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RESUMO

DA SILVA, Leticia Versiani Gomes, Msc, Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro. Fevereiro de 2018. Morfologia de cora¢cdes de Sotalia guianensis (Van
Beneden, 1864). Orientador: Prof. Dr. Leonardo Serafim da Silveira.

Sotalia guianensis, popularmente conhecido como boto-cinza, € um pequeno cetaceo
odontoceto que habita regibes costeiras do Brasil. O sistema cardiovascular dos
mamiferos marinhos possui algumas adaptacdes para suportar maior pressao e
tempo de apneia durante mergulho. Entretanto, pouco se sabe sobre morfologia,
crescimento e envelhecimento do coragdo, ndo so de S. guianensis como de todos 0s
cetaceos. O presente estudo teve como objetivo avaliar diferentes variaveis
morfoldégicas macro e microscopicas em coracbes de botos-cinza encontrados
encalhados no litoral do Espirito Santo. Foram utilizadas 28 carcacas recolhidas pelo
Instituto Organizacdo Consciéncia Ambiental, localizado em Guarapari — ES. Os
espécimes passaram por necropsia, em que foi mensurado o comprimento total (CT)
e o coracao foi retirado da cavidade toracica. Os 6rgaos foram fixados em solucéo
formalina 10% por sete dias e foram realizadas as mensuracdes altura, perimetro na
regido no sulco corondrio e no tergo distal, espessura das paredes ndo septais dos
ventriculos. Cada camara ventricular foi clivada na mesma regido e os fragmentos
passaram pelo processamento histolégico para confec¢éo de laminas histolégicas. Foi
determinada a densidade de volume de cardiomidcitos, de tecido conjuntivo e de
vasos sanguineos. A idade foi estimada através de método de contagem de camadas
de dentina depositadas anualmente nos dentes. Nao houve diferenca estatistica entre
os coracfes de machos e fémeas. Foram identificadas fibras colagenas dos tipos | e
11, distribuidas diferentemente no epicardio, miocardio e endocéardio. O CT e a idade
correlacionaram-se a altura, perimetro do sulco corondrio e do terco distal. Apenas as
variaveis densidade de volume de cardiomidcitos (r = 0,516) e de tecido conjuntivo (r
= -0,503) do ventriculo direito foram correlacionadas a idade. As verificacdes
realizadas no presente estudo sdo inéditas para S. guianensis e em termos
morfolégicos o coracdo da espécie ndo difere muito de mamiferos terrestres. As
variaveis estereoldgicas estudadas ndo estao fortemente relacionadas a idade ou ao
comprimento total, sendo importante a verificacdo de outros fatores, em futuros
estudos, para melhor analise do envelhecimento do tecido cardiaco em S. guianensis.

Palavras-chave: Boto-cinza, Ventriculos, Morfometria, Estereologia.



ABSTRACT

DA SILVA, Leticia Versiani Gomes, Msc, Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro. Fevereiro de 2018. Morphology of Sotalia guianensis (Van Benedén,
1864) hearts. Adviser: Prof. Dr. Leonardo Serafim da Silveira.

S. guianensis, the Guiana dolphin, is a small cetacea odontoceto that inhabits coastal
regions of Brazil. The cardiovascular system of marine mammals has some
adaptations to withstand increased pressure and time of apnea during diving. However,
little is known about morphology, growth and aging of the heart, not only S. guianensis
but also all cetaceans. The present study had the objective of evaluating different
macro and microscopic morphological variables in hearts of guiana dolphins found
stranded on the Espirito Santo coast. Were used 28 carcasses collected by the
Instituto Consciéncia Ambiental, located in Guarapari - ES. The specimens underwent
necropsy, in which the total length (TL) was measured and the heart was removed
from the thoracic cavity. The organs were fixed in 10% formalin solution for 7 days and
the mesurements of apex-basis height, perimeter in the region of the coronary sulcus
and of the distal third, thickness of the non-septal walls of the ventricles and of the
interventricular septum were performed. Each ventricular chamber was cleaved in the
same region and the fragments underwent histological processing to make histological
blades. The volume density of cardiomyocytes, connective tissue and blood vessels
was determined. Age was estimated by counting the dentin layers deposited annually
on the teeth. There was no statistical difference between male and female hearts.
Collagen fibers of types | and Ill, differentially distributed in the epicardium,
myocardium and endocardium were identified. TL and age correlated with height,
perimeter of the coronary sulcus and distal third. Only the volume density of
cardiomyocytes (r = 0.516) and connective tissue (r = -0.503) of the right ventricle were
correlated with age. The foundings carried out in the present study are unpublished for
S. guianensis and in morphological terms the heart of the species does not differ much
from terrestrial mammals. The studied stereological variables are not strongly related
to age or total length, being important to verify other factors, in future studies, to better
analyze the aging of cardiac tissue in S. guianensis.

Key words: Guiana dolphin, Ventricles, Morphometry, Stereology.
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1 - INTRODUCAO

Sotalia guianensis (Van Bénéden, 1864), popularmente conhecido como boto-
cinza, € um cetdceo odontoceto cuja distribuicdo se da desde Honduras, na América
Central, até o litoral de Santa Catarina, no Brasil (SILVA E BEST, 1996). E classificada
como “deficiente em dados” pela IUCN — Unido Internacional para Conservacao da
Natureza (IUCN, 2012), devido principalmente a falta de estudos sobre a espécie e
sobre as acdes antrdpicas. Devido aos seus habitos costeiros € muito ameacada por

redes de pesca e pela poluicdo oriunda de dejetos urbanos (LODI E BOROBIA, 2013).

A inclusdo de estudos cardiovasculares em cetaceos tem sido usada para
elucidar as adaptacdes, morfologicas e fisiologicas, ao mergulho (PFEIFFER, 1990;
GARRI, 2006; BURNS et al., 2010; BURNS et al., 2015). Entretanto, as investigacdes
sobre anatomia do aparelho cardiovascular desses animais S&80 escassas,
provavelmente devido ao estado das carcacas que, na maioria das vezes, Sao
encontradas em avancado estado de decomposicao, impossibilitando estudos sobre
tecidos moles e o coracdo (GUIMARAES, 2014; VERSIANI, 2015).

Pouco se sabe sobre a estrutura e desenvolvimento de coracdes de cetaceos
e a maioria dos estudos morfoldgicos foi baseada em poucas ou apenas um espécime
(TURNER,1886; WHITE e KERR, 1917; OCHRYMOWYCH E LAMBERTSEN, 1984;
PEREZ E LIMA, 2006; BOSSART et al., 2007). Ainda ha menos estudos relacionados
as adaptac6es morfologicas celulares no coracdo de mamiferos marinhos. Em S.
guianensis foram avaliadas apenas Vvaridveis macroscopicas no sistema
cardiovascular, indicando que a espécie nao difere muito de mamiferos terrestres em
relacdo ao coracdo e ainda reforcando a ideia de que maiores estudos sao

necessarios para maior conhecimento da biologia da espécie (GARRI, 2006).

O numero de células ou a proporcao de células que compreendem um sistema
biolégico fornece informagdo sobre anatomia béasica, desenvolvimento,
envelhecimento, uso de farmacos e patologias (HERCULANO-HOUZEL et al., 2015).
Pela observacédo de cortes bidimensionais é possivel determinar a tridimensdo de um

orgao, tecido ou célula, através da técnica da estereologia (LACERDA, 2000). A
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abordagem quantitativa bem fundamentada dessas andlises permite melhor
correlacdo entre morfologia e fisiologia (ANDERSEN E PAKKENBERG 2003),
proporcionando maior entendimento sobre adapta¢gdes de um organismo (LACERDA,
2003).

O presente estudo visa analisar morfologicamente o miocardio de corac¢des de
S. guianensis do litoral do Espirito Santo aos niveis macroscopico e microscopico.
Sendo de extrema importancia para conhecimento basico de biologia da espécie
assim como para fornecer subsidio para futuras pesquisas relacionadas ao uso do

hébitat e ao comportamento de mergulho.
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2 - OBJETIVOS

2.1 - OBJETIVO GERAL

Descrever a histomorfologia do miocérdio e utilizar técnicas de morfologia, para
analisar o crescimento do coracdo de Sotalia guianensis, relacionando os resultados

obtidos a idade e ao comprimento total dos animais.

2.2 — OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar o comprimento total dos espécimes de S. guianensis;

e Realizar morfometria nos coragdes, mensurando espessura das paredes dos
ventriculos e do septo interventricular, altura apice-base e perimetro nas regiées do

sulco coronario e do terco distal cardiaco;

e Determinar a densidade de volume de cardiomiécitos, tecido conjuntivo e

vasos sanguineos;
e Identificar e tipificar as fibras de colageno presentes no miocardio ventricular;

e Estimar a idade dos animais através de leitura das Camadas Anuais de

Crescimento nos dentes;
e Correlacionar as variaveis morfométricas a idade;

e Correlacionar as variaveis morfomeétricas ao comprimento total,
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e Correlacionar as variaveis morfométricas as densidades de volume;
e Correlacionar as densidades de volume a idade;
e Correlacionar as densidades de volume ao comprimento total;

e Verificar o crescimento do miocardio através de curvas de crescimento.



20

3 = JUSTIFICATIVA

As investigagOes sobre a estrutura cardiovascular em cetaceos sédo escassas,
principalmente nas avaliacbes de estruturas microscopicas do coracdo, que em
maioria sdo voltadas para a descricdo histologica ou patologica. Além disso, as
mudancas que ocorrem no miocardio ao longo dos anos ndo sdo muito bem

documentadas.

Estudos estereoldgicos sdo vantajosos, pois os resultados sdo numéricos,
reprodutiveis e faceis de serem verificados. A estereologia permite avaliar um 6rgao
isotrépico tridimensionalmente a partir de uma amostra bidimensional, dando

resultados em volume.

Estimando a idade absoluta dos animais, pode-se estabelecer mais
especificamente os fatores de desenvolvimento corporal. Por isso, € muito mais
vantajoso determinar-se a idade do que apenas classificar os animais em faixas
etarias, sendo a determinacdo etaria em cetdceos de extrema importancia para

avaliacdes morfométricas e estereoldgicas.

Desta forma, o presente estudo tera grande importancia nas investigacdes
sobre o crescimento e envelhecimento dos cardiomiécitos e do intersticio do coracéo
de S. guianensis de acordo com o tamanho do 6rgéo e ao longo do tempo de vida do
animal. Contribuindo para conhecimento da biologia da espécie, ameacada de
extingdo e categorizada como “vulneravel” pelo ICMBio, e servindo de subsidio para
futuros estudos, principalmente relacionados ao uso do habitat e ao comportamento

de mergulho.
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4 — REVISAO DE LITERATURA

4.1 - CETACEOS

Os cetaceos sao mamiferos que passaram pelos efeitos de selecdo natural
através de seus ancestrais terrestres (REIDENBERG, 2007) e atualmente sao
totalmente adaptados a vida aquatica, seja marinha ou fluvial (LODI & BOROBIA,
2013). Diversas adaptacfes sdo observadas a niveis morfologico, fisiolégico e
comportamental (BARNES et al., 2002), como adaptacdes para forrageio, locomocao
e nos sistemas de comunicacao e 6rgaos do sentido (REIDENBERG, 2007).

A filogenia do grupo ainda é um pouco controversa (SPAULDING et al., 2009),
h& sugestdes de que estao inseridos na ordem Cetartiodactyla, que compreende os
cetaceos e os artiodactilos (GEISLER & UHEN, 2005), estando mais relacionados a
familia Hippopotamidae (PRICE et al., 2005). Os cetaceos sao representados por 88
espécies diferentes de baleias, botos e golfinhos que sdo divididos em dois grupos
existentes, Odontoceti e Mistyceti. Ainda ha um terceiro grupo, Archaeoceti, cujos
representantes ja foram extintos (LODI & BOROBIA, 2013).

O grupo dos Misticetos inclui as baleias verdadeiras, todas habitando o
ambiente marinho. Sdo animais que realizam longas migracdes, passando por
periodos de alimentacéo e de reproducao em diferentes latitudes do globo. Possui 4
familias que abrigam 14 espécies reconhecidas (PERRIN et al., 2009). Como
caracteristicas, no lugar de dentes, possuem laminas e franjas em cada ramo da
maxila compostas por queratina e responsaveis por aprisionar o alimento. Possuem
orificio respiratorio duplo e simetria cranial, caracteristicas que podem os distinguir
dos Odontocetos (LODI & BOROBIA, 2013).

Os Odontocetos formam um grupo monofilético (NIKAIDO et al.,, 2001) e

analises morfolégicas indicam que este é um clado fortemente apoiado em
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sinapomorfias (GEISLER & UHEN, 2003). Sdo os cetaceos que possuem dentes,
orificio respiratério unico (COZZI et al., 2017) e cranio assimétrico, além de um 6érgéo
gorduroso denominado mel&o, importante na ecolocalizagdo. S&o representados por
72 espécies, divididas em 33 géneros (JEFFERSON et al., 2011).

A familia Delphinidea abrange 36 espécies em 17 géneros (PERRIN et al.,
2009), portanto a mais numerosa no grupo dos Odontocetos e apresenta uma enorme
diversidade de morfotipos. Os animais sédo diferentes em tamanho, morfologia e
ecologia, ndo sendo conveniente atribuir a familia uma caracterizacao geral (LODI &
BOROBIA, 2013). S&o cetaceos de pequeno a médio porte, com alguns

representantes de 1,5m e outros que podem chegar até 9m (BARNES et al., 2002).

4.2 — Sotalia guianensis

4.2.1 - Caracteristicas

Sotalia guianensis € um pequeno cetaceo Odontoceto, conhecido
popularmente no Brasil como boto-cinza. Habita regies costeiras e estuarinas na
costa do Oceano Atlantico, com registros de ocorréncia desde Honduras até o Sul do
Brasil (FLORES & DA SILVA, 2009). No Brasil, a espécie ocorre do Oiapoque - AP
até a Baia Norte em Florianépolis — SC (DAURA-JORGE et al., 2004). Apesar dos
habitos estritamente costeiros, ja foram observados grupos na regido do banco dos
Abrolhos e do arquipélago dos Abrolhos, na Bahia (LODI & BOROBIA, 2013).

S&o observadas populacbes residentes em algumas regibes da area de
distribuicdo da espécie (FLORES, 1999; DE OLIVEIRA SANTOS et al., 2001; ROSSI-
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SANTOS et al., 2007; LODI, 2003) e estas sdo consequentemente as populacdes
mais ameacadas (WHITEHEAD et al., 2000).

O boto-cinza € uma das menores espécies de delfinideos, com maior
comprimento total registrado de 222 cm no litoral do Espirito Santo (RAMOS et al.,
2010) e peso maximo de 121 kg (MONTEIRO-FILHO et al., 2002). H& registro de
espécime que atingiu 35 anos de idade (AZEVEDO et al., 2015), embora em média a
espécie chegue até 30 anos de idade (ROSAS et al., 2003). Andlises osteologicas
concluiram que a maturidade fisica da espécie € atingida entre os 185 (RAMOS et al.,
2000a) e os 187 cm de comprimento total e aos sete anos de idade (CARVALHO et
al., 2015).

A espécie ndo possui dimorfismo sexual aparente (LODI & BOROBIA, 2013),
mas observa-se que 0s machos possuem um crescimento descontinuo
aproximadamente aos cinco anos (ROSAS et al., 2010). A coloracédo varia de acordo
com a faixa etaria, mas geralmente € cinza-escuro no dorso, rosado ou cinza claro no
ventre, com manchas cinza-claro nas laterais do corpo. Quanto mais jovem, mais
rosado no ventre e quanto mais adulto mais cinza nessa regidao (LEATHERWOOD &
REEVES, 1983).

4.2.2 — Taxonomia

A taxonomia do género Sotalia ja foi muito controversa e até cinco espécies e
duas subespécies chegaram a ser descritas para a América do Sul (CUNHA, 2005).
Em 1864, Van Bénéden descreveu o exemplar costeiro, que foi mais tarde incluido no
género por Gray e em 1866, o exemplar de rio foi incluido por Gervais (CABALLERO,
2007). Monteiro-Filho (2002) analisou morfometricamente cranios de espécimes
fluviais e costeiros, chegando a conclusdo de que tratavam-se de duas espécies
diferentes. Em estudo realizado por Caballero (2007) as distingdes foram analisadas

geneticamente e estes resultados associados as caracteristicas estudadas por
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Monteiro-Filho (2002) comprovaram que as formas fluvial e costeira de Sotalia sdo
espécies diferentes, entdo passou a considerar-se S. fluviatilis (Gray, 1866) e S.

guianensis (Van Bénéden, 1864), respectivamente.

4.2.3 — Reproducéo

A maturidade sexual do boto-cinza ocorre entre os 170 cm e 175 cm de
comprimento total nos machos, aproximadamente aos 7 anos e entre 165 cm e 170
cm para fémeas, com idade estimada de 6 anos (MONTEIRO-FILHO et al., 2002).

Os eventos de reproducdo acontecem durante todo o ano, variando
sazonalmente em diferentes localidades (RAMOS et al., 2000b), embora a maioria dos
nascimentos seja nos meses do verao (ROSAS E BARRETO, 2002). Rosas e Barreto
(2002) sugeriram gue o sistema de reproducdo mais provavel para o género Sotalia

seja a promiscuidade, em que ambos 0s sexos copulam com mais de um individuo.

O tempo de gestacédo varia de 11,5 a 12 meses e os filhotes nascem com um
comprimento total entre 61 e 76 cm (RAMOS et al., 2000b). O intervalo de parto € de
cerca de dois anos, podendo ser inferior devido a perda do filhote ou a um menor
periodo de lactacdo que varia entre 6 e 10 meses (MONTEIRO-FILHO et al., 2002).

4.2.4 - Dieta

Em geral, a dieta de S. guianensis € composta por peixes teledsteos, podendo
em menores proporgdes, alimentar-se de Cefalopodes e Crustaceos (SANTOS et al.,
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2002; DIBENEDITTO e RAMOS, 2004; LOPES et al., 2012), podendo ser influenciada
pela disponibilidade e acessibilidade de recursos em seu habitat (LODI & BOROBIA,
2013).

A espécie possui de 30 a 36 dentes em cada ramo da maxila e de 24 a 38 em
cada ramo da mandibula (LODI & BOROBIA, 2013) e como todos delfinideos, é
homodonte e por isso ndo realiza mastigacdo, o que pode ser comprovado pelo fato

das presas serem encontradas inteiras no contetdo estomacal (SANTOS et al., 2002).

O comportamento de forrageio varia de acordo com alguns fatores, sendo um
deles a faixa etaria (MONTEIRO et al., 2006). Os adultos, animais maiores, possuem
atividade metabodlica maior e por isso 0 comportamento de caca € mais ativo
(BURGGREN et al., 2000) e em geral as estratégias de alimentacdo sdo dos tipos
aleatdria e competitiva (LODI & BOROBIA, 2013).

4.2.5 — Mergulho

Os diferentes tempos de apneia nos mamiferos aquaticos estdo associados
tanto ao comportamento e ecologia quanto a anatomia e fisiologia dos animais
(COSTA, 2004; BAIRD et al., 2005). Garri (2006) estudou tempo de apneia de S.
guianensis na Enseada de Pipa — RN e encontrou diferenca entre as faixas etarias
filhote, adulto e juvenil. A maioria dos mergulhos de forrageio, deslocamento e
socializacdo foi registrada em uma regido cuja profundidade varia de 2,5 a 5m com
tempo médio de apneia de aproximadamente 24s para juvenis e 32s para adultos.
Estudos com diferentes varidveis morfométricas em coragbes de S. guianensis
concluiram que o coracdo da espécie € similar ao coracdo de mamiferos terrestres
(VERSIANI, 2015), sendo compativel com outras espécies de delfinideos que

apresentam comportamento de mergulho pouco profundo (GARRI, 2006).
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4.2.6 — Ameacas a espécie

S. guianensis sofre pressdes antrdpicas como capturas acidentais em redes de
pesca (FLORES, 2002; SICILIANO et al., 2008), havendo registros de animais que
foram mortos para consumo humano ou utilizados como isca para pesca de tubaréo
(JEFFERSON et al., 2004). No litoral do Espirito Santo a maioria das interacdes com
a pesca é negativa para a espécie, como enredamento, colisdo com armadilha, além
de poder ser utilizada como iscas em espinheis, entretanto também sdo observadas
outras interagdes como o boto-cinza roubando presas das redes até a pesca
cooperativa (DE FREITAS NETTO & DI BENEDITTO, 2008).

Os jovens e machos sdo mais capturados nas redes, devido ao seu
comportamento (DI BENEDITTO & RAMOS, 2004). Como ha dificuldade no estudo
em animais vivos, os dados sobre a espécie (FLORES, 2002) e acdes antropicas sao
escassos, sendo ela ainda considerada como “Dados Deficientes” pela IUCN — Unido
Internacional para Conservacdo da Natureza (IUCN, 2012). Contudo, no Brasil foi
inserida em 2014 pelo Ministério do Meio Ambiente, através do ICMBIo, na lista de
espécies ameagadas de extingdo e categorizada como “VU” (Vulneravel) (ICMBio,
2014).
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4.3 - MORFOLOGIA CARDIACA

4.3.1 — Anatomia

Nos mamiferos, o coragdo é constituido por quatro camaras, sendo dois atrios
e dois ventriculos, um atrio e um ventriculo de cada lado do 6rgéo, esquerdo e direito.
Os atrios de cada lado do coracdo tem ligagdo com seu ventriculo correspondente,
havendo apenas a valva atrioventricular entre as duas cavidades (DYCE, 2002). O
coracao esta situado no mediastino médio, entre os dois pulmdes, e sua maior por¢ao
esta a esquerda do plano sagital mediano (DANGELO & FATTINI, 2002).

Os ventriculos correspondem a maior parte do coragéo, sdo separados pelo
septo interventricular e externamente fundidos, mas suas extensfes sao delimitadas
pelo sulco paraconal (esquerdo) e pelo sulco subsinuoso (direito), que acompanham
as bordas do septo interventricular, revelando a disposi¢cao assimétrica deles (DYCE,
2002). Em S. guianensis, 0 suprimento sanguineo para o coracao é realizado pelas
artérias coronarias direita e esquerda (GARRI, 2006).

O ventriculo direito é uma camara semilunar que bombeia o0 sangue do coracéo
para os pulmdes (TORTORA & DERRICKSON, 2012). Nele encontra-se a valva
atrioventricular direita, formada por trés cuspides unidas a um anel fibroso que
circunda a abertura. Cada uma dessas cuspides € unida pelas cordas tendineas (DE
SOUZA, 2001) que descem pela cavidade ventricular e inserem-se nos musculos
papilares (DYCE, 2002). Em cetaceos, a importancia do ventriculo direito vem sendo
estudada, revelando uma maior espessura da parede nao septal desse ventriculo nas
espécies que realizam mergulho longo e profundo, a fim de diminuir a presséo
pulmonar (BISAILLON, 1987).

O ventriculo esquerdo apresenta forma circular, com a parede ndo septal muito

mais espessa que a do ventriculo direito (DI DIO, 2002), o que ocorre devido ao fato
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da camara esquerda ser responsavel por maior parte circulagcdo sistémica, seu
trabalho muscular é maior (TORTORA & DERRICKSON, 2012). A valva
atrioventricular esquerda é formada por apenas duas cuspides principais (DYCE,
2002).

4.3.2 — Histologia

As células do musculo estriado cardiaco, chamadas de cardiomiocitos, tem
aproximadamente 15um de largura e de 85 a 100um de comprimento. Sdo células
ramificadas e alongadas, com apenas um ou dois nucleos, que se unem através dos
discos intercalares, complexos juncionais formados por zbnula de adeséao,
desmossomos e junc¢des comunicantes (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2013). Os
cardiomiécitos encontram-se sustentados por fibras de colagenos, organizadas em
diferentes orientacdes e que fazem parte do tecido conjuntivo, formando o estroma do
orgao (SONNENBLICK et al., 1986; JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2013).

As paredes cardiacas sdo constituidas de trés tunicas: interna (endocardio),
média (miocardio) e externa (epicardio). O miocéardio é a tunica mais espessa do
coracao e nele encontram-se os cardiomiécitos organizados. Porém, esse arranjo das
células pode variar bastante, ao ponto de no mesmo corte histolégico serem
encontrados feixes de cardiomiocitos orientados em diferentes dire¢cdes (JUNQUEIRA
& CARNEIRO, 2013).

Em situacdes normais, o estroma do tecido cardiaco é composto
predominantemente por fibras colagenas dos tipos | e Ill (WEBER, 1991; WEBER,
1997). O colageno do tipo | possui uma forca de resisténcia a tracao, forma feixes
grossos e é o mais abundante, enquanto o colageno do tipo Il € mais elastico e forma
feixes isolados de fibras finas (BURLEW & WEBER, 2000; NAIMARK et al., 1992).

Outros tipos de fibras coldgenas como IV, V e VI também estdo presentes, em
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menores proporcdes. As células responsaveis pela renovacao e secrecao do colageno
sao os fibroblastos do tecido conjuntivo (BURLEW & WEBER, 2000).

A rede de colageno do coracao inclui um perimisio que circunda grandes
grupos de fibras musculares, estrutura que € encontrada abaixo do pericardio visceral.
Do perimisio surge o epimisio, com estruturas onduladas e envolvendo grupos
menores de fibras musculares cardiacas. O endomisio envolve cada cardiomiocito
individualmente, ligando-o0 a outros e aos vasos adjacentes. Este arranjo das fibras de
colageno proporciona o deslizamento dos cardiomidcitos e preserva o alinhamento
deles durante o ciclo cardiaco e é também responsavel pela arquitetura dos
ventriculos, incluindo forma e espessura da parede (ROBINSON et al., 1988)

Para a espécie humana, a propor¢cao dos componentes do miocéardio é de 70-
85% de cardiomiocitos (TANG et al., 2009) e 20% de matriz extracelular, tecido
conjuntivo e vasos sanguineos (HUDLICKA & BROWN, 1996). Embora a regido que
ndo corresponda aos cardiomiocitos seja menor, ela € essencial para manter a
homeostase do coragdo, secretando matriz extracelular, realizando comunicagao
intracelular e suprimento vascular, fatores importantes para o funcionamento e a longa
vida dos cardiomiécitos (ZHOU, 2016).

4.4 — SISTEMA CIRCULATORIO DE CETACEOS

O aparelho circulatério € o que sofre maior variacdo quando comparado aos
outros sistemas, podendo desencadear variagbes adaptativas. As adaptacbes
fisiol6gicas cardiovasculares e respiratrias a vida aquatica podem ser ocasionadas
para suportar mergulhos prolongados gerando aumento da capacidade de reserva de
oxigénio no sangue e nos outros tecidos (BRAZ, 2013). Estudos sugerem que além
das adaptagfes, os mamiferos marinhos precisam de uma preparacao pré-mergulho

gue os permite maior capacidade de imersao (BAIRD et al., 2005).
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O aparelho cardiovascular de cetaceos, assim como de outros mamiferos
marinhos, é totalmente adaptado a vida na agua e ao maior transporte de oxigénio. A
bradicardia, que é a reducdo da frequéncia dos batimentos cardiacos, € bem
documentada nos mamiferos marinhos e consiste na diminuicdo do consumo de
oxigénio pela desaceleracdo do metabolismo. Apds submerséo, as artérias sofrem
constricdo e o sangue € conduzido para os 6érgdos vitais, como pulmdes e cérebro,
enquanto outros 6rgdos suportam por mais tempo a falta de oxigénio (LODI &
BOROBIA, 2013). O sangue é também direcionado para o térax, pois a presenca de
liquido evita que as costelas se quebrem devido ao aumento da pressao durante o
mergulho e também evita o colapso pulmonar irreversivel (COZZI et al., 2017). O
aumento da apneia também pode ser associado a alta capacidade de transporte de
oxigénio, que pode ser reservado no sistema respiratorio, circulatério e no musculo
estriado esquelético, que séo regibes com alta concentracdo de mioglobina e
hemoglobina (GUIMARAES, 2014). Outra importante estrutura nesse processo é a
retia. mirabilia, um enorme reservatério de sangue arterial, composto por vasos
distribuidos em diferentes partes do corpo (COZZI et al., 2017). A bradicardia, junto
com a vasoconstricao, circulacao isolada dos musculos e até uma eventual esquemia
dos 6rgaos centrais, sdo mecanismos fisioldégicos para atrasar o gasto dos estoques
de oxigénio durante o mergulho (PONGANIS et al., 2003).

A circulacdo arterial dos golfinhos comeca com a artéria aorta saindo do
ventriculo esquerdo e se dividindo em ramos que dardo origem aos vasos da cabeca,
cintura toracica, térax e nadadeiras. A circulacdo pulmonar inclui a artéria pulmonar
gue leva sangue desoxigenado do ventriculo direito para os pulmdes e posteriormente
as veias pulmonares levam o sangue oxigenado para o atrio esquerdo (COZZI et al.,
2017).

Pouco se sabe sobre a estrutura de coracdes de cetaceos e ainda menos sobre
o desenvolvimento do 6rgado (SEDMERA et al., 2003). A maioria dos estudos basicos
de anatomia de coracfes de cetaceos foi realizada com apenas um espécime. Turner
(1886) estudou as estruturas cardiacas de um coracdo da espécie Mesoplodon
bidens, Ziiphidae. Também j& foi estudado o coracdo de um exemplar de Physeter
macrocephalus, Physeteridae, com enfoque na conducéo atrioventricular (WHITE &
KERR, 1917). Estudos em Balaenoptera acutorostrata, Balaenopteridae, concluiram

que a forma do coragdo e espessura do ventriculo direito de cetaceos sdo adaptacdes
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para a hidrodinamica e para as mudancas associadas ao mergulho
(OCHRYMOWYCH & LAMBERTSEN, 1984). Em 1987 estudos foram desenvolvidos
em coracdes de Delphinapterus leucas, envolvendo mais espécimes, tendo maior
exatiddo nos resultados (BISAILLON, 1987), ja que estruturas cardiacas podem ser
afetadas por alguma patologia (NIE, 1989) e em um caso isolado, essa patologia pode

influenciar na morfometria, sendo necessarios estudos com maior nimero amostral.

Comparado a mamiferos terrestres, o coracao de cetaceos esta localizado mais
cranial e horizontalmente, na altura média do térax (SLIJPER, 1973). Mas a
localizacdo do coracdo de animais mortos depende da idade, do status patoldgico e
do estado de conservagéo da carcaca (NIE, 1989).

A forma do coracdo pode estar ligada a forma do térax e, principalmente, a
capacidade de mergulho (ROWLATT & GASKIN, 1975). O coracdo de S. guianensis
é largo e achatado dorso-ventralmente e o apice do 6rgdo é arredondado e formado
pelos dois ventriculos (GARRI, 2006).

Microscopicamente, os coracdes de cetaceos tem sido ainda menos estudados.
Pfeiffer (1990) observou coracdes de Balaena mysticetus sob microscopia eletrénica,
concluindo que o coracdo dessa espécie de baleia possui estrutura similar a de
mamiferos terrestres, mas assim como Monodon monoceros (VOGL & FICHER,
1976), possui uma grande quantidade de glicogénio nos cardiomidcitos do miocardio,
0 que pode estar associado ao metabolismo de apneia prolongada. O estudo verificou
que nao ha diferenca entre os cardiomiécitos dos atrios e dos ventriculos dos dois
lados do coracdo, porém nao foi realizada morfometria celular para confirmar a
observacdo (PFEIFFER, 1990). Ja foram realizados estudos com as espécies do
género Kogia, mas apenas levando em consideragdo cardiomiopatia e demais
patologias cardiacas (BOSSART et al.,, 2007), sem estudo prévio de morfologia.
Guimaraes (2014) descreveu histologicamente coragdes de Arctocephalus australis,
0 lobo marinho do sul, utilizando as coloragbes HE e Tricobmico de Masson e
especificando as diferencas entre endocardio, miocardio e pericardio. Diferentemente
de outros mamiferos marinhos, os cetaceos possuem endocardio mais espesso e com
células de Purkinje muito proeminentes (STEWARDSON, 1999; GUIMARAES, 2014).
N&o sdo encontradas na literatura cientifica observagdes microscépicas relacionadas

ao crescimento em coragdes de pequenos cetaceos.
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4.5 - ESTEREOLOGIA

A estrutura de oOrgaos, tecidos e células esta intimamente relacionada a sua
funcionalidade. Estruturas tridimensionais, como um fragmento de um 6rgao, podem
ser analisadas a luz do microscopio Optico, mas apenas em duas dimensdes. A
estereologia, amplamente utilizada nos campos de medicina, biologia experimental e
até mesmo na engenharia de materiais, permite avaliar uma estrutura tridimensional

a partir de uma analise bidimensional da mesma (SILVA, 2007).

Ao contrario da morfometria, a estereologia utiliza um sistema teste, com uma
area conhecida, geralmente composta por pontos e linhas (LACERDA, 2003).
Contudo, muitos estudos vem utilizando morfometria e estereologia para estabelecer
parametros de desenvolvimento e processo de envelhecimento, além de diminuir
davidas em diagndsticos patologicos ambiguos (ALMEIDA & LACERDA, 2002;
PAKKENBERG et al., 2003; HOF et al., 2003).

A morfometria determina comprimento, perimetro e area, enquanto a
estereologia estima densidades, das quais se pode destacar: densidade de volume,
densidade de comprimento, densidade superficial e densidade numérica (PEREIRA &
MANDARIM-DE-LACERDA, 2001). Cada uma dessas variaveis estereologicas utiliza
de outros diferentes fatores para avaliar o 6rgao isotrépico como um todo. Ainda no
século XIX, Delesse (1847) determinou a densidade de volume como a quantidade de

pontos que tocam uma estrutura, sendo comparavel a area ou ao volume delas.

Questdes quantitativas sobre alteracdes nos tecidos, células e organelas vem
sendo utilizadas para inferir morfologia e fisiologia, assim como para um maior
entendimento sobre adaptacbes de um organismo (ROBERTS et al., 2000;
ANDERSEN & PAKKENBERG, 2003). A estereologia visa ser eficiente no sentido de
exigir pouco esforco e baixo custo, mas com uma boa acuracia (MANDARIM-DE-
LACERDA, 2003).
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4.6 — ANATOMIA DE DENTES E ESTIMATIVA ETARIA

Os dentes de mamiferos possuem duas regides: coroa e raiz. Além do colo,
regido entre a coroa e a raiz, mais bem definida em animais adultos (SIMOES-LOPES,
2006) (Figura 1A). A coroa é revestida externamente pelo esmalte e algumas vezes,
também pelo cemento (HILLSON, 1996), enquanto a raiz é revestida apenas pelo
cemento (DI BENEDITTO et al., 2010). Abaixo desses tecidos superficiais, encontra-
se a dentina, um tecido bastante resistente (BERGQVIST, 2003). Na parte inferior, ha
uma regido denominada cavidade pulpar (BERGQVIST, 2003), animais mais jovens
possuem essa cavidade mais aberta, enquanto animais mais velhos tem a cavidade
mais fechada, devido a deposicdo dos tecidos ao longo dos anos (MORRIS, 1972)
(Figura 1B).

Cavidade
pulpar

Figura 1: Dente de Sotalia guianensis do litoral do Espirito Santo, evidenciando
as regides da cora e da raiz (A); secgéo do dente revelando a cavidade pulpar (B).

Os dentes de cetaceos odontocetos ndo sao utilizados para a mastigacao,
apenas para captura e dilaceracdo de presas. Além disso, os odontocetos sao
homodontes e monofiodontes, ou seja, todos os dentes sdo iguais e apresentam
apenas uma denticdo durante a vida. (SYDNEY & MONTEIRO-FILHO, 2007; DI
BENEDITTO et al., 2010).
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Para animais selvagens ndo ha nenhum registro de data de nascimento, entao
se buscam sinais da idade em suas estruturas corporais (MORRIS, 1972). Os dentes
séo bons indicadores da idade dos individuos por serem 6rgaos do corpo que menos
sofrem influéncias externas por permanecerem por longos periodos post-mortem
(FIGUEIREDO, 2008). Em mamiferos marinhos, investigacbes pioneiras sobre
determinacao etaria através dos dentes foram realizadas em focas (SCHEFFER &
PETERSON, 1967) e em elefantes marinhos (LAWS, 1952), encorajando outros
pesquisadores a utilizarem a técnica, principalmente em pinipedes e em cetaceos
(JONSGARD, 1969).

A técnica para determinacgéo etéria através dos dentes de cetaceos consiste na
leitura de camadas (HOHN, 1989), que podem ser definidas e contadas na dentina e
no cemento (KLEVEZAL, 1996). A técnica é descrita como “padrao ouro” para a
estimativa etaria em odontocetos, sendo uma importante ferramenta para estudos de

histéria de vida e de biologia populacional desses animais (HOHN, 1990).

Os padrdes repetitivos de crescimento sédo encontrados em todos os dentes
dos odontocetos e sao definidos como grupos de camadas de crescimento (Growth
Layer Group — GLG’s) (PERRIN E MYRICH, 1980). Os GLS’s sdo compostos por dois
pares alternativos e adjacentes, de uma camada corada e de outra ndo corada
(KLEVEZAL, 1980) e neles também sédo encontrados outras finas camadas chamadas
de linhas ou camadas acessorias. Geralmente essas camadas acessoérias ndo se
estendem até o final da raiz do dente, diferentemente das camadas anuais, que estao

presentes a partir da ponta da coroa até a base da raiz (ROSAS et al., 2003).

Logo apds o nascimento h& a deposicédo da primeira camada de dentina, que
se distingue das outras e é denominada camada neonatal (Figura 2), delimitada pela
linha neonatal (DI BENEDITTO et al., 2010). S. guianensis possui camadas acessorias
nao anuais na camada neonatal (ROSAS et al., 2003), sendo necessaria muita
atencdo e experiéncia na leitura, para que ndo sejam obtidos resultados que ndo
discordem tanto com a realidade (ROSAS et al., 2010).
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Figura 2: Corte de dente de Sotalia guianensis evidenciando a camada e a
linha neonatal (N) e as demais GLG’s (CARVALHO et al., 2015).
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5 - MATERIAL E METODOS

5.1 - AREA DE ESTUDO

Os espécimes de Sotalia guianensis utilizados no estudo foram decorrentes de
encalhes ou capturas acidentais em redes de pesca ocorridos no litoral do estado do
Espirito Santo, com aproximadamente 400 km de costa. Os animais foram coletados
entre 0os municipios de Linhares, no extremo Norte e a cidade de Presidente Kennedy,
no Sul do Estado (Figura 3).
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Figura 3: Mapa do estado do Espirito Santo, Brasil, com os locais de encalhe
dos espécimes de Sotalia guianensis utilizados no estudo.
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5.2 - COLETA DE DADOS

Foram utilizados inicialmente 38 espécimes de S. guianensis, recolhidos e
armazenados pelo Instituto Organizacdo e Consciéncia Ambiental (Instituto ORCA),
localizado na cidade de Guarapari — ES entre os anos de 2008 e 2014. Entretanto,
devido a integridade das amostras, foram considerados 28 espécimes nas analises
estatisticas. A equipe do Laboratério de Morfologia e Patologia Animal da
Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (LMPA/UENF) foi a campo
para a realizacdo das necropsias para determinacdo de causa mortis e coleta de

amostras para demais estudos realizados no laboratério.

O presente estudo encontrou algumas limitacbes como o estado de

conservacgao das carcagas e auséncia de dados ao longo de toda a vida do animal.

Durante os procedimentos foi realizada toda a biometria dos animais, obtendo-
se o comprimento total (CT) que corresponde a distancia entre a extremidade do rostro
até a comissura caudal (NORRIS, 1961). Durante as necropsias, 0s coracdes foram
retirados da cavidade toracica, lavados em agua corrente e fixados em solucao

formalina tamponada neutra a 10%.

Os 6rgaos ficaram embebidos em formol por aproximadamente 07 dias (Figura
4) e apOs esse tempo foram dissecados (Figura 5), realizadas 6 medidas
morfométricas: altura do apice até a insercao da aorta (ALT), perimetro na regido do
sulco coronario (PSC), perimetro na regido do terco distal (PTD), espessura da parede
nao septal do ventriculo esquerdo (EPVD), espessura da parede nao septal do
ventriculo direito (PTD) e espessura do septo interventricular (ESI) (Figura 6). As
medidas de altura, perimetro do sulco coronario e perimetro do terco distal foram
realizadas com o auxilio de uma fita métrica comercial e as medidas de espessuras
foram realizadas com o paquimetro digital Mitutoyo Absolute. Apdés mensuracfes 0s

coracgOes foram clivados para passarem pelo processamento histologico.

A clivagem para analise estereoldgica seguiu um padrdo, em que 0S

fragmentos foram sempre retirados na mesma regido das paredes livres dos
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ventriculos direito e esquerdo, porém a orientacdo do corte, transversal ou

longitudinal, foi aleatéria, mantendo o corte isotrépico (MUHLFELD et al., 2010).

Figura 4: Coracéo de Sotalia guianensis do litoral do Espirito Santo fixado ap6s
aproximadamente 07 dias embebido em solucédo formalina 10%.

Figura 5: Coracédo de Sotalia guianensis do litoral do Espirito Santo com étrios
removidos para passar por mensuracao.
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Figura 6: Imagem evidenciando as medidas morfométricas de (A) altura (ALT),
perimetro do sulco coronario (PSC), perimetro do terco distal (PTD), (B) espessura da
parede do ventriculo esquerdo (EPVE), espessura do septo interventricular (ESI) e
espessura da parede do ventriculo direito (EPVD) de coracdo de S. guianensis do
litoral do Espirito Santo.

5.3 - PROCESSAMENTO HISTOLOGICO

O processamento histolégico foi realizado no Laboratorio de Morfologia e
Patologia Animal da UENF. Os fragmentos retirados dos coracdes e armazenados em
histossetes plasticos passaram por todo o processamento histologico. Durante o
processamento automatico as amostras passaram pelas etapas de desidratacéo,
clarificacdo e impregnacdo em parafina, sendo a ultima importante para manter a
morfologia celular e rigidez do tecido para realizagdo do corte no micrétomo. Apos 0
altimo banho em parafina, as amostras foram postas em blocos de parafina com o
auxilio da inclusora Leica EG 1150, em que os blocos sédo formados manualmente,

utilizando o histossete como base.
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Foram realizados 7 cortes ndo consecutivos de 5um de espessura em
micrétomo Leica RM 2145 do fragmento de cada ventriculo, totalizando ao final 14

laminas por animal.

Os cortes foram dispostos em laminas histolégicas e seguiram o processo de
coloracdo em Hematoxilina e Eosina (HE) para verificacdo do tecido, Picrosirius Red
com o objetivo de avaliar as fibras colagenas do tecido conjuntivo presente no
miocardio e Tricobmico de Masson para diferenciar tecido conjuntivo de cardiomiécitos,

facilitando a analise estereoldgica.

5.4 - ANALISE ESTEREOLOGICA

Foram realizadas fotomicrografias em microscépio de luz, com um aumento de
40x, no microscoépio Leica ICC50HD, de cinco campos aleatérios em cada lamina. As
fotomicrografias foram analisadas no programa Stepanaizer, em que ha uma area
teste com pontos pré-definidos (Figura 7). Foram contados os pontos que estavam
sobre 0os componentes cardiomiocitos, tecido conjuntivo e vasos sanguineos. O
sistema teste utilizado, que constitui de 36 pontos apenas, sem linhas, € o mais rapido

para contagem e mais apropriado para a maioria dos usos. (LACERDA, 2003).

A variavel estereoldgica que foi possivel de ser analisada devido ao estado de
conservacao das amostras foi a densidade de volume (VVv): de cardiomiécitos (VvM),
de tecido conjuntivo (VvC) e de vasos sanguineos (VvV). E possivel determinar o
volume ou area de uma estrutura através da quantidade de pontos que a tocam, o que
é determinado pela densidade de volume (AGUILA, 1998) que foi determinada pelo
namero de pontos do componente estudado sobre o nimero de pontos totais da area

teste.
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Figura 7: Sistema-teste com 36 pontos pré-definidos projetado sobre
fotomicrografia éptica (40x) em um campo de miocérdio de Sotalia guianensis do litoral
do Espirito Santo (Arquivo pessoal, 2016).

5.5 - ESTIMATIVA ETARIA

Para determinacdo da idade foram escolhidos trés dentes, sendo eles os
maiores e mais retos, de cada espécime de S. guianensis ap0s o processo de
maceracao da carcaca no Instituto ORCA. Os dentes escolhidos foram levados para
o Laboratorio de Mamiferos Aquaticos e Bioindicadores da Universidade do Estado

do Rio de Janeiro (UERJ) onde foram realizados os cortes e coloracoes.

Os dentes foram cortados longitudinalmente em serra metalografica de baixa
velocidade Buehler IsoMet, obtendo-se fragmentos centrais de 2mm de espessura
gue ficaram por 12 horas em formol 10% e posteriormente passaram por

descalcificagcdo em acido comercial RDO, por aproximadamente 7 horas.
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Apoés o processo de descalcificacdo, quando os dentes estavam maleaveis,
foram realizados cortes de 25um no micrétomo de congelamento Leica SM 2010R.
Dispostos em uma placa de petri 0s cortes mais centrais e com a cavidade pulpar mais

aberta foram escolhidos para seguir com 0 processo.

Os melhores cortes passaram por coloragdo em Hematoxilina de Mayer,
durante 30 minutos, foram lavados em agua corrente, banhados por 30 minutos em

glicerina 50% e posteriormente em glicerina 100% e foram montadas as laminas.

Para a determinacdo da idade foi seguida a técnica de Hohn (1990), em que
camadas anuais de crescimento sdo determinadas por deposicdo de dentina nos
dentes dos animais, podendo-se a cada camada delimitada por uma linha de
crescimento, determinar um ano de idade. E considerada uma linha de crescimento
anual, aguela que segue até pelo menos 3/4 da extensédo do dente. Animais que néo
possuiam a linha neonatal tiveram a idade atribuida de O anos e a animais que
possuiam apenas a linha neonatal foi atribuida a idade de 0,5 (CARVALHO et al.,
2015). A partir da primeira linha e camada de crescimento foi acrescentado um ano

de vida na estimativa.

5.6 - ANALISE ESTATISTICA

Todas as andlises estatisticas foram realizadas no programa R Studio e curvas
de crescimento foram plotadas no Microsoft Excel. Foram realizados os célculos de
densidade de volume (Vv) e a partir desses dados realizada estatistica descritiva, com

minimos, médias, maximos e desvio padréo.

A variancia dos dados foi testada, assim como normalidade de distribuicdo
através do teste de Shapiro-Wilk (p<0,05). Dependendo do resultado destes testes,
as analises seguiram com teste paramétrico (teste t bilateral) ou ndo paramétrico

(teste de Wilcoxon) para avaliacao de diferenca estatistica entre as médias.
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Para analise de correlacdo entre os dados de morfometria externa,
estereologia, idade e comprimento total (CT) dos animais, foi realizada correlacdo de
Pearson e regressao linear simples quando ajustavel. Os dados que ndo seguiram em

regressao linear foram ajustados em modelos néo lineares.

Foram testados os modelos ndo lineares de Brody (1945), Logistico
(RATKOWSKI, 1983), von Bertalanffy (VON BERTALANFFY, 1957), Gompertz
(GOMPERTZ & PHILOS,1825) e de Richards (RICHARDS, 1959). Os modelos
ajustados foram comparados baseados nos resultados do Critério de Informacéo de
Akaike (BURNHAM & ANDERSON, 2004).
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6 - RESULTADOS

Foram avaliados coragdes de 28 Sotalia guianensis encontrados encalhados
no litoral do Espirito Santo. A idade dos animais variou de 0 a 35 anos, com média de
7 anos, enquanto a média do comprimento total foi de 162,9 cm, com minimo de 90
cm e maximo de 202 cm. 20 eram considerados imaturos e 8 maduros, de acordo com
a idade e 10 eram fémeas, 15 machos e em 3 animais 0 sexo ndo pode ser
identificado. Os parametros maturidade (Figura 8) e sexo (Figura 9) ndo apresentaram

diferenca estatistica significativa e por isso as analises seguiram agrupadas.

045 050 055 060

——

T T
Imaturos Maduros

Figura 8: Boxplot evidenciando que ndo ha diferenca estatistica significativa (p
= 0,9615, para teste t de amostras pareadas) entre os pontos de cardiomiécitos de
coracgles de individuos Imaturos e Maduros de Sotalia guianensis do litoral do Espirito
Santo.

Foram encontrados cardiomidcitos, com um ou dois nucleos, organizados em
feixes musculares multidirecionais sustentados por tecido conjuntivo denso com
arteriolas, vénulas, vasos linfaticos e escassos adipdcitos. O tecido conjuntivo se unia
e formava o epicardio constituido por tecido conjuntivo denso. No epicéardio dos dois
ventriculos foram encontradas, predominantemente, fibras do tipo Il (Figura 10), ja no
endocérdio as fibras do tipo | (Figura 11) sao predominantes e no miocardio ventricular

nota-se a presenca destes dois tipos de fibras em iguais propor¢des (Figura 12).
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Figura 9: Boxplot demonstrando que ndo héa diferenca estatistica significativa
(p = 0,339, para teste t de amostras pareadas) entre os pontos de cardiomidcitos de
coracdes de machos e fémeas e Sotalia guianensis do litoral do Espirito Santo.

Figura 10: Fotomicrografia (10x) de lamina histoldgica corada em Picrosirius
Red de ventriculo de Sotalia guianensis evidenciando a predominancia das fibras
colagenas do tipo Il no epicardio.
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Figura 11: Fotomicrografia (10x) de lamina histolégica corada em Picrosirius
Red de ventriculo de Sotalia guianensis evidenciando a predominancia das fibras
colagenas do tipo | no endocérdio.

Figura 12: Fotomicrografia (10x) de lamina histolégica corada em Picrosirius
Red de ventriculo de Sotalia guianensis evidenciando a presenca das fibras colagenas
do tipo I e lll no miocérdio.

6.1 - MORFOMETRIA

A Altura apice-base (ALT) do coracdo teve média de 9,13 cm (£1,83), com
maximo de 12,5 cm e minimo de 5,8 cm. O perimetro na regido do sulco coronario



47

(PSC) variou de 15,1 cm a 34,3 cm e obteve média de 26,86 cm (+4,41), enquanto o
perimetro na regido do terco distal (PTD) cardiaco apresentou média de 20,07 cm
(x3,30) e variou de 12,9 cm a 25,9 cm.

A espessura da parede ndo septal do ventriculo esquerdo (EPVE) apresentou
média de 1,33 cm (0,35), com valores maximo e minimo de 2,02 cm e 0,49 cm,
respectivamente. A espessura da parede do ventriculo direito (EPVD) apresentou
meédia de 0,52 cm (£0,20), maximo de 0,97 cm e minimo de 0,14 cm. A camara
ventricular esquerda apresentou espessura de parede aproximadamente 2,5 vezes
maior que a camara ventricular direita. A espessura do septo interventricular (ESI)
variou de 0,53 cm a 1,93 cm, com valor médio de 1,35 cm (+0,33). O resumo dos

dados descritivos esta apresentado na Tabela 1.

Tabela 1. Resultados para morfometria externa de coracdes de Sotalia
guianensis do litoral do Espirito Santo.

Média Desvio padrdo Minimo Maximo

ALT 9,13 1,83 5,8 12,5
PSC 26,86 4,41 151 34,3
PTD 20,07 3,3 12,9 25,9
EPVE 1,33 0,35 0,49 2,02
EPVD 0,52 0,2 0,14 0,97
ESI 1,35 0,33 0,53 1,93

Dentre as correlagdes entre as variaveis morfométricas externas do coragdo de
S. guianensis, foi verificada relacdo forte e positiva entre a Altura (ALT) do 6rgdo e o
perimetro na regido do sulco coronario (PSC) (r = 0,8774). Também foi verificada
correlagcdo entre ALT e PTD (r = 0,5877) e entre ALT e espessura da parede do
ventriculo esquerdo (r = 0,4869). Nao houve correlacéo entre Altura e espessura da
parede do ventriculo direito. Nos dois ventriculos foi encontrada correlacdo moderada
entre suas espessuras e a espessura do septo interventricular, com r = 0,5978 para o

ventriculo esquerdo e r = 0,3880 para o direito.
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Foram encontradas correlagdes entre as variaveis morfométricas e o
comprimento total dos animais (CT). A altura do coracao (ALT) apresentou correlacéo
considerada alta (r = 0,7006) com o CT, assim como o perimetro do sulco coronério
(PSC), que apresentou valor de correlacdo 0,7929 com o CT. O perimetro do tergo
distal (PTD) correlacionou-se moderadamente com o CT (r = 0,5542). A espessura do
septo interventricular (ESI) também apresentou correlacdo com o CT, r = 0,7006.
Apesar de ocorrerem correlagdes entre as variaveis morfométricas do coragéo e o CT,
os valores de regressoes lineares entre eles ndo foram considerados significativos,
em sua maioria (Tabela 2). Houve correlacdo, considerada fraca (r = 0,39476) entre
a espessura da parede do ventriculo esquerdo (EPVE) e o CT, entretanto a espessura
da parede do ventriculo direito (EPVD) ndo apresentou correlagdo com o comprimento
total.

Tabela 2: Valores de p-valor, coeficiente de correlagdo de Pearson (r) e
regressao linear entre as variaveis morfométricas do coragdo e o comprimento total
(CT) de Sotalia guianensis do litoral do Espirito Santo.

p r (Pearson) R?
ALT <0,0001 0,7006 0,4713
PSC <0,0001 0,7923 0,6866
PTD 0,002 0,5542 0,2805
EPVE 0,037 0,3948 0,1234
EPVD 0,552 -0,1172 -0,0165
ESI <0,0001 0,7006 -0,0257

A idade dos animais correlacionou-se com as variaveis (Tabela 3) altura (Figura
13), perimetro do sulco coronério (Figura 14) e perimetro do tergo distal (Figura 15) e
as curvas de crescimento destas variaveis puderam ser ajustadas ao modelo nao

linear de Brody.
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Tabela 3: Valores de correlacdo de Pearson (r) entre as variaveis
morfométricas do coracdo e a idade de Sotalia guianensis do litoral do Espirito Santo.

p r (Pearson)

ALT 0,0008 0,596

PSC 0,0004 0,6215

PTD 0,002 0,5543

EPVE 0,1018 0,3156

EPVD 0,4605 -0,1453

ESI 0,3958 0,1669
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Figura 13: Curva de crescimento da Altura do coracédo de Sotalia guianensis
do litoral do Espirito Santo. Modelo n&o linear de Brody, escolhido através de menor
valor de AlCc.
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Figura 14: Curva de crescimento do Perimetro do sulco coronario do coragéo
de Sotalia guianensis do litoral do Espirito Santo. Modelo nédo linear de Brody,
escolhido através de menor valor de AlCc.
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Figura 15: Curva de crescimento do Perimetro do terco distal do coracédo de
Sotalia guianensis do litoral do Espirito Santo. Modelo nao linear de Brody, escolhido
atraves de menor valor de AlCc.
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A espessura do septo interventricular ndo apresentou correlagcdo com a idade.
As espessuras das paredes dos ventriculos esquerdo e direito (EPVE e EPVD) néo
apresentaram correlagdo com a idade dos animais, porém seus crescimentos foram
ajustados ao modelo Logistico e de von Bertalanffy, respectivamente (Figura 16 e
Figura 17).
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Figura 16: Curva de crescimento da Espessura da parede do ventriculo
esquerdo do coracado de Sotalia guianensis do litoral do Espirito Santo. Modelo ndo
linear Logistico, escolhido através de menor valor de AlCc.
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Figura 17: Curva de crescimento da Espessura da parede do ventriculo direito
do coracdo de Sotalia guianensis do litoral do Espirito Santo. Modelo né&o linear de
von Bertalanffy, escolhido através de menor valor de AlCc.

6.2 - ESTEREOLOGIA

Apesar de néo ter sido encontrada diferenca estatistica entre as médias das
variaveis estereoldgicas dos ventriculos esquerdo e direito, os dados seguiram

apresentacao separada, para melhor discusséao.

A densidade de volume de cardiomidcitos do ventriculo esquerdo apresentou
média de 0,5429 (+0,0480), com minimo de 0,44 e maximo de 0,62, indicando que
54% do volume de musculo estriado cardiaco do ventriculo esquerdo de S. guianensis
€ ocupado por cardiomiocitos. Foi encontrada média de 0,4446 (+ 0,0460) para a
densidade de volume de tecido conjuntivo do ventriculo esquerdo, indicando que esse
ocupa aproximadamente 44% do volume da parede ventricular esquerda. O menor
valor de densidade de volume de tecido conjuntivo foi de 0,36 e o maior foi 0,55. As

menores densidades de volume do ventriculo esquerdo foram dos vasos sanguineos,
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com média de 0,0128, maximo de 0,0589 e minimo de 0, indicando apenas 1% do

tecido ser composto por estas estruturas (Tabela 4).

No ventriculo direito, a densidade de volume de cardiomidcitos apresentou
média de 0,5575 (+0,0675), representando 55% do tecido ocupado por essas células,
com valor maximo de 0,7289 e minimo de 0,43. O tecido conjuntivo representa 42%
do volume da parede do ventriculo direito, com média de 0,4254 (x0,05), maximo de
0,56 e minimo de 0,2655. A densidade de volume média dos vasos sanguineos nesse
ventriculo foi de 0,0174 (+0,017) e variou de 0 a 0,0644 (Tabela 4).

Tabela 4: Resultados descritivos para variaveis de densidade de volume (VvM,
VVvC e VW) de coracado de Sotalia guianensis do litoral do Espirito Santo.

Ventriculo esquerdo Ventriculo direito
Média SD Minimo Maximo Média SD Minimo Maximo
VVM 0,5429 0,048 0,44 0,62 0,5575 0,0675 0,43 0,7288
wWC 0,4446 0,046 0,36 0,55 0,4254 0,0595 0,2655 0,56
VvV 0,0128 0,007 0 0,03 0,0174 0,0176 0 0,064

Nos dois ventriculos, a densidade de volume de cardiomidcitos e a densidade
de volume de tecido conjuntivo apresentaram forte correlacdo negativa (r = -0,97978
e R2=0,9584 no ventriculo esquerdo e r = -96867 e R? = 0,936 no direito) (Figura 18
e Figura 19). No ventriculo direito as densidades de volume de cardiomiécitos e de
vasos também apresentaram correlacdo negativa (r = -0,60199). A densidade de
volume dos vasos sanguineos ndo apresentou correlacdo com as densidades de

volume de cardiomiocitos e do tecido conjuntivo (Tabela 5).
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Figura 18: Gréfico de dispersdo com linha de regressao linear (R2 = 0,9584)
entre densidade de volume de cardiomidcitos (VvM) e densidade de volume de tecido
conjuntivo (VvC) do ventriculo esquerdo de corac¢des de Sotalia guianensis do litoral
do Espirito Santo.
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Figura 19: Gréfico de dispersao com linha de regresséao linear (R2 = 0,936)
entre densidade de volume de cardiomidcitos (VvM) e densidade de volume de tecido
conjuntivo (VvC) do ventriculo direito de coracdes de Sotalia guianensis do litoral do
Espirito Santo.
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Tabela 5: Valores de p-valor e coeficientes de correlacdo de Pearson
encontrados entre as densidades de volume dos ventriculos esquerdo e direito de
Sotalia guianensis do litoral do Espirito Santo.

Ventriculo esquerdo Ventriculo direito
VvM VvC VvV VVM VwC VvV
VWM P - <0,0001 0,1134 - <0,0001 0,0007
r - -0,9797 -0,3095 - -0,9686 -0,6019
WC p - - 0,5114 - - 0,0315
r - - 0,1294 - - 0,4072

As variaveis estereoldgicas ndo apresentaram correlacdo significativa com o

comprimento total dos espécimes (Tabela 6).

Tabela 6: Valores de correlacdo de Pearson entre as densidades de volume
(VvM, VvC e VVvV) do tecido muscular cardiaco e o comprimento total (CT) de Sotalia
guianensis do litoral do Espirito Santo.

Ventriculo esquerdo Ventriculo direito

p r p r
VVM 0,5517 -0,101 0,2884 0,1846
VvC 0,4702 -0,1224  0,2565 -0,197
VvV 0,6406 -0,0793  0,7863 -0,0475

No ventriculo esquerdo nao foi encontrada correlacao significativa entre a idade
e as variaveis estereoldgicas (Tabela 7), mas foi encontrada rela¢do nao linear entre
a densidade de volume de cardiomiocitos e a idade, através da curva de crescimento
logistico (Figura 20). Entretanto, no ventriculo direito a correlagéo entre a idade e a
densidade de volume de cardiomidécitos resultou em um valor de r = 0,5160857 (p <
0,05). No ventriculo direito também pode-se observar correlagdo negativa entre a
idade e a densidade de volume de tecido conjuntivo, com r = -0,5036234 (p < 0,05),

sendo explicado pelo crescimento linear com R2 = 0,2249 (Figura 21). No ventriculo
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direito ndo houve correlacdo entre a densidade de volume de vasos sanguineos e a

idade dos animais.

Tabela 7: Valores de correlacdo de Pearson e de regresséao linear entre as
densidades de volume (VvM, VvC e VvV) do tecido muscular cardiaco e a idade de
Sotalia guianensis do litoral do Espirito Santo.

Ventriculo esquerdo Ventriculo direito
p r R? p r R?
VvM 0,6724 0,0835 -0,0312 0,0004 0,516 -0,2381
wC 0,6019 -0,103 -0,0274 0,0006 -0,5036  0,2249
VvV 0,6318 0,0946 -0,0292 0,2352 -0,2318 0,0173
0,7
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Figura 20: Curva de crescimento da densidade de volume de cardiomidcitos
(VvM) do ventriculo esquerdo de Sotalia guianensis do litoral do Espirito Santo.
Modelo néo linear Logistico, escolhido através de menor valor de AlCc.
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Figura 21: Grafico de disperséo entre a densidade de volume de cardiomidcitos
(VvM) do ventriculo direito e a Idade de Sotalia guianensis do litoral do Espirito Santo.
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7 — DISCUSSAO

Assim como ja verificado em parametros de morfometria craniana (BOROBIA,
1989), densidade de ossos das nadadeiras peitorais (AZEVEDO et al.,, 2015) e
padrbes de ossificacdo das epifises dos ossos das nadadeiras peitorais (CARVALHO
et al., 2015) estudados em S. guianensis, os resultados obtidos no presente estudo

também nao demonstraram dimorfismo sexual.

No endocardio de coracdes de bovinos que sédo Artiodactilos ungulados, assim
como em S. guianensis, ha predominancia de fibras colagenas do tipo lll, presente em
tecidos mais distensiveis (NAIMARK et al., 1992). No miocardio de Artocephalus
australis, o lobo marinho do Sul, também foram encontradas as fibras dos tipos | e Il
no miocéardio (GUIMARAES et al., 2014) e sabe-se que as proporcdes destas fibras
no miocardio sdo necessarias para manter e balancear a contratilidade do tecido
(YANG et al., 1997). E importante ressaltar que as proporcées de colageno nas tinicas
cardiacas podem mudar com o passar dos anos, devido a perda de cardiomiécitos
(MENDES et al., 2012) e hd um incremento de colageno do tipo | no miocéardio para
fornecer maior elasticidade ao tecido (DOERING et al. 1988; JALIL et al. 1989;
MENDES et al., 2012).

A maioria dos estudos morfolégicos do sistema cardiovascular ndo s6 de
cetaceos, ndo faz uma abordagem quantitativa, dificultando as comparacdes de
resultados com os do presente estudo.

Em coracBes de Delphinapterus leucas, belugas, a altura apice-base do
coracao variou de 18,5 cm a 41,5 cm e a circunferéncia de 47,1 a 114,0 cm
(BISAILLON, 1987). Guimaraes (2009) analisou a altura entre o apice e a margem
ventral do sulco coronério de coracdes de A. australis e encontrou valores de 5,7 cm
e 5,9 cm para fémeas e machos, respectivamente. No presente estudo o indice de
largura do coracdo (ALT/PSCx100) foi de 33,9, divergindo do encontrado por Garri
(2006) em S. guianensis, de 27,8 e por Bisaillon (1987) de 31,3.

A espessura da parede ndo septal dos ventriculos de belugas foi de 1,38 cm

no direito e 2,51 cm no esquerdo, demonstrando que o ventriculo direito é cerca de
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duas vezes menos espesso que o ventriculo esquerdo (BISAILLON, 1987). Estudando
coracles de S. guianensis (n=12) da Enseada do Curral, no Rio Grande do Norte,
Garri (2006) identificou que o ventriculo esquerdo é mais espesso que o ventriculo
direito na espécie, porém néo foi realizada andlise quantitativa, enquanto no presente
estudo foi verificado que o ventriculo esquerdo apresenta-se aproximadamente 2,5

vezes mais espesso que o ventriculo direito.

As correlacdes entre as variaveis morfométricas analisadas no coracdo de S.
guianensis indicam que o 6rgao possui crescimento proporcional em circunferéncia e
altura (r = 0,8774). Guimaraes (2009) também encontrou correlacdo forte entre altura
e largura do coracéo de Arctocephalus australis (r = 0,873 para fémeas e r = 0,950

para machos).

As variaveis morfométricas altura (ALT) e perimetro na regido do sulco
coronario (PSC) apresentaram os maiores valores de correlagdo com o comprimento
total (CT). Essa relagcdo também foi encontrada nos coracbes de A. australis,
indicando que o crescimento do coragcdo acompanha o crescimento corpéreo
(GUIMARAES, 2009). Em estudo anterior realizado com S. guianesis ndo foi
determinada correlacao entre as variaveis morfométricas e comprimento total e idade,
porém a espessura do septo interventricular € maior em adultos do que nos filhotes

(GARRI, 2006), assim como o presente estudo encontrou correlagdo entre ESl e CT.

Levando-se em consideracdo a idade dos animais e as variaveis morfométricas
ALT, PSC e PTD conclui-se que o crescimento do 6rgdo em tamanho €
proporcionalmente ajustado ao passar dos anos, até que em determinado momento
(entre 10 e 15 anos) ha uma estabilizacdo do crescimento. E importante ressaltar que

0 presente estudo é o primeiro que avalia crescimento do coragdo de S. guianensis.

A espessura da parede ndo septal dos dois ventriculos ndo apresentou
correlagcdo com a idade, porém, ao ser ajustada a curva de crescimento logistico, a
variavel EPVE demonstrou que apresenta crescimento aproximadamente até os dez
anos de idade, ultrapassando a idade em que a espécie é considerada fisicamente
maduros, aos sete anos (CARVALHO et al., 2012). Entretanto a variavel EPVD
apresentou curva de crescimento de von Bertalanffy muito aproximada a uma curva
linear, portanto ndo se pode estabelecer relagdo entre a espessura do ventriculo

direito e a idade de S. guianensis. Com 0 passar dos anos 0 comportamento de
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mergulho muda e tempo de apneia de S. guianensis aumenta (GARRI, 2006). O
aumento da espessura do ventriculo esquerdo até determinada idade, pode estar
associado ao maior esfor¢co da camara ventricular esquerda em enviar sangue todo o

corpo do animal durante a apneia de mergulho.

Até a presente data, ndo ha estudos que utilizam a técnica da estereologia para
avaliar coracfes de cetaceos. Assim como no presente estudo, Xavier-Vidal e Madi
(1999) nao encontraram diferenca estatistica significativa entre os dados

estereoldgicos em coracdes de fetos humanos.

Em estudo realizado no ventriculo esquerdo de girafas, através do método de
Disector, foi encontrado VVM aproximadamente de 90% no miocéardio e o VvV de
aproximadamente 5%, indicando alta capacidade e necessidade de oxigenacéo do
tecido para realizar contracao, porém o estudo ndo analisou o ventriculo direito desses
animais (GSTERGAARD et al., 2013). Em coracdes de cées sdo encontrados valores
de VvV que variam de 4 a 6% do total do miocardio (MAY-NEWMAN, 1995).

Xavier-Vidal e colaboradores (1993) estudaram o ventriculo esquerdo de fetos
de humanos e encontraram densidade de volume de cardiomidcitos, tecido conjuntivo
e vasos sanguineos correspondentes a 67,67%, 25,94% e 6,39%, respectivamente.
Em posterior estudo, realizado com os mesmos fetos humanos, foram encontrados
valores de densidade de volume de cardiomiocitos para o ventriculo direito
correspondente a 64,64%, de tecido conjuntivo a 29,14% e de vasos sanguineos a
6,22% (XAVIER-VIDAL & MADI (1999).

Em ratos Wistar foram estudados em conjunto o miocéardio do ventriculo
esquerdo e do septo interventricular, em que a densidade de volume de cardiomiécitos
foi entre 72% e 76% e a densidade de volume dos componentes do intersticio (tecido
conjuntivo e vasos sanguineos) variou entre 23 e 27% (AGUILA, 1998). Em outra
investigacgédo realizada no miocardio ventricular de fetos de ratos foi observado que os
cardiomidécitos ocupavam 85,6% do miocardio, o tecido conjuntivo 2,8% e 0s vasos
sanguineos 11,6% (PORTER & BANKINSON,1987). De Oliveira e colaboradores
(2008) estudaram as densidades de volume de todo o miocardio de ratos e
encontraram densidade de volume de cardiomidcitos de 40,8%. Burity (1996) estudou

miocardio do ventriculo esquerdo de duas espécies de primatas ndo-humanos adultos
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e encontrou que os cardiomidcitos correspondem a 67,41% em Callithrix jacchus e
70,18% em C. penicillata.

As mudancas no miocardio com o decorrer do tempo ainda ndo sdo muito bem
documentadas (GRAHAM & BERGMANN, 2016), porém sabe-se que o crescimento
deles ocorre, em sua maioria, por hipertrofia (AGUILA, 1998). Estudos em coracgdes
de ratos detectaram que, com o envelhecimento, cardiomidcitos podem crescer a
partir de outros pré-existentes, a uma taxa de 0,76% ao ano em individuos adultos,
nao sendo suficiente para manter a homeostase do tecido cardiaco (SENYO et al.,
2013).

Ao contrario dos resultados encontrados no presente estudo Jstergaard e
colaboradores (2013) concluiram que h& um incremento nos cardiomidcitos no
ventriculo esquerdo de girafas com a idade, para aumentar espessura da parede e a
forca de contracdo da camara. Bisaillon (1987) sugere que seja dada atencédo ao
ventriculo direito nas pesquisas realizadas em cetaceos e em S. guianensis
ressaltamos a correlacé@o positiva entre a densidade de volume de cardiomidcitos e a
idade e a correlacdo negativa entre a densidade de volume de tecido conjuntivo e a
idade neste ventriculo. Portanto, sabe-se que quanto mais velho o espécime,
ligeiramente maior volume do ventriculo serd ocupado por cardiomidcitos, porém nao
foram levados em consideracdo os nucleos, sendo este um importante fator a ser

abordado em futuros estudos para responder como este volume é aumentado.

Comparando-se com os estudos citados, S. guianensis apresenta propor¢coes
similares entre a densidade de volume de cardiomidcitos e a densidade de volume do
tecido conjuntivo. Entretanto, sdo necessarias outras avaliacdes, em outras espécies
de cetaceos, para melhores conclusdes sobre composi¢do, crescimento e

envelhecimento do miocardio no grupo.
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8 — CONCLUSOES

e Estudos futuros avaliando as proporgdes de fibras colagenas em diferentes
faixas etarias de S. guianensis sdo necessarios para melhor entendimento de

morfologia e funcéo do tecido conjuntivo no coracao da espécie;

e O crescimento dos parametros de altura e circunferéncia do coracdo de S.

guianensis ultrapassa a idade de maturidade fisica da espécie;

e O aumento da densidade de volume de cardiomidcitos no ventriculo direito
pode estar relacionado ao aumento de pressdo para diminuicdo do colapso

pulmonar durante apneia;

e E primordial a realizaco de futuros estudos estereoldgicos no coracdo de S.
guianensis para melhor determinagdo de outros fatores sobre o crescimento e

envelhecimento do tecido.
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