAND C. ANDERSON; JAMES B. WOOD,
2013; MESSENGER; HANLON, 1997). Essa habilidade ndo apenas auxilia na evaséo
de predadores, mas também pode ser utilizada em contextos de comunicagao
intraespecifica.

Recentemente, pesquisas tém explorado a possibilidade de que os polvos
apresentam padrdes de sono com caracteristicas distintas, incluindo estagios ativos e
passivos que podem estar relacionados ao processamento e consolidagdo da
memoria (D.V et al., 2011; FERREIRA, 2023; MEDEIROS et al., 2021; POPHALE et
al., 2023). Evidéncias indicam que durante os estados de sono ativo, os polvos podem
exibir mudancgas rapidas na pigmentagao da pele, sugerindo uma atividade neural
intensa possivelmente associada a processos de simulagdo mental ou revisdo de
experiéncias vividas. Essas observacdes podem estar associadas a capacidade de

aprendizagem dos polvos baseadas na integragao de experiéncias anteriores.

3.1. Octopus insularis

Inicialmente, introduzimos a anatomia basica dos polvos, com énfase em
estruturas fundamentais para sua alimentacao e identificagao taxonémica. A radula é
um orgao bucal dotado de fileiras de dentes microscopicos, utilizado para raspar e
triturar alimentos, enquanto o rostro corresponde a por¢ao pontiaguda e anterior do
bico, essencial para perfurar e manipular presas. Ja as chamadas asas referem-se a
espessamentos musculares localizados nas laterais do manto, proximos a base dos
bracos, que contribuem para a estabilidade e movimentagdo durante o nado. O
Octopus insularis, espécie comum em aguas rasas tropicais e temperadas, é

frequentemente confundido com outras espécies proximas. No entanto, apresenta
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caracteristicas morfolégicas distintas, como menor tamanho na maturidade (120 mm
de comprimento de manto — CM), bragos relativamente mais curtos, teia interdigital
mais profunda, radula diferenciada, bicos mais robustos com rostro proeminente e

asas espessas (Figura 3), além de espermatéforos menores (Mangold, 1998).

Figura 3 - Octopus insularis em aquario, ilustrando algumas de suas caracteristicas
morfolégicas diagnésticas. a — radula, localizada no interior do bico, n&o visivel externamente, mas
indicada na regido anatdmica correspondente; b — rostro, por¢ao anterior e afilada do bico, essencial
para perfuracdo de presas (nao visivel); ¢ — espessamento lateral conhecido como “asa”, localizado
entre o manto e a base dos bragos. d- bragos mais curtos. Fonte: a autora, 2023.

O reconhecimento do O. insularis como espécie distinta s6 foi possivel nos
ultimos anos, com o avango das técnicas genéticas. Estudos comparativos revelaram
a similaridade genética entre individuos da espécie coletados em diferentes regioes
do Brasil, incluindo Rio Grande do Norte (RN), Arquipélago de Fernando de Noronha,
Atol das Rocas e Arquipélago de Sao Pedro e Sdo Paulo. Todas as sequéncias
genéticas dessas amostras foram depositadas no banco de dados do European
Molecular Biology Laboratory — EMBL (LEITE et al., 2008; SALES et al., 2013).

Apds sua descricdo formal, novos estudos registraram a presenga do O.
insularis em outras regides, como o Golfo do México (FLORES-VALLE et al., 2018;
GONZALEZ-GOMEZ et al., 2018) e o sul da Flérida, nos Estados Unidos (MALONEY
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et al., 2023). Além disso, proje¢cdes baseadas em modelos climaticos sugerem que a
espécie pode expandir sua distribuigdo para o litoral sul do Brasil (LIMA et al., 2020a).

A comparagao dos indices morfométricos entre machos e fémeas mostrou
dimorfismo sexual, com diferengas significativas apenas na largura do brago e no
didmetro normal da ventosa. Os machos apresentaram bragos mais grossos e
ventosas maiores que as fémeas. Os machos atingem a maturidade sexual em um
tamanho menor (78 mm de Comprimento de Manto - CM) do que as fémeas (95 mm
CM) (LEITE et al., 2008).

Geralmente, a espécie é encontrada em recifes, leitos rochosos, entulho,
cascalho e areias e fundos rochosos, independentemente da presenca de algas
(LEITE et al., 2009). No arquipélago de Fernando de Noronha, pequenos espécimes,
em sua maioria fémeas imaturas e quase maduras (58-90 mm CM), foram coletados
em aguas rasas e em pogas rochosas; espécimes maiores, principalmente machos
maduros e em maturagao (78-116 mm CM), foram encontrados durante mergulhos
mais profundos, até uma profundidade de 20 m nos recifes e fora da area de maré.
No Atol das Rocas, polvos maduros e juvenis foram encontrados em aguas rasas
dentro do recife circundado de corais, assim como em uma area de planaltos
biogénicos de baixa complexidade localmente denominados pelos pescadores como
regidao de restinga (BOUTH et al.,, 2011). Ao longo da plataforma continental,
espécimes maduros (102-116 mm CM) foram capturados por pescadores locais em
profundidades de 5-15 m em recifes a 30 km da costa, enquanto juvenis (54-97 mm
CM) foram capturados em aguas rasas (menos de 2 m) em rochas e em manchas
recifais em rochas sedimentares (LEITE; HAIMOVICI, 2006).

Além do substrato, da disponibilidade e do tipo de toca, a presenca e
abundancia de presas adequadas € outro fator ambiental que pode influenciar a
escolha do habitat. Polvos sdo considerados predadores generalistas, podendo se
alimentar com uma grande gama de opgdes, mas também oportunistas. Estudos
mostram que a dieta dos polvos pode ser influenciada tanto pela preferéncia alimentar
quanto pela disponibilidade de presas (AMBROSE, 1984; HARTWICK; L. TULLOCH;
S. MACDONALD, 1981; SCHEEL; LAUSTER; VINCENT T.L.S., 2007).

Ainda em relacao aos fatores abiéticos que afetam a distribuicao desta espécie,
recentemente foram encontradas diferengas significativas na fisiologia de O. insularis,
sendo esta ultima uma espécie mais eurialina quando comparada a O. vulgaris

(AMADO et al., 2015). Essa capacidade de suportar mudangas de salinidade para
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cima ou para baixo pode ajudar a explicar a dominéncia de O. insularis em aguas
tropicais rasas, onde a salinidade pode atingir até 35 ppm em pocas de recifes
costeiros de mares.

Os Octopus insularis preferem os pequenos caranguejos, siris € moluscos,
confirmando que esta espécie utiliza a estratégia de forrageamento conhecida como
"minimizac&o do tempo" (SCHMID-HEMPEL, 1988), conforme descrito por (LEITE et
al., 2009). A estratégia de forrageamento de "minimizacdo do tempo" envolve uma
abordagem em que os organismos otimizam o tempo investido em busca de alimento.
Nesse contexto, os individuos buscam reduzir o tempo gasto no forrageamento para
maximizar a eficiéncia de coleta de recursos, equilibrando a necessidade de obtengao
de nutrientes com a economia de tempo que pode ser dedicado a outras atividades,

como reproducao ou protecao contra predadores.

3.2. Octopus americanus

Por muito tempo, o Octopus americanus foi erroneamente classificado como
Octopus vulgaris tipo |, com base em suas caracteristicas morfologicas. Essa
identificacdo equivocada levou a sua inclusdo no complexo de espécies de O. vulgaris,
dificultando seu reconhecimento como uma espécie distinta (NORMAN, 2016).
Recentes revisdes taxondmicas, baseadas em analises morfolégicas, meristicas e
moleculares, permitiram distinguir O. americanus do complexo O. vulgaris. Estudos
genéticos, incluindo técnicas de sequenciamento associadas a loci de DNA
(ddRADseq), confirmaram a validade da espécie O. americanus como separada das
demais (AVENDANO et al., 2020a).

O Octopus americanus € um polvo bentdnico neritico, que se distribui em
regides subtropicais e temperadas, associado a aguas frias desde a costa nordeste
dos Estados Unidos até o norte da Argentina.

No Brasil, € possivel encontrar exemplares da espécie do Amapa ao Rio
Grande do Sul. Em regides onde a temperatura da agua € maior, atingem maiores
profundidades (costa do Nordeste), ocorrendo em menores profundidades onde as
aguas sao mais frias (costa Sudeste-Sul) (BASTOS et al., 2020; HAIMOVICI; PEREZ
J.AA; SANTOS R.A, 1994; MAZZINI, 2013; SALES et al., 2013).

O O. americanus € uma espécie que habita aguas mais frias (< 22°C) e
profundas que O. insularis, sendo encontrado em profundidades de até 200 m. Nessas
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regides, as aguas rasas (Figura 4) podem ser importantes para essa espécie como
local de recrutamento (processo de adicionar novos individuos a populagédo de uma
espécie por meio do nascimento, imigracdo ou estabelecimento da semente para
contribuir com a populacéo), devido as maiores temperaturas da agua, que aceleram
o crescimento e desenvolvimento, e a maior disponibilidade de alimento e abrigo
(BENNICE et al., 2019; BOUTH et al., 2011; GUERRA et al., 2014; KATSANEVAKIS;
VERRIOPOULOS, 2004; LEITE et al., 2009).

O foco de sua exploragdo pesqueira ocorre no Sudeste-Sul, onde é
capturada principalmente por embarcacdes industriais de pote (alvo) e arrasto de
fundo (fauna acompanhante) (HAIMOVICI et al., 2024).
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Figura 4 - Ocorréncia de O. americanus no Brasil. Fonte: (HAIMOVICI et al., 2024).

Dentre as caracteristicas morfolégicas do O. americanus destacam-se o
tamanho da espécie, moderado a grande (comprimento dorsal do manto: 80-132 mm),
podendo atingir mais de 3 kg de peso e 220 mm de comprimento dorsal do manto

(TOMAS, 2003). Bragos longos (4 a 5 vezes o comprimento do manto), robustos,
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afilados e pontas arredondadas estreitas. Terceiro brago direito masculino
hectocotilizado, mais curto que o brago oposto (indice de comprimento do brago
oposto: 70-94%); ligula pequena a diminuta. Bragos com duas fileiras de ventosas; o
numero de ventosas nos bracos normais ndo hectocotilizados dos animais maiores
varia de 224 a 258, e as ventosas nos bracos hectocotilizados variam de 138 a 158
(Figura 5). Os machos maduros tém trés ventosas aumentadas nos bracos Il e Ill ao
nivel do 7° e 8° ventosas proximais. Teias de profundidade moderada (15-20% mais
profundo do brago mais longo) (AVENDANO et al., 2020a). O O. americanus, em vida,
apresenta cor esbranquigada com manchas marrons. Uma papila supraocular e duas

papilas secundarias presentes em cada olho.

Figura 5 - Octopus americanus no laboratério de pesquisa. O O. americanus, quando em repouso,
apresenta coloragdo clara e uniforme na regido ventral. Na figura, pela apresentagdo de dimorfismo
nas ventosas do terceiro brago direito, observa-se se tratar de um animal sub-adulto, entrando em sua
fase de maturagéo. Fonte: a autora, 2023.

Os holdtipos desta espécie foram depositados na Coleccion de Peces e
Invertebrados Marinos y Estuarinos - CPIME da Escola Nacional de Ciéncias
Bioldgicas do Instituto Politécnico Nacional do México. Além disso, os dados genéticos
podem ser encontrados no GenBank sob o0s numeros de adesao:
MT022413MT022426 (COIl), MT025987-MT026000 (16S); MT035860- MT035873 .

Os Octopus da espécie americanus também apresentam alta fecundidade
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(assim como as fémeas das espécies O. vulgaris e O. insularis. O. americanus podem
produzir de 100.000 a 500.000 ovos) (HANLON; MESSENGER, 2018; LENZ et al.,
2015; MANGOLD, 1983; VIDAL; FUENTES; DA SILVA, 2010), e sado animais
semélparos, apresentam um ciclo de vida curto, vivendo em média um ano
(HAIMOVICI et al., 2024).

Ha poucas informagdes sobre locais de desova. Na Flérida, EUA, (BENNICE et
al., 2019) observaram que as areas rasas analisadas (até 3 m) podem funcionar como
bercario e area reprodutiva para esta espécie.

Os O. americanus produzem ovos pequenos, dos quais eclodem em paralarvas
planctdnicas, em torno de 2 a 3mm CM (Fig. 6) (CASTELLANO et al., 2018).

Figura 6 - Paralarva de O. americanus. Uma amostra de paralarva, em seu segundo dia de ecloso.

Fonte: a autora, 2023.

O. americanus sao encontrados em plataformas sobre fundos de areia ou lama,
substratos rochosos, cascalhos, leitos de conchas ou mesmo na interface entre rocha
e areia (AVENDANO et al., 2020a; HAIMOVICI; ANDRIGUETTO-FILHO, 1986;
O’BRIEN; BENNICE; LEITE, 2021). Estudos feitos no ambiente natural em aguas
rasas do litoral da ilha de Florianépolis (SC) e ilhas do entorno identificaram desde
juvenis a adultos em profundidades de 1 a 10 m. A maior parte ocorre na interface do
costao rochoso com a areia e no costao rochoso. O tipo de toca mais frequentemente
encontrado foi embaixo de rocha sobre areia e entre rochas, mas também em
substratos arenosos e em fundos de conchas, buracos na areia ou cascalho e embaixo

de rochas sobre cascalho ou conchas (CORTES, 2022).
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O tempo de incubacgédo de um O. americanus é de 1-3 mes(es) e o tamanho da
prole pode atingir até 395 mil ovdcitos em desenvolvimento nos ovarios (HAIMOVICI
et al., 2024).

Enquanto os O. insularis preferem os crustaceos na sua dieta, os O.
americanus sao adeptos dos bivalves. Trabalhos realizados no Sul do Brasil coletaram
restos alimentares de juvenis e adultos O. americanus em aguas rasas, tendo sido
Perna perna (Menippe nodifrons e Olivancillaria urceus) as espécies mais
consumidas. Gastropodes, crustaceos, peixes e poliquetas seguem sendo
preferéncias da espécie (CORTES, 2022).

As pesquisas com essa espécie, no Brasil, sdo direcionadas principalmente
para a pesca e engorda para o cultivo comercial (AMADO et al., 2015; BASTOS et al.,
2020; MOREIRA; TOMAS; HILSDORF, 2011).
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4. VALOR COMERCIAL DOS POLVOS

Embora o consumo mundial tenha avangado nos Uultimos anos e,
proporcionalmente, aumentado o interesse dos setores industriais ligados a pesca e
aquicultura, essas atividades vém sofrendo duras criticas em fungao de estudos que
comprovam caracteristicas comportamentais dos polvos, inserindo-0s na categoria de
animais sencientes (MATHER, 2019). Alia-se a essas barreiras o fato de que o cultivo
de polvos em cativeiro € dificultado pela alta mortalidade de paralarvas. Dessa forma,
a principal forma de obtencdo desses animais, hoje, para a industria de consumo, é
através da captura pela pesca in situ ou alocagao de animais sub-adultos em fazendas
de engorda (GARCIA GARCIA; CEREZO VALVERDE, 2006).

Estritamente marinhos, os polvos sao candidatos a aquicultura industrial por
apresentarem muitos requisitos favoraveis: alta taxa de conversao alimentar,
adaptacao as condi¢des de cativeiro, reproducédo elevada, aceitagdo de alimentos
naturais de baixo valor, aumento de consumo mundial e grande valor de mercado. De
acordo com o boletim FAO 2021, a industria de pesca ndo tem conseguido
acompanhar o crescimento do consumo global (Fishery and Aquaculture Statistics —
Yearbook 2021, 2024; GARCIA GARCIA; RODRIGUEZ GONZALEZ; GARCIA
GARCIA, 2004; MANGOLD, 1983; TEIXEIRA, 2018).

Esta defasagem econ6mica se deve a gargalos significativos referentes as
técnicas de produgado aquicola. As informagdes técnicas sdo escassas, ja que a
reproducao do ciclo biolégico completo ainda nao foi atingida e o sistema atual de
produgao baseia-se na captura de animais juvenis selvagens e engorda em gaiolas
ou tanques.

Incessantes pesquisas tém sido feitas mundialmente e avangos conquistados,
como tecnologias para incubagao e eclosao de ovos em cativeiro e sistemas artificiais
que eliminam os custos associados a manutencao de fémeas para cuidados parentais
(LENZ et al., 2015; SPREITZENBARTH; JEFFS, 2020).

No Brasil, o Octopus insularis, juntamente com o Octopus americanus
(O’'BRIEN; BENNICE; LEITE, 2021) sao duas das mais importantes espécies de polvo
ligadas ao comércio, devido a sua grande abundancia em &aguas brasileiras,
principalmente no Nordeste, onde ocupam o lugar das principais espécies
comercializadas (LIMA et al., 2014). Sua distribuicdo vai do Caribe ao estado do

Espirito Santo e se espalhou para o sul da costa brasileira (Fig. 7) devido,
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possivelmente, ao aumento da temperatura da agua oceénica (LIMA et al., 2020b).

Figura 7. Octopus insularis e O. americanus nas Américas. Distribuicdo de O. insularis e O.
americanus. A faixa atualmente reconhecida de O. americanus é indicada em azul (AVENDANO et al.,
2020), a faixa atualmente reconhecida de O. insularis em laranja (LIMA et al., 2014). Fonte: (O’'BRIEN;
BENNICE; LEITE, 2021).

No estado do Espirito Santo, segundo dados do Projeto de Monitoramento e
Caracterizacdo Socioecondmica da Atividade Pesqueira no Rio Doce e no Litoral do
Espirito Santo (Universidade Federal do Espirito Santo - UFES e Instituto de Pesca,
com sede em Santos, Sdo Paulo), a atividade pesqueira marinha e estuarina é
realizada ao longo de seus 15 municipios costeiros, com predominio da pesca
caracteristicamente artesanal. As regides Sul e Central do estado tém melhores
condigbes de suportar a atividade (MUSIELLO-FERNANDES et al., 2021). Nesse
sentido, nos portos do Sul e Centro sdo desembarcados principalmente recursos
oceanicos, pelagicos e recifais, enquanto nos portos da regido Norte a atividade
pesqueira € mais direcionada aos recursos costeiros (MUSIELLO-FERNANDES et al.,
2021).

No Brasil, a espécie O.americanus é alvo de pescaria industrial de espinhel de
potes regulamentada pela Instrugado Normativa SEAP/PR n°26 de 19 de dezembro de
2008 (SEAP/PR (2008) 19/12/2008 Instru¢do Normativa SEAP/PR n°26 de 19 de
dezembro de 2008 DOU 22/10/2012 - SECAO 1 - PAGINA: 37), que regulamenta a

pesca de 28 embarcagdes do Espirito Santo ao Rio Grande do Sul, a partir dos 70 m
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de profundidade, maximo de 20 mil potes por espinhel, dentre outras determinacoes.
Em 2021, a Portaria SAP/MAPA n°452 de 18 de novembro de 2021 (SAP/MAPA
(2021) 19/11/2021 Portaria SAP/MAPA n°452 de 18 de novembro de 2021 DIARIO
OFICIAL DA UNIAO Publicado em: 19/11/2021, edigéo: 217 | Segéo: 1.) modificou o
limite minimo de operacgao para 35 m de profundidade, ampliando a area de permissao
legal da pesca de polvos (HAIMOVICI et al., 2024).

A principal forma de captura de O. insularis no Brasil € a pesca artesanal,
destacando-se o uso de manzuas, armadilhas confeccionadas em madeira ou metal,
nas quais os polvos sao atraidos por iscas, como peixes ou crustaceos, e acabam
retidos em seu interior. Essa técnica € amplamente empregada em regidées como o
Nordeste do Brasil, especialmente no litoral de estados como Pernambuco e Ceara,
bem como em Fernando de Noronha. Além disso, a pesca pode ser realizada por meio
do uso de pugas durante mergulho livre, em que os pescadores capturam os
individuos manualmente em recifes e areas rochosas, com ou sem equipamentos de
respiragdo. Outra estratégia utilizada em algumas comunidades é a captura manual
durante a maré baixa com o uso do bicheiro (uma espécie de arpdo ou gancho,
geralmente feito de metal, com uma ponta que pode ser usada para fisgar ou empurrar
o animal nas fendas), na qual os polvos sao encontrados em pogas de maré ou sob
rochas e estruturas coralinas. Essas técnicas sao favorecidas pela ampla distribui¢cao
de O. insularis em habitats recifais e substratos rochosos, onde a espécie encontra
abrigo e alimento, tornando-a um recurso pesqueiro relevante nas regides costeiras
do pais.

Desde 2000, as exportacdes de polvos tém sido dominadas por Marrocos,
Mauritania, China, Espanha e Vietna, enquanto as importacdes tém sido lideradas
pelo Japéo, Espanha, Italia, Coreia e Estados Unidos (OSPINA-ALVAREZ et al.,
2022). Como a comercializagao ainda € baseada na captura de organismos silvestres
(Tabela 1), hd um crescente interesse em estudos que busquem técnicas para o

manejo e cultivo do polvo em cativeiro.

Tabela 1 - Total de capturas de Octopus entre os anos de 2012 e 2021. A tabela apresentada
contém dados quantitativos sobre as capturas de diferentes espécies de polvos ao longo dos anos, de
2012 a 2021. Os dados indicam que Octopus vulgaris e Octopus maya sao as espécies mais exploradas
comercialmente, com capturas crescentes até 2019 e declinios em 2020, enquanto as demais espécies
apresentam volumes menores e maior estabilidade, refletindo possiveis variagdes ambientais,
econdmicas ou relacionadas a gestédo pesqueira. Fonte: (Fishery and Aquaculture Statistics — Yearbook
2021, 2024).
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Captura Mundial (em toneladas) das principais espécies de octopus relatadas pela FAO (2024) dos anos 2012 a 2021

L 014 203 2012
Octopus vulgaris [common octopus] 36929.77 32521.76 4572544 38431.48 37351.55 34931.61 33297.91 42286.86 42234 40681.73
Octopus maya [Mexican four-eyed octopus] 2072257 19193.53 20119 28809 26020 25722 23441 15403 8806 12629
Eledone cirrhosa [Horned octopus] 1908.734 2136.885 3719.71 3437 2780 2215 2609 593 855 136
Eledone ssp [Horned and musky octopuses] 1324.433 1252945 1291.101 1011.086 923.723 977.171 1210.688 6297.553 5739 5137

Octopus spp [Octopus nei] 7.634 035 1335

A espécie Octopus vulgaris (common Octopus) é a mais estudada
geneticamente (CARLINI DB; GRAVES JE., 1999; GUZIK; NORMAN; CROZIER,
2005), provavelmente por apresentar maior valor comercial. Norman e Hochberg
(NORMAN MD; HOCHBERG FG, 2005) referiram-se a esse taxon como um
“‘complexo de espécies” ja que varios taxons distintos s&o classificados incorretamente
como O. vulgaris em diferentes partes do mundo (Fig. 8). Porém, uma crescente série
de estudos genéticos e morfolégicos tem contribuido na descrigdo de novas espécies,
como é o caso do O. maya (VOSS GL; SOLIS RAMIREZ M., 1966), O. mimus
(GUERRA A; CORTEZ T; ROCHA F, 1999), O. insularis (BATISTA; LEITE, 2016;
FLORES-VALLE et al., 2018; GONZALEZ-GOMEZ et al., 2018) e o O. americanus
(AVENDANO et al., 2020a).

A grande distribuicdo de O. insularis no Atlantico, no entanto, tem sido
comprovada pela analise genética molecular de espécimes de aguas costeiras do
Atlantico Sudoeste ao longo do Brasil (LEITE; MATHER, 2008; SALES et al., 2013;
WARNKE et al., 2004), e Africa do Sul (OOSTHUIZEN A; JIWAI M; SHAW P., 2004).

Species
Q. americanus
Q. insularis
O. maya
Q. taganga
O. vulgaris sensu sticto
Q. vulgaris Type
Q. sinensis

1% Q. sinensis (Kermadec)

Q. of tetricus
0. tetricus

Figura 8 - Octopus insularis no mundo. Distribuicdo mundial das diferentes espécies pertencentes
ao complexo de especies de O. vulgaris, incluindo a nova espécie O. americanus, juntamente com
outros polvos do Caribe (O. insularis, O. maya e O. taganga). Fonte: (AVENDANO et al., 2020b).
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5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo Geral

Apresentar duas espécies do género Octopus do bioma brasileiro como
potenciais candidatas a modelo animal para estudos neurocientificos.

5.2. Objetivos especificos

5.2.1. Padronizar métodos de coleta de O. insularis e O. americanus para estudos
comportamentais em cativeiro;

5.2.2. Padronizar o manejo de O. insularis e O. americanus para estudos
comportamentais em cativeiro;

5.2.3 Avaliar, em cativeiro, os comportamentos de aclimatizacdo, neofobia alimentar,
neofobia por objetos e neofobia social de O. insularis e O. americanus;

5.2.4. Verificar se ha diferenga entre as espécies nos comportamentos acima citados;
5.2.5. Verificar se ha diferenga entre os sexos quanto aos comportamentos acima
citados;

5.2.6. Testar se os anticorpos primarios Santa Cruz sc-52 e Millipore MAB377 e
secundarios anti-mouse 568 e anti-rabbit 647, desenvolvidos para mamiferos, marcam

o tecido cerebral de polvo.
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6. MATERIAIS E METODOS

6.1 Aspectos Eticos

O estudo foi realizado mediante aprovagdo e autorizagdo de captura e
manutencao de cefaldépodes nativos no Ministério do Meio Ambiente — MMA, Instituto
Chico Mendes de Conservacao da Biodiversidade — ICMBio, Sistema de Autorizagao
e Informacao em Biodiversidade — SISBIO - numero: 80463-2. No Brasil, ndo ha outra
Lei especifica que determine as condigdes necessarias para a manutencao de
cefalépodes em cativeiro.

No entanto, foi feita uma consulta & Comiss&o de Etica no Uso de Animais —
CEUA da Universidade Federal de Minas Gerais - UFMG em 11/05/2021, com a
confirmagéo:

“A Lei 11.794/2008 abrange apenas os animais pertencentes ao filo Chordata,
subfilo Vertebrata, exceto o homem. Portanto, apesar de existirem varias discussoes
acerca dos aspectos éticos e de bem-estar na utilizagdo de animais invertebrados,
nao compete as CEUAs avaliar procedimentos de ensino e/ou pesquisa envolvendo
estes animais” reiterando a legitimidade do projeto quanto ao uso de invertebrados
em pesquisa.

Ainda assim, foi utilizada a Diretiva 2010/63 da Unido Europeia, relativa a
protecao destes cefaldpodes, como responsabilidade ética de uso de animais para

fins cientificos.

6.2 Preparagéo do Laboratério

O laboratério foi instalado em uma sala de 5x4m onde foram alocados 4
(quatro) aquarios para polvos e uma caixa de policloreto de vinila - PVC, de 50l - para
crustaceos. Um sistema de aeragdo composto por um compressor radial (aerador) e
tubos de PVC que distribuia o ar para varios subsistemas. Além disso, o laboratério
mantinha uma camera infravermelha para observacdo 24 horas e sistemas de
recirculagédo marinha (Wireless Ip Camera 360°HD WiFi RJ45 Luatek Night Vision).

Foram montados aquarios de vidro medindo 50x50x50 cm que, segundo Fiorito
(FIORITO et al., 2015; PONTE et al., 2019), atendem ao espag¢o minimo recomendado

de 0,30 cm/animal e onde apenas a frente é transparente. Essa medida serve para
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evitar a reflexdo da imagem do polvo e o0 aumento do nivel de estresse, confundindo
a prépria imagem com outro espécime. Os aquarios continham uma fina camada de
substrato dolomitico ou aragonita. Evitou-se uma espessa camada de substrato para
que os crustaceos vivos (caranguejos e camardes) ndo se enterrassem e dificultassem
o controle alimentar dos polvos.

Polvos sdo muito persistentes na busca de possibilidades de fuga e podem
passar por qualquer fenda onde cabe seu bico quitinoso, que € a unica parte dura de
seu corpo. Por isso, todos os furos de entrada e saida de agua foram bem projetados
ou fechados com telas.

Para manter a boa circulagdo da agua, foi instalado um arejador interno
(Sunsun Circulation Pump Jvp-201a 60001/h Jvp 201a) e um termdmetro (LCD Digital
Aquarium Self Adhesive Thermometer temperature 0-60°C). Também foram
fornecidas conchas ou canos de PVC (30 cm) para que o animal pudesse se abrigar
e se sentir mais seguro.

Esse sistema deve ciclar, por, pelo menos 50 dias, antes da chegada dos
animais para que o aquario alcance estabilidade quimica, fisica e biologica, evitando
grandes alteragdes no ciclo do nitrogénio. Este € um processo para formar uma
colonia de bactérias benéficas suficientes para controlar e reduzir substancias tdxicas
na agua que podem ser letais para o polvo.

Uma caixa de 50 litros de agua do mar com fundo de cascalho e um pequeno
sistema de filtragem mecanica alimentado com bomba de aquario (2.000l/h) sobre
manta acrilica perlon foi mantida em laboratério para o armazenamento de crustaceos
vivos para a fase de aclimatacao.

A qualidade da agua e, consequentemente, a qualidade de vida dos animais
em sistemas fechados também dependem de um bom sistema de filtracdo. Para
polvos foram utilizadas duas caixas de PVC de 100l. Uma das caixas fez a filtracéo
mecanica com cascalho, filtro skimmer (magnus protein skimmer curve5 300-500l) e
manta de perlon acrilico. A segunda caixa continha meios bioldgicos e aeragéo (33).
Antes de a agua retornar ao aquario, ela era submetida a filtragem UV (Filtro UV 9000
Litros Ocean Tech 18w).

Foi elaborada uma tabela (Tabela 2) com adaptacao das indicagdes retiradas
do International Journal of Laboratory Animal Science and Welfare (FIORITO et al.,

2015) para servir de parametro visual na checagem diaria e acertos de parametros.
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Tabela 2 — Descrigdao dos Parametros de Controle no Laboratério de Octopus. Esta tabela
estabelece um protocolo de manejo para garantir o bem-estar dos polvos em cativeiro, ao mesmo tempo
que assegura condigdes apropriadas para observagao e experimentagao cientifica. Os parametros de
enriquecimento ambiental e qualidade da agua sdo fundamentais para replicar as condigdes naturais
dos habitats dessas espécies, enquanto os dados de identificacdo auxiliam no monitoramento e no
estudo individualizado dos animais. Fonte: elaborado pela autora (2023), adaptado de (FIORITO et al.,
2015).

Origem

Espécie

Data de captura
Identificagéo Sexo

Peso

Comprimento do manto

Enriquecimento

Brinquedos, jarras, desafios

Agua Checagem ao menos 1x ao dia
Medida do aquario 0.30 m? por animal
Cobertura Bem segura
Lampada Halégena
Temperatura da agua 22-26°C
Salinidade da agua 32 a 35 ppt

pH 79-83

NH4 < 0,10 mg/L

NO2 < 0,10 mg/L

NO3 < 0,20 mg/L

02 8 ppm

Natural — 3,5m
Luz azul ou sombra
200 a 400 lux

lluminacgéo dentro do aquario

Intensidade da luz na
superficie da agua

Diariamente, os tanques eram limpos e sifonados para retirada de material
particulado, restos de alimentos e excrementos de animais. Trocas parciais de agua
(TPA até 30%) eram realizadas a cada dez dias para reduzir os niveis de nitrato e
repor a agua evaporada. Medidas de parametros fisicos e quimicos (salinidade,
temperatura, pH e compostos nitrogenados - nitrito, nitrato e amdnia) também eram
realizadas diariamente e acertadas, caso houvesse disparidade.

Os parametros de qualidade da agua eram frequentemente monitorados por
meio de equipamentos capazes de registrar dados de temperatura da agua 24 horas
por dia (TidbiT de temperatura submersivel), refratdmetro para medir e controlar a
salinidade (KASVI - K52 100) e oximetro digital para oxigénio dissolvido (YSI
Ecosense® DO200A).

Estes aquarios tinham um sistema fechado de recirculagédo de agua a 25 + 1
°C e 34 £ 1 salinidade de acordo com as amostras retiradas dos locais de captura.

Seguindo as orientagbes metodologicas propostas por Borrelli, Chiandetti e
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Fiorito (2020), as condi¢gbes de iluminagdo do laboratério foram cuidadosamente
controladas para garantir a padronizagdo dos ciclos circadianos dos animais.
Reproduzimos, sempre que possivel, as mesmas condi¢des descritas no protocolo
original, respeitando os periodos naturais de claro/escuro ao longo do ano no Brasil.
Para isso, utilizamos um temporizador automatico (Intelbras EWS 201) programado
para acender e apagar as luzes de forma regular, mantendo um ciclo de 12 horas de
luz e 12 horas de escuro (12L:12E), de acordo com a variagdo sazonal local. Essa
medida teve como objetivo minimizar o estresse ambiental e assegurar a consisténcia

dos ritmos comportamentais durante os testes experimentais.

6.3 Captura e transporte de animais

Espécimes de O. americanus e O. insularis foram capturados durante vinte e
seis meses (junho de 2021 a agosto de 2023), por meio de mergulho, coleta em
estruturas rochosas em aguas rasas e embarcagdes de pesca dos municipios de
Guarapari, Anchieta e Piuma, litoral do Espirito Santo, Sudeste do Brasil.

Os animais capturados por mergulho ou pesca de espinhel de potes foram
mantidos a bordo em tanque circular com capacidade de 100 (cem) litros. A agua do
mar no tanque era constantemente renovada para manter a qualidade e reduzir os
efeitos da liberagdo de muco durante o transporte. A bordo das embarcacgdes, também
foram utilizados cilindros de oxigénio e equipamentos para observar a temperatura e
oxigenagao da agua.

A espécie O. insularis é encontrada em condicdes rochosas e rasas do litoral
do Espirito Santo e os animais utilizados nesta pesquisa foram capturados
principalmente na bacia da Enseada do Guaibura (20°43'42.1"S 40°31'20.4"W) no
municipio de Guarapari - ES sob condi¢des lunares, altura das marés, diregcdo do
vento e chuva (Fig. 9). Durante as luas cheias e novas, as marés ficam mais baixas,
0 que expde melhor as tocas, facilitando a visdo de animais nas ondas que recuam. A
tabua de marés também foi observada para determinar o menor tempo em que as
tocas estdo mais expostas, proporcionando a captura sem lesdées. Os animais foram
cuidadosamente retirados para evitar ferimentos, mas com firmeza, pois sao

extremamente ageis para fuga.
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Figura 9 — Mapa de localizagao de capturas de O. insularis. Ha um grande adensamento de animais
nessa regido, proxima a Guarapari- ES, devidos as condi¢des rochosas da regido. A grande maioria
dos animais dessa espécie, usados na pesquisa, foram capturados nessa regido. Fonte: a autora, 2024.

As coordenadas geograficas e profundidade das capturas em embarcagdes ou
mergulhos do O. americanus foram realizadas com o auxilio de um Sonar GPS
(GARMIN- Ecomapa 54CV). Foram coletadas amostras de aguas superficiais e do
fundo do mar para obter dados de salinidade, pH, oxigénio dissolvido e temperatura

para cada ponto (Fig. 10).
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Figura 10 - Pesca de espinhel com potes no litoral de Marataizes, ES. A espécie O. americanus
prefere aguas mais profundas e frias e sua captura, geralmente se da por pesca de arrasto ou potes,
como mostrado na figura, feita por pescadores locais. Fonte: elaborado pela autora (2023).

Os polvos capturados nessas expedi¢cdes marinhas foram colocados em caixas
térmicas de poliuretano (15 |) com fundo preto, adaptadas com oxigenadores portateis
(Oxygenator Super Air Pump Ap-800) para o laboratério.

Os espécimes foram mantidos em tanques individuais para que n&o houvesse
canibalismo ou estresse excessivo apos o transporte e foram identificados quanto ao
sexo, comprimento e peso do manto. Os aquarios foram identificados por dados de

espécie, data e local de captura.

6.4 Identificacdo das espécies

A identificagcdo das espécies foi baseada em suas caracteristicas visuais
distintas. A principal diferenga observada entre as duas espécies é a configuragao da
superficie ventral dos bragcos. O. americanus apresenta coloragdo mais uniforme,
variando do laranja ao marrom, sem manchas ou reticulagbes bem definidas (Figura
11A). Em contraste, a superficie ventral dos bragos de O. insularis apresenta um

arranjo distinto de “manchas” em tons roxo/vermelho/marrom sobre fundo claro
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(Figura 11B) (LEITE et al., 2008).

Outra diferenca entre as duas espécies € a area ao redor dos olhos durante a
exibicao deimatica, onde o padrao corporal € alterado quando o animal € ameacado.
Em O. insularis, esse padrao inclui um olho branco e um anel palido ao redor dele
(branco ou azul esverdeado), geralmente acompanhado por uma barra escura no olho
dentro de uma area escura mais ampla (Fig. 11B). Em O. americanus, a exibigao
deimatica consiste no escurecimento continuo ao redor dos olhos, que também ficam
escuros, criando uma aparéncia uniforme (Fig. 11A). Estas caracteristicas s&o
facilmente observadas dentro e fora da toca do animal, muitas vezes em resposta a

aproximagao de um mergulhador (in situ) ou de um observador desconhecido (ex situ).

Figura 11. Diferengas morfologicas entre (A) O. americanus e (B) O. insularis. O O. americanus
apresenta coloragdo mais uniforme na superficie ventral dos bragos e o escurecimento ao redor dos
olhos é continuo. O O. insularis apresenta um arranjo distinto da superficie ventral e durante a exibicao
deimatica, observa-se um olho branco com um anel claro e uma barra escura dentro de uma area mais
escura. As setas vermelhas indicam as principais caracteristicas distintivas. (Foto: Eliane Pesente).
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ANEXO

DESENHO ESQUEMATICO DE UM POLVO (OCTOPUS AMERICANUS.
OCTOPUS INSULARIS)

Comprimentodo manto
(11 em)

O comprimento do manto do polvo (Octopus americanus, Octopus insularis) deve ser
medido ao longo da linha mediana dorsal. referente a distancia entre a ponta posterior do
manto ¢ o bordo deste, situado acima dos olhos, na altura do sifio.

Figura 12 - Imagem orientadora de tomada de medidas de um Octopus. Fonte: Portaria SAP/MAPA
N° 452, de 18 de novembro de 2021.

A Figura 12 serviu como base orientadora na tomada de medidas dos animais

capturados auxiliando a estimativa de idade e identificagéo.

6.5 Alimentacao

A dieta dos animais consistiu em presas vivas: siri azul (Callinectes sapidus,
Rathbun 1869), camarao (Litopenaeus Vannamei) e mexilhdes (Perna perna
Linnaeus, 1758). As conchas e tecidos nao digeridos eram rapidamente removidos
dos tanques para garantir a manuteng¢ao da qualidade da agua. Apoés 4 dias, o polvo
se acostumava com a alimentagdo dos tratadores e conseguia capturar animais
pequenos e descongelados. Crustaceos vivos (Callinectes sapidus, Rathbun 1869)
foram oferecidos na proporgao de um a dois crustaceos por polvo por dia. Camaroes,
assim como mexilndes, berbigbes e pequenos peixes, foram oferecidos
eventualmente com o objetivo de variar a oferta alimentar (Fig. 13).
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Figura 13 - Alimentacao dos polvos. 1- camarao (Litopenaeus Vannamei) 2- peixe (espécie
desconhecida) 3- mexilhdo Perna Perna (Linnaeus, 1758) 4- conchas (Stramonita haemastoma,
Cymatium parthenopeum) 5- siri azul (Callinectes sapidus), 6- siri calico (ovalipes ocellatus), 7- siri
bola (Persephona lichtensteinii). Fonte: a autora (2023).

Para o monitoramento da adaptacdo em sistema fechado de aquicultura,

foram utilizados apenas crustaceos vivos nos primeiros cinco dias.

6.6 Analises comportamentais

Uma camara infravermelha (Wireless IP Camera 360°HD WiFi RJ45 Luatek
Night Vision) monitorou os animais durante 24 horas para verificar o seu bem-estar no
ambiente em cativeiro (Diretiva 2021/63 UE). Também foram observados padrdes de
textura e cor da pele, movimentos, tentativas de fuga e repouso. Todos os testes
comportamentais foram realizados entre 8h e 17h.

6.6.1 Aclimatacao

No dia seguinte a chegada dos animais no laboratério e por cinco dias
consecutivos, cada animal foi apresentado a um crustaceo vivo preso a um fio de
algodao (crustdceo amarrado), procedimento comumente utilizado por

experimentadores de cefalépodes para medir os niveis motivacionais dos polvos e a
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recuperagcao em desempenho predatério (AMODIO; FIORITO, 2013; MALDONADO,
1963, 1964). Uma vez que a presa pousava no fundo do tanque, ela geralmente se
movia espontaneamente; no caso de o crustaceo ficar parado (comportamento de
congelamento), o fio era gentilmente puxado para incentivar a presa a se mover.

O crustaceo era prontamente retirado do tanque antes que o polvo pudesse
ataca-lo, com excec¢ao dos dias 3 e 5, em que o polvo era autorizado a alimentar-se.

O tempo maximo esperado para o animal responder era de 300 segundos.

6.6.2 Neofobia alimentar

O teste de neofobia alimentar consiste em oferecer o alimento familiar ao animal
na presencga de um objeto desconhecido. Os objetos eram de tamanho proporcional
ao manto do animal, como abridor de garrafas de metal (14 cm de largura, 3 cm de
espessura), ou frascos de esmalte vermelho.

Os objetos eram amarrados a um fio de algoddo, assim como o alimento
(crustaceo). Ambos eram apresentados simultaneamente, na frente do animal. Cada
sessdo tinha duragcdo maxima de 5 minutos (300 segundos). Caso nao houvesse
ataque do animal a presa durante a primeira tentativa, retiravam-se o alimento e o
objeto do aquario. Apds 2 minutos, uma segunda sessao era realizada, com 0 mesmo
alimento e o mesmo objeto.

Uma segunda sesséo foi realizada 24h depois, exatamente como na primeira

sessao.

6.6.3 Neofobia a objetos

Usamos uma versdo modificada do teste descrito por Vergara-Ovalle
(VERGARA-OVALLE et al., 2023) para estimar a neofobia a objetos.

O teste consistiu em trés sessdes. Na sessao de habituacado, os animais sao
colocados em um aquario novo, mas de mesma dimensao, por 24h. Considerava-se
que o animal estava habituado se ele assumisse a posi¢ao "descanso na toca" por
pelo menos uma vez. Durante esse periodo o animal era alimentado. Apds 24 horas,
iniciamos a segunda sessao, denominada teste 1, que consistia em apresentar dois
objetos idénticos (A+A) (Figura 14). O tempo de interagdo, com um ou ambos os

objetos, foi quantificado durante 30 minutos. Vinte e quatro horas depois, na terceira
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sessdo denominada teste 2, dois objetos foram apresentados ao animal, um idéntico
ao apresentado no teste 1, e um novo (A+B). O tempo de interagdo, com um ou ambos
os objetos, foi quantificado durante 30 minutos.

Os objetos eram de tamanho aproximado ao tamanho do manto do animal
testado, para evitar aversao e promover o interesse do animal, como, miniaturas de
bonecos, patinhos de borracha, bolas de plastico, potes de fermento. Os dois objetos

foram colocados equidistantes em frente ao animal.

Figura 14 — Neofobia a objetos. Exemplar de Octopus insularis no teste 1 (A+A) . Fonte: elaborado
pela autora (2023).

6.6.4 Neofobia social

Usamos uma versao modificada do teste descrito por Edsinger e colaboradores
(2018) para estimar a neofobia social em cativeiro. O teste foi realizado num aquario
retangular de vidro (35 cm de altura, 30 cm de profundidade e 50 cm de comprimento)
separado em trés camaras de tamanho igual. As paredes divisorias contém pequenas
aberturas circulares (3,5 cm de didametro) para permitir o livre acesso dos animais as
camaras (Fig.15). As paredes externas da camara sao cobertas com pelicula blecaute
(Window Whirl).

O teste consistiu introduzir um animal no compartimento central do aquario, que
continha de um lado um objeto familiar, e do outro um segundo animal (estimulo), que
estava contido dentro de um pote cilindrico de plastico, proporcional ao seu tamanho
e fechado com tampa de rosca que continha um anel de chumbo em forma de C de
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450 g preso com Epéxi (Durepdxi®). O animal estimulo foi habituado ao pote por dois

minutos, antes da introducdo do animal teste no aquario.

A sesséao durou 30 minutos, e durante esse periodo quantificamos o tempo que

o animal ficou em cada compartimento do aquario.

Figura 15 - Teste de Neofobia social. Exemplares de Octopus americanus no teste de sociabilidade.
Fonte: Elaborado pela autora (2023).

6.7 Desenho experimental

A seguir, apresentamos a sequéncia em que os experimentos foram realizados
(Tabela 3).

Tabela 3 - Protocolo de testes realizados.

Aclimatagao . _ Aclimatagao . _ . . . Teste .
Chegada (sem Aclimatagao (sem Aclimatagdo | Neofobia | Neofobia | Neofobia Social Eutanasia
alimento) alimento)
Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 6 Dia 7 Dia 8 Dia 9 Dia 10

Fonte: Elaborado pela autora, 2023.

6.8 Eutanasia

Dissolvemos MgCl em 2L de agua de oceano filtrada, de modo que o MgCl

ficasse em 3.5%. O animal foi colocado dentro desta solugéo até estar todo coberto e
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tampado firmemente para que nao fugisse. Foram deixados por cerca de 30 minutos
ou até que apresentassem os sinais de anestesia profunda: palidez, relaxamento

completo das ventosas e total interrupcdo de movimentos respiratérios.

6.9. Analise Histoldgica

ApOs a verificagdo dos sinais indicativos de anestesia profunda, procedeu-se a
identificagcao visual do sexo. Posteriormente a eutanasia, cortes transversais (3—5 mm)
dos testiculos e ovarios foram realizados na regido mediana dos respectivos érgaos.
Os tecidos foram fixados em formol a 10% por 24 horas e armazenados em etanol a
70% até o processamento. Seguiu-se o protocolo rotineiro de inclusdo em parafina,
com cortes histologicos realizados a 5 um de espessura, desparafinagao e reidratagéo
gradual em série alcodlica. Em seguida, os tecidos foram submetidos a coloragao de
rotina com hematoxilina-eosina (HE), e as imagens foram obtidas por meio de
microscopia estereoscopica e de luz, utilizando camera HD acoplada e o software

Sigma Scan Pro 5.0 para analise de imagem.

6.10 Ensaio piloto de imunofluorescéncia

ApOs a eutanasia, a massa cerebral foi dissecada (Figura 16) e colocada em
uma solucao de PFA 4% em agua do mar filtrada. Cerca de duas horas depois, quando
0 cérebro submergisse nessa solugédo, este era retirado e colocado em PBS (tampéo
fosfato em salina, 0.1M, pH 7.4) e agitado por 10min. Repetiu-se essa lavagem por
pelo menos mais 5 vezes. O PBS era entéo substituido por uma solugao de 30% de
sacarose em PBS. Os cérebros permaneceram na geladeira (4°C) até que fossem
fatiados no criostato. Fatias sagitais de 40um (Figura16) foram lavadas em PBST
0,2% por 10min, e em seguida, bloqueadas com solugcdo de BSA 6%. A seguir as
fatias foram incubadas, por 24 horas a 4°C, com os anticorpos primarios anti-c-Fos
(Santa Cruz, sc-52) e anti-NeuN (Millipore MAB377) nas concentragées de 1:1000
(Stern-Mentch et al., 2021).

No dia seguinte, as fatias foram lavadas por 3x de 5min em PBST, e incubadas
com por 2 horas em temperatura ambiente com os anticorpos secundarios, anti-
mouse 568 (1:1000) e anti-rabbit 647 (1:2000). A seguir, as fatias foram lavadas por
2x de 5 min com PBS e incubadas com DAPI por 5 minutos. Por fim, as fatias foram

lavadas novamente com PBS. As laminas foram montadas com Fluoromount.
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Figura 16 — Referenciais anatomicos utilizados no ensaio de imunofluorescéncia. (a) Figura
esquematica do cérebro de um polvo, evidenciando o lobo vertical (vertical lobe), que foi alvo da
imunofluorescéncia (Jung et al., 2018). Em (b) um dos cérebros que foi, posteriormente, fatiado em

nosso laboratério (Fonte: Elaborado pela autora, 2023).
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7. ANALISE ESTATISTICA

Todas as analises estatisticas foram realizadas no software GraphPad Prism
10. Os dados foram expressos como média + erro padrao da média (EPM), e o nivel
de significancia adotado foi de p < 0,05.

Para os testes de laténcia ao ataque a presa, foi utilizada uma ANOVA de
duas vias com medidas repetidas (two-way repeated measures ANOVA),
considerando os fatores dias de exposicdo ao estimulo e sexo (para analises
intraespécie), bem como espécie (para analises interespecificas). Diferengas
estatisticamente significativas entre os grupos foram exploradas por meio do teste
post hoc de Bonferroni.

Para a analise do tempo de interacdo com os objetos (A+A versus A+B), os
dados também foram analisados com uma ANOVA de duas vias, considerando os
fatores tipo de estimulo e sexo (para comparagdes intraespécie), além da espécie
(para comparagdes interespecificas). Diferengas estatisticas foram determinadas
com o teste post hoc de Bonferroni.

Ja os dados de laténcia para sair do compartimento central foram analisados
por meio de testes ndao paramétricos, devido a distribuicdo dos dados. Para
comparagoes entre grupos independentes (espécies ou sexos), utilizou-se o teste de
Mann-Whitney. Quando aplicavel, as frequéncias de resposta dos animais (“sim” ou
“ndo” quanto a saida do centro) foram comparadas entre espécies por meio do teste

exato de Fisher.



8. RESULTADOS

8.1 O. insularis e O. americanus estao presentes nas aguas do Espirito Santo,

Brasil.

Nos municipios de Guarapari, Anchieta e Piuma, no litoral do Espirito Santo,
sudeste do Brasil, capturamos 17 exemplares de O. americanus e 21 de O. insularis
durante vinte e seis meses (junho de 2021 a agosto de 2023) por meio de mergulho,
coleta em estruturas rochosas em aguas rasas e embarcagdes de pesca artesanal

(Tabela 4). Antes da realizagdo dos testes comportamentais, 12 animais faleceram

por causas naturais.

Tabela 4. Dados da coleta de O. americanus e O. insularis

Data de captura

Localizagao

Temperatura
da agua (°C)

Numero de
animais
coletados

Espécies

28/07/2021 S 21.0555° / W 40.3949° 22.3 1 O. americanus
09/08/2021 S 20°37'26.4" / W 40°30'10.8" 24 1 O. insularis
23/08/2021 S 21.0555° / W 40.3949° 24.3 3 O. insularis
09/09/2021 S 21°00.337' / W 040°46.403' 23 1 O. insularis
15/05/2022 S 20°37'26.4" / W 40°30'16.2" 23 2 O. insularis
28/06/2022 S 20°37'31.2" / W 40°30'10.8" 252 1 O. insularis
29/06/2022 S 21°00.337' / W 040°46.403' 25 1 O. insularis
10/09/2022 S 20°37'31.2" / W 40°30'10.8" 24 2 O. insularis
07/10/2022 S 21.0555° / W 40.3949° 25.3 3 O. insularis
08/10/2022 S 20°37'26.4" / W 40°30'16.2" 25 2 O. insularis
10/12/2022 S 21.0555° / W 40.3949° 26.3 2 O. insularis
20/12/2022 S 21.0555° / W 40.3931° 24.8 1 O. insularis
08/06/2023 S 21.0555° / W 40.394° 22.8 4 O. americanus
06/08/2023 S 21.0555° / W 40.394° 22.8 2 O. insularis
05/07/2023 S 21.0048° / W 40.773383° 21.8 12 O. americanus
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Nas tabelas 5 e 6 estdo detalhadas as informacdes sobre os espécimes

coletados de O. insularis e O. americanus, respectivamente.

Tabela 5: Resumo dos espécimes coletados de O. insularis. Os valores do comprimento do manto
(CM) foram utilizados para categorizar os animais por tamanho da seguinte forma: extra-pequeno
(EP): CM < 50 mm; pequeno (P): CM > 51 e < 80 mm; médio (M): CM > 81 e < 100 mm; e grande (G):
CM > 100 mm. As medidas foram realizadas no momento da captura. O sexo foi confirmado apés
eutanasia (F = fémea; M = macho; ? = indefinido) [Bouth et al., 2011].

Animal Sexo Peso (9) Corrnnapr::??r:?)de Tamanho
#2 M 402 112 G
#3 M 560 127 G
#4 F 330 109 G
#5 F 428 115 G
#6 M 204 40 EP
#7 F 298 82
#8 M 400 120
#9 F 83 30 EP

#10 F 120 40 EP
#11 F 353 111 G
#12 M 423 114 G
#13 M 704 70 P
#14 M 247 30 EP
#15 ? 20 30 EP
#16 F 302 60 P
#17 F 230 40 EP
#18 F 386 40 EP
#19 M 522 60 P
#20 M 427 40 EP
#23 F 120 77 P
#24 M 114 70 P

Tabela 6: Resumo dos espécimes coletados de O. americanus. Os valores do comprimento do
manto (CM) foram utilizados para categorizar os animais por tamanho da seguinte forma: extra pequeno
(EP): CM < 50 mm; pequeno (P): CM > 51 e < 80 mm; médio (M): CM > 81 e < 100 mm; e grande (G):
CM > 100 mm. As medidas foram realizadas no momento da captura. O sexo foi confirmado apds
eutanasia (F = fémea; M = macho; ? = indefinido) [37].

Comprimento

Animal Sexo Peso (g) do manto Tamanho
(mm)
#1 F 342 110 G

#21 M 181 82 M




#22 M 153 87 M
#25 F 116 75 P
#26 M 117 76 P
#28 M 167 80 P
#29 M 321 102 G
#30 M 119 72 P
#31 F 100 74 P
#32 ? 34 17 EP
#33 M 58 45 EP
#34 F 90 54 P
#35 F 41 40 EP
#36 F 34 50 EP
#37 ? 61 48 EP
#38 M 128 79 P
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A determinacgao visual do sexo dos animais (Figura 17) foi confirmada pela

analise histolégica das gonadas.

Figura 17. Espécimes machos de (A) O. insularis e (B) O. americanus em aquarios do laboratério.
As setas indicam o dimorfismo nas ventosas do terceiro braco direito, uma caracteristica

sexual distintiva associada a maturacao dos machos. (Foto por: Eliane Pesente)

Nos machos, o 6rgao reprodutivo primario é o testiculo, localizado na parte

posterior da cavidade do manto. Os dutos deferentes e as glandulas associadas

também foram analisados. Ja, nas fémeas, os 6rgaos reprodutivos incluem o ovario,

os ovidutos e as glandulas ovidutarias, localizadas na cavidade do manto. A principal

diferenga entre machos e fémeas de Octopus em analises histologicas € a presenga
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de espermatdcitos e estruturas associadas a producado de esperma nos machos, em

contraste com a presencga de odcitos e estruturas relacionadas a reprodugao ovipara

nas fémeas (Figura 18).

CFagznred
el

B de 0.

Figura 18. Exemplo das imagens histolégicas que confirmaram o sexo dos animais. (A) Ovario
de uma fémea madura apresentando abundantes foliculos ovarianos (FO); (B) Foliculos aumentados;
(C) Trato reprodutivo masculino mostrando testiculo (T), ducto espermatico (ED) repleto de
espermatozoides (SPZ), glandula espermatoférica (EG) e glandula de Needman (EG); (D) Detalhe de
um espermatécito com todas as fases da espermatogénese, destacando no limen os espermatozoides
(SPZ).Fonte: Elaborado pela autora.

8.2 Observacgdes gerais sobre o comportamento dos animais em cativeiro

O comportamento adaptativo dos animais foi observado classificando-se as
acbes em categorias que indicavam condigbes favoraveis de ambiente (Diretiva
2021/63 EU apud Fiorito et al.), tais como analise de textura, padrdes de cores,
movimento, curiosidade, tentativa de fuga, alimentagdo ou repouso. Esperava-se
detectar acgdes (comportamentos) que indicassem condigdes de bem-estar dos
animais em cativeiro. Para tanto, os comportamentos foram registrados durante trés
observacgdes diarias (manha, meio do dia e a noite) (FIORITO et al., 2014; PONTE et
al., 2019).
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Os animais foram expostos a quatro diferentes condicbes de substrato no
aquario: brita, areia, pedra branca de dolomita e auséncia de substrato. Ndo foram
identificadas diferencas comportamentais evidentes associadas ao tipo de substrato.
No entanto, visando facilitar a limpeza dos aquarios, proporcionar maior conforto aos
animais e garantir um melhor controle da alimentagao, optou-se pelo uso de pedra
dolomita ou aragonita (concha moida), uma vez que essas substancias ajudam a
manter o pH ideal de tamponamento da agua.

Os polvos receberam diversas opg¢des de tocas para livre escolha, incluindo
tubos de PVC (50 mm) de cores variadas, conchas naturais (Lobatus gigas) e lajes de
pedra organizadas no fundo do tanque. Como € caracteristico desses animais, que
nao possuem uma carapacga protetora, a maior parte do tempo foi passada em
refugios. Contudo, mesmo dentro das mesmas espécies, a preferéncia por
determinado tipo de toca variou individualmente. Alguns individuos ignoraram todas
as opgodes disponiveis e preferiram se enterrar no substrato de areia, enrolando-se em
seus proprios bragos para se camuflar. Polvos menores mostraram predilecédo por
conchas, enquanto outros optaram por aderir as paredes do aquario por longos
periodos, aparentando conforto nessa posicdo. Houve também aqueles que
preferiram utilizar os tubos de PVC como abrigo.

Ao longo do estudo, O. insularis e O. americanus exibiram caracteristicas
fisicas condizentes com as documentadas para outras espécies de polvos. As células
cromatoforas presentes em sua pele permitem rapidas mudancas na textura e
coloragdo do manto, conferindo vantagens adaptativas como camuflagem e
estratégias de defesa contra predadores. Observou-se que, em situagdes de predagao
iminente ou estresse, tanto O. insularis quanto O. americanus adotavam um padrao
de coloracdo mais escuro e apresentava um aumento na expressao de espiculas
(papilas) na pele. Por outro lado, quando os polvos estavam calmos e bem adaptados
ao ambiente do aquario, raramente alteravam sua postura, textura ou coloracdo na
presencga de estimulos ja conhecidos.

A partir da posicdo e movimentacdo dos bragos, foi possivel identificar
comportamentos especificos desses animais. Muitos desses comportamentos ja
foram descritos por Mather e outros pesquisadores ao longo de diversos estudos
sobre polvos (MATHER, 1998, 2008; WELLS, 2013b). Os movimentos de um unico
braco podem envolver flexdo, alongamento, estabilizagdo, desvio, reflexo, preenséo

ou empurrdo em relagédo a objetos e ao espago ao redor. Os bragos dos polvos, por
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meio das ventosas dotadas de quimiorreceptores, captam informacgdes sobre textura,
odor, sabor e temperatura dos itens manipulados. Foi notado que alimentos
descongelados que n&o estavam aclimatados a temperatura do ambiente eram
frequentemente rejeitados.

Além disso, os polvos apresentaram movimentos e posturas que envolviam
multiplos bragos, como as posigdes retroflexa, extravagante, de oposig¢ao, espalhada,
de teia, de saco de sena e de rasteira. No ambiente do aquario, a postura retroflexa
foi frequentemente observada, caracterizando-se pelo dobramento dorsal dos bragos
sobre a cabeca e, as vezes, sobre o corpo, formando uma estrutura achatada e
bidimensional. Nessa posi¢ao, os polvos armazenavam objetos, alimentos ou partes
do substrato. Esse comportamento também era comumente exibido durante o
repouso, podendo durar varias horas. No entanto, a postura retroflexa também foi
associada a situagdes defensivas, principalmente quando os animais se sentiam
ameacados, como observado no momento da captura. A diferenciacido entre um
comportamento de defesa e um estado de repouso pode ser feita pela coloragao do
manto, que escurece em momentos de ataque ou defesa.

Outra postura associada ao comportamento de predacgao foi identificada por
meio da posi¢g&o do saco sena. Durante a caga, os polvos estendiam e arremessavam
os bracos, especialmente o primeiro par, dobrando o terco distal lateralmente até que
as pontas se encontrassem. Nesse momento, os bragos eram estabilizados em
contato com o substrato, enquanto a teia era rapidamente expandida para cobrir a
area entre os bragos. Essa postura podia ser mantida por até 30 segundos e era
utilizada especialmente no momento do ataque a presa. Outro movimento registrado
foi a chamada “manobra de limpeza”, na qual os polvos rolavam seus bragos soltos
ao redor de si mesmos, esfregando suas superficies entre si em um movimento ciclico
semelhante ao formato do numero oito. Esse comportamento era seguido pelo
bombeamento de jatos de agua através dos funis, como se os polvos estivessem

removendo impurezas ou células da pele solta (MATHER, 1998).

8.3 O. americanus adapta-se mais rapidamente a alimentacdo em cativeiro que O.

insularis.

Os animais foram treinados a se alimentar em cativeiro utilizando pequenos

siris vivos, amarrados a um fio de algodao, comegando no dia seguinte a chegada ao
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laboratério (dia 1). O tempo até o ataque a presa (laténcia) foi medido nos dias 1, 2, 3
e 4. A alimentacéo foi permitida nos dias 2 e 4.

Inicialmente, avaliamos se o sexo dos animais, em cada espécie, poderia
alterar o comportamento alimentar. Os dados de O. insularis ndo apresentaram
interacéo (Dia x Sexo: F(3,27)=0,38, p=0,7) nem efeito principal do sexo (F(1,9)=0,2,
p=0,66) sobre a laténcia para atacar a presa. No entanto, houve um efeito principal do
tempo (F(1,482,13,34)=8,1, p=0,007), indicando que os animais se adaptaram a

alimentagao em cativeiro (Figura 19 A e B).
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Figura 19 - Aclimatagao no laboratoério. Laténcia para atacar (em segundos) a presa ao longo de
quatro dias consecutivos. (A) O. insularis, (B) O. americanus e (C) comparacgao entre as espécies. Os
dados sao apresentados como média + erro padrdo da média (EPM). Foi utilizada uma ANOVA de duas
vias com medidas repetidas, seguida do teste post hoc de Bonferroni para comparagdes multiplas.
Asterisco (*) indica diferencga significativa em relagdo ao dia 1 (P < 0,05). Cerquilhas duplas (##) indicam
diferencgas significativas entre as espécies (P < 0,01). Numero de individuos: O. insularis (N = 11), O.
americanus (N = 15).Latency to attack (s) = Laténcia para atacar (em segundos) a presa em 4 dias
consecutivos. * (P<0,05) em comparagédo com o dia 1. ## (P<0,01) indicam diferencas entre as
espécies.

Como nao houve efeito do sexo em ambas as espécies, realizamos a
comparagao agrupando os dois sexos. Encontramos uma interagao entre os fatores
(F(3,72)=8,0, p=0,001), um efeito principal para o tempo (F(1,754,42,1)=12,27,
p=0,0001) e um efeito principal para espécie (F(1,24)=16,94, p=0,0004) (Figura 19C).
As espécies diferiram nos dias 1 e 2, com O. americanus apresentando laténcia muito
baixa para se alimentar, indicando melhor adaptabilidade. De fato, ndo houve
diferenga entre os dias dentro da espécie O. americanus. Apesar das laténcias
maiores para alimentagao, O. insularis também se adaptou ao cativeiro, demonstrado
pela diferenca entre as laténcias dos dias 1 e 2 em relagéo ao dia 4.

Machos de ambas as espécies apresentam maior laténcia inicial em
comparagao com as fémeas, mas ambos 0s grupos mostram uma redug¢ao ao longo

dos dias, indicando um possivel efeito de aprendizagem ou adaptacgao.
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Fémeas de O. americanus demonstram o comportamento mais consistente,
com laténcias baixas e pouca variabilidade desde o inicio.
A reducéo das laténcias ao longo dos dias sugere um processo de habituagao

em machos e fémeas, mas com diferencas evidentes entre as espécies.

8.4 A neofobia alimentar € mais evidente em O. insularis que em O. americanus.

Apods a aclimatacgao, foi realizado o teste de neofobia. Se os animais estiverem
adaptados a condigao de cativeiro, espera-se que se alimentem mesmo na presenca
de novos objetos.

Ambos o0s grupos apresentaram tempos semelhantes para alimentagdo no
primeiro dia do teste. No segundo dia, entretanto, O. americanus mostrou uma
reducao na laténcia para alimentagdo, sugerindo menor neofobia alimentar em
comparagao com O. insularis.

Inicialmente, analisamos as espécies separadamente e ndo encontramos efeito
do sexo no comportamento de neofobia alimentar (O. insularis: interagao:
F(1,11)=0,38; p=0,5; Dia F(1,11)=3,5, p=0,08; Sexo F(1,11)=0,06, p=0,79, Figura 20A;
O. americanus: interagdo: F(1,8)=1,14; p=0,3; Dia F(1,8)=0,01, p=0,9; Sexo
F(1,8)=0,1, p=0,7 (Figura 20B).

Conforme apresentado na Figura 20C, ambas as espécies levaram tempo
semelhante para se alimentar na presenca de um objeto novo no primeiro dia do teste
(Interagao: F(1,23)=2, p=0,16; Dia: F(1,23)=1,62, p=0,21; Espécie: F(1,23)=1,26,
p=0,23). No entanto, no segundo dia, a laténcia para alimentagdo diminuiu em O.
americanus, que também parece se alimentar mais rapidamente que O. insularis,

embora n&o tenha sido detectada diferenca estatistica significativa.
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Figura 20 - Comportamento de neofobia alimentar. Laténcia para se alimentar (em segundos) na
presenga de um objeto novo em dois dias consecutivos. (A) O. insularis, (B) O. americanus e (C)
comparagao entre as espécies. Os dados sdo apresentados como média *+ erro padrdo da média
(EPM). Foi utilizada uma ANOVA de duas vias com medidas repetidas, considerando os fatores dia e
sexo (para analises intraespecificas) e espécie (para analises interespecificas), seguida do teste post
hoc de Bonferroni para comparagdes multiplas. Asterisco (*) indica diferenga significativa em relagéao
ao dia 1 (P < 0,05). Numero de individuos: O. insularis (N = 10), O. americanus (N = 15).

Os resultados revelam padrdes distintos de resposta a neofobia alimentar entre
as duas espécies estudadas. Em O. insularis (Grafico A), ndo foi observada uma
reducao consistente da laténcia para se alimentar entre os dias de teste, e a variagéo
entre os sexos parece elevada, especialmente entre os machos. Essa oscilagao e a
auséncia de uma tendéncia clara sugerem que essa espécie, de modo geral, pode
apresentar maior resisténcia a habituacdo ao ambiente experimental ou ao objeto
novo. Por outro lado, em O. americanus (Grafico B), ambos os sexos apresentaram
uma reducao expressiva na laténcia para se alimentar do primeiro para o segundo dia,
com valores préximos de zero no segundo teste. Esses dados indicam que O.
americanus se aclimata mais rapidamente ao contexto experimental, superando mais
facilmente a inibicdo causada pela novidade.

A comparacéo direta entre as espécies (Grafico C) evidencia que, embora os
valores iniciais de laténcia tenham sido semelhantes no primeiro dia, apenas O.
americanus apresentou uma diminuigao significativa no segundo dia (p < 0,05),
enquanto O. insularis manteve os niveis elevados. Essa diferenca reforca a hipotese
de que O. americanus possui maior flexibilidade comportamental diante de estimulos
novos e se adapta mais prontamente ao ambiente artificial. Do ponto de vista
funcional, essa diferenga pode estar relacionada a estratégias ecologicas distintas —
como maior generalismo de habitat ou histérico evolutivo com maior exposicéo a
variabilidade ambiental — conforme discutido na literatura (GREENBERG, 1990;
AVENDANO et al., 2022). Além disso, a mudanca no desempenho entre os dias pode
refletir ndo apenas a reducédo da neofobia, mas também processos de memoria de
curto prazo, uma vez que a resposta comportamental foi modulada por experiéncias

anteriores com o mesmo estimulo.
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8.5 Fémeas de O. insularis apresentam um nivel mais elevado de comportamento de

neofobia a objetos.

Utilizamos uma versédo modificada do teste descrito por Vergara-Ovalle (2023)
para avaliar a neofobia a objetos, analisando quao interativos os animais eram com
novos objetos. Os animais foram expostos a duas sessdes de 30 minutos com objetos:
a primeira sessdao com dois objetos idénticos (A+A) e a segunda sessdao com um
objeto familiar e um objeto novo (A+B). Apenas quantificamos o tempo gasto tocando
um dos objetos. Nao havia alimento disponivel durante o teste.

Para O. insularis, ndo encontramos interacao significativa (F(1,8)=1,8, p=0,21)
ou efeito principal para a sesséo (F(1,8)=1,9, p=0,19) no tempo de interagdo com
objetos. Contudo, houve um efeito principal significativo do sexo (F(1,8)=5,3, p=0,04),
indicando que as fémeas interagiram menos que os machos com objetos na sessao
A+B (Figura 21A).

Em relacdo a O. americanus, nao houve interagao significativa (F(1,13)=0,57,
p=0,21) nem efeito principal do sexo (F(1,13)=0,74, p=0,4). No entanto, observamos
um efeito principal significativo para a sessao (F(1,13)=20,9, p=0,0005), indicando que
ambos 0s sexos interagiram mais com os objetos na segunda sessao (Figura 21B).

Como detectamos uma influéncia do sexo no comportamento de interagdo com
objetos em O. insularis, (fémeas interagiram menos) comparamos as espeécies
separadamente por sexo. Para os machos, ndo encontramos interagao significativa
(F(1,14)=0,06, p=0,8) nem efeito principal para espécie (F(1,14)=0,09, p=0,76),
sugerindo que os machos das duas espécies tém niveis semelhantes de neofobia a
objetos. Contudo, identificamos um efeito principal significativo para a sesséo
(F(1,14)=11,7, p=0,004), indicando que machos de O. americanus interagiram mais
com objetos na segunda sesséao (Figura 21C).

Quanto as fémeas, detectamos significancia estatistica na interagédo entre
fatores (F(1,7)=0,73, p=0,02), no efeito principal para sessédo (F(1,7)=9,15, p=0,01) e
para espécie (F(1,7)=9,98, p=0,01). Enquanto fémeas de O. americanus aumentaram
a interagdo com objetos na segunda sessao, as fémeas de O. insularis mantiveram
uma baixa interagdo com objetos, significativamente menor que as fémeas de O.
americanus (Figura 21D). Esses resultados indicam que as fémeas de O. insularis

apresentam maior nivel de neofobia a objetos.
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Figura 21 - Comportamento de neofobia a objetos. Tempo tocando os objetos (em segundos)
durante duas sessdes: (A+A) sessdo 1, com dois objetos idénticos (familiarizagdo); (A+B) sessao 2,
com um objeto familiar e um objeto novo (teste de reconhecimento de objeto). Os dados sao
apresentados como média * erro padrao da média (EPM). Foi utilizada uma ANOVA de duas vias com
medidas repetidas, considerando os fatores sessao e sexo (para analises intraespecificas), bem como
espécie (para comparagdes interespecificas), seguida do teste post hoc de Bonferroni para
comparagdes multiplas. Asterisco (*) indica diferenga significativa entre as sessbes (P < 0,05).
Cerquilha (#) indica diferenca significativa entre as espécies (P < 0,05) e (##) para P < 0,01. Numero
de individuos: O. insularis (N = 10), O. americanus (N = 15).

8.6. Neofobia social em Octopus americanus e Octopus insularis

Idealmente, o teste de sociabilidade para estimar a neofobia social é feito de
maneira que possam ser feitas combina¢des de interagdes entre animais de mesmo
sexo e de sexo oposto. Como no nosso estudo ndo tivemos um tamanho amostral
para todas essas combinacdes, os resultados apresentados para o teste de neofobia
social nao foram estratificados pelo sexo no animal estimulo.

Inicialmente, fizemos uma analise qualitativa para verificar a quantidade de
animais que sai do compartimento central. Embora a maioria sai (sim), a analise
qualitativa pelo teste de Fisher ndo demonstrou diferenga intra - ou interespécies
(p>0.99) (Figura 22A). A seguir, considerando apenas 0s animais que sairam do
compartimento central, comparamos a laténcia entre as espécies, que mostrou nao

diferir (p=0.6) (Figura 22B). Estratificando as amostras pelo sexo dos animais
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experimentais, também nao foi possivel detectar diferenga estatistica (Figura 22C):
Machos, p=0.5) e (Figura 22D: Fémeas, p=0.8). Por fim, fizemos comparagao entre
os sexos dos animais experimentais, dentro de cada espécie. Novamente, nao
observamos diferenga estatistica (Figura 22E: O. insularis, p=0.3) e (Figura 22F: O.

americanus, p=0.9).
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Figura 22 — Laténcia para sair do compartimento central durante o teste de exploragao em
Octopus insularis e O. americanus. (A) Numero de animais que deixaram o compartimento central
(“Sim”) ou permaneceram nele durante todo o teste (“Nao”), por espécie. A comparagao foi realizada
com o teste exato de Fisher. (B) Comparagao entre as espécies no tempo de laténcia (em segundos)
para deixar o compartimento centra. (C) Comparagdo entre as espécies considerando apenas os
machos. (D) Comparagao entre as espécies considerando apenas as fémeas. (E) Comparacgédo entre
machos e fémeas de O. insularis. (F) Comparagao entre machos e fémeas de O. americanus. Os dados
sao apresentados como mediana e intervalo interquartil (IQR). Cada ponto representa um individuo. As
comparagdes entre grupos independentes foram realizadas com o teste de Mann-Whitney. Numero de
individuos: O. insularis (N = 7), O. americanus (N = 9).
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A seguir, considerando apenas os animais que sairam do compartimento central,
repetimos a analise qualitativa, para verificar a quantidade de animais que entraram
no compartimento contendo o animal estimulo (compartimento social).

Embora quase o dobro de animais da espécie O. americanus nao tenha visitado
o compartimento social, a analise qualitativa pelo teste de Fisher ndo demonstrou
diferenga intra- ou interespécies (p=0.43) (Figura 23A). Considerando apenas o0s
animais que visitaram o compartimento social, ndo houve diferenga entre as espécies
(p=0.5) (Figura 23B). Devido ao tamanho amostral insuficiente, ndo foi possivel a
comparagao interespécies em machos, apenas em fémeas, cuja analise nao
demonstrou diferenga (p=0.5) (Figura 23C). Também n&o foi possivel uma analise

intra-espécie.
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Figura 23 — Tempo de permanéncia no compartimento social por Octopus insularis e O.
americanus. (A) Numero de individuos de cada espécie que permaneceram no compartimento social
por 50% ou mais do tempo total do teste (“Sim”) ou menos que isso (“Nao”). As proporgdes foram
comparadas entre espécies por meio do teste exato de Fisher. (B) Comparacgéo entre as espécies no
tempo total (em segundos) passado no compartimento social. (C) Comparacgao restrita as fémeas das
duas espécies no tempo total de permanéncia no compartimento social. Cada ponto representa um
individuo, e as barras indicam a média + erro padrdo da média (EPM). As comparagdes entre grupos
independentes foram realizadas com o teste de Mann-Whitney. Nao foram observadas diferencas
estatisticamente significativas entre os grupos. Numero de individuos: O. insularis (N = 7), O.
americanus (N = 9).

Por fim, plotamos todos os animais de cada espécie comparando o tempo em
cada compartimento, para novamente detectar a auséncia de diferenga (Figura 24A):
O. insularis: F(15,30)=0.01; p>0.99] e Figura 24B: O. americanus: F(8,16)=0.03;
p>0.99. Em conjunto, nossos resultados de neofobia social n&do permitiram detectar
diferengcas entre as espécies. Entretanto, apesar da auséncia de significancia
estatistica foi evidente a aversdo da maioria dos animais ao compartimento social,
reforcando a caracteristica social seletiva dos polvos, observada em seu habitat

natural.
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Tempo nos diferentes compartimentos durante o teste de abordagem social

(A) O. insularis (B) O. americanus
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Social Centro Objeto Social Centro Objeto
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Figura 24 — Tempo de permanéncia nos diferentes compartimentos durante o teste de
abordagem social em Octopus insularis e O. americanus. (A) Tempo total (em segundos) que os
individuos de O. insularis permaneceram no compartimento social (com um congénere contido em
recipiente perfurado; a esquerda), no compartimento central (neutro) e no compartimento com objeto
(item inanimado do tipo enriquecimento ambiental; & direita). (B) Tempo total de permanéncia nos
compartimentos para individuos de O. americanus, sob o mesmo arranjo experimental. Cada ponto
representa um individuo, e as barras indicam média + erro padrdo da média (EPM). As comparagdes
entre os compartimentos foram realizadas com o teste de Friedman (método ndo paramétrico para
medidas repetidas): O. insularis: N = 7, p = 0,054 O. americanus: N =9, p = 0,439

Os resultados dos testes de abordagem social revelaram uma tendéncia geral
de evitagdo do compartimento social por parte dos individuos de ambas as espécies,
com O. insularis demonstrando comportamento mais reservado.

Apesar da baixa frequéncia de interagdes sociais prolongadas, foi registrada uma
excecdo: durante um dos testes, um macho de O. americanus demonstrou
comportamento de corte ao encontrar-se com uma fémea da mesma espécie. O
individuo realizou aproximacgao lenta, com os bragos estendidos em direcéo a fémea,
seguido por contato com o hectocdétilo na regido ventral do manto, através dos orificios
existentes no pote que separava os animais. O comportamento foi acompanhado por
mudancgas na coloracédo da pele e postura corporal caracteristica da espécie, como
expansao dos bracgos dorsais e leve arqueamento do manto. A interacao foi pacifica e
culminou em cépula, sendo o Unico caso observado durante a bateria de testes. Esse
episodio sugere que, embora os polvos tenham tendéncia geral a evitagao social, ha
situacbes especificas em que interacbes reprodutivas podem ocorrer

espontaneamente, mesmo em ambiente experimental.

8.7 Tecido cerebral de polvo reage a anticorpos desenvolvidos para mamiferos.
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Realizamos um teste piloto com o objetivo de verificar se o lobo vertical do
cérebro central de polvos apresentaria reatividade aos anticorpos marcadores de
neurdénios (NeuN) e de atividade neural (c-Fos). A Figura 25 mostra coloragéo positiva
c-Fos (vermelho), sugerindo que esses anticorpos podem ser aplicaveis a tecidos de

Octopus insularis.

Figura 25 - Corte histolégico sagital do lobo vertical de Octopus insularis. A esquerda, imagem
obtida com aumento de 5x utilizando coloragdo com DAPI (azul), evidenciando nucleos celulares. A
area demarcada em vermelho representa a regido ampliada na imagem a direita (10x), onde sao
visiveis maior densidade nuclear e marcac¢des fluorescentes (vermelho) indicativas de c- Fos. A barra
de escala representa 200 ym em ambas as imagens.

A colocalizagdo dos sinais (amarelo) ao longo do trato neural, observada na
Figura 26, sugere a presenga de neurénios maduros (NeuN+) que estariam ativados
(c-Fos+). Esse padrao pode indicar envolvimento funcional recente do lobo vertical no
processamento de estimulos, embora novos experimentos sejam necessarios para

confirmar essa interpretacéo.



66

Figura 26 — Ampliagdao da mesma area com aumento de 10x, sem marcacado nuclear (DAPI).
Destaque para o feixe neural com marcagao fluorescente para c-Fos (vermelho). Escala: 200 ym.

A Figura 27 oferece maior resolugao, permitindo observar possiveis padroes de
ativagdo em neurbnios individuais. A disposicdo da marcagdo pode sugerir uma
organizagéao funcional, como faixas ou colunas de células ativas, mas essa hipotese

precisa ser testada com séries amostrais maiores e controle de estimulos.

Figura 27 - Ampliagdo da mesma regido do lobo vertical com aumento de 20x. Observa-se maior
resolucao dos corpos celulares marcados com NeuN (verde) e expressao nuclear de c-Fos (vermelho),
com colocalizagéo evidenciada em amarelo. Escala: 50 ym.

A Figura 28 reforga a possibilidade de que a ativagéo de c-Fos esteja ocorrendo
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em neurbnios NeuN+, e ndo em células gliais ou ndo neuronais. A intensidade e o
padrao da marcagao apontam para uma potencial resposta coordenada em pequena
escala, possivelmente associada a exposicao recente a estimulos comportamentais.
No entanto, dado o carater exploratorio do teste e o numero limitado de amostras,

esses achados devem ser interpretados com cautela.

Figura 28. Detalhamento com aumento de 40x da area marcada, revelando intensa colocalizagao
de c-Fos e NeuN em neurodnios ativados no trato neural do lobo vertical. As marcagdes amarelas
indicam células NeuN+ que expressam c-Fos, evidenciando atividade neuronal localizada. Escala:

50 ym.

As imagens obtidas neste teste preliminar indicam a viabilidade do uso conjunto
de marcadores NeuN e c-Fos em O. insularis, com indicios de colocalizagao no lobo
vertical — regido associada a memoria e integragao sensorial em polvos. Embora os
dados sejam promissores, é necessario ampliar a amostragem e aplicar controles
experimentais rigorosos para confirmar a especificidade das marcagdes e estabelecer

sua relacdo com tarefas comportamentais especificas.

8.8. Resultados inesperados

Um fato ndo planejado durante a pesquisa foi o acasalamento e a reprodugao
ocorrida em cativeiro. Durante o teste de sociabilidade, um dos animais chamou a
atencao pelo tempo que permaneceu no mesmo compartimento onde se encontrava

o animal estimulo. Apds alguns dias, notou-se também que o mesmo animal
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apresentou um comportamento ndo habitual de alimentagdo, alimentando-se em
demasia e atacando presas de tamanho desproporcional ao seu. Posteriormente,
esse animal parou de sair da concha usada como toca, o que levantou suspeitas de
um possivel acasalamento, que foi confirmado pela revisdo da gravagdo do
experimento quando o macho, preso no pote de plastico, inseriu um dos bragos pelos
furos a fim de fecundar a fémea.

Um dos sinais de que o animal atingiu a idade adulta é o fato de se reproduzir.
O Octopus fémea tem uma estrutura chamada espermateca (WELLS, 1972, 2013a),
onde armazena e preserva os espermatozoides do macho até que esteja pronto para
fertilizar seus 6vulos. Outros dois Octopus, sem contato com machos, em cativeiro,
puseram ovos ( Figuras 26 A e B) e passaram a cuidar parentalmente de seus corddes,

aerando-os por uma média de 30 dias, sendo assim consideradas fémeas adultas.

2 mm

Figura 29 — Reprodugdo em cativeiro durante o estudo. A - Cordado de ovos de O. insularis B -
Paralarva de O. insularis. Fonte: a autora, 2023.

Este comportamento ndo programado durante o periodo em que o0s animais
estiveram no laboratério pode levar a crer que os animais da pesquisa estavam bem

adaptados as condicbes de cativeiro fornecidas.
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9. DISCUSSAO

Este estudo comparativo entre Octopus insularis e Octopus americanus revelou
diferengas comportamentais significativas em testes de aclimatagdo, neofobia
alimentar, neofobia a objetos e interagdo social, realizados em condi¢des laboratoriais
controladas. Os resultados ampliam o conhecimento sobre a ecologia comportamental
de cefalépodes do Atlantico Sul e reforcam a importancia de considerar variaveis como
espécie e sexo nas interpretagdes de comportamento.

Até onde sabemos, este € o primeiro estudo a comparar sistematicamente o
comportamento de O. insularis e O. americanus em cativeiro. Embora essas espécies
sejam visualmente semelhantes e co-ocorram em ambientes costeiros, elas
apresentam respostas distintas em diferentes paradigmas experimentais. Ha3,
inclusive, interesse crescente na diferenciacdo dessas espécies em relagao a O.
vulgaris (AVENDANO et al., 2020a; LEITE et al., 2008).

A laténcia para alimentar-se em ambiente controlado tem sido amplamente
utilizada como indicador de aclimatagcdo em polvos recém-transferidos para o
cativeiro, pois reflete diretamente o nivel de conforto comportamental do animal diante
de um novo contexto fisico e social. Neste estudo, adotamos esse parametro como
indicador de conforto ambiental via laténcia alimentar, conforme proposto por Borrelli,
Chiandetti e Fiorito (2020), que padronizaram esse tipo de medida como um dos
primeiros sinais comportamentais de adaptagdo ao ambiente laboratorial. A retomada
da alimentacao espontanea pressupde que o animal ndo apenas reconheceu a presa
como familiar e aceitavel, mas também que superou a inibi¢cao inicial associada a
neofobia e ao estresse pds-captura. Assim, a redugdo progressiva da laténcia
alimentar nos primeiros dias de cativeiro é interpretada como um sinal confiavel de
que o polvo comecga a perceber o ambiente artificial como seguro o suficiente para
expressar comportamentos naturais, o que € essencial para garantir a validade de
observagodes posteriores em estudos comportamentais e neurobioldgicos.

Neste sentido, em relacdo a aclimatacdo a alimentacdo em cativeiro, O.
americanus demonstrou uma adaptacado mais rapida do que O. insularis. As laténcias
para o ataque a presa foram significativamente menores para O. americanus desde o
primeiro dia, com pouca variabilidade entre os dias subsequentes. Em contraste, O.
insularis apresentou laténcias iniciais mais altas e redug¢ado progressiva ao longo dos

dias, sugerindo um processo de habituagao mais lento. Um estudo anterior com O.
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insularis (MEDEIROS et al., 2021) relata uma aclimatagdo de cerca de 10 dias,
embora sem dados quantitativos. As laténcias observadas para O. americanus séo
semelhantes as descritas para O. vulgaris (BORRELLI; CHIANDETTI; FIORITO,
2020), e indicam que esses animais atingem rapidamente sua capacidade maxima de
capturar presas em cativeiro. Nao foram observados efeitos significativos do sexo nos
testes de aclimatagdo, o que esta em consonancia com parte da literatura sobre
comportamento alimentar em polvos.

O Octopus americanus apresenta caracteristicas comportamentais e adaptativas
que sugerem um perfil ecolégico mais generalista e exploratério em comparagao ao
O. insularis, com importantes implicagées evolutivas e ecoldgicas. Sua maior
propensao a exploracdo de novos ambientes, menor laténcia frente a estimulos
desconhecidos (como observado nos testes de neofobia) e rapida aclimatacao a
alimentagdo em cativeiro indicam uma maior plasticidade comportamental. Do ponto
de vista ecoldgico, essas caracteristicas podem favorecer o O. americanus em
ambientes costeiros com maior variabilidade ambiental ou pressdo antrépica, como
areas sujeitas a mudancgas rapidas de temperatura, salinidade ou disponibilidade de
abrigo e alimento. Evolutivamente, essa flexibilidade pode representar uma vantagem
adaptativa, permitindo sua expansado para nichos diversos e aumentando sua
resiliéncia frente a disturbios ambientais. Além disso, a capacidade de responder mais
prontamente a estimulos novos pode estar associada a estratégias reprodutivas mais
oportunistas ou a um espectro tréfico mais amplo, favorecendo o sucesso ecoldgico
da espécie em areas de coocorréncia com congéneres mais especializados ou mais
cautelosos, como o O. insularis.

A neofobia tem um papel adaptativo importante, uma vez que o medo de
estimulos novos pode ser benéfico em ambientes de alto risco, onde tais estimulos
frequentemente indicam perigo (COREY, 1978; CRANE; FERRARI, 2017). A hipdtese
do limiar sugere que a neofobia tem uma base predominantemente genética e esta
ligada a plasticidade ecolégica das espécies (GREENBERG, 1990). Em outras
palavras, espécies generalistas tendem a apresentar niveis mais baixos de neofobia
do que espécies especialistas em habitats (GREENBERG, 1990, 2003). Em nosso
estudo, ambas as espécies apresentaram laténcias semelhantes para alimentagao na
presencga de objetos novos no primeiro dia. Entretanto, no segundo dia, apenas O.
americanus reduziu a laténcia para alimentacdo. Considerando a hipotese do limiar

da neofobia, especulamos que O. americanus possa ser mais generalista de habitat
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do que O. insularis (AVENDANO et al., 2022; O'BRIEN; BENNICE; LEITE, 2021).

Além disso, as respostas comportamentais observadas nos testes de neofobia
alimentar, neofobia a objetos e neofobia social sugerem uma possivel atuagao de
mecanismos de memoria de curto prazo, especialmente na modulagédo das respostas
diante de estimulos repetidos. No teste de neofobia alimentar, O. americanus
apresentou redugédo na laténcia para capturar a presa no segundo dia, mesmo na
presenca do objeto estranho, enquanto O. insularis manteve laténcias elevadas, o que
pode indicar uma maior persisténcia da inibicdo frente a novidade. No teste com
objetos, observou-se um aumento geral na interagdo no segundo dia em ambas as
especies, com excecao das fémeas de O. insularis, que mantiveram baixo nivel de
exploragdo. No teste de neofobia social, embora ndo tenham sido detectadas
diferengcas estatisticamente significativas entre os dias, alguns individuos
demonstraram leve aumento de permanéncia no compartimento social no segundo
teste, especialmente entre os machos de O. americanus. Esses resultados, ainda que
nao conclusivos, sdo compativeis com a ideia de que os polvos possam reconhecer
estimulos previamente apresentados e ajustar seu comportamento de acordo, o que
indicaria algum nivel de retencédo de informagéo e aprendizado. Estudos anteriores
com O. vulgaris e O. maya demonstraram ativagao do lobo vertical — regido associada
a memoria — apos tarefas de exposi¢cao a objetos, por meio da expressao de c-Fos
(SHOMRAT et al., 2008; VERGARA-OVALLE et al., 2023). Assim, os dados obtidos
neste estudo levantam a hipétese de que a memoadria possa influenciar a redugao
gradual da neofobia em polvos, destacando a relevancia de investigagdes futuras que
combinem testes comportamentais repetidos com analise neurobiologica para elucidar
0Ss mecanismos cognitivos subjacentes em cefalopodes.

Nao identificamos diferengas relacionadas ao sexo na aclimatacéo e na neofobia
alimentar. No entanto, nosso estudo € pioneiro em considerar o sexo dos animais
como uma variavel nesses comportamentos. Grande parte das pesquisas existentes
sobre comportamento de polvos ndo separa explicitamente os sujeitos por sexo,
focando principalmente em padrbes gerais de comportamento, aprendizado e
resolucdo de problemas (AMODIO; FIORITO, 2013; BORRELLI; CHIANDETTI;
FIORITO, 2020; HOCHNER; SHOMRAT; FIORITO, 2006). Papadopoulos e
colaboradores (PAPADOPOULO et al., 2024) recentemente utilizaram técnicas
acusticas para avaliar a ecologia espacial de O. vulgaris em uma area marinha

protegida, observando que as fémeas tinham atividade espacial significativamente



72

menor que os machos, indicando areas de vida mais restritas. Resultados
semelhantes foram observados em polvos listrados maiores do Pacifico (CALDWELL
et al., 2015), onde as fémeas ocuparam consistentemente o mesmo abrigo durante
todo o periodo em cativeiro.

Nao ha estudos anteriores sobre neofobia a objetos com O. insularis ou O.
americanus em cativeiro. Nosso estudo mostrou que ambas as espécies interagem
menos com objetos diferentes no primeiro contato. Contudo, ambas aumentaram sua
interacdo no segundo encontro, apesar da introdugdo de um objeto novo.
Surpreendentemente, as fémeas de O. insularis praticamente n&o interagiram com
objetos novos. Um estudo anterior quantificou sistematicamente a interagdo com
objetos em dois dias consecutivos em O. maya, verificando que esses animais eram
capazes de reconhecer um objeto novo, embora os autores tenham focado em
diferencas relacionadas a idade, sem destaque para diferencas entre os sexos
(VERGARA-OVALLE et al., 2023). Outro estudo com O. vulgaris relatou que nove de
quatorze sujeitos apresentaram comportamento semelhante a brincadeiras com
objetos durante sete dias consecutivos, porém sem influéncia do sexo (KUBA et al.,
2006). Nossos resultados ressaltam a importancia de considerar o sexo como variavel
em estudos laboratoriais com polvos.

Quando novos objetos ndo s&o associados a alimentos ou competidores, os
animais podem percebé-los como potenciais predadores (CRANE; FERRARI, 2017).
A menor interacdo observada em fémeas de O. insularis pode ser interpretada como
aversao a objetos novos, refletindo possivelmente um maior medo. Alternativamente,
esse comportamento pode estar alinhado a hipotese do nicho perigoso
(GREENBERG, 1983), indicando que a neofobia das fémeas pode ser um traco
adaptativo benéfico, protegendo-as de perigos. Um estudo em ambiente natural
mostrou que O. insularis passa pouco tempo fora da toca (O'BRIEN; MEDEIROS;
LEITE, 2023), corroborando pesquisas anteriores que caracterizam essa espécie
como "forrageador de tempo minimo" (LEITE et al., 2009; MATHER; O’'DOR, 1991),
que reduz riscos de predacdo permanecendo pouco tempo exposta. Dado que
pesquisas sobre diferencas baseadas em sexo nas respostas de medo em polvos séo
limitadas, estudos adicionais s&o necessarios para determinar se machos e fémeas
de O. insularis realmente diferem em suas respostas de medo.

Nos testes de comportamento social, ndo foram encontradas diferencas

estatisticamente significativas entre as espécies ou entre sexos, seja na laténcia para
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sair do compartimento central, no tempo de permanéncia no compartimento social ou
na comparacgao entre compartimentos. Apesar da auséncia de diferencas estatisticas,
observou-se que a maioria dos animais evitou o compartimento social, comportamento
coerente com a natureza predominantemente seletiva socialmente dos polvos, os
quais tendem a interagdes sociais estratégicas e contextualmente moduladas
(MATHER; ANDERSON, 1993; HANLON; MESSENGER, 2018). Essa tendéncia foi
mais marcada em O. insularis, cuja interagdo com o compartimento social foi menor
em comparagéo ao compartimento com objeto.

As analises comparativas entre Octopus insularis e Octopus americanus
revelaram padrdes distintos de exploracdo e interagdo social em ambiente
experimental. Observou-se que O. insularis apresenta um comportamento mais
cauteloso, permanecendo por mais tempo no compartimento central antes de explorar
novos estimulos, enquanto O. americanus se mostrou mais propenso a movimentacao
entre os compartimentos. Ambos os grupos demonstraram interesse por objetos
inanimados, sugerindo que a interagdo com esses elementos pode estar associada a
aversao ao contato social. Entretanto, O. americanus exibiu uma interagdo moderada
com estimulos sociais, ao passo que O. insularis demonstrou menor interesse nesse
tipo de estimulo, indicando um possivel perfil comportamental mais reservado.

Uma analise adicional dos dados revelou diferencas intersexuais no
comportamento social das espécies, com padrdes distintos entre machos e fémeas.
Os machos passaram mais tempo interagindo com estimulos femininos, enquanto as
fémeas demonstraram maior interesse por estimulos masculinos, o que pode estar
relacionado a padrdes naturais de acasalamento e estratégias reprodutivas. Além
disso, observou-se que interagdes entre individuos do mesmo sexo geraram
respostas distintas: fémeas demonstraram menor interesse pelo estimulo social,
enquanto machos exibiram comportamentos agonisticos, incluindo mudangas na
textura da pele e posturas de confrontagdo. Essas diferengas refletem dinédmicas
sociais intrinsecas e sugerem que fatores contextuais, como disponibilidade de
recursos e condicbes ambientais, podem modular o comportamento social dessas
especies.

Os testes de imunomarcagao com anticorpos anti-NeuN e anti-c-Fos mostraram
que o tecido cerebral de O. insularis reage positivamente a anticorpos desenvolvidos
para mamiferos. A marcagdo de c-Fos no lobo vertical sugere atividade neuronal
localizada em resposta aos estimulos ocasionados pelos testes desse estudo,
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oferecendo uma base promissora para estudos futuros sobre a ativagao cerebral em
cefalépodes.

Embora os anticorpos utilizados neste estudo tenham sido originalmente
desenvolvidos para marcacdo em vertebrados — especificamente anti-NeuN
(Millipore MAB377) e anti-c-Fos (Santa Cruz sc-52) —, sua aplicagdo em tecidos de
Octopus insularis apresentou resultados promissores. Apesar das diferengas
filogenéticas substanciais entre vertebrados e cefalépodes, observou-se marcagao
compativel com a localizagdo esperada de estruturas neurais, sugerindo
reconhecimento de epitopos potencialmente conservados no lobo vertical. Esses
achados indicam que tais ferramentas podem ser adaptadas, com cautela, para o
estudo da atividade neuronal em invertebrados. Assim, os resultados obtidos
contribuem para ampliar as possibilidades metodolégicas na neurociéncia comparada,
destacando o potencial dos polvos como modelos experimentais viaveis para
investigacdes sobre cognicao e plasticidade neural.

Diferentemente de estudos anteriores focados em observacbes no ambiente
natural (O'BRIEN et al., 2021, 2023) e em O. americanus (AVENDANO et al., 2020a,
2022; CORTES, 2022; HAIMOVICI et al., 2024; O’'BRIEN; BENNICE; LEITE, 2021;
URIARTE et al., 2011), nosso estudo estabeleceu condi¢gbes basicas de manutencéo
dessas espécies em cativeiro, testando comportamentos fundamentais com distingao
por sexo. Oferecemos novos elementos sobre padroes comportamentais especificos
das espécies, enfatizando fatores como neofobia, comportamento exploratério e
social. Em conjunto, os resultados obtidos demonstram diferencgas interespécies e
intersexos relevantes no comportamento de O. insularis e O. americanus em cativeiro.
As evidéncias apontam para um perfil mais exploratério e adaptativo em O.
americanus, enquanto O. insularis demonstra maior cautela, especialmente entre as
fémeas. Esses achados tém implicagcdes relevantes para o bem-estar animal, a
formulacdo de protocolos experimentais e a compreensdo da ecologia
comportamental dessas espécies. Estudos futuros devem investigar os mecanismos
neurobioldgicos subjacentes a essas diferengas, incluindo a expressao diferencial de
marcadores neuronais, como c-Fos, e sua relagdo com processos cognitivos em
cefalopodes.

Além disso, as caracteristicas comportamentais observadas em fémeas,
especialmente de O. insularis, revelam particularidades que merecem investigagao

aprofundada em estudos futuros. A baixa interagdo com objetos novos, a menor
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propensao ao contato social e a permanéncia prolongada no compartimento central
sugerem um perfil comportamental mais cauteloso e possivelmente mais vulneravel a
neofobia. Tais respostas podem refletir estratégias adaptativas associadas a redugao
de risco, conforme propde a hipétese do nicho perigoso, mas também podem indicar
diferengas cognitivas ou emocionais sexuais ainda pouco exploradas em cefalépodes.
Adicionalmente, andlises especificas do padrédo de ativagdo neural, como a
intensidade e distribuicdo da marcacgao por c-Fos em fémeas submetidas a diferentes
testes comportamentais, poderiam esclarecer se ha diferencas sexuais nos circuitos
neurais associados a tomada de decisdo, exploracdo e respostas emocionais. A
aplicacao de analises multivariadas e modelagens comportamentais pode contribuir
para identificar padrbes especificos nas fémeas que, até o momento, tém sido
amplamente negligenciados nos estudos com polvos. Considerar o sexo como
variavel central pode abrir novas perspectivas para compreender as bases neurais da
diversidade comportamental em cefalépodes, ampliando a aplicabilidade desses

modelos em neurociéncia comparada.
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10 - DESAFIOS E LIMITAGOES

Durante a realizagdo desse estudo, encontramos diversas situagdes
desafiadoras que precisam ser abordados para garantir a ampliagdo de estudos que
utilizarem os O. insularis e O. americanus como modelo de pesquisa.

Abaixo, identificaremos alguns aspectos que foram observados e enfrentados no

cotidiano da pesquisa.

10.1 Dificuldades em se montar e manter um laboratério de pesquisa marinha.

Primeiramente, a infraestrutura necessaria para replicar as condigdes marinhas,
como sistemas de aquarios com controle rigoroso de temperatura, salinidade e
qualidade da agua, requer investimentos significativos em equipamentos
especializados e manutengao continua. Além disso, a obtengdo e manutengcao de
espécimes marinhos, como os Octopus americanus e o Octopus insularis, demanda
conhecimentos especificos sobre suas necessidades ecologicas e comportamentais,
bem como protocolos rigorosos de manejo para garantir seu bem-estar. A logistica de
coleta e transporte de organismos marinhos também sao complexas e dispendiosas,
frequentemente exigindo permissdes e coordenagdo com autoridades ambientais.

A formacao e retencdo de uma equipe qualificada, capaz de lidar com a biologia
dos Octopus e as técnicas laboratoriais, € outro obstaculo, exacerbado pela
necessidade de treinamento constante para acompanhar as atividades diarias. Além
disso, a pesquisa com polvos enfrenta desafios regulatérios e éticos, incluindo o
cumprimento de normas de bem-estar animal e a minimizagao do impacto ambiental
das operagdes de pesquisa. Por fim, a disponibilidade de financiamento continuo para
sustentar um laboratério e a compra de materiais € uma limitacdo critica, dada a
competicdo acirrada por recursos em instituicoes de pesquisa demandando, muitas

vezes, de recursos do proprio pesquisador.

10.2 Polvos tém comportamentos que vao além dos descritos na literatura

Assim como outros animais, os Octopus exibem variabilidade individual em suas
respostas comportamentais e fisiolégicas (GRASSO FW., 2014; MATHER;
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ANDERSON, 1993). Isso pode dificultar a generalizagdo dos resultados obtidos em
estudos com um numero limitado de individuos. Portanto, sdo necessarios protocolos
experimentais cuidadosamente projetados que levem em consideragdo essa
variabilidade e permitam a analise estatistica adequada dos dados.

Durante todo o periodo da pesquisa, a observacao atenta dos animais em
laboratério foi fundamental para identificar as particularidades dessas espécies
nacionais, contribuindo significativamente para uma melhor compreensdo dos
resultados obtidos. A camuflagem e o mimetismo, a manipulagao de ferramentas para
fugas e a adaptacao em situagdes de cativeiro sdo exemplos de comportamentos que
exigem uma compreensao aprofundada de sua ecologia e biologia. Além disso, a
variabilidade individual na expressao dessas habilidades pode tornar ainda mais
desafiadora a execugao de pesquisas com esses animais. Assim, o conhecimento
detalhado das espécies estudadas, adquirido por meio da observacdo constante,

desempenhou um papel essencial na definicido e execucido dos experimentos.

10.3 Auséncia de um protocolo proprio de manutengao

A instalacdo e a manutengao de O. americanus e O. insularis em ambiente
laboratorial representou um grande desafio, uma vez que os protocolos disponiveis na
literatura se referiam predominantemente a outras espécies de polvos (BOLETZKY;
HANLON, 1983; FIORITO et al., 2014; JENNIFER A. MATHER; ROLAND C.
ANDERSON; JAMES B. WOOD, 2013; KUBA et al.,, 2006; MANGOLD, 1983;
TEIXEIRA, 2018).

Diante dessa lacuna, foi necessaria a adaptagao de procedimentos por meio
de um processo experimental baseado em tentativa e erro, o que resultou em perdas
significativas no periodo inicial do projeto. A captura, o transporte, a dieta e as
condigbes de manutengcdo dessas espécies exigiram ajustes continuos para
assegurar tanto seu bem-estar quanto a reprodutibilidade e validade dos resultados
experimentais. No entanto, a superagao desses desafios permitiu o desenvolvimento
de um protocolo especifico para O. americanus e O. insularis, o qual pode servir de
referéncia para estudos futuros que utilizem essas espécies como modelos de
pesquisa.

A obtencdo de um numero amostral suficiente para todas as combinagdes

possiveis no teste social representou um desafio técnico significativo nesta pesquisa,
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especialmente considerando as exigéncias de controle experimental envolvendo
diferentes espécies, sexos dos animais-teste e dos objetos sociais. A manutengao
prolongada de octopodes em cativeiro, somada a variabilidade comportamental
individual e as limitagbes logisticas para coleta e aclimatagao, dificultou a formagao
de grupos plenamente balanceados. Apesar dessas limitagdes, foi possivel reunir um
conjunto expressivo de dados, que permitiu avangos relevantes na compreensao dos
comportamentos sociais de Octopus insularis e O. americanus em ambiente
controlado, oferecendo subsidios importantes para futuras investigacoes

comparativas e aplicacdes no campo da neurociéncia comportamental.
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11. PERSPECTIVAS FUTURAS PARA O ESTUDO DE OCTOPUS AMERICANUS
E OCTOPUS INSULARIS

As possiveis diregdes para futuras pesquisas com espécies de Octopus sao
vastas e abrangem diversas areas da ciéncia. Novas abordagens e tecnologias podem
ampliar o uso de espécies de Octopus como modelos em neurociéncias, permitindo
uma investigacdo mais detalhada e precisa de sua neurobiologia e comportamento.
Abaixo sao apresentadas algumas abordagens e tecnologias promissoras:

A incorporagdo de técnicas avangadas pode ampliar significativamente o
entendimento sobre o sistema nervoso de Octopus americanus e Octopus insularis,
permitindo abordagens mais precisas e inovadoras. A optogenética surge como uma
ferramenta interessante para modular a atividade neuronal em tempo real,
possibilitando o controle de circuitos neurais especificos e a investigacdo de
comportamentos complexos (SHOMRAT et al., 2008). Complementarmente, a
imagem por ressonéncia magnética (MRI) representa uma alternativa ndo invasiva
para visualizar a estrutura e a funcionalidade do sistema nervoso central, facilitando a
compreensao da organizagao neural e da conectividade no cérebro desses moluscos
(JACOBS, 2022; JIANG et al., 2014).

Por fim, a modelagem computacional desponta como uma abordagem
promissora para integrar dados experimentais e simular fun¢gdes neurais e
comportamentais dos polvos. O estudo de Tinglan Ye (YE et al., 2022) exemplifica
essa potencialidade ao demonstrar como manipuladores flexiveis inspirados em
polvos podem ser controlados por sistemas de atuadores baseados em ligas com
memoria de forma.

Nessa perspectiva, nosso estudo contribuiu para avangos ao estabelecer
condicdes experimentais controladas para a manutencao de Octopus americanus e
Octopus insularis em cativeiro, permitindo a analise detalhada de seus padrdes
comportamentais. Identificamos diferencas na neofobia e no comportamento
exploratério, contribuindo para a compreensdo de suas capacidades cognitivas e
sociais. Esses achados também auxiliam no aprimoramento de protocolos de bem-
estar animal e metodologias experimentais para pesquisas com essas espécies.

Ademais, nossos resultados podem contribuir para investigar como essas

descobertas podem ser aplicadas a contextos mais amplos, incluindo a ecologia
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cognitiva, a evolugao dos sistemas nervosos e a bioinspiragao para o desenvolvimento

de tecnologias baseadas na neurofisiologia de cefaldpodes.
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12. CONCLUSAO

No Brasil, a utilizacdo de Octopus como modelo animal em pesquisas
neurocientificas ainda é uma pratica incipiente, apesar do crescente corpo de
evidéncias, em estudos internacionais, que destacam a eficacia e as vantagens
desses cefalépodes. Enquanto pesquisadores ao redor do mundo exploram com
sucesso as complexas capacidades cognitivas, a plasticidade neural e os
comportamentos adaptativos dos Octopus, integrando-os em paradigmas
experimentais inovadores e promissores, a comunidade cientifica brasileira
permanece relutante em adotar amplamente esse modelo. Este contraste revela uma
oportunidade significativa para avangarmos no campo da neurociéncia nacional,
alinhando-nos com as metodologias e descobertas de ponta que ja estdo moldando a
compreensao global do funcionamento neural e comportamental através do estudo
destes invertebrados.

Os resultados obtidos nesta pesquisa destacam o papel relevante de duas
espécies do género Octopus, O. insularis e O. americanus, como potenciais modelos
animais para estudos neurocientificos no bioma brasileiro. Através de uma série de
testes comportamentais e neurobioldgicos, as diferengas significativas observadas
entre as espécies, em termos de aclimatagao, neofobia alimentar, neofobia a novos
objetos e comportamento social, fornecem fortes evidéncias sobre suas capacidades
cognitivas e adaptativas. Os machos de O. insularis apresentaram maior laténcia
inicial na aclimatacdo comparados aos machos de O. americanus, mas ambos 0s
grupos demonstraram um processo de aprendizagem consistente ao longo dos dias.
Em termos de neofobia, o O. insularis exibiu maior aversdo a novos estimulos,
enquanto O. americanus se adaptou mais rapidamente. As capacidades cognitivas
complexas de ambas as espécies foram evidenciadas nos testes de neofobia a novos
objetos, com O. insularis mostrando maior curiosidade visual e o0 O. americanus maior
exploragéo tatil. Adicionalmente, o O. americanus apresentou um comportamento
social mais pronunciado do que O. insularis. Estas observagdes nao apenas reforcam
a adequacao dessas espécies como modelos experimentais, mas também destacam
a oportunidade de ampliar a utilizagado de polvos em pesquisas neurocientificas no
Brasil, alinhando-nos com as praticas ja estabelecidas internacionalmente.

A importancia desta pesquisa se estende além dos resultados imediatos,

fornecendo uma oportunidade sélida para a formagao de novos grupos de pesquisa
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focados em Octopus. Ao demonstrar a viabilidade de O. insularis e O. americanus
como modelos experimentais, esta investigagdo abre caminho para o
desenvolvimento de projetos colaborativos com outros paises que podem expandir
significativamente o campo de estudo da neurociéncia no Brasil. Além disso, os dados
obtidos fornecem, também, informacgdes importantes que podem ser usadas para a
implantagdo e manutengao de programas de pesquisa, bem como para a formagéao de
profissionais qualificados no manejo e cuidados de Octopus em cativeiro.

Para a realizagdo desse estudo foi necessaria uma maior compreensao
detalhada dos habitats naturais dessas espécies, suas preferéncias alimentares,
padroes reprodutivos, necessidades de bem-estar, fases de desenvolvimento e
comportamentos adaptativos. Este conhecimento foi essencial para a criagédo de um
ambiente de cativeiro que mimetizasse as condigdes naturais, promovendo o bem-
estar e a saude dos animais.

Além de suas aplicagbes diretas em pesquisa e manejo, os dados gerados por
este estudo tém implicagcdes importantes para a conservacao e sustentabilidade. A
compreensao aprofundada das necessidades ecoldogicas e comportamentais dos
Octopus pode fornecer subsidios para a elaboracdo e cumprimento de politicas e
regulamentos que protejam seus habitats naturais e assegurem a sustentabilidade das
populagdes selvagens, promovendo praticas de pesca sustentavel e regulando a
captura e manutengao de Octopus para fins cientificos e comerciais.

Ao conduzir testes com espécies nativas, os pesquisadores terdo a
oportunidade de verificar se os padrées de comportamento, fisiologia e resposta a
estimulos observados em estudos anteriores com outras espécies de Octopus se
aplicam igualmente as espécies encontradas na costa brasileira. Isso é essencial para
garantir a validade e a generalizagcdo dos achados, evitando extrapola-los
indiscriminadamente para contextos em que as condicbes ambientais e as
caracteristicas biolégicas podem diferir.

Além disso, ao confirmar as espécies locais como modelos importantes para a
ciéncia nacional, abre-se espac¢o para uma maior valorizacdo e investimento em
pesquisas que utilizem esses organismos como objeto de estudo. Isso pode resultar
em um aumento do interesse e da colaboragéao cientifica em torno dessas espécies,
estimulando a formacéao de redes de pesquisa multidisciplinares e o desenvolvimento
de infraestrutura e recursos especificos para estudos marinhos no Brasil.

Contudo, diversos desafios e limitagdes foram identificados ao longo desta
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pesquisa, destacando a complexidade do comportamento dos Octopus, a
necessidade de ferramentas e técnicas experimentais mais avangadas, preocupacgdes
éticas relacionadas ao cuidado em cativeiro e questdes sobre genética e bem-estar
animal. Tais desafios devem ser abordados de forma cuidadosa e sistematica em
futuros estudos.

A medida que avangamos para o futuro, vislumbramos oportunidades para
expandir nosso conhecimento sobre o sistema nervoso dos Octopus. Novas
tecnologias, como optogenética e ressonancia magnética, prometem oferecer
oportunidades de avancgos cientificos para aplicacbes em saude, enquanto
abordagens computacionais e gendémicas tém o potencial de revelar padrdes e
processos.

Em dltima analise, esta tese representa apenas o comego de uma jornada
continua de descoberta e exploragdo do mundo dos Octopus. A medida que
avangamos nos estudos do seu sistema nervoso e comportamento, esperamos nao
apenas enriquecer nossa compreensao da vida marinha, mas também inspirar novas
abordagens e aplicagbes em areas tdo diversas como biologia, neurociéncia e
biomimética.

Em conclusdo, a complexidade e a plasticidade do sistema nervoso desses
animais, juntamente com sua ampla gama de comportamentos cognitivos, ndo sé
validam os O. insularis e O. americanus como modelos animais promissores para
estudos neurocientificos como reforgam a importancia de incluir o Brasil no crescente

cenario internacional de pesquisa com Octopus.
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