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Prefacio

Estudos sobre a biologia de mamiferos marinhos, de maneira geral, sdo caros e
demandam longo tempo. Especialmente para estudos em fisiologia a dificuldade de acesso as
amostras dos animais em seu habitat natural sdo imensas e poucas informagdes sdo obtidas se
compararmos outras areas do conhecimento. No Brasil, o acesso quase exclusivo a animais
provenientes de captura acidental ou de encalhes em praias ¢ um fator de restricdo a pesquisa
em fisiologia, devido ao estado de conservacdo do tecido nestas condi¢des. Porém, ¢ possivel
observar uma melhoria gradual da infra-estrutura para estes estudos, apontando para o
desenvolvimento de novas metodologias para a realizagdo de experimentos in Vitro, em
animais em seu habitat natural e a obten¢ao de material bioldgico.

No geral, os recursos sao preferivelmente destinados a pesquisas diretamente aplicadas
em projetos de conservagdo e planos de manejo das principais espécies ameagadas de
extingdo, como a franciscana (Pontoporia blainvillei), por exemplo (Secchi et al. 2003). Os
dados obtidos com trabalhos em fisiologia permitem o entendimento de varias etapas do ciclo
de vida destes animais e a sua relacdo com o meio ambiente (Lockyer 1987, 1995), como a
ecologia alimentar (Hooker et al. 2001), relacdes energéticas entre individuos (e.g. mae e

filhote) (Grahl-Nielsen et al. 1993) e as reservas de alimento e, mais recentemente, a



identificacdo de populacdes e ecotipos utilizando a composicao de acidos graxos (Olsen e
Grahl-Nielsen 2003, Herman et al. 2005).

Dados a respeito da fisiologia de mamiferos marinhos sdo na grande maioria referentes
a pinipedes (focas, lobos, ledes e elefantes marinhos) devido a facilidade em observar,
capturar, € manter em cativeiro estas espécies. Informacdes bdsicas sobre os animais,
principalmente com relagdo a cetaceos, sao cruciais para a realizagdo de experimentos em
fisiologia, mas ainda sdo escassas na literatura. Por exemplo, dados sobre a temperatura
corporal, quantidade de tecido necessaria para realizar determinado experimento, ou as
diluicdes necessarias para adaptar as técnicas inicialmente desenvolvidas para animais de
laboratorio, sdo praticamente inexistentes. Apesar do crescente nimero, sao ainda escassos os
trabalhos realizados sobre fisiologia de cetaceos para o Atlantico Sul ocidental. No Brasil a
totalidade dos estudos sdo baseados em animais mortos por captura acidental. A principal
espécie estudada ¢ a franciscana (P. blainvillei) pela facilidade de acesso aos animais
capturados acidentalmente pela pesca comercial ao longo de sua distribuicdo (Secchi et al.
2001).

Demonte e Pilleri (1971, 1977) descrevem a mobilidade relativa da hemoglobina e
fracdes de plasma na familia Platanistidae (botos de rio). Diversos dados, como peso da
camada de gordura, parametros vitais, parasitas, distribuicao, taxas de mortalidade acidental e
reproducdo sdo descritos por Kamia e Yamasaki (1974) e Brownell (1989) para franciscanas
do Uruguai.

A composigdo do leite do boto rosa (Inia geoffrensis) e da franciscana (P. blainvillei)
foram apresentados por Rosas e Lethi (1996) e Caon et al. (2007), respectivamente,
descrevendo a sua composi¢do e a concentracdo de minerais ¢ metais pesados. O estudo

apresentado por Caon et al. (2007a) é o primeiro a sugerir uma variagdo na composicao de



gordura e proteinas ao longo da lactagdo para odontoceticeos, até entdo sO descrito para
misticetaceos e pinipedes.

Rocha et al. (2000) utilizou a camada de gordura como um indicador do estagio
reprodutivo de franciscanas capturadas no litoral de Sdo Paulo quantificando a concentragdo
dos hormonios esterdides contidos neste tecido em comparacdo a outros métodos tradicionais
como a analise das gonadas e morfometria (Kasuya e Brownell 1979, Danilewicz 2003; 2004).

Dados sobre a condicao corporal e a utilizagdo das reservas lipidicas através do peso e
espessura da camada de gordura comparada a parametros morfométricos, como o
comprimento total, o peso total e o estdgio reprodutivo em franciscanas do Rio Grande do Sul
foram apresentados por Caon (1998) e Caon et al. (2007b). Um trabalho muito semelhante foi
apresentado por Aratjo (2005) para franciscanas capturadas acidentalmente em Rio Grande,
Rio Grande do Sul. Caon (2003) descreve as concentragdes de lipidios totais, trigliceridios,
colesterol e a identificacdo dos acidos graxos da camada de gordura em diferentes regides do
corpo do animal, demonstrando diferentes funcdes desta camada para a manutencdao de
temperatura e o estoque energético para o individuo.

O coeficiente de condi¢cdo corporal (Kn) (LeCren 1951) também foi estimado para as
franciscanas da Argentina (Rodriguez et al. 2002) e do Rio Grande do Sul (Caon 1998). O Kn
¢ utilizado com o intuito de fornecer informacdes sobre as reservas energéticas dos individuos
no ambiente em que vivem. Por conseguinte, o fator de condi¢do apresenta oscilagcdes durante
0 ano os quais podem refletir principalmente a época e duragdo do periodo reprodutivo e a
taxa de alimentagao.

As metodologias utilizadas para verificar o metabolismo de lipidios, em especial o de
acidos graxos, permitem o desenvolvimento de estudos relacionados diretamente com a

conservagdo e planos de manejo nestes animais (Olsen e Grahl-Nielsen 2003, Herman et al.



2005). Assim, técnicas utilizadas tradicionalmente na fisiologia podem auxiliar na obtencao de
dados importantes para a preservacao destas espécies.

O principal objetivo desta tese foi utilizar dados sobre o metabolismo de lipidios na
identificagdo de populagdes e dos principais itens alimentares da dieta em cetaceos, além da
acdo de vias metabdlicas no controle da utilizagdo das reservas lipidicas. Para isto, a
franciscana (P. blainvillei), o golfinho-nariz-de-garrafa (Tursiops truncatus), a baleia jubarte
(Megaptera novaeangliae) e a baleia franca (Eubalaena australis) foram estudados,
contribuindo para estabelecer novas metodologias e fornecer dados para futuros trabalhos

sobre este assunto.

Estrutura da tese

Devido aos diferentes temas aqui abordados, esta tese foi organizada de maneira a
incluir em cada capitulo os experimentos realizados sobre cada assunto, sendo assim

estruturada:

e Dados iniciais e gerais sobre a tese. Folha de rosto, agradecimentos, indice, lista

de abreviaturas, lista de tabelas e lista de figuras.

e Prefacio. Introdugdo geral sobre a importancia dos estudos em fisiologia,
descricao dos trabalhos ja realizados em mamiferos marinhos no Atlantico Sul

Ocidental e descrigdo da estrutura da tese.
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Capitulo 1. Utilizagdo dos acidos graxos da camada de

gordura como marcadores populacionais

1.1. Problemas de conservacao em cetaceos

A exploragdo excessiva dos estoques de baleias durante os periodos de caga comercial,
assim como a captura acidental de pequenos cetaceos em redes de pesca, ocasionou a quase
extingdo de algumas espécies ¢ incluiu outras no status de vulneravel, ameacado ou
criticamente ameacado em listas de espécies ameagadas de todo o mundo (IBAMA 2003,
IUCN 2006). Cetaceos sao reconhecidamente importantes tanto nas cadeias tréficas como
recurso natural e diversas agdes sdo atualmente realizadas a fim de conhecer estas populagdes
e assim realizar planos de conservacao para estas espécies. Aqui serdo descritos brevemente
alguns dos principais problemas de conservagdo relativos aos cetdceos, a importancia das
acOes conservacionistas para a preservagao destas espécies e algumas metodologias utilizadas

para auxiliar nestas acdes.



1.1.1. Caga

Os primeiros registros da caga de mamiferos marinhos sdo muito antigos e geralmente
relacionados com a subsisténcia de povos litoraneos. A caca aos cetaceos ¢ conhecida desde
8.500 anos atrés, através de ossos pré-historicos de baleias e pequenos cetdceos encontrados
em depositos de restos de grupos primitivos (Beland 1996). Os primeiros a realizarem a pesca
comercial foram os bascos no século XII sobre baleias francas do norte (Eubalaena glacialis)
e os japoneses no século XVI, que cacavam as baleias cinzentas (Eschrichitius robustus)
proximas da costa (Omura 1984). Devido a tecnologia rudimentar e aos poucos exemplares
capturados em cada esta¢do por estas praticas mais artesanais, o nimero de animais abatidos
destas populacdes de baleias ndo foi impactado significativamente.

A revolucdo industrial e o desenvolvimento de novas técnicas de producdao de
equipamentos ¢ embarcagdes relativos a caca teve em 1860 o fator determinante para o
aumento do niimero de animais capturados com a inven¢do do canhdo arpdo e da ponta
explosiva aliados ao desenvolvimento de navios mais rapidos € com uma maior autonomia em
alto mar. Estas novas tecnologias permitiram que mais animais fossem capturados de uma
unica vez, bem como a captura de baleias maiores e mais rapidas, como a baleia fin
(Balaenoptera physalus) ¢ a baleia azul (B. musculus), até entdo livres da caga. Em 1904 a
primeira estacdo baleeira na Antartica foi montada nas ilhas Geodrgia do Sul, sendo capturadas
195 baleias neste ano. Porém em 1913, com o aumento no niimero de embarcagoes, 10.760
baleias ja haviam sido capturadas (Donovoan 1995).

Assim, ao longo do século 20, varias espécies comegaram a ter seus estoques
diminuidos drasticamente, principalmente baleias maiores, como a baleia azul, e as baleias
francas e cinzenta. Essa pressdo de caca culminou na criacdo em 1946 da International

Convention for the Regulation of Whaling, que resultaria em 1948 na criacdo da International



Whaling Commission (IWC) com o objetivo de regular e coordenar a industria baleeira de
maneira a ndo esgotar totalmente estes estoques. A IWC voltou suas a¢des para a protecao das
espécies mais impactadas, culminando décadas depois na moratoria mundial a caga de baleias
em 1986 (Hofman 1995).

Paises como o Japao, Noruega e Islandia continuam realizando atualmente a caca de
baleias justificando esta captura como ‘cotas cientificas’ e promovendo campanhas a favor da
liberacao da cacga as baleias junto a IWC. O fato ¢ que com a pressdo de caga durante este
periodo algumas espécies tiveram seus numeros significativamente reduzidos, como a baleia
franca do norte (E. glacialis) que ndo conseguiu recuperar seus niameros originais, além da
baleia cinzenta do Atlantico, que foi extinta. Outras espécies, como a baleia franca do sul (E.
australis) e a baleia jubarte (Megaptera novaeangliae), aos poucos comegam a reocupar as
areas originais de ocorréncia através do aumento do nimero de individuos reavistados
anualmente (Zerbini et al. 2004, Groch et al. 2005), porém ainda estdo incluidas nas listas de

espécies ameagadas como vulneraveis (IBAMA 2003, IUCN 2006).

1.1.2. Captura acidental

Um dos maiores problemas mundiais na conservacdo de pequenos ceticeos siao as
capturas acidentais por redes de pesca. Onde a presenga destes animais e a de redes de pesca
de emalhe coexistem, ocorre a captura acidental. Como agravante deste problema, a
exploragao dos recursos marinhos durante um grande periodo de tempo culminou com a
diminuicdo de todos os estoques de peixes comerciais no mundo. Assim, para atingir as
mesmas cotas de pescado que eram obtidas anteriormente, foi necessario um aumento no

comprimento das redes e consequente area de captura. Por causas ainda ndo esclarecidas estas



redes ndo sdo percebidas pelos golfinhos que terminam se emalhando e, sem conseguir subir a
tona para respirar, morrem afogados (Secchi et al. 2003).

A informagdo a respeito destas capturas indicam que grande parte dos estoques nao
resistiriam as taxas de captura a que estdo submetidas, uma vez que a taxa de reproducdo em
cetaceos ¢ baixa. Perrin et al. (1994) estimaram anualmente a mortalidade de animais como a
vaquita (Phocoena sinus) no Golfo da Califérnia (30-40 animais/ano), o Baiji (Lipotes
vexilifer) no Rio Yangtze, o humpback dolphin do Indo-Pacifico (Souza plumbea)(7-8
animais/ano), os golfinhos nariz de garrafa (T. truncatus) da costa sul da Africa do Sul (30-40
animais/ano), os golfinhos listrados (Stenella coeruleoalba) do Mar Mediterraneo (5000-
10000 animais/ano) e os harbour porpoises (P. phocoena) no oeste do Atlantico norte (5000-
8600 animais/ano). As comunidades pesqueiras, no momento da captura, ainda podem
descartar os animais no mar, tornando impossivel saber o nimero preciso de animais mortos
por emalhe.

No Brasil, a franciscana, devido a sua distribui¢do estritamente costeira, sofre com a
captura acidental em todas as principais comunidades pesqueiras ao longo de sua distribuicao
(Praderi et al. 1989, Secchi et al. 1997, Pinedo e Polacheck 1999, Secchi et al. 2003).
Estimativas de abundancia utilizando observagdes aéreas entre os 32°08°S até 32°25’ realizada
por Secchi et al. (2001) concluiram que a populagdo de franciscanas é de 0,657 individuos/km?
nos 435 km” da 4rea estudada, o que significa dizer que nesta 4rea existem aproximadamente
286 franciscanas. Estes dados sugerem que a populacdo pode ndo suportar os atuais niveis de
pressdo pela captura tornando urgente a formulagdo de metas e planos de ag¢do para espécie,
como as apresentadas pelo IV Workshop para a pesquisa coordenada e conservacdo da

franciscana, P. blainvillei (Secchi et al. 2001).



1.1.3. Outros problemas de conservagao

Além da caca comercial e a captura acidental, outros problemas sdo igualmente
preocupantes para a conservacdo de mamiferos marinhos. Fatores como a contaminagdo por
organoclorados como os bifenilos policlorados (PCBs) e dioxinas como o TCDD (Kannan
1997), metais pesados, dicloro-difenil-tricloroetano (DDT) (De Guise et al. 1995, Beland
1996) e a degradacdo de habitat afetam diretamente os animais alterando seu desenvolvimento
¢ diminuindo suas taxas de reprodugao.

Leaper et al. (2006) demonstram o efeito do aquecimento global sobre a dinamica
populacional de cetaceos. Existem fortes indicios de que o aquecimento global interfere
diretamente na temperatura da superficie do mar através de anomalias do fendmeno El Nifio,
influenciando a producgdo de krill na regido das Ilhas Georgias do Sul. Este fato parece
interferir diretamente na dinamica populacional de baleias francas (E. australis) através da
redugdo do nimero de nascimentos de filhotes pela diminui¢do da disponibilidade de alimento

(Leaper et al. 2006).

1.2. Planos de agao e manejo

Como alternativa para a diminui¢do dos problemas de conservagdo das espécies de
cetaceos, como a captura acidental de pequenos cetaceos e manutengao dos estoques atuais das
grandes baleias, medidas conservacionistas tiveram que ser adotadas para viabilizar a
manutencdo dessas espécies. Para a realizagdo de um plano de conservagdo ou manejo de
espécies sdo necessarios varios dados a respeito da espécie alvo, sendo um dos mais

importantes avaliar o seu status populacional, assim como o status de conservagao da espécie,
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tamanho populacional, distribuicdo geografica, ecologia, fatores limitantes, e as ameagas que
afetam o numero da populagdo (Sutherland 2000). Uma sugestdo sobre como organizar um
plano de manejo e as principais etapas para que este seja efetivo na preservacao das espécies

foi proposto por Sutherland (2000) (figura 1).

Acessar a diversidade populacional na area estudada

Y

Determinar as prioridades de conservacao

Y
Monitorar as populacies

Y
» |dentificar e diagnosticar os problemas

A\
Flanejar sclugdes

e Y T
Manejo de espécies  Manejo de habitat  Regulacio da exploracao

Y Y Y
Usar a educagdo ambiental para conscientizagao do pablico, mudangas politicas e de legislagao
desenvolvimeanto e pesquisa de oportunidades para resolver o problema

|

Monitorar e se necessario continuar o diagndstico
A

Sucesso na conservacac da espécie

Figura 1: Sugestdo de organizagdo do trabalho de criacdo de agdes de manejo e conservacao,

adaptado de Sutherland (2000).

Assim, estudos de estimativa de abundancia, foto-identificacdo, caracterizagdo
genética, entre outros sdo atualmente realizados em mamiferos marinhos com o objetivo de
obter informacdes sobre as populagdes das espécies estudadas (Secchi et al. 2001, Caon e Ott
2000, 2001, Groch 2005, Dalla-Rosa et al. 2001, Zerbini et al. 2004). A seguir, algumas destas

técnicas de identificacdo de estoques populacionais serdo rapidamente discutidas.
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1.2.1. Técnicas para identificacdao de estoques populacionais

1.2.1.1. Biologia molecular

As técnicas moleculares sdo utilizadas em conservagdo para a identificacdo de
unidades como espécies, ragas, populacdes, familias ou individuos, de acordo com o objetivo
do estudo. Existem seqiiéncias de DNA que sdo alteradas rapidamente, como microsatélites e
minisatélites, apresentando grande variabilidade entre os individuos. Outras seqiiéncias
possuem uma alteragdo mais lenta, sendo importantes ferramentas para a identificacdo de
populagdes e espécies (Avice 1994, Smith e Wayne 1996).

As fracdes de DNA que ndo sdo sujeitas a troca de genes durante o pareamento na
meiose sdo preferivelmente utilizadas para a identificagdo de populagdes. O DNA
mitocondrial (DNAmt), por exemplo, ¢ transmitido inteiramente da mae para os descendentes.
Como apenas a mae transmite a informagdo contida na mitocondria a populagdo efetiva ¢
menor aumentando a taxa com que as mutagdes se tornam extintas ou fixadas em uma
populagdo, simplificando a comparagdo com outras populagdes. O DNAmt evolui de 5 a 10
vezes mais rapido que o DNA nuclear, e assim os polimorfismos sao melhor detectaveis que
em proteinas ou DNA gendmico (Brown et al. 1979). O DNA mitocondrial permite entender
varios aspectos da estrutura e dinamica das populagdes, o seu padrao de relagdo, ou seja, o
quanto divergiram e qudo proximos sdo estas populacdes. As taxas de migracdo entre
populagdes ou suas subdivisdes, bem como a identificagdo do tamanho da populagao efetiva
através da medicao da diversidade genética também sao possiveis utilizando esta metodologia,
porém a utilizagdo mais importante ¢ sem duvida a determinagdo da identidade de espécies e a
estrutura dos estoques populacionais em varias espécies ameacgadas de extingao.

Por exemplo, se¢des variaveis do DNAmt podem ser amplificadas por PCR e utilizadas

para identificar o consumo de carne ilegal de espécies de cetaceos protegidas em restaurantes
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japoneses como as baleias jubartes, Megaptera novaeangliae (Baker e Palumbi 1994). O
tamanho da populagdo efetiva da baleia minke, Balaenoptera acutorostrata, em 400.000
animais foi estimado por Hoelzel e Dover (1991) baseado na variagdo do DNAmt em trés
populacdes. Rosel et al. (1995) sugerem que os baixos niveis de divergéncia entre as
seqiiéncias das populagdes de baleia jubarte analisadas por Baker et al. (1990) e orcas, Orcinus
orca (Hoelzel e Dover 1991), sdo conseqiiéncia da grande mobilidade destas espécies,
resultando em altos niveis de fluxo génico entre populagdes.

A estrutura genética das populagdes da franciscana (P. blainvillei) foi analisada por
Secchi et al. (1998), Ramos et al. (2000) e Lazaro et al. (2004), através de 94 seqiiéncias da
regido controle do DNAmt de animais coletados no Rio de Janeiro (n= 10), Rio Grande do Sul
(n=15), Rio da Prata, no Uruguai (n= 38) e em Claramec6, Argentina (n=31). Os animais do
Rio de Janeiro ndo apresentaram haplotipos compartilhados com os outros animais. Assim,
como o nivel de fluxo génico ¢ maior entre populagdes mais proximas, os dados sugerem que
as populagdes mais ao sul tenham se originado no Rio de Janeiro ocorrendo uma expansao da
distribui¢do da espécie até a Argentina (Lazaro et al. 2004).

Além das analises de DNAmt, outras analises moleculares podem ser realizadas para
fins de conservagao, assim como as analises de sitios de restrigao (RFLP), DNA fingerprinting
e a andlise de microsatélites. Dizon et al. (1991) comparou o DNAmt RFLP, resultado da
analise dos sitios de restricdo, de diferentes populagdes de golfinhos-rotatores (Stenella
longirostris) demonstrando o alto grau de variagdo entre as populagdes estudadas. Estudos
sobre paternidade em um grupo de 34 pares mde-filhote de baleias piloto (Globicephala
melas) capturadas nas ilhas Faroe foram realizadas por Amos et al. (1991) através de DNA
fingerprinting. Microsatélites sdo geralmente usados para a identificagdo inequivoca de cada

individuo, como uma alternativa aos métodos tradicionais devido ao loci ser permanente e
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estar presente em todos os animais (Palsb@ll et al. 1997, Clapham e Palsb@ll 1997). Assim,
para se obter dados a respeito dos movimentos locais e migratdrios das baleias jubarte, esta

marcacdo genética permitiu a primeira estimativa de abundancia baseada em técnicas

moleculares (Palsb@ll et al. 1997).

1.2.1.2. Fotoidentificagao

A fotidentificagdo ¢ o reconhecimento individual através do registro fotografico das
marcas naturais, pigmentagdo, calosidades ou qualquer outro fator que altere o formato ou
coloragdo originalmente apresentadas pelo animal ao longo da sua vida. Esta técnica de
marcagdo-recaptura permite que dados a respeito da histéoria de vida e informacdes
populacionais sejam obtidas (Hammond et al. 1990). Geralmente ¢ baseada na fotografia de
alguma regido especifica do corpo, como a nadadeira dorsal, nadadeira caudal, cabeca ou
outros. Estas imagens podem ser catalogadas, servindo de base de dados para o
acompanhanhamento dos individuos em areas preferenciais de alimentagdo, rotas migratorias
ou a genealogia de grupos especificos (Wiirsig e Wiirsig 1977).

No Brasil, um grupo de golfinhos nariz de garrafa (Tursiops truncatus) presente no
arquipélago de Sdo Pedro e Sdo Paulo (00°55°N, 029°20°W) vem sendo fotoidentificado
sistematicamente desde 1999, permitindo o monitoramento deste que ¢ o Unico grupo
residente ocednico da espécie conhecido no Atlantico sul (Caon e Ott 2001, 2002). Estes
trabalhos demonstraram que este grupo formado por 33 animais sao residentes, habitando as
aguas proximas a ilha as quais utilizam para se alimentar. Através deste trabalho ja foram
identificadas 5 fémeas acompanhadas de seus filhotes, caracteristicas de coloragdo e
informacgdes a respeito de tamanhos de grupo, além da reavistagem de um individuo (ASP#01)

nas cinco expedicdes realizadas desde 1999 até 2005.
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Baleias jubartes sdo fotoidentificadas na Antartica desde 1994 através do Projeto
‘Caracterizagdo dos estoques de baleia jubarte, Megaptera novaeangliae (Borowski 1781), e
estimativas de abundancia relativa de cetiaceos nos oceanos Atlantico sul ocidental e
Antartico’, vinculado ao Programa Antartico Brasileiro (PROANTAR). A fotoidentificagdo
nesta espécie € realizada através do registro em fotogramas dos padrdes das manchas presentes
na regido ventral da nadadeira caudal. Estas manchas, assim como o recorte da borda nestas
nadadeiras, permite o reconhecimento individual de cada animal. Entre 1997 e 2000, 154
individuos foram fotoidentificados e catalogados na Peninsula Antartica, incluindo Estreito de
Gerlache, Ilha Rei George e Estreito de Bismarck (Dalla-Rosa et al. 2001). Estes dados
permitiram a reavistagem interanual de dois animais para a regido, demonstrando assim que a
espécie possui algum grau de fidelidade as areas de alimentacdo. Este catdlogo permite ainda a
comparagdo com outros catdlogos de fotoidentificacdo realizadas por diferentes grupos de
pesquisa ao longo de areas de ocorréncia da espécie, auxiliando a identificacdo das suas rotas

migratorias.

1.2.1.3. Morfometria

Mamiferos marinhos podem apresentar diferengas morfométricas entre diferentes
populagdes. De uma maneira geral, a morfometria craniana de animais adultos podem ser
comparadas através de diversas medidas especificas, como o comprimento condilo-basal,
comprimento do rostro, entre outros. Além disso, dados sobre o comprimento total dos
animais associado a informagdes como estimativa de idade e andlise de gonadas também
podem e devem ser utilizadas com as medidas de cranio.

Baseada na morfometria da franciscana, por exemplo, Pinedo (1991) propds ao menos

duas populagdes distintas, uma distribuida desde o Espirito Santo até Santa Catarina, de menor
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tamanho, e outra desde o sul de Santa Catarina até a Argentina, de maior tamanho. Este
resultado foi corroborado pelas analises de DNAmt realizadas por Secchi et al. (1998), Ramos
et al. (2000) e Lazaro et al. (2004). Ramos et al. (2002), através da morfometria do cranio de
franciscanas, compararam as populagdes dos animais capturados acidentalmente ao norte da
distribuicdo da espécie, mais especificamente no Espirito Santo de Itaunas a Regéncia
(18°30’S € 19°40°S), no norte do Rio de Janeiro de Atafona a Macaé (21°35°S a 22°25°S) e em
Sdao Paulo desde Ubatuba até Cananéia (23°30°S e 25°30°S). Este trabalho resultou na
distingdo dos animais nas trés areas estudadas através de analise multivariada.

Esta variacdo presente nas franciscanas estudadas por Ramos et al. (2002) sugere que
os hiatos da distribui¢do para esta regido sao a conseqiiencia da falta de drenagem fluvial, que
aumentaria a a abundancia de recursos troficos, e a grande profundidade proxima a costa pela
pequena extensdo da plataforma continental nesta regido (Siciliano et al.2001), induzindo ao

isolamento destas populagoes.

1.2.1.4. Assinaturas de acidos graxos

Reservas energéticas na forma de gordura sdo requeridas por cetdceos ndo somente
para manuten¢do do metabolismo basal, mas também como estoque energético para a
reproducdo, conservagdo da temperatura interna, ajuste da flutuacdo e amamentacao (Ryg et
al. 1988). Segundo Lockyer (1987), estas reservas podem variar anualmente dependendo das
condi¢des do ambiente e suprimento alimentar. Em mamiferos, a condi¢do corporal ¢
comumente considerada uma medida geral das reservas energéticas de um individuo (Hanks
1981). Em cetaceos, a maior parte destas reservas estd armazenada na camada de gordura
(Yasui e Gaskin 1986), sendo este o mais importante local de estoque de energia nestes

animais (Pond 1978).
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A camada de gordura possui fungdes extremamente importantes para a adaptagdo e
sobrevivéncia no meio marinho. Informagdes sobre as reservas energéticas permitem entender
a rela¢do entre o animal e o ambiente em que ele vive. Os padrdes de aquisi¢do de energia
podem ainda indicar as estratégias desenvolvidas pelas espécies de mamiferos marinhos para
sobreviver e reproduzir, além de compreender sua utilizagdo na manutencdo das fungdes
corporais ¢ do crescimento (LeCren 1951). A medicdo desta camada ¢ uma ferramenta
importante para uma analise comparativa de como machos e fémeas, em seus estigios de
maturidade sexual, estocam as reservas energéticas durante os diferentes meses do ano (Caon
1998, 2003).

Trabalhos referentes a topografia da camada de gordura, condigcdo corporal e
composi¢ao lipidica desta camada em cetaceos vem se concentrando sobre espécies capturadas
durante os periodos de caga comercial (e.g. baleia fin [Balaenoptera physalus], balei sei [B.
borealis], baleia jubarte [Megaptera novaeangliae]) (Ackman et al. 1975, Lockyer 1987,
Aguilar e Borrel 1990) e captura acidental, principalmente de pequenos cetaceos como a
vaquita, Phocoena phocoena (Read 1990, Lockyer 1995, Kastelein et al. 1997, Koopman
1998) e a franciscana, P. blainvillei (Caon 1998, 2003 ¢ 2007).

Com o objetivo de utilizar as reservas lipidicas como marcador populacional, Grahl-
Nielsen e Barnung (1985) desenvolveram no Departamento de Quimica da Universidade de
Bergen um método de classificagdo baseado na composi¢do dos acidos graxos presentes em
amostras de animais marinhos. Este método consiste na metilacdo das amostras, identificagdo
dos acidos graxos em cromatografia e utilizagdo de tratamento estatistico multivariado (PCA,
CCA, cluster). Este método ja foi utilizado para algumas espécies de peixes marinhos (Grahl-
Nielsen e Mjaavatten 1992, Ulvund e Grahl-Nielsen 1988, Grahl-Nielsen e Ulvund 1990),

fungos marinhos (Cooney et al. 1993) e focas como a harp seal (Phoca groenlandica)(Grahl-
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Nielsen et al. 1993), sendo incluido na lista de metodologias de identificacdo de estoques da
International Council for the Explotation of the Sea (ICES) (Grahl-Nielsen 1997).

Os éacidos graxos e o glicerol 3-fosfato sdo incorporados através da ingestdo de
alimentos, sendo responsaveis pela formacao de trigliceridios no tecido adiposo. Estes acidos
sdo acidos carboxilicos que possuem cadeias de hidrocarbonetos e podem ser classificados
como saturados (sem ligagdes duplas) ou insaturados (com ligagdes duplas) ou acidos graxos
de cadeia curta (menos de 8 carbonos), média, (de 8 a 16) e longa (mais de 16 carbonos).

Estes acidos estdo divididos em trés familias. A primeira inclui aqueles acidos graxos
biosintetizados por mamiferos através de outros percursores, como acido palmitico (16:0) e o
estearico (18:0) e os isdbmeros dos acidos palmitoleico (16:1) e oleico (18:0). Os acidos graxos
polinsaturados (PUFAs), incluindo os da familia omega-3 e omega-6 (18:2n-6, 18:3n-3, 18:3n-
6, 20:3n-3, 20:3n-6, 20:5n-3 ¢ 22:6n-3), ¢ os monoendicos 20:1n-9 ¢ 22:1n-11 compdem uma
segunda familia cujos acidos graxos ndo sdo interconversiveis em mamiferos, pois a enzima
que converte o acido linoleico em a-linoleico esta presente apenas em plantas (Ganong 2003).
Os acidos omega-3 e omega-6 sdao denominados ‘essenciais’ em razdo do organismo ser
incapaz de sintetizd-los, sendo exclusivamente providos pela dieta. Estes PUFAs sao
geralmente de origem vegetal, mas podem estar presentes nas reservas lipidicas ao longo da
cadeia trofica (Kdkeld et al. 1995). Apds a ingestdo, os acidos graxos essenciais podem sofrer
uma série de reagdes para a sintese de acidos graxos de cadeia longa. Neste processo estdo
envolvidas enzimas de alongacao, que introduzem dois atomos de carbono nos acidos graxos,
e a desaturacdo, que se caracteriza pela inclusdo de uma ligacdo dupla na cadeia de carbono
(figura 2). Acidos graxos como o 14:0 e 20:1 podem ainda denotar uma origem alimentar

(Iverson 1993).
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Acido estedrico
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Figura 2. Metabolismo dos acidos graxos polinsaturados. Enzimas desaturases delta 5, 6, 12
15; COX: enzima ciclooxigenase; LOX: enzima lipogenase; PG: prostaglandinas; LT:
leucotrienos; TX: tromboxanos; LX: lipoxinas; HETE: acidos hidroxieicosatetraendicos;

HPETE: acidos hidroxiperoxieicosatetraenoicos. (adaptado de Aikawa 2004).

O acido linoléico (18:2n-6) é o principal precursor do acido araquidonico (AA 20:4n-

6), enquanto o acido a-linolénico € o precursor do acido eicosapentaendico (EPA 20:5n-3).
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AA e EPA sdo 4acidos graxos com 20 atomos de carbono que formam os fosfolipidios das
membranas bioldgicas. O 4cido a-linolénico também ¢ o precursor do 4cido docosahexaendico
(DHA 22:6n-3). Os 4cidos linoléico e a-linolénico sdo substratos das mesmas desaturases, de
forma que as n-3 e n-6 competem pelas mesmas enzimas nas vias metabdlicas. O AA e EPA
sao precursores de eicosanoides, que sdo moduladores quimicos em diversos processos
bioldgicos, como na resposta inflamatéria, agregacdo plaquetaria, permeabilidade vascular e
na formagdo de interleucinas. Os eucosandides compreendem as prostaglandinas,
tromboxanos, leucotrienos, lipoxinas, acidos hidroperoxieicosatetraenoicos (HPETE) e
hidroxieicosatetraendicos (HETE).

Os organismos marinhos possuem uma grande quantidade de 4acidos graxos
polinsaturados (PUFAs) adquiridos através de microorganismos planctonicos e algas marinhas
que compdem sua dieta. A camada de gordura de cetaceos possui uma grande variedade de
acidos graxos uma vez que sua dieta ¢ baseada em alimentos provenientes desta cadeia
alimentar marinha (Ackman e Eaton 1966, Ackman 1980). A composi¢do de acidos graxos
presentes nesta camada permitem a observagdo de “assinaturas de acidos graxos”, formando
padrdes caracteristicos para cada espécie, populacao ou ecotipo (Grahl-Nielsen 2000, Herman
et al. 2005).

Apesar do padrdo da composicdo de acidos graxos na camada de gordura depender
diretamente da alimentagdo, a facilidade de metabolizagdo de um ou outro 4cido graxo ¢
efetuada por caracteristicas genéticas. Em outras palavras, dois animais de diferentes
populacdes que se alimentam em uma mesma area € do mesmo alimento teoricamente terdo
composic¢oes de acidos graxos diferenciados na camada de gordura (Grahl-Nielsen 1999).

Esta abordagem demonstrou-se eficiente para a identificagdo dos estoques definidos

pela International Whaling Commission (IWC) para a baleia minke (Balaenoptera
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acutorostrata) no Mar do Norte e Mar da Noruega, com a vantagem dos baixos custos e da
rapidez na obtengdo e analise dos resultados através desta técnica em comparagdo as outras
empregadas para a identificacdo de estoques (Olsen e Grahl-Nielsen 2003).

Trabalhos sobre a composicdo de acidos graxos e variagdes populacionais sao
relativamente novos para cetidceos. Porém, Olsen e Grahl-Nielsen (2003) ndo relacionam
diretamente as diferencas desta composi¢do com as caracteristicas genéticas. A maioria das
espécies de baleias migratorias possuem fidelidade as areas de reprodugdo e alimentacdo
(Bastida et al. 2007). Estas areas estao localizadas em diferentes regides que podem possuir
diferentes regimes de correntes e de producdo primaria, fazendo com que a composi¢ao de
acidos graxos seja explicada simplesmente por este fato. Assim, para testar esta metodologia,
utilizamos como objeto de estudo a franciscana (P. blainvillei) que é uma espécie nao
migratoria e seus estoques populacionais foram descritos utilizando metodologias moleculares
(Secchi 1998, Lazaro et al. 2004) e morfométricas (Pinedo 1991) permitindo uma abordagem
mais completa sobre os dados aqui apresentados. A composicao dos acidos graxos da camada
de gordura da baleia jubarte (M. novaeangliae) também foi analisada, comparando as areas de
alimentacdo (Peninsula Antartica) e areas de reproducao (litoral brasileiro). Assim, sera
possivel verificar se os animais presentes na regido de estudo na Antartica sdo 0s mesmos
presentes no litoral brasileiro nos meses de inverno, trazendo mais dados a respeito de rotas

migratdrias da espécie.
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1.3.1. Resumo

A franciscana (P. blainvillei) possui trés estoques definidos por biologia molecular e
morfometria, sendo uma distribuida do ES ao RJ, outra incluindo os animais de SP, PR e SC, e
uma terceira desde o RS até a Argentina. Esta metodologia, que envolve a extragdo dos
lipidios, metilagdo e quantificagdo dos 4acidos graxos, e aplicacdo de andlise estatistica
multivariada foi utilizada para as popula¢des conhecidas de franciscanas ao longo da
distribuicao no Brasil. A camada de gordura de 24 animais provenientes do Rio Grande do Sul
(n=5), Parana (n= 8), Sao Paulo (n= 6) e Rio de Janeiro (n= 5) foi analisada. Os &cidos graxos
foram quantificados através de cromatografia gasosa e comparados por teste-t, ANOVA de
uma via e dendograma. Foram identificados 19 &cidos graxos encontrados na camada de
gordura da franciscana: 12:0, 13:0, 14:0, 15:0, 15:1, 16:0, 16:1, 16:1n7, 16:2n4, 16:3n4, 17:0,
17:1, 18:0, 18:1n9, 18:1n7, 18:1n3, 20:5n3, 22:6n3 e 24:0. Apenas o acido 16:0 apresentou
diferenca significativa entre os animais do RJ e RS. Porém, analisando a composi¢ao de acidos
graxos através de dendograma realizado com o padrao Fame Mix®, foi observada diferenga da
composi¢do entre os animais do Rio Grande do Sul em comparac¢do com os animais do PR, SP
e RJ. A diferenca desta composi¢do ¢ provavelmente resultado da alimentacdo e ndo as
caracteristicas genotipicas como sugerido por trabalhos realizados anteriormente para a baleia
minke, como demonstrado pelo dendograma realizado com os itens alimentares da espécie
para o Brasil. Esta metodologia, apesar de ser uma ferramenta para estudos de ecologia

alimentar da franciscana, ndo parece ser indicada para a identificacdo de estoques da espécie.

Palavras-chave: Franciscana, Pontoporia blainvillei, acidos graxos, estoques populacionais,

Brasil.
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1.3.2. Introdugao

1.3.2.1. Distribuicao geografica e caracteristicas gerais

A franciscana ou toninha (figura 3), Pontoporia blainvillei (Gervais e D'Obigny 1844),
¢ uma espécie endémica do Oceano Atlantico Sul Ocidental, sendo registrada no Brasil,
Uruguai e Argentina. Sua distribuicdo se estende de Itatnas (18°25°S), no Espirito Santo
(Siciliano 1994), até o Golfo Nuevo (42°35°S), na Patagonia Argentina (Crespo et al. 1998)

(figura 2.2.).

Figura 3. Exemplar de franciscana (Pontoporia blainvillei) capturado acidentalmente no litoral

norte do Rio Grande do Sul. (foto: Glauco Caon©).

Esta espécie ocorre até 25 milhas nduticas da costa e em profundidades de até 30
metros, tendo habitos caracteristicamente costeiros (Pinedo et al. 1989, Danilewicz 2000).
Esta distribuicao costeira tem colocado em risco a espécie, ja que existe uma forte degradagao
nesta regido devido a polui¢do e trafego de embarcacdes. A pesca comercial por rede de
emalhe, que ocorre em toda a sua distribuicdo geografica, ¢ a principal ameaga para a
franciscana (Praderi et al. 1989, Secchi et al. 1997, Ott 1998, Rosas 2000). Devido a esta

mortalidade e a grande quantidade de dados obtidos através de estudos em toda a sua
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distribuicdo, a franciscana pode ser considerada a espécie de pequeno cetaceo mais ameagada
do Atlantico Sul Ocidental.

Esta espécie atinge um comprimento maximo de 174,0 cm em fémeas e 158,0 cm em
machos. O rostro alongado com grande quantidade de dentes, a nadadeira em forma de
espatula e a coloragdo variando do amarelo escuro ao marrom sdo caracteristicos da espécie

(Bastida et al. 2007).

1.3.2.2. Tamanho populacional e principais problemas de conservagao

A mortalidade acidental de franciscanas em operagdes de pesca tem sido observada por
aproximadamente 60 anos. Relatos de capturas acidentais da espécie em redes de pesca de
tubardes no Uruguai datam de 1940 (Van Erp 1969) e tem sido documentados e estudados
desde entdo (Secchi et al. 2001). A partir da década de 1980 as atividades pesqueiras
direcionadas a peixes de fundo tornaram-se o principal problema de conservagdo para a
franciscana no Brasil e na Argentina. Atualmente, capturas acidentais tém sido relatadas para
todas as principais comunidades pesqueiras ao longo da distribui¢do da espécie (e.g. Corcuera
et al. 1994, Pinedo 1994, Praderi 1997, Secchi et al. 1997, Zanelatto 1997, Ott 1998, Rosas
2000, Di Beneditto e Ramos 2001). A populacdo sofre uma alta probabilidade de quase-
colapso, ou seja, declinar a menos de 10% do tamanho atual com os niveis atuais de
mortalidade, sendo a mortalidade anual de franciscanas para todo o Rio Grande do Sul
estimada entre 495 ¢ 1.069 animais (Secchi et al. 1997, Ott 1998, Kinas ¢ Secchi 1998, 1999,
Secchi 1999). A partir de levantamentos aéreos realizados na regido da desembocadura da
Lagoa dos Patos, Secchi et al. (2001) estimaram uma densidade de 0,657 animais/km?, o que

resultou em uma estimativa de 286 franciscanas para a area coberta pelos voos.
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Em relacdo ao seu status de conservacdo em listas oficiais, a franciscana foi
considerada uma espécie “Vulneravel” durante o workshop sobre Conservagdo e Biologia dos
Golfinhos Platanistoides (Perrin e Brownell 1989). Embora seja provavelmente a espécie de
cetdceo mais estudada na América do Sul, paradoxalmente aparece listada na categoria de
“Dados Deficientes” no Livro Vermelho da Unido Mundial para a Conservagdo da Natureza
(Red Data Book — IUCN 2006). A franciscana encontra-se também citada na Lista Oficial das
Espécies da Fauna e Flora Brasileira Ameacadas de Extingao (IBAMA 1989) e foi classificada
como “Vulneravel” pelo Plano de A¢do dos Mamiferos Aquaticos do Brasil IBAMA 2002).

Atualmente sdo conhecidas pelo menos duas formas geograficas distintas para a
espécie. Com base em diferencas morfoldgicas, foi identificada uma forma sul (de maior
tamanho) e outra forma norte (de menor tamanho), distribuidas ao sul e ao norte do Estado de
Santa Catarina, respectivamente (Pinedo 1991). Diferencas significativas na seqiiéncia do
DNA mitocondrial entre franciscanas do Rio Grande do Sul e Rio de Janeiro forneceram
evidéncias genéticas diretas para existéncia de pelo menos duas populagdes desta espécie
(Secchi et al. 1998), corroborando os estudos morfologicos.

Mais recentemente, Secchi et al. (2000) empregaram o método filogeografico de
separacdo de estoques proposto por Dizon et al. (1992) para reconhecer Areas de Manejo para
a franciscana denominadas Franciscana Management Areas (FMAs) (figura 4). Revisando
informagdes sobre distribui¢do, resposta populacional, genétipo e fenotipo, os autores
fornecem evidéncias para a existéncia de 4 populagdes de toninha para fins de manejo: duas
habitando as dguas costeiras do litoral sudeste do Brasil até¢ Santa Catarina (FMA I e FMA 1),
uma terceira habitando as dguas costeiras do Rio Grande do Sul e do Uruguai (FMA III), e

uma quarta habitando as aguas costeiras da Argentina (FMA 1V).
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Figura 4. Distribui¢do e Areas de Manejo da Franciscana (FMAs) (adaptado de Secchi et al.

2001).

1.3.3. Objetivo

Utilizar os 4acidos graxos da camada de gordura para caracterizar os estoques

populacionais da franciscana (Pontoporia blainvillei) ao longo da costa brasileira.

2.7.1. Objetivos especificos
e (Quantificar os acidos graxos presentes na camada de gordura;
e Comparar a utilizacdo dos acidos graxos como marcadores populacionais com outras
técnicas ja empregadas para este fim.
e Relacionar dados alimentares com a quantificagdo dos acidos graros ao longo da

distribui¢ao da espécie na costa brasileira.
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1.3.4. Método

1.3.4.1. Coleta da camada de gordura

A camada de gordura de franciscanas capturadas acidentalmente em redes de pesca ao
longo da costa brasileira (Rio de Janeiro, Sao Paulo, Parana e Rio Grande do Sul) foi coletada
aproximadamente 24 horas post mortem durante necropsia desde a pele até a musculatura
adjacente (figura 5) do lado esquerdo do corpo, lateralmente na altura da nadadeira dorsal.
Para este estudo 24 animais foram coletados (tabela 1) sendo 05 do RJ, 06 de SP, 8 do PR ¢ 05
do RS, totalizando 9 machos, 9 fémeas e 06 nao identificados. Dos animais coletados, 03 eram
sexualmente maduros, 01 pubere, 08 imaturos e 12 ndo identificados. Todos foram coletados
entre maio de 1998 e maio de 2005. A maturidade sexual dos animais foi determinada pelos
pesquisadores colaboradores em seus locais de coleta através da analise das gonadas de cada
animal. Ap0s coleta, as amostras da camada de gordura foram embaladas em papel aluminio e
armazenadas em freezer -20° C. Aproximadamente 100 mg de tecido adiposo foram retiradas
da por¢ao adjacente a pele e da por¢do mais central do tecido a fim de evitar a oxidagdo

periférica.

H epiderme

camada de gordura externa

=~ % . Wcamada de gordura interna
r ™ musculo

Figura 5. Exemplo de camada de gordura da franciscana demonstrando a epiderme, camada de

gordura externa, camada interna e musculatura adjacente.
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Tabela 1. Dados de campo sobre as franciscanas (P. blainvillei) analisadas no experimento 1.

Codigo do animal Regido Data de coleta Sexo CT (cm)
RSO1 Torres (RS) 15/03/04 M (n.i.) 123,0
RS02 Torres (RS) 15/03/04 F (n.i.) 126,5
RSO3 Torres (RS) 29/07/04 F (imaturo) 118,0
RS04 Torres (RS) 03/05/05 M (n.i.) 122,0
RSO05 Torres (RS) 04/05/05 M (imaturo) 110,5

PR 216 Parana 26/05/98 F (imaturo) 114,0
PR 247 Parana 12/09/98 M (maturo) 113,7
PR 255 Parana 30/09/98 F (imatura) 97,2
PR 259 Parana 07/10/98 M (Pubere) 112,3
PR 260 Parana 07/10/98 F (imatura) 107,5
PR 262 Parana 31/10/98 M (imaturo) 65,6
PR 263 Parana 25/10/98 M (imaturo) 107,0
PR 264 Parana 28/10/98 M (imaturo) 95,0

SP 02 Litoral sul de SP n.i. n.i. n.i.

SP 03 Litoral sul de SP n.i. n.i. n.i.

SP 04 Litoral sul de SP n.i n.i. n.i.

SP 06 Litoral sul de SP n.i n.i. n.i.

SP 07 Litoral sul de SP n.i n.i. n.i.

SP 08 Litoral sul de SP n.i. n.i. n.i.
BB224-Pb109 Rio de Janeiro Jan/01 F (neonato) 68,0
BB228-Pbl111 Rio de Janeiro Jun/01 F (maturo) 147,5
BB231-Pbl112 Rio de Janeiro Set/01 F (n.i.) 107,0
BB233-Pb113 Rio de Janeiro Out/01 F (maturo) 135,0
BB234-Pbl114 Rio de Janeiro Out/01 M (n.i.) 107,0

M= macho; F= fémea; CT = comprimento total; n.i.= ndo identificado.
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1.3.4.2. Extracao dos lipidios totais

Os lipidios totais foram extraidos com cloroférmio-metanol (2:1) segundo Folch et al.
(1957). Apds a maceragao do tecido adiposo em Potter com cloroférmio-metanol, o liquido
restante e o tecido foram centrifugados com agua destilada. Formaram-se duas fases, sendo a
primeira formada pela agua e metanol que foi descartada, ¢ a segunda formada pelo
cloroformio e o lipidio. Apods, foi adicionado novamente agua destilada, agitado e
centrifugado. A fase lipidica foi entdo separada da fase aquosa e o cloroformio foi retirado

através de evaporagao por nitrogénio.

1.3.4.3. Identificag¢do dos &cidos graxos por cromatografia gasosa

Uma fracao de 10 pl dos lipidios totais extraidos foram metilados utilizando trifluoreto
de boro (BF3) ¢ hexano. A amostra foi submetida a banho a 100° C durante 30 minutos para
metilagdo dos acidos graxos. Em seguida, esta amostra foi resfriada e adicionados hexano e
agua destilada. Formaram-se entdo duas fases, uma superior composta pelo hexano e os acidos
graxos metilados e uma inferior composta por agua destilada e BF3. A fase inferior foi
descartada e a superior foi submetida a evaporacdo do hexano utilizando nitrogénio, restando
apenas os acidos graxos metilados.

Para a identificacdo dos 4acidos graxos, 1 pl do lipidio extraido foi analisado por
cromatografia gas-liquida em cromatégrafo Shimadzu GC14-B com detector de FID
(ionizagdo de chama) (figura 6) e coluna capilar DB-1 de 30 m de comprimento, 0,25 mm de
diametro interno e 0,25 wm de espessura do filme. Os ciclos foram realizados utilizando 150°
C durante 4 minutos e acréscimo de 3° C por minuto até 240° C ou com temperatura inicial de

100° C por 1 minuto, com acréscimo de 20° C por minuto até atingir 140° C e depois 3° C por
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minuto até 240° C. A temperatura do injetor e do detector foi de 250° C. O gés de arraste
utilizado foi o hélio com pressio de 100 KPa. Os tempos de corrida foram de

aproximadamente 35 minutos.

Figura 6. Cromatografo gasoso Shimadzu GC14-B com detector de FID.

Os padrdes para acidos graxos utilizados foram os padroes FAME MIX, PUFA-2
Animal Source, ¢ PUFA-3 Menhaden Oil (Supelco®), compreendendo os acidos graxos
descritos na tabela 2. A quantidade de cada 4cido graxo foi calculada através da area dos picos
encontrados no cromatograma (figura 7) que representa a porcentagem deste acido na amostra
injetada. As amostras foram submetidas em duplicata no cromatografo para a confirmacgao que
os picos ndo identificados realmente eram acidos garxos. Assim, os cromatogramas foram
comparados entre si € 0s picos com 0os mesmos tempos de retengdo foram incluidos na analise
estaistica. Outros picos podem ser formados por compostos nao hidrolizados e ndo podem ser

incluidos na analise por ndo representarem acidos graxos.
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Tabela 2. Padrdes de 4acidos graxos utilizados nos experimentos 1, 2 e 3.

FAME MIX PUFA-2 (Animal Source) PUFA-3 (Menhaden Qil)

1 C12:0 - -

2 C13:0 - -

3 C14:0 C14:0 C14:0
4 Cl4:1 - -

5 C15:0 - -

6 Cl15:1 - -

7 - C16:0 C16:0
8 Clé6:1 - -

9 - Cl16:1n7 Cl16:1n7
10 - - Cl16:2n4
11 - - Cl16:3n4
12 C17:0 - -

13 Cl17:1 - -

14 C18:0 C18:0 C18:0
15 C18:1n9t - -

16 C18:1n9¢ C18:1n9 C18:1n9
17 - Cl18:1n7 C18:1n7
18 - C18:2n6 C18:2n6
19 - - C18:3n4
20 - C18:3n6 -

21 - C18:3n3 C18:3n3
22 - - C18:4n3
23 C20:0 - -

24 - C20:1n9 C20:1n9
25 - - C20:4n3
26 - C20:4n6 C20:4n6
27 - C20:5n3 C20:5n3
28 C22:0 - -

29 - C22:4n6 -

30 - - C22:5n3
31 - C22:6n3 C22:6n3
32 C24:0 - -
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Figura 7. Cromatograma obtido por cromatografia gasosa demonstrando os picos com seus
respectivos tempos de retengdo e acidos graxos identificados, onde o primeiro numero
representa o tempo de retengao (e.g. 15.324) e o segundo o acido graxo representado por

aquele pico (e.g. 18:0, 22:4n-6).

1.3.4.4. Andlise estatistica

Para a comparagdo da composi¢ao dos acidos graxos presentes na camada de gordura
entre os animais coletados em diferentes estados brasileiros foi utilizada a estatistica
exploratéria multivariada (andlise de componentes principais {PCA} e dendograma). As
matrizes foram calculadas a partir das porcentagens dos acidos graxos identificados, com os
dados transformados logaritimicamente (log e). Os dendogramas foram realizados utilizando a
variancia minima devido ao seu maior rigor na separacao dos grupos. Além dos acidos graxos
identificados, foram incluidas na anélise os tempos de retengdo presentes em 50% ou mais das
unidades amostrais de uma mesma populacdo ou presentes em mais de uma populagdo
independente da quantidade de amostras. Desta maneira, além de diminuir a possibilidade de
se incluir na analise um tempo de retengdo que ndo seja um acido graxo, a tendéncia é que os
dados fiquem mais homogéneos, tornando a analise mais rigorosa. Assim, as porcentagens dos

acidos graxos identificados ndo somam 100%, uma vez que alguns tempos de retencdo foram
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incluidos na analise. O tratamento estatistico foi realizado nos programas MVSP® 8.0 e
SigmaStat® 2.0 para Windows". Para verificar diferencas entre os grupos foi utilizado teste-t
de Student e ANOVA de uma via, sendo considerada diferenca significativa quando P< 0,05.
As espécies de peixes, cefalopodes e crustaceos encontrados no estdmago de
franciscanas foram analisadas a partir de dados sobre a sua dieta ja publicados e compilados
por Secchi et al. (2001). Os itens alimentares foram classificados de acordo com a presenca ou
auséncia em cada uma das quatro regides analisadas. No Rio Grande do Sul Pinedo (1982) e
Bassoi (1997) descrevem a dieta dos animais coletados na regido sul do estado, enquanto Ott
(1996) descreve o contetido estomacal dos animais encontrados no litoral norte. Estes
trabalhos caracterizam a dieta dos animais presentes na FMA III. Oliveira et al. (1998)
descreve a dieta das franciscanas acidentalmente capturadas no Parand, enquanto
Schmiegelow (1990) descreve a dieta de um animal do Parana e outro de Sao Paulo, ambos
realizados em animais da FMA II. Na FMA I, Di Beneditto (2000) descreve a dieta dos
animais do Rio de Janeiro. A partir da matriz formada com as informagdes sobre presenca e
auséncia dos itens alimentares da franciscana ao longo da distribuicao no Brasil (tabela 3), foi
realizado dendograma com varidncia minima e distdncia Euclideana. O objetivo deste
dendograma foi observar quais regides sao mais proximas entre si na composicao dos itens
alimentares permitindo assim um melhor entendimento dos resultados obtidos para os acidos
graxos, uma vez que a sua incorporagao na camada de gordura depende diretamente da sua
alimentagio. Ndo foram utilizados os Indices de Importancia Relativa (IIR) das presas em
razdo da discrepancia entre os tamanhos amostrais dos estdmagos analisados em cada regido,
que variou de 2 a 277 estdmagos. Optou-se pela utilizacdo da presenca/auséncia das espécies

predadas pela franscicana encontradas nos estbmagos pelos autores acima citados.
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Tabela 3. Espécies predadas pela franciscana ao longo da costa brasileira, onde A= Pinedo
(1982); B= Bassoi (1997); C= Ott (1995); D= Oliveira et al. (1998); E= Schimegelow
(1990); F= Di Beneditto (2000). ‘x’ representa presenca da espécie na dieta da franciscana

para a regido correspondente.

FMA 111 11T 111 11 11 1
Regido Sul -RS Sul-RS Norte - RS PR PR-SP Norte - RJ
Autores A B C D E F
No. de estdmagos analisados 277 36 36 12 2 89
Ano 1982 1997 1995 1998 1990 2000
Peixes
Sciaenidae
Cynoscion guatucupa X X X
Cynoscion jamaicensis X X X
Cynoscion microlepidotus X
Cynoscion virescens X
Paralonchurus brasiliensis X X X X X
Macrodon ancylodon X X X X
Micropogonias furnieri X X X
Umbrina canosai X X X
Menticirrhus sp. X X
Menticirrhus littoralis X
Isopisthus parvipinnis X X X
Stellifer rastrifer X X X
Stellifer brasiliensis X X
Stellifer sp. X X
Ctenosciaena gracilicirrhus X
Larimus breviceps X
Pomatomidae
Pomatomus saltatrix X X
Mugilidae
Mugil sp. X
Phycidae
Urophycis brasiliensis X X X
Trichiuridae
Trichiurus lepturus X X X
Batrachoididae
Porichtys porosissimus X X X X
Stromateidae
Peprilus paru X X X
Merlucciidae
Merluccius hubbsi X
Engraulidae X
Anchoa marinii X X X
Anchoa filifera X X
Engraulis anchoita X X X
Cetengraulis edentulus X
Anchoviella lepidentostole X

Lycengraulis olidus X



Ophidiidae
Raneya fluminensis

Triglidae
Prionotus sp.

Congridae
Conger orbignyanus

Ophichthyidae
Ophicthus cf. gomesii

Carangidae
Trachurus lathami

Clupeidae
Sardinella brasiliensis
Odontognathus mucronatus
Chirocentrodon bleekerianus
Pellona harroweri

Atherinopsinae
Odonthestes bonariensis

Bothidae
Syacium papillosum
Paralichtys isosceles

Cefal6podes
Loliginidae
Loligo sanpaulensis
Loligo plei
Lolliguncula brevis

Argonautidae
Argonauta nodosa

Octopodidade
Eledone gaucha

Crustaceos
Solenoceridae
Pleoticus muelleri

Penaeidae
Penaeus paulensis
Penaeus spp.
Xyphopenaeus kroyeri

Palaenomidae
Artemesia longinaris
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1.3.5. Resultados

Foram identificados 19 acidos graxos, sendo eles o 12:0, 13:0, 14:0, 15:0, 15:1, 16:0,
16:1, 16:1n7, 16:2n4, 16:3n4, 17:0, 17:1, 18:0, 18:1n9, 18:1n7, 18:1n3, 20:5n3, 22:6n3 e 24:0.
As porcentagens encontradas para cada regido estdo apresentadas figura 8 e as médias com

seus respectivos desvios padrao estdo apresentados na tabela 4.
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Figura 8. Acidos graxos identificados na camada de gordura das franciscanas do Rio Grande

do Sul (RS), Parana (PR), Sao Paulo (SP) e Rio de Janeiro (RJ).
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Tabela 4. Porcentagens dos acidos graxos (AG) presentes na camada de gordura das

franciscanas do Rio Grande do Sul (RS), Parana (PR), Sao Paulo (SP) e Rio de Janeiro (RJ).

Origem das amostras™

AG RS PR SP RJ P
12:0 n.d. 2,05+ 1,48(5) 242+2,15(6) 1,43+0,72(4) 0,665
13:0 1,49 +£ 0,39 (5) n.d. n.d. n.d. -
14:0 10,47+ 1,78 (5) 9,26 £ 1,79 (6) n.d. 11,86 £5,21 (4) 0,436
15:0 12,07 £ 2,47 (5) 12,23 + 1,79 (6) n.d. 13,36 £5,93 (4) 0,840
15:1 n.d. 0,61 (1) 0,67 0,12 (3) n.d. -
16:0 1,58+0,60(5) 1,35+0,29(4) 0,86+0,15(4) 0,85+0,22(3) 0,048"
16:1 n.d. 10,04 £2,86 (8) 9,00£529(6) 5,81+423(5) 0,217

16:1n-7 n.d. 0,94 (1) n.d. n.d. -
16:2n-4 0,39 (1) 0,32 +£0,09 (3) n.d. 0,28 (1) -
16:3n-4 0,42 (1) 0,86+ 0,41 (4) n.d. 0,99+0,12(2) 0,698
17:0 0,78+ 0,17 (3) n.d. n.d. n.d. -
17:1 10,30 = 1,45 (5) n.d. 0,42+ 0,11 (2) n.d. <0,001°
18:0 1,84 £0,86 (5) 1,72+047 (5) n.d. 1,27+ 0,24 (2) 0,600
18:1n-9 2,09+£0,62(3) 4,33+1,34(2) n.d. n.d. 0,077
18:1n-7 0,59 (1) n.d. n.d. n.d. -
18:3n-3 1,89 +£0,39 (2) n.d. 0,44 (1) n.d. -
24:0 n.d. 2,66 £1,954) n.d. 4,69+1,86(3) 0,224
20:5n-3 n.d. n.d. 3,30+ 3,95 (4) n.d. -
22:6n-3 n.d. 433+348(6) 4,04+£433(5) 11,84+£9,11(5) 0,098
X saturados 28,23 29,27 3,28 33,46
> monoinsaturados 12,98 15,92 10,09 5,81
¥ PUFAs 2,7 5,51 7,78 13,11
Y n-3 1,89 4,33 7,78 11,84

*dados apresentados como média + desvio padrao; nimero amostral representado entre parénteses.

“= diferenca encontrada entre os animais do RS e RJ; "= diferenca encontrada entre os animais do RS e

SP.

n.d.= ndo detectado.
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A quantidade de acido palmitico 16:0 foi significativamente diferente entre os animais
do RS e RJ (P=0.048) e o heptadecendico 17:1 entre os animais do RS e SP (P<0.001) (tabela
4). Os acidos graxos 13:0, 17:0, 18:1n-7 foram observados apenas nos animais provenientes
do RS, enquanto os acidos laurico (12:0), palmitoléico (16:1) e docosahexaendico (22:6:n-3)
foram observados apenas nos animais do PR, SP e RJ. Alguns acidos graxos foram observados
apenas como tracos (<0.5% da composi¢do) como o 16:2n-4, 16:3n-4 nos animais do RS ¢ o
acido heptadecendico (17:1) e o acido linolénico (18:3n-3) para os animais de SP.

Através do dendograma foi possivel observar que os animais do Rio Grande do Sul (n=
5) apresentaram uma diferenciacdo na composicao de acidos graxos na camada de gordura
para o padrao Fame Mix em comparagdo aos animais coletados nos estados do Parana (n= 8),
Sdo Paulo (n= 6) e Rio de Janeiro (n= 5) (figura 9). A matriz de célculo do cluster para o
padrao Fame Mix foi realizado separadamente da analise dos outros padrdes em razdo das
colunas possuirem polaridades diferentes, o que resultou em cromatogramas com diferentes
quantidades para o tempo de retengdo. Assim, o dendograma para Fame Mix foi realizado
utilizando 45 varidveis (tempos de retengdo do cromatograma que representam acidos graxos

graxos) e 24 unidades amostrais.
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Figura 9. Cluster da composi¢ao de acidos graxos da camada de gordura da franciscana (P.
blainvillei) para os animais do RS, PR, SP e RJ (animais com codigo BB[no.]-Pb[no.])

utilizando o padrao FAME MIX ®.

Para os padroes PUFA-2 e PUFA-3, a matriz foi composta por 40 varidveis e 15
unidades amostrais (figura 10). Nao foi observada uma distingdo na composicao dos acidos
graxos na camada de gordura ao longo da distribuicdo da espécie no Brasil. Nesta andlise

foram analisados os animais do RS (n=15), do PR (n=6) e do RJ (n=4).
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Figura 10. Cluster da composi¢do de 4cidos graxos da camada de gordura da franciscana (P.
blainvillei) para os animais do RS, PR, SP e RJ utilizando os padroes PUFA-2 (Animal

Source) e PUFA-3 (Menhaden Oil).

A comparagdo da dieta das franciscanas utilizando a auséncia/presenga das espécies de
peixes, cefalopodes e crustaceos (figura 11) demonstrou que os itens alimentares da dieta dos
animais do Rio de Janeiro, Sdo Paulo e Parana sdo mais proximas entre si do que os dos

animais do Rio Grande do Sul.
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Figura 11. Cluster realizado com as espécies de peixes, cefalopodes e crustaceos
presentes na dieta da franciscana (P. blainvillei) ao longo da distribuigdo na costa

brasileira.

1.3.6. Discussao

Existem duas grandes categorias de 4cidos graxos. A primeira, inclui os acidos graxos
que podem ser sintetizados pelos animais, como os saturados e seus isomeros, como 16:0 e
18:0, que podem indicar uma influéncia da dieta. A segunda categoria ¢ formada pelos
PUFAs, obtidos exclusivamente pela dieta, como os polinsaturados dmega-3 e -6 (Ackman e
Eaton 1966, Iverson et al. 1997). A presenga destes acidos graxos na camada de gordura de

mamiferos marinhos ¢ influenciada diretamente pela alimentacdo. Os acidos graxos mais
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abundantes encontrados na franciscana foram o 14:0 e o 15:0 para os animais do RS, PR ¢ RJ,
0 17:1 para os animais do RS e o0 22:6n-3 para os animais do RJ. A composi¢do dos acidos
graxos na camada de gordura da franciscana (P. blainvillei) encontrada no presente trabalho ¢é
semelhante a descrita para outras espécies de cetaceos previamente estudadas, como o harbour
porpoise (Phocoena phocoena) (Koopman 1998), a baleia minke (Balaenoptera
acutorostrata) (Olsen e Grahl-Nielsen 2003), a franciscana (Araujo 2005), a orca (Orcinus
orca) (Herman et al. 2005) ¢ o boto (Tursiops truncatus)(Walton et al. 2007).

O 4cido eicosapentaendico (20:5n-3), precursor das prostaglandinas da série 3 (PG3),
tromboxanos (TX) e dos leucotrienos da série 5 (LT), ¢ originario do acido a-linolénico
(18:3n-3), da familia dos ®-3, também encontrado em P. blainvillei. A presenca de
concentracdes maiores de acidos graxos saturados em comparagdo a polinsaturados também
pode ser observada em outros trabalhos, porém ¢ comum a presenga de uma concentragao
maior de monoinsaturados em relagdo a saturados em mamiferos marinhos (Kékeld e
Hyvérinen 1998, Koopman 1998, Olsen e Grahl-Nielsen 2003, Araujo 2005, Herman et al.
2005, Walton et al. 2007).

Variagdes da composicdo de 4acidos graxos em mamiferos marinhos permitem a
identificacdo de animais de diferentes regides, como demonstrado para pinipides. Kikela et al.
(1993 e 1995) e Kékeld e Hyvérinen (1998) encontraram diferengas nas assinaturas de acidos
graxos em subespécies da foca anelada (Phoca hispida) que habitam diferentes ambientes
como o marinho e de dgua doce. Beck et al. (2005) observaram que variagdes entre grupos
podem ocorrer na foca anelada em decorréncia da distribuicao da espécie. Iverson et al. (2006)
demonstrou que as assinaturas de acidos graxos permitem a identificagdo precisa das espécies
de pinipedes que habitam o Artico, como as bearded seals (Erignatus barbatus), a harp seal

(Pagophilus groenlandicus), hooded seals (Crystophora cristata) e morsas (Odobenus
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rosmarus), fato corroborado pelas caracteristicas de forrageamento espécie-especificas citadas
por Bowen e Siniff (1999). Thiemann et al. (2007) demonstraram que as diferengas
encontradas na composig¢ao dos acidos graxos da foca anelada (P. hispida) possuem diferencas
significativas quando comparadas demograficamente, sendo que um dos fatores que pode estar
influenciando esta diferenga ¢ a distancia entre os grupos. A diferenca encontrada através do
cluster utilizando a alimentacdo da franciscana associada a diferenga da composi¢do conforme
a distribui¢do do animal provavelmente € o fator determinante para o padrao observado para as
franciscanas do Rio Grande do Sul em compara¢do com o restante do litoral brasileiro. Este
mesmo fator parece ser o responsavel pelas diferencas encontradas por Olsen e Grahl-Nielsen
(2003) para as baleias minkes (B. acutorostrata) do Mar do Norte e do Mar da Noruega.
Apenas os animais do Rio Grande do Sul demonstraram diferenga em relagdo a outras
populagdes ja conhecidas genética e morfometricamente como as dos animais do Parana e Sao
Paulo e do Rio de Janeiro (Pinedo 1991, Secchi et al. 2003, Lazaro et al. 2004). Apesar disso,
a diferenca na composi¢@o de acidos graxos da camada de gordura dos animais do Rio Grande
do Sul em comparacdo com o restante do Brasil parece ser uma importante ferramenta para
estudos sobre a ecologia alimentar da espécie. O cluster realizado com o padrao Fame Mix
(figura 8) possui um resultado semelhante ao apresentado pelo cluster realizado com a dieta da
espécie ao longo da distribuicdo da espécie no Brasil, demonstrando que os itens alimentares
dos animais do RS sdo diferentes daqueles apresentados para RJ, PR e SP, mais semelhantes
antre si (figura 10). A utilizag¢do de acidos graxos na identificagdo de ecotipos e seus diferentes
habitos alimentares para animais residentes, transeuntes e oceanicos foram observados para a
orca (O. orca) por Herman et al. (2005), demonstrando que esta metodologia realmente pode

fornecer dados importantes sobre os habitos alimentares e utilizagdo de habitat.
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O Rio Grande do Sul ¢ a regido da convergéncia entre a corrente das Malvinas, mais
fria, vinda do Sul, ¢ a corrente do Brasil, mais quente, que banha o litoral brasileiro. No
inverno, a corrente das Malvinas ¢ predominante, deixando o litoral do Rio Grande do Sul
mais frio. J& no verdo, a corrente do Brasil empurra a corrente das Malvinas mais para o sul,
permitindo que o litoral do Rio Grande do Sul seja banhado por suas aguas mais quentes. A
presenca de duas correntes distintas faz com que ocorra uma diversidade maior de espécies de
peixes (Haimovici et al. 1996). Este fato pode explicar a assinatura de acidos graxos
diferenciada da populagdo do Rio Grande do Sul. Como apenas foi avaliada a presenga e
auséncia das presas da franciscana devido ao nimero amostral de estdmagos analisados, ndo
foi possivel avaliar variagdes temporais desta composicao. Bassoi e Secchi (1999), através da
analise do contetido estomacal de animais capturados acidentalmente por barcos de pesca de
Rio Grande entre janeiro de 1994 e janeiro de 1997, demonstraram que os itens alimentares da
franciscana sofreram uma alteracdo significativa ao longo de quase 20 anos, quando
comparado o conteudo estomacal de animais capturados entre 1976 e¢ 1980 para a mesma
regido (Pinedo 1982). A franciscana ¢ conhecidamente uma espécie de habitos alimentares
oportunista. Espécies de peixes com intensa exploragdo comercial, como Macrodon ancylodon
e Micropogonias furnieiri, apresentaram uma redu¢@o de estoque devido a pesca e uma menor
freqiiéncia de ocorréncia no conteudo estomacal da franciscana entre a década de 70 e 90. A
freqiiéncia do teledsteo Trichiurus lepturus no estdomago de P. blainvillei cresceu de 5% para
40% no mesmo periodo, sendo importante observar que esta espécie ndo possui valor
comercial, ou seja, ndo teve seus estoques reduzidos e tornou-se um dos principais itens
alimentares da espécie. Em contrapartida, Cynoscion guatucupa, que representa 47% da
biomassa total de peixes Osseos para a regido, foi o mais importante item alimentar da

franciscana nos estudos de Pinedo (1982) ¢ Bassoi e Secchi (1999).
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A variagdo de temperatura também pode estar influenciando a composi¢ao de acidos
graxos e a concentracdo dos lipidios totais na camada de gordura da franciscana. A
concentracao de lipidios totais do tecido adiposo de 26 animais do Rio Grande do Sul foi
comparada com 21 animais do Parand e 5 de Sao Paulo (figura 12) por Caon (2002). Os
animais do Rio Grande do Sul apresentaram uma concentragdo média de 229,46 + 32,13mg/g
(n= 26), enquanto os animais do estado do Parana apresentaram média de 145,10 + 11,70 mg/g
(n=21), e os de Sao Paulo média de 112,05 + 25,72 mg/g (n=15). A diferenca encontrada entre
os animais do Rio Grande do Sul e Parana foi significativa (P<0,05). Animais provenientes de
Sao Paulo, apesar de possuirem uma concentragdo de lipidios totais menor que os do Parana,
ndo apresentaram diferenga provavelmente devido ao baixo nimero amostral (Caon 2002).

E conhecido que a camada de gordura possui uma diferenciagdo na fungio das regides
externa (mais proximo da pele), intermediaria e interna (mais préximo do musculo) (Koopman
et al. 1996, Olsen e Grahl-Nielsen 2003 e Araujo 2005). Kikeld e Hyvirinen (1996)
comentam que na camada de gordura, como meio de diminuir a perda de calor para o meio
externo, os mamiferos marinhos realizam a desaturagdo dos acidos graxos saturados, como a
realizada pela enzima delta 9 dessaturase, que acrescenta uma ligacdo dupla no &cido
palmitico (16:0) transformando-o em acido palmitol€ico (16:1), encontrado em concentragdes
préximas para ambas as amostras. Acidos graxos mono e poliinsaturados possuem um ponto
de fusdo mais baixo, permitindo a fluidez da membrana e reduzindo o potencial de perda de
calor pela superficie corporal (Mayes 1990). Para as franciscanas coletadas neste estudo, a
porcentagem de 4cidos graxos saturados foi de 28.23 a 33.46% da composicao total, porém os
animais de SP apresentaram uma concentragao de 3.28%. O 4cido oléico (18:1n-9) € um éacido
graxo tipico de dieta proveniente da cadeia alimentar marinha, sendo o precursor do acido

alfa-linolénico (18:3n-3) através da enzima delta 15 desaturase. Apos a ingestao, o acido alfa-
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linolénico sera um dos substratos para formacdo de prostaglandinas do tipo 3 e dos
leucotrienos da série 5 em mamiferos (Calder 1998).

A presenca de acidos graxos insaturados no estrato externo da camada de gordura
proporcionaria uma fungdo de protecdo ao frio devido ao seu baixo ponto de fusdo, que
garante a fluidez da membrana e reduz a perda de calor na superficie corporal pela
manutenc¢do da sua liquidez (Mayes 1990, Pond 1998). Como nem todas as amostras utilizadas
neste experimento possuiam a musculatura adjacente para a coleta da gordura, optou-se por
utilizar apenas a camada mais externa, adjacente a pele das franciscanas. Ainda ndo foi
possivel observar diferencas entre machos e fémeas e suas respectivas classes reprodutivas,
uma vez que o numero amostral foi pequeno para esta analise. Porém, o fato dos animais
provenientes do RS, que incluem machos e fémeas de diferentes comprimentos totais, terem
apresentado um agrupamento significativo no dendograma sugere que em termos

populacionais estas diferencas ndo sejam importantes.
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Figura 12. Concentragdo de lipidios totais da camada de gordura de franciscanas (P.
blainvillei) entre os estados brasileiros do Rio Grande do Sul (RS), Parana (PR) e Sdo Paulo

(SP). *= diferenca significativa entre o RS e PR (P< 0,05).
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As quantidades de acido palmitico (16:0) entre os animais do RS e RJ (P=0,048), ¢ de
acido heptadecenoico 17:1 entre os animais do RS e SP (P<0,001), foram os tnicos que
apresentaram diferenga entre as populagdes estudadas. Os resultados obtidos para os padroes
Fame Mix ndo foram os mesmos encontrados para os padrdes PUFA-2 e PUFA-3. E
conhecido que a cromatografia gasosa que utiliza hexano para a andlise ndo ¢ tao eficiente
quanto aquela que utiliza os derivados dos ésteres de nitrogénio dos acidos graxos associado a
cromatografia gasosa (Wetzel e Reynolds 2004). Este método permitiu a identificagdo de 45
acidos graxos na camada de gordura da baleia bowhead (Balaena mysticetus) com menor
variacao dos resultados em comparagdo com os 19 acidos graxos identificados utilizando o
método tradicional através de cromatografia gasosa com deteccdo por ionizagdo de chama
(FID). Lamentavelmente o acesso a este tipo de equipamento nao foi possivel resultando
provavelmente na ndo identificacdo de alguns 4cidos graxos. Ainda assim, a utiliza¢do dos
tempos de retengdo como parametros para os acidos graxos nao identificados demonstrou-se
satisfatoria quando realizada com as premissas descritas aqui em comparagdo com as
porcentagens encontradas para outros cetaceos, resultando em um maior rigor na obtencao dos
resultados quando a identifica¢do ndo foi possivel.

Os dados aqui apresentados demonstram que os acidos graxos ndo sdo um bom
parametro para a identificagdo de estoques populacionais como proposto por Olsen e Grahl-
Nielsen (2003). Para um melhor entendimento dos resultados obtidos, ¢ aconselhada a
utilizagdo de mais de um método para avaliar as diferengas populacionais ou regionais em
animais na natureza. Por isso, além da identificacdo dos acidos graxos, ¢ recomendada a
comparacao dos resultados com os isétopos de carbono e nitrogénio, com o objetivo de avaliar
o nivel trofico e as regides de alimentacao (para descrigdo destas técnicas, ver o item Is6topos

estaveis, capitulo 2), bem como a quantificagdo de metais pesados, como sugerido por Herman
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et al. (2005). Além disso, ¢ importante a obtencdo de outros padrdes para acidos graxos
polinsaturados para auxiliar a identificagdo de um maior nimero de acidos graxos,
substituindo a utilizagdo dos tempos de reten¢do. Além disso, a inclusdo dos animais da
distribui¢do argentina e uruguaia na analise também ¢ um importante meio de avaliagao dos
resultados obtidos, uma vez que estes animais pertencem a mesma populacdo dos animais do

Rio Grande do Sul.
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1.4. Experimento 2: Composicdo de acidos graxos
presentes na camada de gordura da baleia jubarte
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1.4.1. Resumo

As baleias jubartes (M. novaeangliae) sdo baleias migratorias que no hemisfério sul se
alimentam em aguas Antarticas e sub-Antarticas, se reproduzindo ao longo da costa dos
continentes africano, sul-americano, australiano e asiatico. A espécie esta distribuida em sete
estoques ao redor do mundo, e suas rotas migratdrias na costa brasileira comegaram a ser
elucidadas através de telemetria por satélite. Com o objetivo de obter mais dados sobre os
animais que freqiientam a costa da América do Sul, a assinatura de 4cidos graxos foi utilizada
como metodologia para a observacdo de possiveis variacdes da sua composi¢do em animais
coletados na Antartica (n= 6) e litoral do RJ (n= 4). Foram identificados 7 acidos graxos
utilizando os padrdes PUFA-2 e PUFA-3, sendo eles o 14:0, 16:0, 16:1n7, 16:2n4, 18:0,
18:1n9 e 18:3n3. Apenas o acido graxo 16:0 apresentou diferenca significativa. O dendograma
permitiu a observacao de dois grupos bem distintos formados pelos animais da Antartida e do
RJ, sugerindo que a sua alimentacdo ocorra provavelmente em locais diferentes ou sobre
espécies diferentes. Estes dados corroboram a afirmacdo de que os animais coletados no lado
do Pacifico da Antartida ndo sdo os mesmos que freqiientam as aguas brasileiras nos periodos
de reproducgdo. Uma vez que foram comparadas amostras coletadas por biopsias com animais
provenientes de encalhes, estas conclusdes devem ser interpretadas com cautela apesar de que
a expectativa de uma distribui¢do aleatéria no dendograma devido a decomposi¢do do tecido
dos animais encalhados nao foi confirmada. Assim, para a confirmagao dos resultados obtidos,

¢ necessaria a comparagao com bidpsias realizadas no litoral brasileiro.

Palavras-chave: baleia jubarte, Megaptera novaeangliae, acidos graxos, estoques

populacionais, Brasil.
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1.4.2. Introdugao

1.4.2.1. A baleia jubarte (Megaptera novaeangliae) (Borowski, 1781)

A baleia jubarte, Megaptera novaeangliae (figura 13), ¢ uma espécie que ocorre em
todos mares do mundo tendo um marcado ciclo de vida através das migracdes. Estes animais
atingem aproximadamente 18 metros de comprimento, sendo que as fémeas sdo ligeiramente
maiores que os machos. Possuem coloragdo escura com manchas ventrais brancas. As
nadadeiras peitorais sdo caracteristicamente longas, denominando o gé€nero desta espécie
(mega= grande, ptera= asa). A nadadeira caudal possui as bordas recortadas apresentando na
regido ventral padrdes individuais de colora¢do, permitindo o reconhecimento individual
através da fotoidentificacdo (Bastida et al. 2007). Esta espécie possui calosidades na cabega,
sendo que as calosidades ventrais podem apresentar cirripédios (cracas) aderidos. O borrifo
desta espécie ¢ alto e largo, sendo uma das principais caracteristicas de identificagdo a
distancia da espécie em seu habitat natural (Hetzel e Lodi 1993, Carwardine 1995, Bastida et

al. 2007).

Figura 13. Detalhe dorsal da cabeca e das nadadeiras peitoral e dorsal

da baleia jubarte (Megaptera novaeangliae) no Estreito de Gerlache,

Peninsula Antartica (fotos: Glauco Caon®).
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Durante o verdo estes animais freqiientam altas latitudes em busca de alimento,
enquanto nos meses de inverno a espécie procura as aguas quentes das baixas latitudes para a
copula e nascimento dos filhotes. No hemisfério sul esta espécie se alimenta na Antartica
principalmente do krill (Euphasia superba) durante o verdo, freqiientando as aguas dos
continentes sul-americano, australiano e africano durante o inverno (Dawbin 1956,
Chittleborough 1965, Mackintosh 1965).

A migragdo e a fidelidade a areas bem definidas de alimentacdo e reprodugdo
facilitaram que paises baleeiros as encontrassem em grandes concentragdes para o abate.
Dados a respeito da caga desta baleia mostram que atualmente existem aproximadamente
12.000 exemplares no hemisfério sul, ou seja, apenas 3% da populacdo original (Gambell
1973). A caga teve seu auge no inicio do século passado. Estes animais eram fonte abundante
de carne, produtos derivados de ossos e cerdas bucais e 6leo, que servia para iluminagdo
publica e como cimento na construgdo civil. Na Antartica, entre 1904/05 ¢ 1913/14, foram
capturados 19.986 jubartes, enquanto as capturas de outras espécies eram de 9.030 animais. A
caca continuou durante as décadas seguintes, mesmo com a diminui¢do dos estoques,
culminando no banimento desta pratica em 1963 no hemisfério sul (Mackintosh, 1965). Winn
e Reichley (1985) estimaram a populacdo mundial de baleias jubarte em 6.000 animais, sendo
aproximadamente 900 animais no estoque presente no Brasil. No total, aproximadamente
200.000 baleias jubartes foram capturadas na Antartica e areas de reproducao depois de 1900
(Findlay 2001).

Os animais restantes estariam agregados em sete estoques ao redor da Antartica, todos
insuficientemente caracterizados (Payne e Katona 1986, IWC 1998). O estoque correpondente
aos animais que utilizam as aguas brasileiras durante o inverno para e procriacao ¢ o estoque

‘A’. Apesar de estudos prévios indicarem a Peninsula Antartica (Area de Manejo I segundo a
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IWC) e Ilhas Geérgias do Sul (Area de Manejo II) como as areas de alimentagdo do estoque
‘A’ (Slijper 1962, 1965, IWC 1998), ndo existem evidéncias fortes o suficiente que indiquem
este fato. Ao contrario, estudos utilizando analise molecular, coloragdo e fotoidentificacdo
sugerem que as baleias presentes na Peninsula Antartica estdo relacionadas com os estoques
presentes no Pacifico Sul Oriental (estoque ‘G’), enquanto os animais que migram para o
Brasil estio mais relacionados com os estoques presentes na Africa e Oceania (Rosenbaum et
al. 1995, 2000, Engel et al. 1999, Olavarria et al. 2000, Dalla-Rosa et al. 2001). Dados
recentes indicam que a espécie iniciou uma lenta e gradativa recuperagdao de seus estoques.
Estudos no Banco de Abrolhos indicam que um expressivo numero de jubartes concentra-se
nestas aguas entre julho e janeiro para procriar e criar os filhotes (Dawbin 1966, Siciliano e
Lodi 1989, Siciliano 1997). Zerbini et al. (2004) estimaram 628 animais para a regido nordeste
do Brasil, desde Aracaji (SE) até¢ Natal (RN). Atualmente a identificacdo dos estoques que
utilizam as areas da Peninsula Antartica e da costa brasileira como areas de alimentacdo e
reproducgdo tem sido realizadas através do levantamento de dados referente a fotoidentificagao
e genética destes animais, importantes para a conservagao da espécie (Dalla-Rosa et al. 2001).

Mais recentemente Zerbini et al. (2004), através de telemetria por satélite, demonstrou
que os animais do Brasil provavelmente se alimentem nas Ilhas da Convergéncia Antartica,
indicando que os animais ndo freqiientam a mesma area de alimenta¢ao dos animais estudados
por Dalla-Rosa et al (2001). Assim, as metodologias para identificacdo dos estoques utilizadas
por Olsen e Grahl-Nielsen (2003) podem auxiliar na identificacdo das rotas migratorias nestes

animais.
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1.4.3. Objetivo

Utilizar os 4cidos graxos da camada de gordura para identificar os estoques
populacionais da baleia jubarte (Megaptera novaeangliae) na Peninsula Antartica e na costa

brasileira.

1.4.3.1. Objetivos especificos
e Identificar e quantificar os acidos graxos presentes na camada de gordura da baleia
jubarte (Megaptera novaeangliae) presentes em aguas Antarticas e no litoral brasileiro;
e Usar estes dados sobre acidos graxos como marcadores populacionais comparando os
resultados com outras técnicas ja empregadas para este fim;
e Observar se existe diferenca ou semelhanca na composi¢ao dos acidos graxos nos
animais amostrados em areas de alimentacdo (Antartida) e reproducdo (litoral

brasileiro) a fim de obter dados sobre as suas rotas migratorias.

1.4.4. Método

1.4.4.1. Coleta do tecido adiposo

Para este estudo, a coleta do tecido adiposo da baleia jubarte (M. novaeangliae) foi
realizada durante as Operagdes Antarticas XXII (2003/2004) e XXIII (2004/2005) pelo projeto
‘Caracterizagdo dos estoques de baleia jubarte, Megaptera novaeangliae (Borowski, 1781), e
estimativas de abundancia relativa de cetaceos nos oceanos Atlantico Sul Ocidental e

Antartico’, vinculado ao Programa Antartico Brasileiro (PROANTAR). As coletas foram
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realizadas no Estreito de Gerlache (figura 14), a bordo do Navio de Apoio Oceanografico Ary
Rongel. Esta regido ¢ um conhecido local de concentragdo de baleias jubarte nos meses de
verdo.

Assim que os animais eram avistados, uma equipe de pesquisadores realizou a
aproximagdo com bote inflavel Zodiac®. Para a coleta de pele e tecido adiposo foi utilizado
uma balestra de 150 Ibs e flecha adaptada para a coleta de amostras de mamiferos marinhos
(figura 15). A fotoidentificagdo dos animais foi realizada usando maquina fotografica N90
com lentes 70-300mm Nikor AF/4.5-5.6 permitindo a identificacdo individual de cada animal

coletado, impedindo a repeticao da coleta em um mesmo animal.
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Figura 14. Mapas da localizagdo das biopsias de baleia jubarte (Megaptera

novaeangliae) realizadas no Estreito de Gerlache, oeste da Peninsula Antartica.
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Figura 15. Detalhe da balestra e ponteira utilizadas na coleta de bidpsias do tecido adiposo e

pele de cetaceos (foto: Glauco Caon®).

Apo6s coleta, o tecido adiposo e da pele presente no interior das ponteiras foram
separados em laboratdrio a bordo do Navio de Apoio Oceanografico (NapOc) Ary Rongel. As
amostras de gordura foram identificadas, embaladas em papel aluminio e congeladas em
freezer -70°C. A sexagem dos animais foi realizada pelo Laboratorio de Mamiferos e
Tartarugas Marinhas (MORG/FURG) segundo Shaw et al. (2003). Os introns dos genes Zfx e
Zfy foram amplificados ¢ a variagdo do tamanho dos introns destes genes resultou no
aparecimento de uma banda Y carcateristica dos machos. Fémeas apresentaram apenas uma
banda correpondente ao intron de X, enquanto machos apresentaram duas correspondendo aos
introns de X e Y.

No Brasil as amostras foram coletadas no litoral do Rio de Janeiro pelo Prof. Dr.
Salvatore Siciliano, do Grupo de Estudos de Mamiferos Marinhos da Regido dos Lagos
(GEMM-Lagos), Escola Nacional de Saude Publica, FIOCRUZ, Departamento de Endemias
Samuel Pessoa, Rio de Janeiro, RJ. Foram coletados animais ja mortos encalhados em praias

em diferentes estados de decomposicao. O tecido adiposo foi coletado, identificado e
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armazenado em freezer -20° C para posterior analise. Da camada de gordura coletada foi
retirado uma subamostra de aproximadamente 100 mg para andlise, sempre do segmento
menos oxidado e mais interior da amostra original.

As amostras da Antartica e do litoral brasileiro (tabela 5) foram submetidas a extragao
de lipidios totais por cloroférmio-metanol (2:1) segundo Folch et al. (1957). Uma amostra de
aproximadamente 0,5 gramas foi cortado em pedagos menores e incluido em 2,0 ml de
cloroformio metanol. Apos processamento em Potter o liquido resultante formado pelos
lipidios totais e o tecido foram centrifugados com agua destilada em tubos falcon. Foram
formadas duas fases, sendo a superior formada pela dgua e o metanol e a segunda pela gordura
com o cloroférmio. Apds a repeticdo da centrifugacdo com agua destilada para retirada do
metanol, a fase superior foi descartada resultando apenas a fase inferior formada pela gordura
e cloroformio. O cloroférmio foi entdo retirado através de evaporagdo com nitrogénio.

A metodologia utilizada para identificar os acidos graxos estd descrito no item 1.3.4.3

do experimento 1.

1.4.4.2. Andlise estatistica

A andlise estatistica foi realizada conforme descrito no item 1.3.4.4 do experimento 1.
A matriz foi realizada utilizando 44 tempos de retencdo e acidos graxos identificados no tecido
adiposo das baleias jubartes estudadas (n=10), sendo 04 animais do RJ e 06 animais

provenientes do Estreito de Gerlache, Antartida.
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Tabela 5. Informagdes das baleias jubartes (Megaptera novaeangliae) coletadas na Antartica e

litoral brasileiro utilizadas neste estudo.

Cddigo do animal Local de coleta Forma de Coleta CT (m) Sexo
OAXXII #4 Estreito de Gerlache bidpsia n.i. F
OAXXII #5 Estreito de Gerlache biopsia n.i. F
OAXXIII #2 Estreito de Gerlache biopsia n.i. n.i.
OAXXIII #3 Estreito de Gerlache bidpsia n.i. n.i.
OAXXIII #4 Estreito de Gerlache biodpsia n.i. n.i.
OAXXIII #5 Estreito de Gerlache biopsia n.i. n.i.

Praia do Foguete, Cabo Frio M
GEMM 036 (RJ). 03/10/02 encalhe 463 (heonato)
Praia de Jurubatiba, Macaé .
GEMM 055 (RJ). 26/5/04 encalhe ~15,0 n.i.
Praia do Pontal, Arraial do .
GEMM 110 Cabo (RJ) 09/9/2006 encalhe 16,0 n.i.
Parque Nacional da Restinga
GEMM 113 de Jurubatiba, Quissama (RJ) encalhe 13,0 M

13/10/2006

M= macho; F= fémea; CT= comprimento total; n.i.= ndo identificado.

1.4.5. Resultados

Foram analisadas 10 baleias jubarte, sendo 06 animais provenientes da Peninsula
Antartica e 04 do litoral do RJ. Foram identificados apenas 7 4cidos graxos (36.84%) dos 19
presentes nos padrdes PUFA-2 e PUFA-3, sendo eles o 14:0, 16:0, 16:1n7, 16:2n4, 18:0,
18:1n9 e 18:3n3. As médias das concentragdes encontradas estdo representadas na figura 16 e

seus respectivos desvios padrdes e nimero amostral na tabela 6. Os 4cidos graxos 16:2n-4 e
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18:0 foram identificados apenas nos animais do Rio de Janeiro, enquanto os 4cidos graxos
18:1n-9 e 18:3n-3, apenas nos animais da Antartica. Apenas o acido graxo 16:0 apresentou
diferenca significativa entre os animais da Antartica e do litoral do RJ (tabela 6).

O dendograma realizado com os 4cidos graxos identificados e os tempos de retencao
obtidos através dos padrdes PUFA-2 e PUFA-3 (figura 17), demonstrou uma forte separagao
na composi¢do dos acidos graxos da camada de gordura dos animais da Antértida e do litoral

do Rio de Janeiro.
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Figura 16. Porcentagem da composicdo dos acidos graxos encontrados na Antartida e no

litoral do Rio de Janeiro.
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Tabela 6. Porcentagens dos acidos graxos identificados nos animais coletados na Antartida e

no Rio de Janeiro.

Acidos Graxos Rio de Janeiro* Antartida* P
14:0 12,02 + 6,24 (4) 7,58 £ 3,66 (6) 0,189
16:0 27,02 £ 13,32 (4) 10,58 + 4,81 (6) 0,022%**
16:1n-7 11,79 +£ 15,33 (3) 11,51 £ 6,83 (6) 0,796
16:2n-4 0,62 + 0,38 (4) n.d. -
18:0 6,84 + 5,04 (4) n.d. -
18:1n-9 n.d. 3,58 £ 1,59 (3) -
18:3n-3 n.d. 2,14+ 0,24 (3) -

*0s dados sao representados como média + desvio padrao; nimero amostral entre parénteses;
**diferenca significativa (P<0,05);

n.d.= ndo detectados.
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Figura 17. Dendograma da composi¢do de dacidos graxos e tempos de retengdo do
cromatograma da camada de gordura das baleias jubartes (M. novaeangliae) coletadas no
Estreito de Gerlache, Antartica, (OAXXII e OAXXIIl) e no litoral do Rio de Janeiro

(GEMM).
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1.4.6. Discussao

Foi possivel a identificacdo de apenas 7 acidos graxos na camada de gordura da baleia
jubarte (Megaptera novaeangliae), totalizando 36,84 % dos 19 acidos graxos presentes nos
padroes PUFA -2 e PUFA-3. Os acidos graxos encontrados neste trabalho sao semelhantes
aqueles encontrados em outros estudos, como na baleia minke (Balaneoptera acutorostrata)
(Olsen e Grahl-Nielsen 2003). Apenas o acido ol¢ico (18:1n-9), que aqui representou apenas
3,58% da composicao dos acidos graxos, enquanto na baleia minke este acido graxo ¢
responsavel por aproximadamente 25% da composi¢do. Os &acidos graxos identificados
também foram semelhantes aqueles encontrados para odontoceticeos como a Phocoena
phocoena (Koopman et al. 1996), o boto (T. truncatus) (Samuel e Worthy 2004, Walton et al.
2007) e as orcas (O. orca)(Herman et al. 2005).

Os dados desse trabalho sugerem que os animais coletados na Antartica e no litoral do
Rio de Janeiro possuem diferentes assinaturas de acidos graxos na composi¢ao lipidica da
camada de gordura, formando dois grupos distintos (figura 16). Uma vez que os acidos graxos
presentes na camada de gordura sdo obtidos a partir dos lipidios presentes nos alimentos
ingeridos, provavelmente estes animais estdo se alimentando de espécies diferentes ou em
diferentes regides. A diferenca no regime das correntes marinhas e no fluxo de nutrientes e
alimentos na cadeia trofica para cada regido provavelmente explique esta variagdo na
composi¢ao (Ackman 1980, Ackman e Eaton 1966, Kikeld e Hyvirinen 1996). Esta diferenca
pode ser acentuada pela presenca dos acidos graxos 16:2n-4 e o 4cido estearico (18:0) nos
animais do Rio de Janeiro, ausentes nos animais provenientes da Antartica, bem como a
presenca dos acidos graxos 18:1n-9 e 18:3n-3 na amostra da Antartida, ndo observados nos

animais do Rio de Janeiro. E importante lembrar que o acido palmitico (16:0) apresentou
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diferenca significativa (P= 0,022) na comparacdo entre ambos os grupos. Esta diferenca na
concentracao do acido palmitico, menor nos animais da Antartica € maior nos animais do RJ,
podem ser resultado da fun¢do de manutencao da temperatura que os acidos graxos realizam
na camada de gordura. Kékeld e Hyvirinen (1996) comentam que na camada externa da
camada de gordura, como meio de diminuir a perda de calor para o meio externo, os
mamiferos marinhos realizam a desaturacdo dos 4cidos graxos saturados, como a realizada
pela enzima delta 9 dessaturase que acrescenta uma ligacdo dupla no acido palmitico (16:0)
transformando-o em 4cido palmitoléico (16:1), encontrado em concentragdes proximas para
ambas as amostras. Acidos graxos mono e polinsaturados possuem um ponto de fusdo mais
baixo, permitindo a fluidez da membrana e reduzindo o potencial de perda de calor pela
superficie corporal (Mayes 1990). O acido oléico (18:1n-9) é um 4cido graxo tipico de dieta
proveniente de zooplancton, sendo o precursor do acido alfa-linoléico (18:2n-6) através da
enzima delta 15 desaturase. Apds a ingestdo, o acido alfa-linoléico sera um dos substratos para
formacao de prostaglandinas em mamiferos (Calder 1998).

Como observado no experimento anterior, a utilizagdo da composi¢do dos acidos
graxos em franciscanas (P. balinvillei) ndao pode ser considerada resultado de diferencas
populacionais, mas sim da influéncia da alimentacdo das trés populacdes descritas para a
espécie. Em baleias migratorias, como a baleia jubarte, ¢ conhecido que estes animais
possuem fidelidade as regides de alimentagdo e reprodugdo (Dalla-Rosa et al. 2001, Thiele et
al. 2004, Zerbini et al. 2004), permitindo assim que o padrdo desta composi¢ado seja explicada
exclusivamente pela alimentacdo e nao por diferencas populacionais, como afirmam Olsen e
Grahl-Nielsen (2003). Zerbini et al. (2004) utilizaram a telemetria por satélite para
acompanhar as rotas migratorias das baleias jubartes analisadas no litoral do Espirito Santo.

As antenas de telemetria foram colocadas em 11 animais (7 fémeas e 4 machos), sendo que
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dois individuos foram rastreados permitindo a observacao da alimentagdo em aguas oceancias
proximas das Ilhas Georgia do Sul e Sandwich do Sul (58° S, 26° W) apds uma migragdo que
durou de 40 a 60 dias. Estes sdo os primeiros dados conclusivos a respeito do destino dos
animais presentes nas areas de reproducao no litoral brasileiro, uma vez que estudos anteriores
ndo conseguiram obter dados suficientes para identificar as rotas migratorias dos estoques
presentes no Brasil (Moore et al. 1999, Rosenbaum et al. 2000, Dalla-Rosa et al. 2001, Stevick
et al. 2003). A diferenca encontrada neste experimento reforca os dados encontrados por
Zerbini et al. (2004), sugerindo que a composicao dos acidos graxos pode determinar qual area
de alimentacdo este animal estd utilizando. Kikel4 et al. (1993 e 1995) e Kikeld e Hyvérinen
(1998) encontraram diferengas nas assinaturas de acidos graxos em subespécies da foca
anelada (Phoca hispida) que habitam diferentes ambientes como o marinho e de agua doce.
Beck et al. (2005) observaram que variagdes entre grupos podem ocorrer na foca anelada em
decorréncia da distribuicao da espécie. Thiemann et al. (2007) demonstraram que as diferengas
encontradas na composicdo dos dacidos graxos da foca anelada possuem diferencas
significativas quando comparados demograficamente, sendo que um dos fatores que pode estar
influenciando esta diferenca ¢ a distdncia entre os grupos. Este fato parece influenciar as
diferencas encontradas por Olsen e Grahl-Nielsen (2003) para as baleias minkes (B.
acutorostrata) do Mar do Norte e do Mar da Noruega, assim como as diferencas observadas
nas baleias jubarte da Antartida e Rio de Janeiro.

A coleta das bidpsias na Antartida pode apresentar uma pequena variagdo com relagao
a regido do corpo do animal coletado, uma vez que o tiro para coleta da amostra ¢ realizado na
regido dorsal posterior dos animais, sendo que tando a embarcacao quanto os animais estdo em
movimento. Estes fatores podem trazer uma variagao do local de coleta da bidpsia no corpo do

animal. Porém, para Tursiops truncatus, esta varia¢do no local de coleta ndo foi significativa
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para a composicao dos acidos graxos, como demonstrado por Samuel e Worthy (2004). Além
disso, a coleta de animais encalhados na praia ndo ¢ a mais indicada para este tipo de trabalho,
pois a degradagdo dos tecidos pela oxidacdo e agdo dos raios do sol durante o processo de
decomposicao podem alterar as informagdes obtidas para acidos graxos. Porém, devido ao
carater aleatério desta decomposi¢do, seria esperada uma distribuicdo também aleatéria para
os animais do RJ no dendograma realizado (figura 16). Isso pode ser uma indicacao de que,
apesar destas condigdes nao ideais, o tecido ainda pode manter a composi¢ao proxima da
original em virtude da dificuldade na decomposicao dos lipidios presentes na camada de
gordura em razao do seu volume.

A composi¢do dos acidos graxos da camada de gordura parece ndo variar de maneira
importante em termos populacionais entre os diferentes estagios de crescimento, como o0s
animais adultos e neonatos observados para os animais coletados no Rio de Janeiro.
Especificamente o animal GEMMO036 ¢ um macho neonato e esta agrupado com o restante dos
animais coletados, demonstrando que a composic¢ao de acidos graxos ¢ mais semelhante entre
estes animais. E conhecido que a composicio dos 4cidos graxos no leite de misticetos sdo o
reflexo da alimentagdo da mae, sendo rico em acidos graxos polinsaturados devido a sua dieta
rica em zooplancton, base da cadeia trofica (Ackman e Eaton 1966, Lauer ¢ Backer 1969,
Ackman 1980).

Como citado anteriormente, a cromatografia gasosa que utiliza hexano para a analise
nao ¢ tdo eficiente quanto aquela que utiliza os derivados dos ésteres de nitrogénio dos acidos
graxos associado a cromatografia gasosa (Wetzel e Reynolds 2004). Este método permitiu a
identificacdo de 45 acidos graxos na camada de gordura da baleia bowhead (Balaena
mysticetus) em comparagdo com o método tradicional utilizado por aqui, através de

cromatografia gasosa com detecg@o por ionizagdo de chama (FID). Lamentavelmente o acesso
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a este tipo de equipamento ndo foi possivel resultando provavelmente na nao identificacdo de
alguns 4cidos graxos, uma vez que ¢ descrito que a andlise com os derivados dos ésteres de
nitrogénio permite uma melhor identificagdo destes dcidos com menor variagao dos resultados.

Apesar dos resultados sugerirem a diferenca entre a composi¢do dos acidos graxos, o
que permite a diferenciacdo dos animais presentes no Estreito de Gerlache e dos animais do
Rio de Janeiro, futuramente sera realizada a comparagdo dos dados deste experimento com
biopsias realizadas no litoral brasileiro a fim de permitir uma melhor caracterizacdo da
composic¢ao de lipidios na camada de gordura entre as diferentes regides do litoral brasileiro e
0s animais antarticos, bem como a identificacio de outros acidos graxos. A analise dos
isotopos estaveis de carbono e nitrogénio, que complementam os dados obtidos com os acidos
graxos na identificacdo da regido de alimentacdo e do nivel trofico das espécies estudadas,

também serdo realizadas (Herman et al. 2005).
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Capitulo 2. Utiliza¢ao dos acidos graxos da camada de

gordura na 1dentificag¢do da dieta em cetaceos

2.1. Introducao

Diferentes metodologias sdo utilizadas atualmente para identificar a ecologia alimentar
em mamiferos marinhos como a observagao direta (Caon e Ott 2000), a analise do conteudo
estomacal (Bassoi 1997) e a assinatura de acidos graxos (Hooker et al. 2001, Herman et al.
2005, Walton et al. 2007). Estes dados sdo importantes para uma melhor compreensdo a
respeito da distribui¢do, utilizacdo do habitat, sazonalidade e ecologia destes animais (Iverson
1995). Além disso, perceber as variagcdes da dieta e condi¢ao corporal apresentadas por estes
animais ao longo de seu ciclo de vida e as variacdes do aporte energético conforme o
crescimento, distribuicdo, sexo e abundancia de presas, sdo de grande importancia para o
entendimento de varios aspectos do ciclo de vida dos cetaceos (Iverson 1997).

A qualidade das informagdes obtidas por estas metodologias, no entanto, esbarram em

suas limitagdes técnicas, apresentando uma variagdo na qualidade e utilizagdo dos resultados
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obtidos. A seguir, serdo descritas as principais metodologias utilizadas para este fim em

mamiferos marinhos.

2.1.1. Metodologias utilizadas para identificagdo da ecologia alimentar

2.1.1.1. Observacao direta

Em varias espécies de mamiferos marinhos € possivel observar diretamente na natureza
os peixes, cefalopodes e crustaceos predados por cetaceos, desde a procura pela presa, sua
captura e ingestdo. Caon e Ott (2000), por exemplo, observaram os grupos de Tursiops
truncatus presentes no Arquipélago de Sdo Pedro e Sdo Paulo (00°55'N, 029°20'W) se
alimentando em duas oportunidades de peixes-voadores (Familia Exocoetidae) e peixes-
agulha (Familia Hemiramphidae). Estas populagdes oceanicas dificilmente encalham em
praias ou podem ser encontrados mortos para a coleta do estdbmago e as observagdes
ocasionais sdo uteis para identificar a dieta nestas situacdes.

A observacao direta da dieta em mamiferos marinhos ¢ dificil, uma vez que muitas
espécies habitam areas remotas na maior parte do tempo, sendo o acesso a essas areas
igualmente dificultadas. Espécies como a cachalote (Physeter macrocephalus) e os da familia
Ziphiidae (baleias de bico) se alimentam exclusivamente de cefalépodes a grandes
profundidades impedindo esta observacgao (Bastida et al. 2007). Assim, usualmente os estudos

sobre alimentagdo utilizam metodologias indiretas para este fim.

2.1.1.2. Contetdo estomacal
Virias espécies de cetdceos encalham mortos nas praias de todo o mundo. Este fato
permite uma oportunidade Unica para o entendimento da biologia destas espécies, incluindo a

ecologia alimentar através da coleta dos estomagos e intestinos. Eventualmente ¢ possivel
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coletar do estomago diretamente os itens alimentares ainda inteiros ou ndo completamente
digeridos. Porém, usualmente apenas algumas estruturas mais resistentes permanecem no
estdmago ainda nao digeridas. Estas estruturas presentes em peixes, crustaceos e cefalopodes,
sao formados por substancias que nao sdo digeridas facilmente, como as estruturas
queratinosas, 0ssos ou cristalinos. Por isso, a maneira mais comum de identificar a
alimentacdo em cetaceos € a analise do contetido estomacal ou do intestino. Em espécies
piscivoras os otolitos (uma das partes de carbonato de célcio do sacullus do ouvido interno
envolvido com a percepcao da aceleragdo e da gravidade localizado na cabeca dos peixes
[figura 18]), principalmente o otdlito sagittae, permitem identificar ndo s6 a espécie predada,
como também o seu comprimento € peso através de equacdes de regressao (Pinedo 1982, Ott

1996, Bassoi 1997, Oliveira et al. 1998, Schmiegelow 1990, Di Beneditto 2000).

Figura 18. Exemplo de otolito de peixe. (foto: cortesia da Australian

Antarctic Division © Commonwealth of Australia 2006).

Cefalopodes possuem um bico corneo queratinoso na regido da boca que auxilia na
maceragdo do seu alimento. Quando predados, estas estruturas se mantém por longos periodos
no estomago de cetaceos. Como os otdlitos, o formato e o tamanho dos bicos permitem a

identificacdo da espécie devido a intima relagdo existente entre o tamanho do bico e do otolito
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com a massa € o comprimento da presa (Santos e Haimovici 2001). Outros invertebrados,
como crustaceos, ainda podem deixar restos do exoesqueleto ou de conchas. Estas
informagdes sdo importantes pois varios dos estudos realizados atualmente visam obter
informacgdes a respeito da biomassa e ingestdo de energia associados com o consumo das
presas (Berta e Sumich 1999).

Esta técnica, apesar de muito empregada, possui limitagdes importantes. Os otolitos,
por exemplo, so estardo presentes no estdmago se os animais consumirem a cabega dos peixes.
A informacao obtida pelas partes resistentes a digestdo refletem apenas as espécies predadas
em um curto periodo de tempo. Alguns itens, como os bicos de lula, podem ficar
indefinidamente no estdmago dos animais devido ao seu formato. Além disso, alguns dos
otdlitos e bicos de lula podem ser oriundos da alimentagdo dos peixes predados pelos
mamiferos marinhos superestimando os itens encontrados no conteudo estomacal (Dellinger e
Trillmich 1988, Pierce et al. 1993).

O tempo de permanéncia no estbmago também ¢ importante em virtude do desgaste
sofrido pelos acidos responsaveis pela digestdo, impedindo a utilizagdo das informacdes ali
contidas e subestimando a ingestdo de presas. Alguns dos otolitos como o do salmdo do
Atlantico (Salmo salar) ¢é digerido rapidamente e dificilmente sdo encontrados no estdmago de

seus predadores (Boyle et al. 1990).

2.1.1.3. Is6topos estaveis
A utilizagdo de isétopos de carbono (8"°C) e nitrogénio (8'°N) presente em varios
tecidos animais podem ser uteis na identificacdo da dieta em mamiferos marinhos. A meia-

vida destes is6topos no musculo, por exemplo, ¢ de aproximdamente 27 dias (Tieszen et al.
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1983), ndo dependendo de partes identificaveis de peixes como na andlise do contetdo
estomacal.

O 8"°N é um bom indicador do nivel tréfico do predador, uma vez que a composi¢do
natural encontrada nos tecidos ¢ de 3 a 4% maior que o encontrado em sua dieta. Conforme
este animal ocupa um lugar mais no topo da cadeia alimentar, maior sera esta porcentagem.
Em contrapartida, o 8"°C ndo pode ser usado para este fim, porém sua concentragio possui
variagdo geografica permitindo indicar os locais de alimentagdo (Wada et al. 1987, Fry 1988,
Schell et al. 1989).

Para o estudo do forrageamento em mamiferos marinhos geralmente ¢ utilizado o
musculo, mas também a pele e a gordura podem ser usados para este fim. Apesar de permitir o
acesso a dados sobre nivel trofico e variagdo geografica, esta metodologia ndo permite
identificar ou quantificar as presas destes animais sendo recomendada a utilizacdo de mais de

uma metodologia para melhor compreender os resultados obtidos (Herman et al. 2005).

2.1.1.4. Acidos graxos

Os é4cidos graxos sdo incorporados na camada de gordura através da ingestdo dos
alimentos sem quebra durante a digestdo. A composi¢do dos acidos graxos, ou assinaturas de
acidos graxos como definido por Iverson et al. (1995), depende diretamente do alimento
consumido. Nos organismos marinhos ¢ comum a presenga de uma grande variedade de acidos
graxos polinsaturados de cadeia longa (Ackman e Eaton 1966, Ackman 1980). A comparagao
da composi¢do destes acidos na camada de gordura com a composi¢do das presas
demonstaram-se satisfatorias na identificacdo dos itens alimentares ou de variagdes da dieta

(Iverson et al. 1995, 1997 e 2001, Hooker et al. 2001).
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Existem duas abordagens distintas para esta metodologia. Na primeira, acidos graxos
raros podem ser usados como tragadores para certas espécies de presa. Por exemplo, a dieta do
peixe-lua (Mola mola) sobre cnidarios baseada na presenga do acido 6-trans- hexadecanodico
(16:1n6t) foi verificada por Hooper et al. (1973). Porém a grande maioria dos trabalhos
caracterizam tanto a composi¢do de acidos graxos do predador quanto da presa, comparando-
os através de estatistica multivariada (PCA, CCA, cluster). Estes trabalhos geralmente sdo
qualitativos (Iverson et al. 2001, 2002, Budge et al. 2002), porém estudos trazem nova luz para
a utilizagdo desta metodologia também quantitativamente (Budge e Iverson 2003, Iverson
2004). Como os acidos graxos encontrados na camada de gordura representam o alimento
ingerido desde logo apds a digestao até alguns meses, esta metodologia permite avaliar a dieta
em periodos maiores do que aqueles obtidos através do contetido estomacal, que sdo o retrato
de apenas um curto periodo de tempo (Iverson 1997).

Esta metodologia permite ainda a identificacdo da dieta de animais peldgicos, que
dificilmente encalham em praias dificultando o acesso aos dados sobre sua ecologia alimentar.
Assim, populagdes ocednicas, como por exemplo T. truncatus no Arquipélago de Sao Pedro e
Sao Paulo (Caon e Ott 2000 e 2001), podem ter sua dieta analisada através de bidpsias do

tecido adiposo em conjunto com a coleta das possiveis presas da espécie nesta regido.
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2.2. Experimento 3: Identificacdo da composi¢ao dos
acidos graxos presentes na camada de gordura do boto
(Tursiops truncatus) na Lagoa dos Patos, Rio Grande do

Sul, € sua relacao com a dieta.
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2.2.1. Resumo

Atualmente diferentes metodologias sdo utilizadas para identificar a ecologia alimentar de
mamiferos marinhos. A utilizagdo das assinaturas de acidos graxos para comparagdo entre
predador e presa vem trazendo importantes resultados para este fim. A dieta de T. truncatus
foi analisada comparando a assinatura de acidos graxos da camada de gordura de animais
encontrados encalhados com os 4cidos graxos encontrados em espécies de peixes presente em
sua dieta. Peixes de 6 diferentes espécies Macrodon ancylodon (n= 1), Micropogonias furnieri
(n= 4), Mugil brasiliensis (n= 3), Odontesthes argentinensis (n= 1), Paralonchurus
brasiliensis (n= 2) e Trichiurus lepturus (n= 1) foram analisados, sendo todos observados
anteriormente em trabalhos sobre a dieta de Tursiops no litoral sul do Rio Grande do Sul. Os
peixes analisados apresentaram diferentes comprimentos totais e foram comparadas com
amostras da camada interna (n= 9) e externa (n= 10) de 10 botos. A gordura dos peixes foi
extraida das visceras, pele e musculo dos peixes para comparagdo com a assinatura de acidos
graxos presentes na camada de gordura dos botos. Para esta comparacdo foram utilizados
métodos estatisticos multivariados (dendograma e PCA). Foram identificados os acidos graxos
14:0, 15:0, 15:1, 16:0, 16:1, 16:1n7, 16:2n4, 16:3n4, 17:0, 17:1, 18:0, 18:1n9, 18:1n7, 18:1n9t,
18:1n9¢, 18:2n6, 18:3n4, 18:3n3, 18:4n3, 20:0, 20:1n9, 20:4n6, 20:4n3, 20:5n3, 22:0 e 24:1.
Nao foram encontradas diferengas significativas na composi¢ao da camada interna e externa
dos botos. Porém os acidos graxos 14:0, 16:1n7, 16:2n4, 18:1n9 e 18:2n6 apresentaram
diferenca entre os peixes e as camadas de gordura. O PCA e o dendograma demonstraram a
formacao de dois grupos incluindo os botos e os itens alimentares, corroborando os dados
encontrados em estudos anteriores. A unica excegdo foi o peixe-espada, Trichiurus lepturus,
que ficou isolado dos dois grupos de botos e itens alimentares no PCA. Isso se deve
provavelmente ao fato do comprimento do animal analisado ser de 76,50 cm, enquanto os
botos se alimentam de animais que variam de 16 a 20 cm desta espécie. Os dados aqui
apresentados reforcam que esta metodologia permite acessar a dieta através da camada de

gordura em T. truncatus utilizando as assinaturas de acidos graxos.

Palavras-chave: golfinho-nariz-de-garrafa, Tursiops truncatus, dieta, acidos graxos, camada de

gordura, Brasil.
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2.2.2. Introducao

2.2.2.1. O golfinho-nariz-de-garrafa, Tursiops truncatus (Montagu 1821)

O golfinho-nariz-de-garrafa ¢ um odontoceticeo da familia Delphinidae que atinge
aproximadamente 3,5 metros de comprimento (figura 19). Possui coloragao acinzentada, mais
claro no ventre e escuro no dorso possuindo variagdes regionais. O rostro curto e largo da
origem ao nome popular ‘golfinho-nariz-de-garrafa’, comumente utilizado pelos paises de
lingua inglesa. No sul do Brasil a espécie possui ainda a denominagao de ‘boto’ ou ‘caldeirdo’.
Existem populagdes costeiras ao longo de todos os continentes e ao redor da maioria das ilhas
e atdis ocednicos. E comumente observado em 4guas proximas a costa ao longo do litoral
brasileiro (Bastida et al. 2007). Eventualmente grupos sdo observados durante expedigdes
cientificas em aguas ocednicas. Em algumas regides esta espécie entra em baias, estuarios e
regides de jusante de rios a procura de alimento. No Rio Grande do Sul estes animais sdo
constantemente observados nas barras dos rios Mampituba, Tramandai e da Lagoa dos Patos
(Rio Grande) (Simdes-Lopes 1991, Tabajara 1992, Hoffman 1995).

A espécie possui uma ampla distribuigdo geografica, ocorrendo em todos os oceanos
tropicais e temperados do planeta. Exceto por sua ocorréncia ao redor da Inglaterra e norte da
Europa, esta espécie ndo ocorre em latitudes menores que 45° em nenhum dos hemisférios
(Jefferson et al. 1993). Ocupa uma larga variedade de habitats e é provavelmente a espécie de
cetdceo mais adaptada a diferentes condi¢cdes ambientais, disponibilidade de alimento e ao
cativeiro. Existem populacdes pelagicas, inclusive residentes, localizadas distante da costa,
como no Arquipélago de Sao Pedro e Sdao Paulo (00°56’N, 029°22°W)(Caon e Ott 2000,

2001). A presenga de T. truncatus em aguas oceanicas no Brasil foi registrada também por
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Dalla Rosa (1998) e Zerbini et al. (1998), entre 23° e 27°S, por Sampaio e Reis (1998) em

12°57°S e por Skaf e Secchi (1994) no Atol das Rocas (3°45°S).

Figura 19. Golfinho-nariz-de-garrafa (T. truncatus)(Arquipélago de Sdo Pedro e Sdo Paulo,

0°56’N, ©Glauco Caon 2005).

Esta espécie ¢ certamente a mais conhecida de todos os cetaceos, resultado de diversos
estudos desenvolvidos em cativeiro e na natureza, e tem sido sido utilizada para diversos
estudos de comportamento e fisiologia tornando-se o principal modelo para o conhecimento
dos mamiferos aquaticos (Asper et al. 1988, DeMaster e Drevenak 1988). Devido ao seu
habito quase exclusivamente costeiro, muitas vezes presente em baias e estuarios, o seu estudo
na natureza ¢ relativamente facil, comparando-o as outras espécies de mamiferos aquaticos.

Para o Brasil praticamente nada se sabe sobre as diferencas populacionais de T.
truncatus. Barreto (2000) analisou 81 cranios de T. truncatus, do Brasil (n=66), Uruguai (n=6)
e Argentina (n=9) para a verificagdo de variagdes morfologicas visando a definicdo de
estoques. Para isto, realizou morfometria tradicional e andlise de DNA mitocondrial, além de

verificagdo de cicatrizes do nematdédeo Crassicauda sp. para determinagdo de estoques
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costeiros e oceanicos. Foi encontrada como variagao latitudinal a presenga de duas formas,
uma com distribui¢do ao norte do estado de Santa Catarina, com cranios menores, ¢ outra
forma ocorrente ao sul daquele estado, com comprimentos do cranio maiores. A costa
catarinense seria uma possivel area de encontro das duas formas, com animais possuindo
tamanhos de cranios menores que a forma norte e outros, maiores que a forma sul.

Diversos estudos morfoldgicos e fisiologicos reforcam a hipdtese da existéncia de dois
ecotipos, um costeiro ¢ outro oceanico (Hersh e Duffield 1990, Ross 1977, Van Waerebeek et
al. 1990, Walker 1981, Herman et al. 2005). A espécie nao realiza migra¢des, mas
deslocamentos para areas de alimentacdo que inclui as barras dos rios, principalmente para os
animais do Rio Grande do Sul e Santa Catarina. No Rio Grande do Sul ¢ possivel observar
estes animais nas barras do Rio Mampituba (Torres), Rio Tramandai (Tramandai), Lagoa dos
Patos (Rio Grande). Os animais utilizam estes locais como areas de alimentagdo, predando a
tainha (Mugil sp.), a corvina-branca (Micropogonias furnieri), o peixe-espada (Trichiurus
lepturus), a maria-luiza (Paralonchurus brasiliensis), entre outros (Mehsen et al. 2005). A
presenca de T. truncatus nestas regides possibilita o acompanhamento dos animais por
fotoidentificagdo, ja sendo relatada a presenca de um mesmo animal em diferentes barras de
rio (Simdes-Lopes 1991). O numero total de individuos no Rio grande do Sul ndo ¢ conhecido,
mas estima-se que sejam aproximadamente 88 animais na Lagoa dos Patos (Dalla-Rosa et al.
2000), 10 no Rio Tramandai (Hoffman 1997). Apesar destas informagdes a respeito do
nimero de individuos em populagdes isoladas (Simdes-Lopes 1995, Hoffman 1997, Dalla
Rosa 1999), no litoral brasileiro o tamanho e status populacional da espécie sao
desconhecidos. Curiosamente o golfinho-nariz-de-garrafa ¢ a espécie com provavelmente o

maior numero de publicacdes mundialmente. Apesar da ampla distribuicdo da espécie, essas
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populagdes locais, com nimero relativamente baixo de individuos e alto grau de residéncia,
sdo particularmente suscetiveis ao impacto de agdes antropicas.

E considerada como “dados insuficientes’ nas listas da TUCN (2006) para categorias de
conservagdo, mesma classificagdo adotada pelo Plano de Ag¢do para os Mamiferos Aquaticos
do Brasil (IBAMA 2001), que define como prioridades de estudo para a espécie o
conhecimento de seus parametros bioldgicos, incluindo biologia reprodutiva, curva de
crescimento, héabitos alimentares, niveis de contaminantes, estudos fisiologicos e ecologia

populacional.

2.2.3. Objetivo

Identificar os acidos graxos do golfinho-nariz-de-garrafa, Tursiops truncatus, utilizando a
camada de gordura de animais provenientes de encalhe.
2.2.3.1. Objetivos especificos
e Identificar qualitativamente os acidos graxos da camada de gordura do golfinho-nariz-
de-garrafa e das presas identificadas na dieta destes animais;
e Comparar os resultados obtidos com outras metodologias tradicionais utilizadas para

identificar a dieta da espécie.

2.2.4. Método

2.2.4.1. Coleta das amostras
O tecido adiposo dos botos utilizados neste experimento foi coletado utilizando

animais encalhados mortos na praia (tabela 6). Os animais encalhados foram coletados através
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de monitoramento sistematico do litoral sul do Rio Grande do Sul pelo Laboratorio de
Mamiferos Marinhos, Museu ‘Prof. Eliézer C. Rios’ da Fundacdo Universidade de Rio
Grande, com veiculo adaptado para a praia. O comprimento total dos animais encontrados foi
medido com fita métrica, sexados sempre que possivel, € uma amostra da camada de gordura
foi coletada desde a pele at¢é a musculatura adjacente, independentemente do estado de
conservagao dos animais. Esta amostra foi identificada com o nimero de campo, embalada em
papel aluminio e armazenada em freezer —20°C. Além disso, os estdbmagos foram coletados
para trabalho de identificacdo das presas preferenciais do boto através do contetido estomacal,
trabalho publicado por Mehsen et al. (2005) e utilizado para comparacao com os resultados

aqui obtidos.

Tabela 7. Individuos de T. truncatus coletados encalhados no litoral do Rio Grande do Sul

utilizados neste trabalho.

Cddigo No. de Campo Tipo de Tecido Data de Coleta  CT (cm) Sexo
(T. truncatus)

TT1 LMM-P#1 camada externa 16/03/06 n.i. F
TT2 LMM-P#1 camada interna
TT3 LMM-P#2 camada externa n.i 312,0 n.i.
TT4 LMM-P#2 camada interna
TT5 LMM-P#3 camada externa 27/01/05 258,0 n.i.
TT6 LMM-P#4 camada interna 11/01/02 280,0
TT7 LMM-P#4 camada externa
TT8 LMM-P#5 camada externa 05/05/06 146,0
TT9 LMM-P#5 camada interna
TT10 LMM-P#6 camada externa 24/11/02 n.i. F
TT11 LMM-P#6 camada interna
TT12 LMM-P#7 camada externa 16/08/02 n.i. n.i.
TT13 LMM-P#7 camada interna
TT14 LMM-P#8 camada externa 21/08/02 n.i. n.i.
TT15 LMM-P#8 camada interna
TT16 LMM-P#9 camada externa 16/10/05 280,0 F
TT17 LMM-P#9 camada interna
TT18 LMM-P#10 camada externa 03/03/05 n.i n.i.
TT19 LMM-P#10 camada interna

M= machos; F= fémeas; CT= comprimento total; n.i.= ndo identificado.
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Os espécimens que compdem o0s principais itens alimentares da dieta de T. truncatus
foram cedidos e identificados pelo Laboratorio de Ictiologia da FURG, ou comprados
diretamente dos pescadores nos comprimentos proximos daqueles encontrados no estomago
por Mehsen et al. (2005). Os dados dos peixes analisados podem ser encontrados na tabela 7.
As visceras inteiras e uma fragdo da musculatura e pele foram utilizadas na extra¢do dos
acidos graxos pois nestas regides esta armazenada a reserva lipidica. Apds pesados e
identificados, estes tecidos coletados foram embalados em papel aluminio e congelados em

freezer —20°C.

Tabela 8. Espécies de peixes que compdem a alimentagdo de T. truncatus analisados neste

trabalho.
Amostra Espécie Nome Comum CT (cm)
P24 Macrodon ancylodon pescadinha 26,4
P4 Micropogonias furnieri corvina 15,0
P9 Micropogonias furnieri corvina 20,0
P10 Micropogonias furnieri corvina 25,0
P15 Micropogonias furnieri corvina 21,0
P3 Mugil brasiliensis tainha 16,7
pP7 Mugil brasiliensis tainha 21,8
P8 Mugil brasiliensis tainha 21,7
P5 Odontesthes argentinensis peixe-rei 15,8
P6 Paralonchurus brasiliensis maria-luiza 12,5
P17 Paralonchurus brasiliensis maria-luiza 14,8
P14 Trichiurus lepturus peixe espada 76,5

CT= comprimento total.

Os lipidios totais das amostras de encalhe dos botos, bem como dos peixes, foram
extraidos através de cloroformio-metanol (2:1) segundo Folch et al. (1957) como descrito no
item 1.3.4.2. do experimento 1.

Sempre que possivel a camada de gordura dos animais encalhados foi separada em

duas para a analise. A primeira, mais externa e adjacente a pele, estd normalmente relacionada
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com a manuten¢ao da temperatura corporal pelo isolamento que produz, evitando a perda de
calor para o meio externo. A segunda, mais interna, proxima da musculatura, ¢ citada na
literatura como tendo uma caracteristica de ser uma fonte de lipidios utilizados para obtencao
de energia pelo metabolismo (Hamilton et al. 2004). Esta diferenca de fungdes pode causar
diferencas também na composicao de acidos graxos e, por isso, ¢ importante a comparagao das
camadas externa e interna separadamente. Apos a extragao dos lipidios totais, 10 ul da gordura
obtida foram metiladas com triflureto de boro (BF3) como descrito no item 1.3.4.3. do
experimento 1.

A andlise estatistica foi realizada através de cluster conforme descrito no item 1.3.4.4.
do experimento 1. A matriz de calculo foi realizada com os 47 tempos de retencdo e acidos
graxos identificados nas amostras da camada de gordura do boto (n= 19) e peixes (n=12).
Além do dendograma, foi utilizado o teste-t de Student, ANOVA de uma via e a analise de

componentes principais (PCA).

2.2.5. Resultados

Foram identificados os acidos graxos 14:0, 15:0, 15:1, 16:0, 16:1, 16:1n7, 16:2n4,
16:3n4, 17:0, 17:1, 18:0, 18:1n9, 18:1n7, 18:1n9t, 18:1n9¢, 18:2n6, 18:3n4, 18:3n3, 18:4n3,
20:0, 20:1n9, 20:4n6, 20:4n3, 20:5n3, 22:0 e 24:1 nas camadas interna e externa do boto (T.
truncatus) (figura 20). O 4cido graxo com maior concentracao nas camadas interna e externa
foi 0 16:1n-7, seguido do 18:0 e do 17:1. As porcentagens encontradas podem ser observadas
na tabela 9 com suas respectivas médias, desvios padrao e nimero amostral. Apenas o acido

palmitoléico (16:1) apresentou diferenga significativa entre as camadas interna e externa (P=
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porcentmsgemn ()

0,049). Acidos graxos monoinsaturados apresentaram a maior concentracdo na camada interna

e externa, com os saturados possuindo a segunda maior concentragao.
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Figura 20. Porcentagem dos acidos graxos identificados na camada interna e externa do boto

(T. truncatus).

Tabela 9. Porcentagem dos acidos graxos identificados nas camadas interna e externa de

gordura do boto (T. truncatus).

AG Camada Interna* Camada Externa* P
14:0 9,63 + 2,38 (6) 8,25+ 1,68 (7) 0,247
15:0 0,35+£0,19 (4) 0,47+0,154) 0,360
15:1 0,15+£0,01 (2) 0,86 £ 1,01 (2) 0,425
16:0 13,90 £ 4,91 (6) 12,09 £4,59 (7) 0,507
16:1 0,33 £0,22 (2) 0,63 £0,13 (6) 0,049%*
16:1n-7 28,24 £9,07 (3) 27,46 £ 8,75 (3) 0,920
16:2n-4 0,95 +£0,39 (4) 1,09 £ 0,80 (3) 0,768
16:3n-4 0,60 (1) 1,89 (1) -
17:0 1,34 £0,54 (3) 1,10+ 0,33 (6) 0,426
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17:1 17,54 £ 12,16 (5) 10,55+ 2,88 (6) 0,202
18:0 14,75 £5,48 (4) 18,30 = 1,94 (6) 0,174
18:1n-9 4,02 +0,53 (4) 4,45+0,81 (3) 0,430
18:1n-9¢ 0,39+ 0,10 (6) 0,43+ 0,22 (7) 0,691
18:1n-9t 0,14 £0,02 (2) 3,25+4,51(2) 0,432
18:1n-7 n.d. 4,22 (1) -
18:2n-6 0,90 + 0,39 (3) 0,59 +£0,11 (4) 0,181
18:3n-4 0,32 £0,08 (2) 0,28 (1) -
18:3n-3 0,44 £0,03 (2) n.d. -
18:4n-3 0,22 (1) n.d. -
20:0 n.d. 0,14 +£0,07 (2) -
20:1n-9 0,19 (1) n.d. -
20:4n-6 (AA) 0,18 (1) 0,53 (1) -
20:4n-3 n.d. 0,91 (1) -
20:5n-3 (EPA) 1,01 £1,19 (4) 1,09 £ 0,51 (6) 0,885
22:0 2,04 +3,17 (4) 0,24 (1) -
24:1 0,29 (1) 0,12+ 0,09 (2) -
Tsaturados 43,01 41,59
Ymonoinsaturados 51,29 51,97
2PUFAs 4,62 6,38
2n-3 1,67 2,00
¥n-6 1,08 1,12
n-6/n-3 0,65 0,56
AA/EPA 0,18 0,49

*0s dados sao representados como média + desvio padrdao; numero amostral entre parénteses;
** diferenca significativa (P<0.05);

n.d.= nao detectado.

Os acidos graxos dos peixes estdao representados na tabela 10. Foi observada a presenca
de acidos saturados em maior concentragdo que monoinsaturados, € de monoinsaturados em
comparacgao aos polinsaturados. Em contrapartida, quando as camadas interna e externa da
camada de gordura dos botos foi comparada com os acidos graxos identificados nos peixes
(tabela 11), os acidos graxos 14:0, 16:0 e 16:1n-7 apresentaram diferenga entre os peixes € as
camadas interna e externa, enquanto apenas o acido 18:0 apresentou diferenga quando
comparado com a camada externa. Os acidos 18:1n-7 e 18:1n-9 ndo apresentaram diferenca

significativa ao comparar os acidos graxos presentes na camada externa.
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Tabela 10. Acidos graxos presentes nos peixes presentes na dieta de T. truncatus para o litoral

sul do Rio Grande do Sul.

Peixe-espada  Pescadinha Corvina Tainha Maria-Luiza Peixe-rei
AG (Trichiurus ~ (Macrodon (Micropogonias (Mugil (Paralonchurus  (Odontesthes
lepturus) ancylodon) furnieri) brasiliensis) brasiliensis) argentinensis

14:0 1,02 (1) n.d. 2,84 0,33 (3) 3,89 + 1,01 (3) 3,29 (1) 2,26 (1)

16:0 10,23 (1) 23,66 (1)  32,46+10,55(4) 39,50+11,32(3) 25,49 +4,95(2) 15,99 (1)
16:1n-7 6,69 (1) 3,54 (1) 2,91 (1) n.d. 3,30 (1) n.d.

16:2n-4 n.d. n.d. 0,70 + 0,30 (4) 0,83+0,18 (3) 0,90 + 0,45 (2) 0,30 (1)

18:0 5,29 (1) 7,61 (1) 13,39+4,84 (4)  17,65+9,02(3)  6,07+3,51(2) 4,65 (1)
18:1n-7 n.d. 1,98 (1) n.d. 2,36 (1) 2,30 (1) n.d.
18:1n-9 n.d. 12,11 (1) 2,86 + 1,06 (4) 4,58+ 1,37 (3) 6,07 +3,51 (2) n.d.

18:2n-6 n.d. n.d. 0,71 + 0,44 (2) 0,74 £ 0,12 (3) 1,46 (1) 0,30 (1)
18:3n-4 n.d. n.d. n.d. n.d. 2,29 (1) n.d.
20:1n-9 n.d. n.d. 0,06 (1) n.d. 0,44 (1) n.d.
20:4n-6 (AA) n.d. 0,70 (1) n.d. n.d. 1,08 (1) n.d.
20:4n-3 n.d. n.d. n.d. n.d. 2,47 (1) n.d.
20:5n-3 (EPA) n.d. 0,70 (1) 0,16 (1) n.d. 0,26 (1) n.d.
¥ saturados 16,54 31,27 48,69 61,04 34,85 22,9
¥ monoinsaturados 6,69 17,63 5,77 6,94 5,6 n.d.
¥ polinsaturados n.d. 1,40 1,57 1,57 8,46 0,60
zn-3 n.d. 0,70 0,16 n.d. 2,73 n.d.
Zn-6 n.d. 0,70 0,71 0,74 2,56 0,30
n-6/n-3 n.d. 1,00 4,44 n.d. 0,94 n.d.
AA/EPA n.d. 1,00 n.d. n.d. 4,15 n.d.

*0s dados sao representados como média + desvio padrao; numero amostral entre parénteses;

n.d.= ndo detectados.

Tabela 11. Variagdo de significancia estatistica (P) através do teste-t de Student entre as

porcentagens dos acidos graxos identificados nos peixes e os acidos graxos identificados na

camada de gordura interna e externa dos botos (T. truncatus).

Acidos graxos Peixes x camada interna Peixes x Camada Externa

14:0 <0.001 <0.001
16:0 0.012 0.003
16:1n-7 0.002 0.001
16:2n-4 0.481 0.812
18:0 0.407 0.028
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18:1n-7 0.535 0.742
18:1n-9 0.642 0.399

A razdo entre o acido aracdonico (AA) e o acido eicosapentanodico (EPA) e dos acidos
n-6 e n-3 (n6/n-3) podem ser utilizados para estabelcer uma correspondéncia entre as razdes na
camada de gordura de golfinhos associadas aos seus respectivos itens alimentares. Em T.
truncatus, a razdo AA/EPA variou entre 0.21 na camada interna ¢ 0.49 na camada externa,
enquanto nos peixes esta razao foi de 1.00 a 4.15. Em decorréncia da nao identificagdo destes
acidos garxos em todas as presas aqui estudadas, apenas duas espécies de peixe puderam ser
avaliadas, a pescadinha (Macrodon ancylodon) e a maria-luiza (Paralonchurus brasiliensis).
A razdo n6/n-3 foi de 0.76 na camada interna e de 1.11 na camada externa, enquanto nos
peixes a pescadinha (Macrodon ancylodon) apresentou 1.00, a corvina (Micropogonias
furnieri) apresentou 4.44, e a Maria-Luiza (Paralonchurus brasiliensis) apresentou uma razao
de 0.94.

O dendograma (figura 21) apresentou dois agrupamentos distintos, um formado pelas
amostras TT16 e TT17, que s3o respectivamente a camada externa e interna do boto LMM-
P#9, ¢ os peixes P14 (Trichiurus lepturus), P15 (Micropogonias furnieri), P17 (Paralonchurus
brasiliensis) e P24 (Macrodon ancylodon), enquanto outro grupo foi formado pelos outros
botos e peixes analisados. Este grupo possui ainda dois subgrupos, um formado apenas pelos
botos, e outro formado pelos peixes, demonstrando algum grau de diferenciagdo entre a
assinatura de acidos graxos destas amostras. Apenas a amostra TT15, da camada interna do
animal LMM-P#8, foi incluida no grupo formado pelos peixes, demonstrando uma

composi¢do mais proxima a destes animais.
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Figura 21. Dendograma da composi¢ao dos acidos graxos presentes na camada de gordura dos
botos (TT) identificados na tabela 7 e das visceras, musculo e pele dos peixes (P) identificados

na tabela 8.

O PCA demonstrou trés grupos distintos (figura 22). Um formado pelo peixe P14
(Trichiurus lepturus), mais isolado, outro formado pelas amostras TT16 e TT17,
respectivamente a camada externa e interna do boto LMM-P#9 e os peixes P15
(Micropogonias furnieri), P17 (Paralonchurus brasiliensis) ¢ P24 (Macrodon ancylodon), e

um terceiro aproximando todas as outras amostras dos botos e peixes analisados.
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Figura 22. Andlise de componentes principais (PCA) realizado utilizando a composicao dos
acidos graxos presentes na camada de gordura dos botos (TT) e das visceras, musculo e pele
dos peixes (P). O primeiro eixo (Axis 1) representa 45.82% da distribui¢do dos pontos e o

segundo (Axis 2) representa 10.69%, totalizando 56.51% da disper¢@o dos pontos.

2.2.6. Discussao

Apesar da menor quantidade de 4cidos graxos identificados neste experimento (n= 26),
os mesmos foram semelhantes aqueles encontrados por Walton et al. (2007) para os botos (T.
truncatus) biopsiados nos Agores (n= 47). O acido behénico 22:0 foi identificado apenas nos
animais do Rio Grande do Sul, em comparacdo com os animais dos Agores, porém nos
animais analisados por Walton et al. (2007) os acidos graxos 14:0, 16:0, 18:1n-9 e 20:1n-9
possuem maiores concentracdes que os animais do RS. Os 4cidos graxos 16:1n7, 16:2n-4 ¢

17:1 sdo encontrados em maiores concentragdes nos animais do RS em comparagdo aos
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animais dos Acores. Walton et al. (2005) também nao encontrou diferencas temporais entre as
coletas ou entre os sexos, sendo apenas encontrada uma diferenga na composi¢do dos acidos
graxos entre os animais coletados na ilha central e oeste. Porém, andlises relacionadas a
composi¢cdo das camadas interna e externa nao foram realizadas por Walton et al. (2007).
Samuel e Worthy (2004) obervaram que nos estratos interno, intermediario e externo nao
existe diferenca da composi¢cdo dos acidos graxos, apesar de Smith e Worthy (2006) terem
encontrado variacdes entre as concentracdes de acidos graxos saturados, monoinsaturados,
polinsaturados, e na razdo entre os n-6/n-3. Estes dados sdo tipicos de trabalhos com
mamiferos marinhos que possuem uma concentracdo maior de polinsaturados no estrato
interno e maiores concentragdes de monoinstaurados em camadas externas, resultado de
adaptacdes ao isolamento térmico as baixas temperaturas (Pond 1998).

O 4cido aracdonico (AA, 20:4n-6) ¢ o precursor de prostaglandinas 2 (PG2),
tromboxanos, leucotrienos da série 4, lipoxinas, acidos hidroxieicosatetraendicos (HETE) e
acidos hidroxiperoxieicosatetraendicos (HPETE). O 4cido linoléico (18:2n-6) ¢ o substrato
para as A desaturases e elongases para a formacao de AA, e também esta presente na camada
de gordura de P. blainvillei. Do mesmo modo, o acido eicosapentaenodico (EPA, 20:5n-3),
precursor das prostaglandinas da série 3 (PG3), tromboxanos e leucotrienos da série 5, esta
presente na camada de gordura da franciscana, assim como o 18:3n-3, 18:4n-3 e 20:4n-3,
resultados dos passos metabolicos para a sintese de EPA (experimento 1 desta tese).

A composicao dos acidos graxos presentes na camada de gordura dos botos analisados
neste trabalho também foram semelhantes a outras espécies de odontocetdceos como a
franciscana (experimento 1 deste trabalho, Aratijo 2005), o harbour porpoise (Koopman et al.
1996), e orcas (O. orca) (Herman et al. 2005). As concentragdes dos acidos graxos

apresentaram uma maior porcentagem na camada interna em comparagdo com a camada
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externa para os acidos 14:0, 16:0, 16:1n-7, 17:0, 17:1, 18:2n-6, 18:3n-4, 22:0 e 24:1. Ja os
acidos graxos 15:0, 15:1, 16:1, 16:2n-4, 16:3n-4, 18:0, 18:1n-9, 18:1n-9¢, 18:1n-9t, 18:1n-7,
20:0, 20:1n-9, 20:4n-6, 20:4:n-3 apresentaram uma maior concentracdo na camada externa em
comparacao a interna. Na comparagdo com as espécies de peixes predadas com as camadas
interna e externa de T. truncatus, os acidos graxos 14:0, 16:0 e 16:1n-7 apresentaram diferenca
significativa na concentracdo para ambas camadas, enquanto o acido graxo 18:0 apresentou
diferenca apenas para a camada externa do boto. Estas diferencas podem indicar a biosintese
destes acidos ao invés da incorpor¢ao do mesmo através da dieta (Iverson 1997).

As razdes AA/EPA e n-6/n-3 ndo foram proximas entre as camadas interna e externa
de T. truncatus e os itens alimentares. Kélkeld e Hyvérnien (1998) encontraram razdes entre
AA/EPA e n-6/n-3 muito proximas entre os itens alimentares e o figado da foca anelada
(Phoca hispida ssp.), concluindo que sua relagdo ¢ direta com a dieta. A mesma relagdo nao
foi encontrada por nés. E importante salientar que os acidos graxos observados na camada de
gordura sdo provenientes da sintese realizada no figado. Portanto, esta mesma comparagao
deve ser realizada no figado dos botos, o que pode elucidar possiveis relagdes entre as razdes
apresentadas por Kilkeld e Hyvérnien (1998). Além disso, apenas uma fracdo dos itens
alimentares puderam ser analisados ndo sendo incluidos os cefalopodes, por exemplo, além da
técnica por nods utilizada para identificacdo dos 4cidos graxos. Como ja discutido
anteriormente, ¢ conhecido que a cromatografia gasosa que utiliza hexano para a anélise ndo ¢é
tao eficiente quanto aquela que utiliza os derivados dos ésteres de nitrogénio dos acidos graxos
associado a cromatografia gasosa (Wetzel e Reynolds III 2004). Este método permite a
identificagao de mais acidos graxos em comparagdo com o método tradicional utilizado por

aqui, através de cromatografia gasosa com detecgdo por ionizagdo de chama (FID). Porém, as
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razdes encontradas para Tursiops (0.18-0.49) na camada de gordura é proxima daquela
encontrada por Kélkeld e Hyviarnien (1998), que variou de 0.06 a 0.55.

O dendograma apresentou a formagdo de 3 grupos distintos, sendo o primeiro formado
exclusivamente pelas amostras de Tursiops, um segundo grupo representado quase
exclusivamente pelos peixes com a excecao da amostra da camada interna de gordura TT15, e
um terceiro grupo formado pelas amostras da camada de gordura interna e externa do animal
LMM-P#9 ¢ as amostras de peixes P15 (Micropogonias furnieri), P17 (Paralonchurus
brasiliensis), P24 (Macrodon ancylodon) e P14 (Trichiurus lepturus). A formagao destes
grupos sugere que todas estas espécies facam parte da dieta de Tursiops. Mehsen et al. (2005)
Encontrou apenas a presenca de Trichiurus lepturus no estomago do boto LMM-P#9. Este fato
nao necessariamente implica na exclusividade da alimentagao sobre esta espécie de peixe, uma
vez que os acidos graxos encontrados na camada de gordura representam a dieta desde poucas
horas até alguns meses (Iverson 1993, Iverson et al. 1995, 1997, 2001). O primeiro e segundo
grupos sao mais proximos entre si, denotando algum grau de semelhanga entre a composi¢ao
dos acidos graxos presentes na camada de gordura e nos peixes, podendo representar a
predagdo sobre os mesmos.

A analise de componentes principais demonstrou que a formagdo dos trés grupos
podem representar as preferéncias alimentares dos animais analisados. O grupo formado pelas
amostras TT16 e TT17, representando as camadas interna e externa do mesmo individuo
LMM-P#9, demonstrou ser mais proximo dos peixes P#24 (Macrodon ancylodon, com 24,0
cm), P#15, Micropogonias furnieri (CT= 21,0cm) e P#17, Paralonchurus brasiliensis (14,8
cm). Os dados sugerem que o animal LMM-P#9 tenha se alimentado destas trés espécies.
Estes comprimentos totais ndo diferem dos outros individuos da mesma espécie analisadas

neste experimento, com exce¢do da pescadinha, Macrodon ancylodon, onde apenas um
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individuo foi analisado. O grupo formado pelos outros Tursiops e peixes analisados, sugerem
que os itens alimentares dos outros botos sejam mais diversificados, envolvendo os outros
peixes analisados. A excegdo seria o peixe P#14, Trichiurus lepturus, com 76.5 cm de
comprimento total (CT). Segundo Mehsen et al. (2005), os comprimentos do peixe espada
consumidos pelos botos da Lagoa dos Patos varia entre 12,0 e 16,0 cm de comprimento total.
Este fato pode explicar o distanciamento deste exemplar dos botos e peixes analisados, e a
indicag¢@o que um animal deste comprimento nao esteja incluido na dieta de Tursiops do litoral
sul do RS. Uma vez que todos os peixes aqui analisados sdo encontrados na dieta de Tursiops,
o agrupamento destas amostras corrobora que a analise das presas e da camada de gordura
através da estatistica multivariada como PCA sdo uma ferramenta viavel para a identificagdo
dos itens alimentares nestes animais.

O fato da coleta da camada de gordura ser proveniente de encalhes apresentando
diferentes niveis de decomposi¢do, bem como a inclusdo de animais de ambos os sexos na
analise, ndo parece ser um fator de diferenca na composi¢ao dos acidos graxos, uma vez que a
maioria dos animais apresentou um agrupamento espacial na distribuicio no PCA. Caso
houvesse influéncia destas duas varidveis seria esperada uma distribuicdo aleatoria sem
formagdo de grupos. A inclusdo nesta analise de dados provenientes de bidpsia, bem como a
inclusdo de outros itens alimentares da espécie como cefalopodes (Loligo sanpaulensis)
presente na dieta de Tursiops (Mehsen et al. 2005) e peixes com diferentes comprimentos sdo
importantes para futuros estudos utilizando esta metodologia. Os resultados aqui apresentados
permitem concluir que esta técnica € satisfatoria para o conhecimento a respeito da ecologia

alimentar no boto (T. truncatus) para os animais do Rio Grande do Sul.
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Capitulo 3. Gliceroneogénese em cetaceos

3.1. Introdugao

3.1.1. A via gliceroneogénica

Trigliceridios sdo a principal reserva de gordura no tecido adiposo. A sua sintese neste
tecido ¢ um importante meio de manutencdo energética em vertebrados. O trigliceridio ¢
formado por uma molécula de glicerol 3-fosfato ligada a trés 4cidos graxos (Boyer 2005). Os
acidos graxos sdo absorvidos diretamente dos alimentos ingeridos sem quebra durante a
digestdao, enquanto a glicose, maior precursor de glicerol 3-fosfato, ¢ absorvida por animais
alimentados com dieta contendo carboidratos (Ganong 2003). Os acidos graxos sdo uma
importante fonte de energia sendo estocados na forma de trigliceridios no tecido adiposo e
figado. Em periodos de jejum e conseqiiente diminui¢do da glicemia, a baixa concentragao de
insulina desencadeia a lipolise, ou seja, a quebra do trigliceridio em acidos graxos que sao
utilizados para obten¢do de energia através do ciclo do acido citrico e o glicerol que ¢ liberado
e utilizado através da gliceroneogénese realizando a manutengao da glicemia. Portanto, o ciclo
trigliceridio/acido graxo necessita ndo s6 de 4cidos graxos como também de uma fonte de

glicerol 3-fosfato para a sintese de trigliceridios (Forest e Beale 2003, Forest et al. 2003).
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Porém, ¢ possivel observar uma alta taxa de re-sintese de trigliceridios em mamiferos
submetidos a uma dieta rica em proteinas e pobre em carboidratos (Reshef et al. 2003). Nesta
situagdo a oferta de glicose ¢ baixa ou nula ndo havendo disponibilidade deste substrato para a
formacao do glicerol 3-fosfato. Durante o jejum, quando a lipdlise no tecido adiposo ¢
estimulada, a presenca de glicose para a sintese de glicerol 3-fosfato ¢ baixa e uma fonte
alternativa de substrato para esta sintese € necessaria. O glicerol liberado na lipdlise tampouco
pode ser reutilizado no tecido adiposo, uma vez que a expressdo da glicerol quinase neste
tecido ¢ muito baixa. Ainda assim, foi observado através de técnicas de marcacdo utilizando
compostos radioativos que 60% do total de acidos graxos formados durante a lipdlise sdo re-
esterificados no tecido adiposo durante o jejum em humanos (Jensen et al. 2001, Kalhan et al.
2001). Se nem glicose nem glicerol estdo disponiveis para a conversdo em glicerol 3-fosfato
para re-esterificacdo de acidos graxos em trigliceridios no tecido adiposo durante o jejum, a
partir de que substrato este composto ¢ formado?

Em 1967, Ballard et al. e Reshef et al. descreveram a sintese de glicerol 3-fosfato no
tecido adiposo de mamiferos através de uma versdo abreviada da gliconeogénese. Esta via,
denominada gliceroneogénese por Gorin et al. (1969), ¢ a sintese de novo de glicose-glicerol a
partir de precursores que nao a glicose nem o glicerol (figura 23). A constatacao da existéncia
desta via foi possivel através de trabalhos com epididimos de rato incubados in vitro onde a
quantidade de glicerol formado era diferente da concentracdo de acidos graxos liberados no
tecido adiposo durante a lipdlise no jejum (Ballard et al. 1967, Reshef et al. 1967). A
conclusdo foi que, mesmo em jejum, os acidos graxos que deveriam estar disponiveis para a
obtencdo de energia haviam sido re-esterificados em trigliceridios no tecido adiposo.

Intermediarios como piruvato ou alanina sdo convertidos em glicerol 3-fosfato

envolvendo enzimas como a piruvato carboxilase, alanina e aspartato aminotransferases e a
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forma citosolica da fosfoenolpiruvato carboxiquinase (PEPCK-C), enzimas normalmente
associadas com a gliconeogénese hepatica e renal. Este processo, chamado de “ciclo futil” por
Hanson e Reshef (2003), resulta na preservagao dos acidos graxos que nao foram utilizados
para obten¢do de energia pelo figado e musculos através de ATP, requerido para a re-sintese

do trigliceridio (Beale et al. 2002).

JEJUM
Re-esterificagdo
I > Trigliceridios
' Lipolise
Glicerol 3-P 60%
I v
G Acidos graxos
Dihidroxiacetona-P Glicerol
I 40%
Fosfoenolpiruvato v 100%
I Sangue
Oxalacetato
PEPCK ———e ) X
Gliceroneogénese
Piruvato

|
Substratos gliceroneogénicos no sangue
Figura 23. Representagdo da via gliceroneogénica no tecido adiposo (adaptado de Beale et al.

2002).

Esta afirmacdo esta baseada em alguns fundamentos conhecidos para a atividade
metabolica neste tecido. Primeiro, o tecido adiposo branco nao oxida os acidos graxos para
obtencdo de energia em quantidade significativa; segundo, a atividade da glicerol quinase,
responsavel pela transformagdo do glicerol em glicerol 3-fosfato (que é o composto que
permite a re-esterificacdo dos acidos graxos) ¢ praticamente nula neste tecido; terceiro, os
lipidios neste tecido sdo compostos de trigliceridios e ndo de mono- e digliceridios. Além

disso, ¢ conhecido que o tecido adiposo branco nao contém glicogénio suficiente para suprir a
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necessidade de glicose requerida para esta re-esterificacdo (Beale et al. 2002, Hanson e Reshef
2003).

Logo apods a descoberta desta via varios trabalhos foram publicados refor¢ando a sua
existéncia, porém sua importancia no ciclo trigliceridio/acido graxo nao foi considerada
devido a dificuldade de comprovar in vivo sua relevancia. Estudos recentes, porém, concluem
que em mamiferos a maior fonte de glicerol 3-fosfato no tecido adiposo branco em mamiferos
submetidos a uma dieta rica em proteina e em jejum € a via gliceroneogénica, estando
diretamente relacionada com os mecanismos de obesidade e diabetes Tipo 2 em humanos, por
exemplo (Forest e Beale 2003). Esta via parece exercer um papel importante também no
figado (Kalhan et al. 2001).

A descoberta da piruvato carboxilase e do fosfoenolpiruvato carboxiquinase (PEPCK-
C) no citosol do tecido adiposo branco em 1967 por Ballard et al. e a descoberta da relagao
entre a formagao de glicose e gliceridios através de piruvato por Reshef et al. no mesmo ano
permitiram a identificagdo das bases enzimdticas para esta via ja nos primeiros estudos
realizados.

Apesar de virtualmente todos os livros textos de bioquimica conterem os conceitos de
acido graxos e sua regulacdo no ciclo acido graxo/trigliceridio, apenas livros-texto mais
recentes incluem a gliceroneogénese e sua regulacdao (e.g. Boyer 2005). Mesmo com o
crescente nimero de estudos recentes sobre a gliceroneogénese € conseqiliente aumento sobre
o entendimento da via e sua regulagdo, nada se sabe sobre a importancia bioldgica da via

gliceroneogénica com relacdo aos animais em seu ambiente natural.
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3.1.1.1. O papel da PEPCK-C na gliceroneogénese ¢ a sua regulacao

A importancia da fosfoenolpiruvato carboxiquinase citosolica (PEPCK-C) como
enzima chave na gliceroneogénese ficou clara desde os primeiros trabalhos sobre esta via. A
partir do momento em que foi possivel entender os fatores especificos da transcrigdo do gene
da PEPCK-C, os mecanismos responsaveis pelo controle desta enzima foram delineados
(Hanson e Reshef 1997, Savon et al. 1997, Hanson e Reshef 2003).

A transcricao da PEPCK-C no tecido adiposo requer varios fatores de transcrigdo, entre
eles o peroxisome proliferator-activated receptors (PPARy) que s3o receptores nucleares
relacionados com o metabolismo e diferenciacdo celular responsaveis pelo aumento na
sensibilizagdo do tecido pela insulina e o fator de transcrigdo CCAAT enhancer binding
protein (C/EBPa) (Hanson e Reshef 2003). A transcrigdo da PEPCK-C no tecido adiposo é
induzida pelo AMPc e inibida pela insulina e glicocorticoides. No figado a regulacdo difere,
pois a transcricdo ¢ estimulada pelo AMPc e glicocorticoides e inibida pela insulina. Isso
significa dizer que os glicocorticoides sdo a chave para a regulacdo da gliceroneogénese em
ambos os tecidos (figura 24) (Beale et al. 2002, Hanson e Reshef 2003, Reshef et al. 2003).

A PEPCK-C catalisa a gliceroneogénese tanto no figado quanto no tecido adiposo. A
gliceroneogénese afeta o metabolismo de lipidios de maneira oposta nos dois tecidos e ¢é
provavel que existam diferentes niveis de regulagdo da expressdo desta enzima. No tecido
adiposo ela limita a liberagdo de acidos graxos, enquanto no figado estimula a liberacao de

acidos graxos na forma de trigliceridios (Beale et al. 2002).
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Figado TAB

Glicerol
Piruvato (Gipolise)
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Figura 24. Esquema da regulacdo da gliceroneogénese no figado e no tecido adiposo branco
(TAB). O sinal ‘“+’ indica os fatores que estimulam a transcricdo da PEPCK, enquanto o sinal

‘- indica aqueles que a inibem em cada tecido (adaptado de Forest et al. 2003).

Para entender como ocorre o controle da PEPCK-C na gliceroneogénese ¢ importante
rever os fatores que controlam a sua transcrigdo. Tanto a gliceroneogénese quanto a
gliconeogénese estdo mais ativas durante o jejum e a expressio do gene da PEPCK-C ¢
induzido pelos hormdnios catabolicos glucagon e adrenalina, ambos ativadores de AMPc e
inibidores da insulina. Os glicocorticoides também afetam a transcricdo do gene de uma
maneira diferente, induzindo a transcricdo da PEPCK-C no figado e rim e inibindo no tecido
adiposo. Por isso, Hanson e Reshef (2003) sugerem que a regulacdo reciproca do gene da
PEPCK-C por glicocorticdides nestes tecidos permite um mecanismo em que a0 mesmo tempo

reprime a transcri¢do do gene da PEPCK-C no tecido adiposo e o estimula no figado e rim.
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Sao propostas duas fungdes metabolicas para a PEPCK-C. A primeira é anaplerdtica,
uma vez que a PEPCK-C catalisa a sintese de oxalacetato pela fosfoenolpiruvato (PEP) e
fornece intermedidrios que alimentam as fungdes biosintéticas do ciclo do acido citrico.
Contudo, os tecidos que realizam a biosintese energética contém grande numero de
mitocondrias que possuem a enzima piruvato carboxilase em alta atividade para esta fungao.
Entdo, a PEPCK-C teria também um papel cataplerotico (Hanson e Reshef 2003).

A atividade da PEPCK-C ¢ encontrada em um grande numero de tecidos incluindo
figado, cortex renal, tecido adiposo branco e marrom, intestino delgado, pulmao, musculo,
cérebro, epididimo e glandulas mamarias durante a lactacdo (Beale et al. 2002, Hanson e
Reshef 2003, Reshef et al. 2003). Trabalhos utilizando anticorpos para a PEPCK-C
demonstraram a presenga desta enzima nas células B do pancreas e lingua. Apesar disso, o
papel metabdlico da PEPCK-C neste caso ainda ¢ pouco conhecida (Zimmer e Magnuson

1990).

3.1.1.2. Porque estudar a gliceroneogénese em cetaceos?

Como foi dito anteriormente, ndo existem trabalhos relacionados a gliceroneogénese
em animais na natureza ¢ a sua importancia bioldgica. Todavia, algumas espécies animais
apresentam uma situagdo intrigante com relagdo a manutencdo de seus estoques energéticos
em periodos de jejum prolongados. Misticetaceos (baleias que possuem cerdas bucais ao invés
de dentes) de uma maneira geral se alimentam de zooplancton no hemisfério sul,
principalmente do krill (Euphasia superba) durante os meses de verdo. O krill ¢ a base da
cadeia alimentar em aguas antarticas, sendo inclusive determinante para o sucesso reprodutivo
de algumas espécies de aves e focas (Croxall et al. 1999). Este crustaceo cresce e se

desenvolve durante o ano na Antdrtica, se multiplicando durante o verdo quando o sol
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reaparece e aquece os oceanos desta regido, formando-se nuvens de krill que sdo a principal
alimentagdo das grandes baleias em 4guas polares do sul (Bannister et al. 1999, Quentin et al.
2003,). O krill ¢ composto por aproximadamente 80% de proteina do seu peso seco (tabela
12). Apds trés meses nas areas de alimentagdo localizadas em altas latitudes, as baleias partem
para as areas de reproducdo localizadas nas baixas latitudes para procriar e ter seus filhotes.
Nestes nove meses em que as baleias se deslocam até estas areas, procriam, e retornam as
areas de alimentacdo, o animal permanece em jejum (Berta e Sumich 1999). Como um animal
que possui uma dieta rica em proteinas consegue manter a glicemia durante um periodo tao
prolongado? Se estes animais dependem exclusivamente da camada de gordura para obter a
energia durante a migracdo, pode existir alguma via metabdlica que auxilie na conservagao

dos acidos graxos no tecido adiposo otimizando a utilizagdo da energia neste tecido?

Tabela 12. Composic¢ao do krill descongelado e seco.

Composicao do Krill (peso seco)*

Porcentagem méxima (%)

Carboidratos 35
Gordura 7
Proteina 75 - 81

*fonte: www.kingkrill.com

A resposta pode estar na gliceroneogénese, uma vez que cetdceos possuem uma dieta
rica em proteinas e pobre em carboidratos, além de apresentarem periodos de jejum
prolongados no caso de misticeticeos migradores, premissas para a ativagdo da via.
Odontocetaceos (cetaceos que possuem dentes), como os golfinhos, ndo apresentam um jejum

prolongado como o que encontramos em misticetidceos, mas podem igualmente apresentar a
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gliceroneogénese no tecido adiposo como forma de manutencao dos estoques lipidicos até que
estes animais encontrem novas fontes de alimentos.

A fim de observar a presenca da via gliceroneogénica nestes animais € comparar
animais migratorios com ndo-migratorios, foram utilizados como objetos de estudo neste
experimento a baleia-franca-do-sul (Eubalaena australis) e o golfinho-nariz-de-garrafa

(Tursiops truncatus).
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3.2.  Experimento 4: Identificacdo da via
gliceroneogénica em baleias-franca-do-sul (Eubalaena
australis) e no boto (Tursiops truncatus): a via da

migragao?
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3.2.1. Resumo

A gliceroneogénese ¢ a sintese de novo de glicerol-3-fosfato a partir de precursores que nio a
glicose nem o glicerol. Esta via ocorre no tecido adiposo e figado utilizando preferencialmente
piruvato como substrato. Como premissa desta via ¢ necessario que o animal esteja submetido
a uma dieta rica em proteinas e em jejum. Cetaceos estdo naturalmente submetidos a uma dieta
rica em proteinas e as espécies migratdrias sofrem um jejum ou praticamente ndo se
alimentam por aproximadamente nove meses no deslocamento entre as areas de alimentagdo e
reprodugdo. Apesar do crescente nimero de trabalhos a respeito desta via, nada se sabe a
respeito da importancia bioldgica da gliceroneogénese para os animais em seu habitat natural.
Para estudar esta via foram biopsiados um par fémea/fihote (IBF#1 e IBF#2) de baleia franca
(E. australis) na praia do Sirit, Santa Catarina, bem como 3 golfinhos-nariz-de-garrafa (T.
truncatus) (LMM-P#24, LMM-P#25, LMM-P#26) na Lagoa dos Patos em Rio Grande. Foi
realizada a incubag¢do com piruvato marcado e extracdo de RNA. A incubagdo do tecido
adiposo da baleia franca foi realizada em duplicatas. Foi observada uma incorporacao média
de 83.79 £ 29.39 cpm/g de tecido (n= 2) no tecido adiposo da fémea, enquanto no filhote ndo
houve captagdo do piruvato. Apenas o boto P#26 apresentou uma captagdo de 414.95 cpm/g
de tecido. O RNA foi preparado com sucesso a partir do qual foi obtida a expressdao do gene
28S, demonstrando a viabilidade do trabalho. Devido a auséncia da glicerol fosfatase e a baixa
concentracao de glicogénio no tecido adiposo, a incorporagdo deste piruvato s6 pode ser
explicada pela gliceroneogénese. Esta via tem como caracteristica a otimizagdo da utilizacao
da energia, fazendo com que 60% dos acidos graxos sejam re-esterificados durante a lipolise.
Assim, a via gliceroneogénica parece auxiliar o controle da utilizagdo das reservas lipidicas,

sendo importante na conservagao destas reservas durante a migracao.

Palavras-chave: baleia-franca-do-sul, Eubalaena australis, golfinho-nariz-de-garrafa, Tursiops

truncatus, gliceroneogénese, Brasil.
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3.2.2. Introducao

3.2.2.1. A baleia-franca-do-sul, Eubalaena australis (Desmoulins 1822)

A baleia-franca-do-sul (figura 25) pertence a subordem Mysticeti. A espécie faz parte
da familia Balaenidae, género Eubalaena que possui duas espécies reconhecidas: a baleia-
franca-do-sul (E. australis), com distribui¢do no hemisfério sul, ¢ a baleia-franca-do-norte (E.
glacialis), distribuida no hemisfério norte. E aceita ainda a existéncia de uma terceira espécie,
E. japonica, no Pacifico Norte, devido a indicios fornecidos pela analise de DNA mitocondrial
(Gaines et al. 2005).

A baleia-franca-do-sul possui coloragdo escura, sem nadadeira dorsal, comumente
possuindo manchas brancas na regido ventral. O borrifo em formato de ‘V’ e a presenca de
espessamentos da epiderme chamados de calosidades cobertos de colonias de crustaceos
anfipodos (Cyamus sp.) na cabeca, boca ¢ proximo ao orificio respiratorio, sdo caracteristicas
da espécie (Payne 1986, Bastida et al. 2007) (figura 3.3). Nao possuem pregas ventrais,
caracteristica dos balaenopterideos. As fémeas s3o maiores que os machos, possuindo
aproximadamente 18 metros e pesando até 56 toneladas (Cummings 1985).

A espécie é migratoria, se alimentando do krill (Euphasia sp.) nos trés meses de verdo
préoximo aos polos, mais especificamente nas ilhas da Convergéncia Antartica e ilhas Geodrgias
do Sul e se reproduzindo no inverno nas baixas latitudes préximo ao continente (Cummings
1985, Best et al. 1993). Durante os nove meses que separam as épocas de alimentacdo nao
existem evidéncias que comprovem que a baleia franca, assim como as outras espécies
migratdrias, se alimentem durante este periodo. Assim, dependem exclusivamente da camada
de gordura para se deslocar até as areas de reprodugdo, procriar e retornar aos polos para se

alimentar novamente (Lockyer 1987).
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Estas rotas migratorias podem ser identificadas uma vez que o padrdo formado pelo
nimero e distribui¢do de calosidades permite a identificacdo individual através da
fotoidentificacdo dos animais, tanto nas areas de reprodu¢do quanto nas areas de alimentagao
(Payne 1986, Best et al. 1993). Assim, trabalhos com relacdo a estimativa de abundancia,
fidelidade as regides de alimentacdo e reprodugdo, bem como a distribui¢cdo e uso de habitats
dos individuos sdo possiveis através da fotoidentificagdo (Bannister et al. 1999, Van
Waerebeek et al. 1992), marcadores moleculares (Ott 2002) e is6topos estaveis (Best e Schell

1996).

Figura 25. Vista da regido dorsal da cabeca da baleia franca (©Glauco Caon).

Sao conhecidos quatro estoques reprodutivos principais da baleia franca no hemisfério

sul localizados na Africa do Sul, regido sub-antartica da Nova Zelandia, Australia e América

do Sul (IWC 1986, Klinowska 1991). A Peninsula Valdés, na Patagdnia Argentina, ¢ o local
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de maior concentracdo reprodutiva da América do Sul, com uma pequena populagdo presente
no sul do Brasil (IWC 2001). No Brasil, principalmente no litoral sul de Santa Catarina, as
baleias utilizam as enseadas e baias presentes na regido para o acasalamento e dar a luz aos
filhotes principalmente nos meses de maio a dezembro, com maior freqiiéncia de animais entre
julho e outubro (Simdes-Lopes et al. 1992, Groch 2005). As causas da preferéncia por aguas
calmas ndo sdo conhecidas, mas parace haver uma preferéncia por aguas rasas de fundo plano,
além do que a proximidade da costa evita a presenca de predadores como orcas e tubardes
(Cummings 1985). Em Santa Catarina encontram-se diversos pares mae e filhote que
permanecem nas aguas abrigadas das enseadas durante varios dias. Estes animais possuem
uma fidelidade as areas de reproducdo e alimentacdo (Best 1990, Payne et al. 1990), sendo
realizadas 31 reavistagens de baleias francas em Santa Catarina entre 1987 e 2003 (Groch
2005).

Durante décadas as baleias francas foram cacgadas para exploragdo comercial. Das
aproximadamente 90.000 baleias estimadas da populagdo original calcula-se que atualmente
restem entre 7.000 e 8.000 animais (IWC 2001). No Brasil a caga a baleia foi proibida
somente em 1986. Mesmo assim, acredita-se que o nimero de individuos da baleia franca do
sul venha se recuperando anualmente em uma taxa de 29,8% ao ano entre 1997 a 2003, sendo
estimados 555 animais entre o sul da ilha de Santa Catarina (27°53°S, 48°34°W) e o Cabo de
Santa Marta, Laguna (28°36°S, 48°48”W)(Groch 2005, Groch et al. 2005).

Esta espécie consta na Lista Oficial de Espécies da Fauna Brasileira Ameacada de
Extingdo (IBAMA 1989) e do Apéndice I da CITES. E incluida pela ITUCN (2006) na
categoria ‘baixo risco, dependente de conservacao’ e ‘vulneravel’ pelo Plano de Ag¢do para os

Mamiferos Aquaticos do Brasil (IBAMA 2003).
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A presenca destes animais em baias protegidas de Santa Catarina e o comportamento
calmo e discreto das francas, inclusive se aproximando das embarcagoes, favorece a realizagao

de diversos trabalhos relacionados a espécie, incluindo estudos de metabolismo e fisiologia.

3.2.2.2. O golfinho-nariz-de-garrafa, Tursiops truncatus (Montagu 1821)

As informagdes sobre esta espécie estdo descritas no item 2.2.2.1. do experimento 3.

3.2.3. Objetivo geral

Este trabalho tem como objetivo identificar a presenca da atividade gliceroneogénica
no tecido adiposo da baleia-franca-do-sul (Eubalaena australis) ¢ do golfinho-nariz-de-garrafa

(Tursiops truncatus).

3.2.3.1. Objetivos especificos
e Observar a formagdo de glicerol-C'* a partir da captagio de piruvato marcado no
tecido adiposo da baleia franca e do golfinho-nariz-de-garrafa;
e comparar a formagio de glicerol-C'* entre fémeas (animais em jejum alimentados com
proteina) e filhotes (animais se alimentando principalmente de gordura);
e Testar a integridade das amostras coletadas para realizacdo de técnicas de biologia

molecular.
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3.2.4. Método

3.2.4.1. Biopsias

As biopsias foram realizadas utilizando uma balestra de 150 lbs e flecha especialmente
adaptada para coleta de tecidos em cetaceos (Brown et al. 1991) com aparador de poliestireno e
ponteira metalica especifica para pequenos e grandes cetaceos, dependendo da espécie
estudada (figura 14 [item 1.4.4.1. do experimento 2]). No momento da coleta uma ficha de
reacdo a biopsia foi preenchida registrando a rea¢do dos animais individualmente (Anexo I).
Esse procedimento segue recomendagdes internacionais que demonstram ndo haver reagodes
negativas por parte dos animais amostrados, recomendando fortemente a utilizagdo desta
metodologia para a coleta de tecido (Brown et al. 1991, Hoezel 1991, Weinrich et al. 1991).

Antes da coleta foi realizada a fotoidentificagdao dos animais (Defran et al. 1990) com o
objetivo de evitar a repeticdo da bidpsia de um mesmo animal. A aproximacao realizada com a
embarcagdo seguiu a recomendacdo da IWC apresentada por Carlson (1996) para a
regulamentacdo do turismo de baleia (whalewatching), nunca se aproximando dos animais
diretamente de frente ou por tras, separar os grupos de animais, nem se aproximar a uma
distancia de 100 metros do animal com o motor ligado. Ao desligar os motores, se evitou
mudancas bruscas na dire¢do da embarcacdo e o barulho desnecessario, fazendo com que o
animal permaneca no local e permita a aproximagdo do barco por ndo se importar com a
presenca do mesmo, quando era entdo realizada a bidpsia. Para este trabalho foram coletados
um par mae e filhote (IBF#01 e IBF#02, figuras 26 ¢ 27) de baleia franca (E. australis) em
frente a Praia do Sirit (SC)(28°00°S, 47°35°W; figuras 28 e 29) no dia 26 de agosto de 2006
utilizando barco inflavel de 9 metros de comprimento, fundo de fibra e dois motores de 90 HP

(figura 30).

107



Os golfinhos-nariz-de-garrafa LMM-P#24, LMM-P#25 e LMM-P#26 foram coletados
proximo aos molhes de Rio Grande (32°10°S, 52°05°W; figuras 27 e 31) no dia 27 de setembro
de 2005 apds a fotoidentificagdo (figura 32) utilizando como plataforma de coleta uma
embarcagdo para travessia da Lagoa dos Patos. O tecido coletado dos animais LMM-P#24 e
LMM-P#26 foram utilizados para experimentos de incubagdo com piruvato para verificar a
formagdo de glicerol-'*C (Item 3.2.4.2.), enquanto a amostra de tecido adiposo coletada do
animal LMM-P#25 foi utilizada para a extragdo de RNA conforme descrito no Item 3.2.4.3.

Na ponta da flecha utilizada na coleta das biopsias das baleias francas foi possivel
observar parte do tecido adiposo coletado (figura 33), que foi retirado da ponteira o mais
rapido possivel e imerso em nitrogénio liquido ou Trizol (Gibco®) para conservacdo do RNA
com auxilio de pinga e bisturi previamente esterilizados. O tempo necessario desde o momento
da coleta até a imersao nos liquidos para conservagdo do tecido variou entre 1 e 3 minutos. O
restante do tecido presente na ponteira foi submerso em solucdo fisioldgica para mamiferos
para que o tecido permanecesse vivo até a chegada ao laboratorio. No laboratério o tecido

adiposo coletado foi retirado da ponteira e separado da pele para ser incubado.

Figura 26. Foto do filhote de baleia franca IBF#01 na Praia da Ferrugem, litoral de Santa

Catarina (foto: Glauco Caon®).
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Figura 27. Fotoidentificagdo da fémea IBF#02 na Praia da Ferrugem, litoral de Santa Catarina

(foto: Glauco Caon®).
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Figura 28. Mapa dos locais de coleta de tecido para os experimentos sobre gliceroneogénese.
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Local de coleta IBF#01 e IBF#02
(28°00'S, 47°35"W)

Figura 29. Imagem de satélite da area de coleta do par mae e filhote IBF#01 e IBF#02 em

Santa Catarina (Fonte: Google Earth®™).

Figura 30. Embarcagao utilizada para coleta da baleia franca em Santa Catarina.
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Lagoa dos Patos

Figura 31. Imagem de satélite da area de coleta dos golfinhos-nariz-de-garrafa LMM-P#24,
LMM-P#25 e LMM-P#26, na Barra da Lagoa dos Patos em Rio Grande, Rio Grande do Sul

(Fonte: Google Earth®).
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Figura 32. Fotoidentificagdo dos animais LMM-P#24, LMM-P#25 e LMM-P#26 na Barra da

Lagoa dos Patos, Rio Grande, Rio Grande do Sul (foto: Glauco Caon®).
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Figura 33. Detalhe do tecido adiposo na ponteira apds a biopsia, utilizado para os

experimentos com RNAm (foto: Glauco Caon®).

3.2.4.2. Incubacao do tecido adiposo

Raros sdo os estudos que descrevem as metodologias para realizagdo de experimentos
de metabolismo em mamiferos marinhos, como a incubagdo do tecido para estudo, por
exemplo. Em sua maioria, sdo utilizados animais doentes ou quase mortos na beira da praia, o
que pode resultar em alteracdes metabolicas que irdo se refletir nos dados obtidos (Romano et
al. 1999, Janech et al. 2002, Beinke et al. 2007). Dados sobre a temperatura corporal, tempo de
incubagdo, quantidades do tragador utilizado, qual solucdo fisioldgica usar, ndo sdo
conhecidos. Assim, para realizar este experimento, adaptamos a metodologia conhecida para a
incubacao de tecidos de animais de laboratério na tentativa de obter os dados necessarios para
a comprovacao da gliceroneogénese no tecido adiposo de cetaceos.

As bidpsias realizadas para verificar a atividade da via gliceroneogénica nestes tecidos
foram conservadas em solugao fisioldgica desde o0 momento da coleta até o laboratorio, o que
durou aproximadamente 30 minutos. Devido a quantidade de tecido coletado, foram feitas
duplicatas das biopsias de baleia franca de aproximadamente 0,1g para cada individuo
coletado. As amostras de T. truncatus foram analisadas inteiras, devido a quantidade obtida.
As amostras de tecido adiposo foram retiradas da ponteira e separadas da pele. Foi realizado

entdo o slicing do tecido adiposo com bisturi, ¢ as fatias colocadas em meio de incubagao
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Krebs-Ringer-bicarbonato (composi¢ao: NaCl = 18 g/100ml, KCI = 0,92 g/100ml, KH,PO4 =
0,42 g/100ml, NaHCO3 = 5,46 g/100ml, MgSO4 (7H,0) = 0,764 g/100ml e Cl,Ca (2H,0) =
0,96 g/100ml) com 0,15 uCi de acido piravico [1-C'*] 13,5 mCi/nmol (NEN Du Pont), 5,0
mM de piruvato ndo marcado e aerados com carbogénio. Foi utilizado o piruvato-[1-C']
marcado no primeiro carbono porque este carbono ¢ o que serd utilizado para a formagdo do
glicerol 3-fosfato (Boyer 2005), ou seja, ao quantificar a radiagdo dos lipidios extraidos do
tecido estaremos quantificando a formacdo do glicerol 3-fosfato e seus subprodutos. A
incubagdo teve duracdo de 1 hora a 35° C com agita¢dao constante em banho metabolico tipo
Dubnoff. Apds este procedimento, os slicings foram separados do meio de incubagdo, secados
em papel filtro, lavados com solugdo fisioldgica para retirada do excesso de radioativo, e
congelados em tubos para posterior andlise. No laboratorio os lipidios totais foram extraidos
do tecido adiposo utilizando o método de Folch et al. (1957) e a formacgao de glicerol marcado

foi quantificado utilizando contador beta, com o resultado sendo expresso em cpm/g de tecido.

3.2.4.3. Extracdo de RNA

Realizar experimentos envolvendo RNAm em animais na natureza ¢ extremamente
complicado devido a dificuldade em encontrar infra-estrutura adequada para os procedimentos
necessarios. Além disso, a fragilidade do proprio RNAm devido a demora na coleta e
conservagao do tecido no momento da coleta até a realizagdo dos experimentos de extragao,
amplificacdo e seqlienciamento do segmento desejado, sdo um dificil problema logistico nas
atividades de campo. Especialmente para as enzimas envolvidas na gliceroneogénese, como a
PEPCK. Existem metodologias j& descritas na literatura para a realizacdo da coleta de tecidos
que usualmente sdo feitas a partir de animais encalhados vivos ou pela retirada de animais

cacados pela industria baleeira (Romano et al. 1999, Janech et al. 2002, Beinke et al. 2007).
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Esta coleta em mamiferos marinhos, onde qualquer demora na retirada e acondicionamento do
tecido pode inviabilizar todo o experimento. Por isso as metodologias utilizadas normalmente
em laboratério foram adaptadas por nos e testadas em campo para verificar se ¢ possivel
manter a integridade do RNAm presente no tecido adiposo coletado de mamiferos marinhos
no campo sem a efetiva captura do animal.

Para isso, apds a biopsia, o tecido adiposo em excesso que estava aparente na ponteira
foi imediatamente congelado em nitrogénio liquido ou imerso em Trizol (Gibco®) em tempos
que variaram de 1 a 3 minutos ainda na embarcacdo. Apos este procedimento, em laboratério,
o tecido foi submetido a extracdo de RNA segundo Chomczynski e Sacchi (1987). O RNAm
total foi transcrito reversamente através de kit para sintese de cDNA SuperScript™ First-
Strand Synthesis System for RT-PCR (Invitrogen, Life Technologies, Carlsbad, California,

EUA. Logo apds, quantidades de cDNA foram submetidas a PCR. Uma fragdo de 1ul de

cDNA foi utilizado como matriz para o PCR com volume final de 50 pl contendo 1,5 mM de
MgCl,, 2 pmol de cada primer, ¢ 1 U AmpliTag DNA polimerase (Gibco). O PCR foi
executado em um Thermocycler (PTC-100, MJ Research, Inc.) e consistiu em 35 ciclos de
desnaturagdo a 94° C por 1 minuto, anelamento a 56° C por 1 minuto e extensdo a 72° C por 1
minuto.

Um par de oligonucleotiddeos especificos desenhados a partir da seqiiéncia do cDNA
do gene 28S de Drosophila (AY319386) identificados como SENSO
(5’ GCGAAAAGAAAACAGTTCAGC3’) e ANTI-SENSO
(5’GAAGGACTTAAATCGTTAATTTCTCAZ’) foram utilizados. O tamanho do produto de

PCR foi de 111 pares de base. A andlise dos fragmentos de cDNA em gel de agarose foram
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realizadas usando o ImageMaster” VDS (Pharmacia Biotech). Foi utilizado para comparagio

uma amostra de Drosophila sp. e o controle negativo foi realizado com agua.

3.2.5. Resultados

3.2.5.1. Incorporagdo do piruvato-[1-C'*] pelo tecido adiposo

Os valores do glicerol-C'* apés a incubagdo do piruvato-[1-C'*] no tecido adiposo
estdo apresentados na tabela 13. Na baleia franca, apenas a fémea IBF#02 apresentou a
formacao de glicerol marcado (média= 83.79 cpm/g de tecido; DP= 29.39; n= 2) enquanto no
tecido adiposo do filhote nio foi observada formagdo de glicerol-C'*. Em T. truncatus apenas

o animal LMM-P#26 apresentou formagao de glicerol marcado de 414.95 cpm/g de tecido.

Tabela 13. Valores de formagao de glicerol marcado no tecido adiposo da baleia franca do sul

(E. australis) e do golfinho-nariz-de-garrafa (T. truncatus).

Cédigo de Espécie Local de coleta  Pes0 do tecido GIi(:eroI-Ci14
campo (gramas) formado
IBF#01* E. australis (filhote) Praia do Siriu (SC) 0,1178 0
IBF#01° E. australis (filhote) Praia do Siria (SC) 0,1033 0
IBF#02"  E. australis (fémea adulta)  Praia do Siriu (SC) 0,1305 104,58
IBF#02°  E. australis (fémea adulta)  Praia do Sirit (SC) 0,1295 63,01

LMM-P#24 T. truncatus Lagoa dos Patos (RS) 0,0754 0

LMM-P#26 T. truncatus Lagoa dos Patos (RS) 0,0669 414,95

“ = primeira duplicata; ° = segunda duplicata;

* cpm/g de tecido.
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3.2.5.2. Teste de integridade da amostra coletada
A sintese do cDNA e a presenca no gel de agarose de bandas do gene 28S com 111
pares de base (figura 34) apés o PCR demonstram que o tecido estd integro para os

experimentos com RNA e que a metodologia utilizada para sua coleta esta correta.

111 pb

Figura 34. Gel de agarose demonstrando a integridade do tecido coletado do produto do PCR
do 28S para o golfinho LMM-P#25 (T. truncatus), a mosca-da-fruta (Drosophila sp.), e o

controle negativo com agua.

3.2.6. Discussao

Os dados aqui apresentados demonstram a presenca da via gliceroneogénica em
cetdceos. A incorporagdo do piruvato marcado pelo tecido adiposo s6 pode ser explicada por

esta via, uma vez que o tecido adiposo branco ndo oxida os 4cidos graxos para obtencdo de
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energia em quantidade significativa, a atividade da glicerol quinase, responsavel pela
transformacao do glicerol em glicerol 3-fosfato (que ¢ o composto que permite a re-
esterificagdo dos acidos graxos) € praticamente nula neste tecido e o tecido adiposo branco nao
contém glicogénio suficiente para suprir a necessidade de glicose requerida para esta re-
esterificacao (Beale 2003, Hanson e Reshef 2003).

Obviamente a existéncia de uma via metabodlica ¢ resultado de um longo tempo de
adaptacdes impostas pelo meio ambiente sobre uma populacdo. No caso da gliceroneogénese,
apesar dos inimeros trabalhos publicados, todos sdo direcionados para as bases moleculares
da mesma, ainda mais se tratando de uma via com importancia médica por estar relacionada
com a diabetes tipo II, por exemplo (Forest e Beale 2003). Nao existe nenhum trabalho na
literatura que aponte a importancia desta via para os animais em seus ambientes naturais e a
sua importancia bioldgica para estas espécies.

Para as baleias migratdrias ¢ razoavel admitir que, mesmo com a formacdo de uma
espessa camada de gordura adquirida pela alimentagdo baseada no krill em areas proximas a
convergéncia subantartica, outros fatores auxiliem na otimizagdo da utilizacao destas reservas.
Os cuidados da fémea com seu filhote sdo as atividades de maior demanda de energia em
mamiferos. Por ser a unica fonte de energia durante os aproximadamente nove meses da
migracao, a utilizagdo das reservas presentes na camada de gordura ¢ crucial para o sucesso da
espécie desde a alimentacdo até a reproducdo ou concepgdo dos filhotes, amamentacio e
retorno as areas Sub-Antarticas. Em baleias cinzentas, por exemplo, a fémea perde massa
corporal na transferéncia de energia para o filhote durante a amamentacdo. Berta ¢ Sumich
(1999) descrevem que fémeas de baleias cinzentas, Eschrichtius robustus, apresentam
aproximadamente 25 toneladas de peso no momento do nascimento de seu filhote e, dez

semanas apos, no final da amamentacdo, este peso diminui para 21 toneladas. No mesmo
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periodo o filhote, que no momento do nascimento pesa aproximadamente 900 kg, ao final da
amamentagdo apresenta 2100 kg de peso. Ou seja, a fémea tem uma perda de massa de
aproximadamente 16%, enquanto o filhote ganha 233% de peso no mesmo periodo, garantindo
o tamanho suficiente para os deslocamentos até as areas de alimentagdo. Isso s6 € possivel
porque o leite das espécies de misticetdceos migradores possui uma grande concentracao de
lipidios proveniente da camada de gordura, com concentra¢des que podem variar de 20% até
40%, dependendo da época da lactagdo e da espécie estudada (Oftedal 1997). No presente
estudo, a fémea IBF#02, que esta sob as condi¢des necessdrias para a ativagao da via
gliceroneogénica (alimentada com proteina e em jejum), possui média de 83.79 + 29.39 cpm/g
(n= 2), enquanto o seu filhote (IBF#01), que estava se alimentando de leite rico em gordura,
nao apresentou formagao de glicerol marcado. Assim, ¢ plausivel sugerir que, para assegurar a
manutengdo das reservas energéticas na forma de gordura presentes no tecido adiposo, a
gliceroneogénese auxilie como um mecanismo metabolico de conservagdo das reservas
lipidicas. A via gliceroneogénica possui como caracteristica manter até 60% das reservas
lipidicas no tecido adiposo, ndo permitindo a utilizacao total destas reservas durante a lipdlise
(Beale et al. 2002, Hanson e Reshef 2003). Assim, mesmo com todo o gasto energético
imposto pela migracdo e reproducdo, os animais possuem meios metabolicos de otimizar a
utilizacdo da camada de gordura.

De uma maneira geral ndo existem trabalhos sobre metabolismo em cetaceos,
principalmente grandes cetaceos como baleias. Assim, varios dados importantes para a
realizacdo dos mesmos também inexistem, dificultando a execugdo de projetos caros como os
realizados com mamiferos marinhos sem dados basicos sobre temperatura corporal,
quantidade de tecido necessaria, a solucdo fisiologica que deve ser utilizada, entre outros.

Estes dados sdo cruciais para a realizagdo dos experimentos e caso nao sejam adequados todo
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o experimento pode ser perdido. A metodologia empregada neste estudo foi criada utilizando
apenas informagdes sobre a experiéncia dos autores em trabalhos de campo e de fisiologia,
sendo possivel a realizagdo de experimentos para determinar a utilizagdo do piruvato-[1-C'*] e
na formagao do glicerol marcado na amostra de tecido.

Em T. truncatus ¢ comum a observacao destes animais nas barras dos rios a procura de
alimentos como a tainha (Mugil sp.) (Simdes-Lopes 1995). Cada individuo possui um estado
nutricional quando os encontramos na natureza. Assim, alguns animais vao estar em jejum e
outros alimentados no momento da biopsia. Provavelmente os resultados encontrados para a
formagdo de glicerol-C'* nesta espécie estejam refletindo seu estado nutricional, uma vez que
o animal P#24 nao apresentou formagao e o animal P#26 apresentou a maior formagdo entre
todos os individuos analisados (414,95 cpm/g de tecido). A atividade da via gliceroneogénica
foi descrita em mulheres gravidas alimentadas com proteinas e em 12 horas de jejum,
demonstrando que em relativamente curtos periodos de tempo esta via esta ativada (Kalhan et
al. 2001). Ainda assim o mar possui zonas de maior producao e de menor producao, resultando
em areas com maior € menor quantidades de alimento. Apesar de um periodo de jejum bem
menor que o apresentado por baleias migratdrias, a gliceroneogénese pode estar auxiliando a
manutengdo das reservas lipidicas em golfinhos.

Em trabalhos de metabolismo, além da incubagdo como indicador da presenga da via,
também ¢ necessaria a observagdo da atividade ¢ o sequenciamento das enzimas-chave. A
integridade do tecido para estudos com RNA ¢ imprescindivel e por isso metodologias para
verificar a conservagdo do tecido adiposo foram testadas. Tanto os métodos de congelamento
em nitrogénio liquido quanto de imersdo em Trizol (Gibco®) do tecido adiposo foram
satisfatorios, como foi demonstrado pela presenga de uma tUnica banda para o gene 28S,

utilizada para testes de integridade do RNA. Estas metodologias podem ser empregadas em
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futuros trabalhos que envolvam a coleta de tecido em trabalhos de campo objetivando analises
moleculares.

Apesar do pequeno numero amostral, o objetivo de identificar a gliceroneogénese
nestes animais foi obtido. Um novo estudo com maior nimero amostral e outras variaveis a
serem comparadas, como o inicio e o final da temporada de migragdo, serd analisado a partir
da temporada 2007. Este trabalho demonstra principalmente a possibilidade de executar
experimentos in Vitro com amostras coletadas de animais de grande porte como cetaceos em
seus ambientes naturais, ndo havendo a necessidade da captura dos mesmos ou que seja
necessaria a espera de um evento como o encalhe de um animal doente para conduzir

experimentos desta natureza.
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Anexo I. Ficha de reagdo a biopsia.

FICHA DE COLETA E REACAO No.

Espécie: Data:

Local: Hora: h min

Beaufort: Profundidade:

Velocidade do vento: Cobertura: chuva: (s / n)
Atirador: FotoID: n / s (# da foto: )
Embarcacao: Dist. do barco:

Observagoes:

Circule o numero de acordo com a reagdo (adaptado de Weinrich et al. 1991):
1. Sem reacdo (baleia demonstrou o mesmo comportamento de antes da bidpsia).

2. Pouca reagdo (baleia alterou levemente seu comportamento. E.g. mergulho rapido, esquiva, desvio do
deslocamento).

3. Reacdo moderada (baleia reagiu de forma ndo prolongada, e.g. batida de cauda, aceleragdo ou mergulho).

4. reagdo forte (baleia modificou seu comportamento em atividades repetitivas, e.g. batidas repetidas de cauda).
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ABSTRACT

Glyceroneogenesis is the de novo synthesis of glycerol-3-phosphate using pyruvate as a
substrate in adipose tissue. As a premise of this pathway, the animal must be submitted to a
high-protein-diet and fasting. Cetaceans naturally have a high-protein diet and migratory
species fast do not feed for approximately nine months while moving between the feeding and
reproduction areas. Nothing is known about the biological importance of glyceroneogenesis
for animals in their natural habitat. In order to study this pathway, a calf/female pair (IBF#01
and IBF#02) of southern right whales (E. australis) were biopsied at Sirit beach, Santa
Catarina, as well as 3 bottlenose dolphins (T. truncatus) (LMM-P#24, LMM-P#25 and LMM-
P#26) in Patos Lagoon, Rio Grande. Incubation was performed in the adipose tissue with
marked pyruvate. A mean incorporation of 83.79 £ 29.39 cpm/g of tissue (n= 2) was observed
in the female IBF#02, while in the calf there was no pyruvate intake. Only dolphin LMM-
P#26 presented an intake of 414.95 cpm/g of tissue. An alternative methodology to test the
tissue integrity was also performed using liquid nitrogen and Trizol. Due to the absence of
glycerol phosphatase and the low glycogen concentration in the adipose tissue, the
incorporation of this pyruvate can only be explained by glyceroneogenesis. The characteristic
of this pathway is the optimization of energy use, so that 60% of the fatty acids are reesterified
during lipolysis. Thus, the glyceroneogenic pathway appears to help use lipid reserves, and it
is important to preserve these reserves during migration.

Key words: southern right whale, Eubalaena australis, bottlenose dolphin, Tursiops truncatus,

glyceroneogenesis, Brazil.
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Introduction

Given its name by Gorin et al. (’69), glyceroneogenesis is the de novo synthesis of glycerol
from precursors other than glucose or glycerol. In ’67, Ballard et al. and Reshef et al.
described the synthesis of glycerol-3-phosphate in the adipose tissue of mammals through this
abbreviated version of glyconeogenesis. It is however possible to observe a high rate of re-
synthetizing of triglycerides in mammals submitted to a high protein and carbohydrate-poor
diet, submitted to fasting (Brito et al., ’99; Reshef et al., ’03). In this situation, the glucose
offer is low or nil, and this substrate is not available for the formation of glycerol 3-phosphate,
then promoting the use of pyruvate through the glyceroneogenic pathway in the adipose tissue
for this purpose. This statement is based on a few fundamentals known regarding metabolic
activity in this tissue, since white adipose tissue does not oxidize fatty acids to obtain a
significant amount of energy, and the activity of glycerolkinase responsible for transforming
glycerol into glycerol 3-phosphate is practically nil in this tissue. Furthermore, it is known that
white adipose tissue does not contain enough glycogen to supply the glucose required for this
reesterification. (Beale et al., ’02; Hanson and Reshef, *03).

Phosphoenolpyruvate carboxykinase (PEPCK-C) is the key enzyme of this pathway
(Beale et al., ’02). The importance of PEPCK-C as a key enzyme in glyceroneogenesis
became clear already during the first studies on this pathway. As soon as it became possible to
understand the specific factors of the PEPCK-C gene transcription, the mechanisms
responsible for controlling this enzyme were outlined (Hanson e Reshef, ’97). Even with the
growing number of recent studies on glyceroneogenesis, and consequent increased
understanding of the pathway and its regulation, nothing is known about the biological
importance of the glyceroneogenic pathway as related to the animals in their natural

environment.
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In nature, cetaceans (whales and dolphins) are naturally submitted to a high-protein
and carbohydrate-poor diet, and to fasting during certain stages of their biological cycle. The
diet of migratory whales in the southern hemisphere is based on krill (Euphasia superba) in
Antarctic and Sub-Antarctic waters, and they remain approximately nine months without
eating during migration (Payne, ’86; Best et al.; ’93, Bannister et al.; ’99). Odontoceti such as
the bottlenose-dolphin (Tursiops truncatus), usually use the Brazilian coastal waters to predate
fish, squid and sometimes crustaceans, their main source of food.

In order to observe the presence of the glyceroneogenic pathway in these animals and
to compare migratory and non-migratory animals, the subjects studied in this experiment were
the southern right whale (Eubalaena australis) and the bottlenose dolphin (Tursiops

truncatus).

Method
3.1. Collection and processing of samples

3.1.1. Biopsies

The biopsies were performed using a 150-pound crossbow with an arrow especially
adapted to collect tissue from cetaceans (Brown et al. 1991), with a metal tip specific for small
and large cetaceans, depending on the species studied. This procedure is widely used to study
cetaceans and follows international recommendations which show that there are no negative
reactions from the animals sampled (Brown et al., ’91; Hoezel, *91; Weinrich et al., *91).

The boat approached the animals following the IWC recommendation presented by
Carlson (°96) to regulate whalewatching, For this study a southern right whale (E. australis)

mother/calf pair (IBF#01 and IBF#02) was collected in front of Siria Beach (SC)(28°00°S,
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47°35’W)(Fig. 1) in August 28, 2006, using a 9-meter long inflatable boat with a fiber bottom
and two 90-HP motors.

The bottlenose dolphins LMM-P#24, LMM-P#25 and LMM-P#26 were collected in
the Pato’s Lagoon (32°10°S, 52°05’W)(Fig. 1) in September 27, 2005. The tissue collected
from LMM-P#24 and LMM-P#26 animals was used for incubation experiments, while the
adipose tissue sample collected from the LMM-P#25 animal was immersed in Trizol
(Gibco®) to verify the integrity of the tissue collected for experiments with mRNA.

Part of the adipose tissue collected could be seen at the tip of the arrow used to collect
biopsy material from the southern right whales. It was removed from the tip as soon as
possible and immersed in liquid nitrogen to conserve the RNA, with the help of pincers and
scalpel that had been previously sterilized. The time needed from the moment of collection to
immersion in the liquids to conserve the tissue varied from 1to 3 minutes. The rest of the
tissue on the tip was submerged in Krebs-Ringer-bicarbonate solution for mammals, to keep
the tissue alive until it reached the laboratory. In the laboratory, the adipose tissue collected

was removed from the tips and separated from the skin for incubation.

3.1.3. Incubation of the adipose tissue

No methods have been described for experiments on metabolism in marine mammals,
such as the body temperature of the animals and incubation times. Thus, we adapted the
known method for the incubation of laboratory animal tissues, in an attempt to obtain the data
needed to perform this experiment.

The biopsies were preserved in saline solution from the time they were collected until
they arrived in the laboratory, for approximately 30 minutes. Due to the amount of tissue

collected, duplicates of the biopsies of southern right whale were made, approximately 0.1 g
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for each individual collected. The samples of T. truncatus were analyzed whole, because only
a small amount was obtained. The samples of adipose tissue were removed from the tip and
separated from the skin. Then the adipose tissue was sliced with a scalpel and the slices were
placed in a Krebs-Ringer-bicarbonate incubation medium (composition: NaCl = 18g/100ml,
KCl = 0.92g/100ml, KH,PO,4 = 0.42g/100ml, NaHCO; = 5.46g/100ml, MgSO4 (7H,0) =
0.764g/100ml and Cl,Ca (2H,0) = 0.96g/100ml) with 0.15 pCi of pyruvic acid [1-C'*] 13.5
mCi/nmol (NEN Du Pont), 5.0 mM of pyruvate that was unmarked and aerated with carbogen.
Pyruvate-[l-CM] labelled in the first carbon was used, because this carbon is the one that will
be used by glyceroneogenesis to form glycerol 3-phosphate (Boyer ’05). The bath lasted 1
hour at 35° C with constant agitation in a metabolic bath. After this procedure, the slices were
separated from the incubation medium, dried in filter paper, washed with a saline solution and
frozen separately for later analysis. In the laboratory the total lipids were extracted from the
adipose tissue using the method of Folch et al. (°57) and the marked glycerol formation was

quantified using the beta counter. The result was expressed in cpm/g of tissue.

3.1.2. RNA extraction

As in incubation, no methods have been described in the literature to perform this
collection for marine mammals, especially for the enzymes involved in glyceroneogenesis,
such as PEPCK. Therefore, we adapted the methods normally used in the laboratory, and
tested them in the field to verify whether it was possible to maintain the integrity of mRNA
present in the adipose tissue collected and marine mammals in the field.

For this purpose, after biopsy the excess adipose tissue that was visible on the tip was
immediately frozen in liquid nitrogen or immersed in Trizol (Gibco®) while still on the boat.

After this procedure, in the laboratory the tissue was submitted to RNA extraction according
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to Chomczynski and Sacchi (’87). Total mRNA was reverse transcribed using a kit for cDNA
synthesis, SuperScript™ First-Strand Synthesis System for RT-PCR (Invitrogen, Life
Technologies, Carlsbad, Califérnia, USA. Immediately after this, quantities of cDNA were
submitted to PCR. A fraction of 1ul of cDNA was used as a matrix for PCR with a final
volume of 50ul containing 1.5 mM of MgCl,, 2 pmol of each primer, and 1 U AmpliTag
DNA polymerase (Gibco). The PCR was performed in a Thermocycler (PTC-100, MJ
Research, Inc.) and consisted of 35 denaturation cycles at 94° C for 1 minutes, annealing at
56° C for 1 minute and extension at 72° C for 1 minute.

A pair of specific oligonucleotides designed from the cDNA sequence of the 28S
Drosophila (GenBank accession n. AY319386) portion identified as forward primer
(5GCGAAAAGAAAACAGTTCAGCS’) and reverse primer
(5°GAAGGACTTAAATCGTTAATTTCTCA3’) was used to verify the integrity of the tissue
collected. The PCR product was run on an 1% agarose gel, and a single band (111 base pairs)
was analyzed by ImageMaster” VDS (Pharmacia Biotech). A sample of Drosophila sp was

used for comparison, and the negative control was performed with water.

4. Results
4.1. Incorporation of pyruvate-[1-C**] by adipose tissue

The values of glycerol -C'* after incubation of pyruvate-[1-C'*] in the adipose tissue
are shown in Table 1. In the southern right whale, only female IBF#02 presented the marked
glycerol formation (83.79 + 29.39 cpm/g of tissue, n= 2) while no glycerol -C'* formation was
observed in the adipose tissue of the calf. In T. truncatus only animal LMM-P#26 presented a

glycerol formation with tissue values of 414.95 cpm/g.
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4.2. Integrity test of the sample collected
The synthesis of cDNA and the presence of bands of 28S gene with 111 base pairs
after PCR (Fig. 2) in agarose gel, show that the tissue from LMM-P#25 is whole for the

experiments with RNA, and that the appropriate method was used to collect it.

Discussion

The data presented here show the presence of the glyceroneogenic pathway in
cetaceans. The incorporation of marked pyruvate by the adipose tissue can only be explained
by this pathway, since the white adipose tissue does not oxidize the fatty acids to obtain
energy in significant amounts, the activity of glycerolkinase responsible for the transformation
of glycerol 3- phosphate is practically nil in this tissue, and the white adipose tissue does not
contain sufficient glycogen to supply the glucose needed for this re-esterification (Beale, ’02;
Hanson and Reshef, ’03).

For migrating whales it can reasonably be accepted that, even with a thick fat layer due
to a diet based on krill, other factors help optimize use these reserves. The care of the calf by
the female is the activity that demands most energy in mammals.(Gittleman and Thompson,
’88). Since this is the sole source of energy during approximately nine months of migration,
the use of the reserves present in the fat layer is crucial for the success of the species from
feeding to breeding or conception of the youmg, suckling and returning to the Sub-Antarctic
areas. According to Berta and Sumich (*99) the gray whale, Eschrichtius robustus, females
lose body mass while transferring energy to the calf during suckling, and they weigh
approximately 25 tons at the time the calf is born. Ten weeks later, after suckling ends, they

weigh 21 tons. During the same period, at the end of suckling, the calf which at birth weighed
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approximately 900 kg, weighs 2100 kg. This is only possible because the milk of the
migrating mysticeti species has a heavy concentration of lipids from the fat layer, with
concentrations that may vary from 20% to 40%, depending on the time of lactation and the
species studied (Oftedal, *97). In this study, female IBF#02, which presents the necessary
conditions to activate the glyceroneogenic pathway (fed with protein and fasting) has a mean
of 83.79 + 29.39 cpm/g of tissue, while its calf (IBF#01), which was feeding on fat-rich milk
did not present marked glycerol formation. Thus it can be plausibly suggested that, in order to
ensure the maintenance of energy reserves in the form of fat in the adipose tissue of the
mother when there is energy stress from migration and suckling, glyceroneogenesis can help
as a metabolic mechanism for the conservation of lipid reserves. The characteristic of the
glyceroneogenic pathway is to re-esterify up to 60% of the fatty acids mobilized in lipolysis,
not allowing the total use of these reserves to obtain energy (Jensen et al., 01, Beale et al.,
’02; Hanson e Reshef, ’03). In this way, even with all of the energy expenditure imposed by
migration and reproduction, the animals have metabolic means of optimizing the use of the
fatty layer.

In general, there are no studies on the lipid metabolism in cetaceans, especially large
cetaceans such as whales. Thus, some important information for such studies is also lacking,
making it difficult to carry out expensive projects such as those performed on marine
mammals without basic data on body temperature, amount of tissue needed, saline solution
which should be used, and others. These data are crucial to perform the experiments, and if
they are not appropriate the whole experiment may be lost. The method in this study was
created utilizing only information on the authors experience in field and physiology work. The
attempt proved satisfactory, and it was possible to perform experiments to determine pyruvate-

[1-C'*] use and the formation of marked glycerol in the tissue sample.
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In T. truncatus it is usual to observe these animals at the entrance to rivers, looking for
food such as mullet (Mugil sp.) (Simdes-Lopes, *91) in southern Brazil. At the time of biopsy
each individual is found in a particular nutritional status, some animals will be fasting and
others fed. Probably the results found for glycerol -C'* formation in this species reflect this
nutritional status, since animal LMM-P#24 did not present marked glycerol formation and
animal LMM-P#26 presented the greatest formation among all of the individuals analyzed
(414.95 cpm/g of tissue). The activity of the glyceroneogenic pathway was described in
pregnant women fed proteins and in 12-hour fasting, showing that the pathway is activated in
relatively short time periods (Kalhan et al., ’01). The oceans have zones of higher and lower
productivity (Haimovici et al., ’96) and glyceroneogenesis may be helping maintain the lipid
reserves in these animals while seeking new sources of food.

In metabolism studies, besides incubation as an indicator of the presence of the
pathway, it is also necessary to observe the activity and sequencing of the key enzymes. For
this purpose the integrity of tissue for RNA studies is essential. For this reason methods to
conserve the information of the adipose tissue were tested. Both the methods of freezing in
liquid nitrogen and immersion in Trizol (Gibco®) were satisfactory, as shown by the presence
of a strong band for the 28S portion, used for RNA integrity tests. These methods may be used
in future studies involving tissue collection in field work, for the purpose of molecular
analyses.

Despite the small number of the sample, the objective of identifying glyceroneogenesis
in these animals was achieved. Based on these data, new studies will be performed about this
pathway, allowing more information and variables to be analyzed. The data shown here are
very useful to carried out in vitro experiments on the metabolism of marine mammals alive in

nature, since about collect biopsy are seldom in the literature.
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Tables
TABLE 1. Marked glycerol formation in the adipose tissue of the southern right whale (E.

australis) and the bottlenose dolphin (T. truncatus).

Weight of the  Glycerol-

Field code Species Collection site X
tissue® c*
E. australis
IBF#01* Siritt Beach (SC) 0.1178 0
(calf)
E. australis
IBF#01° Siriti Beach (SC) 0.1033 0
(calf)
E. australis
IBF#02° Sirit Beach (SC) 0.1305 104.58
(adult female)
E. australis
IBF#02° Sirit Beach (SC) 0.1295 63.01
(adult female)
LMM- P#24 T. truncatus Patos’ Lagoon (RS) 0.0754 0
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LMM- P#26 T. truncatus Patos’ Lagoon (RS) 0.0669

414.95

T n .
= weight in grams
* . .
= values are expressed in cpm/g of tissue.
a

= first duplicate.

® = second duplicate.

Parana

Santa Catarina ¢

Rio Grande do Sul
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—  20.505

L 31.5.5

33.5.5

Figures:
Figure 1.
57.W
Paraguay
Brazi
Uruguay
Figure 2.
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Figure Legends

Fig. 1. Location of samples collection of E. australis (Siric Beach) and T. truncatus (Pato’s

Lagoon, Rio Grande).

Fig. 2. Agarose gel showing the product of PCR for 28S from the biopsy of the adipose tissue

of the bottlenose-dolphin (LMM-P#25), T. truncatus, from the fruit fly, Drosophila sp., and

the negative control (water).
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Baixar Monografias e TCC
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