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RESUMO

A toninha (Pontoporia blanvillei) é um pequeno odontoceto impactado pelas atividades
antropicas (capturas acidentais, degradacdo de habitat). A dosagem hormonal em diferentes
matrizes (fezes, urina, tecido adiposo, leite, saliva, borrifo) tem sido cada vez mais utilizada em
mamiferos aquaticos para determinar parametros reprodutivos. O objetivo deste estudo foi
validar o método de extracdo e mensuracdo de testosterona e progesterona em camada de
gordura subcutanea de carcacas de toninha armazenadas em duas temperaturas (-20°C e -
196°C), além de correlacionar as dosagens com parametros de sexo, maturidade gonadal, idade,
estagio de desenvolvimento, comprimento total e ocorréncia de prenhez. As amostras foram
colhidas de carcagas provenientes de encalhe e captura acidental do litoral de S&o Paulo. Foram
colhidos fragmentos de gordura, armazenados em freezer a -20°C (n=101) e em nitrogénio
liquido (-196°C) (n=28). A extracdo hormonal foi realizada com modificacBes a partir do
método descrito em literatura e a dosagem foi feita por enzimaimunoensaio para os dois
hormonios. Os resultados das andlises estatisticas foram expressos em duas unidades de
concentracdo de horménio (ng/g e ng/mg). O coeficiente de variacdo inter-ensaio foi de 6,89%
para progesterona e 1,67% para testosterona, o coeficiente de variacdo intra-ensaio foi de 7,82%
para progesterona e 3,29% para testosterona. Os resultados do paralelismo para o ensaio de
progesterona foi F15 =0,87 e p=0,45 e para testosterona F15=3,79 e p=0,11. A eficiéncia média
de extracdo foi de 66% para progesterona e 70% para testosterona. O método de extracdo e
analise hormonal apresentou-se viavel para Pontoporia blainvillei, ndo foram observadas
diferencas significativas entre as concentragdes dos hormonios nas duas temperaturas e nas
duas unidades. Os niveis de horménios encontrados foram de acordo com o esperado, onde
fémeas apresentaram niveis de progesterona mais elevados que machos, maduras e adultas
tiveram niveis mais altos que imaturas, juvenis e filhotes, ndo houve correlacdo com a idade e
as mesmas conclusfes foram obtidas para machos em relacdo a testosterona. As prenhes
também apresentaram niveis de progesterona mais elevados que o restante dos espécimes. Os
filhotes e fetos apresentaram niveis hormonais elevados, que pode ser um reflexo da circulagio
hormonal materna, além da alta taxa de incorporacdo de hormonios na gordura ou extracdo mais

efetiva.

Palavras-chave: Cetacea; Odontoceti; Esteroides sexuais; Tecido adiposo; Extracao;

Analise hormonal; Enzimaimunoensaio; Litoral de Sdo Paulo.



ABSTRACT

The Franciscana dolphin (Pontoporia blanvillei) is a small odontocete impacted by anthropic
activities (bycatch, habitat degradation). The hormonal measurement in biological matrices
(feces, urine, blubber, milk, saliva, blow) has been increasingly used in aquatic mammals for
certain reproductive parameters. The present study validated the method of extraction and
measurement of testosterone and progesterone in blubber kept in two different temperatures (-
20°C and -196°C), besides correlating the hormone concentration with gender, sexual maturity,
age, stage of development, body length and occurrence of pregnancy. The carcasses were
collected from stranded and bycatch dolphins of the coast of S&o Paulo. Blubber samples were
collected and frozen at -20°C (n=101) and -196°C (liquid nitrogen) (n=28). The extraction was
performed with a method described in literature and the hormonal analyses were done by
enzyme immunoassay for the two hormones. An analysis was performed on two units of
hormone concentration (ng/g and ng/mg). The inter-assay coefficient of variation was 6.89%
for progesterone and 1.67% for testosterone, the intra-assay coefficient of variation was 7.82%
for progesterone and 3.29% for testosterone. The progesterone assay presented parallelism
F1.5= 0.87, p= 0.45 and testosterone presented F1.5= 3.79, p= 0.11. The mean extraction
efficiency was 66% for progesterone and 70% for testosterone. The method of extraction and
hormonal analysis was feasible for Pontoporia blainvillei. No difference was found between
the progesterone and testosterone levels of samples kept at the two storage temperatures in both
measurement units. The levels of hormones found were in agreement with the expectation that
progesterone levels higher than males, mature and adults were higher than immature, juvenile
and calf, were not abandoned with age and the same conclusions were obtained for males in
relation to a testosterone. As pregnant also the levels of progesterone are higher than the rest of
the specimens. High calf and fetuses hormones, which may be a reflection of the maternal
hormonal circulation, besides the rate of incorporation of hormones or the more effective

extraction.

Keywords: Cetaceans; Odontoceti; Sexual Steroids; Blubber; Extraction; Hormonal

analysis; Enzyme immunoassay; Sao Paulo coast.
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INTRODUCAO GERAL
A toninha (Pontoporia blainvillei)

Caracteristicas, distribuicdo e ameacas

A toninha ou franciscana (Pontoporia blanvillei) (GERVAIS & D’ORBIGNY, 1844) é
um pequeno odontoceto, unico membro da familia Pontoporiidae (CRESPO, 2018). Sua
coloragdo pode variar de acinzentada até marrom no dorso, tornando-se mais clara nos flancos
e no ventre (TRIMBLE & PRADERI, 2006; CRESPO et al., 2002). Possui um rostro
extremamente longo e estreito, com nimero de dentes da maxila variando entre 53 a 58 e da
mandibula de 51 a 56 (CRESPO, 2018).

E endémica da costa leste da América do Sul, onde habita dguas costeiras e estuarinas
(CRESPO et al., 2002). A toninha possui habito costeiro, e habita regides de até 50 metros de
profundidade, sendo a maior parte dos registros em locais de até 30 metros (ICMBio, 2010).
Sua ocorréncia foi relatada por meio de encalhes, capturas acidentais e avistamentos desde
Itatnas (18° 25” S, 30° 42” W), no Espirito Santo, Brasil (SICILIANO, 1994) até Golfo Nuevo
(42° 357 S, 64° 48 W), Peninsula Valdés, na Argentina (CRESPO et al., 1998; BORDINO et
al., 1999). Ao longo de sua distribuicdo, foi proposta a existéncia de duas populagdes
geneticamente e geograficamente separadas, a populacdo norte, do Espirito Santo até Santa
Catarina (22°S — 27°S) e a populacéo sul, do Rio Grande do Sul & Argentina (32°S — 38°S)
(PINEDO, 1991; SECCHI et al., 1998; OTT et al., 2002). Porém, a distribuicdo do extremo da
populacdo norte, correspondente somente a costa brasileira, esta fragmentada. Ocorrem dois
hiatos nessa distribuicdo, que podem estar relacionados a condi¢des de habitat desfavoraveis
que limitariam a ocorréncia da espécie, como aguas transparentes, plataforma continental
estreita e a presenca frequente de predadores (SICILIANO et al., 2002; MOURA et al., 2009;
ICMBIo, 2010; DO AMARAL et al., 2018).

Secchi et al. (2003b) realizaram a proposi¢do de reconhecimento de quatro areas de
manejo denominadas “Franciscana Management Areas” (FMAS), sendo FMA | do Espirito
Santo ao norte do Rio de Janeiro, FMA Il em S&o Paulo, Parana e Santa Catarina, FMA 111 do
Rio Grande do Sul ao Uruguai e FMA 1V no litoral da Argentina. Estudos mais recentes vém
demonstrando a necessidade de reformulacdo das FMAs (OTT et al., 2008; MENDEZ et al.,
2010; CUNHA et al., 2014; GARIBOLDI et al., 2015, 2016). Do Amaral et al. (2018)
realizaram uma atualizacdo para 0s novos limites de distribuicdo da Pontoporia blainvillei no
Brasil, com reformulagéodas lacunas e divisdoda FMA I em “a” e “b”: FMA la corresponde
altaunas, ES (18°25°S) até Santa Cruz, ES (19°57°’S) e FMA Ib Barra de Itabapoana, RJ
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(21°18°S) até Armacao de Buzios, RJ (22°44°S). As lacunas de distribuicdo foram definidas
como: lacuna | da Foz do Rio Piraqué-Acu, Santa Cruz (19° 57'S) no Espirito Santo a Barra de
Itabapoana (21° 18'S) no estado do Rio de Janeiro; ¢ lacuna II da Armacdo dos Bulzios (22°
44'S) até Piraquara de Dentro (22° 59'S) no Rio de Janeiro (Figura 1).
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FIGURA 1. Mapa de distribuicdo das FMAs (Franciscana Management Areas) com as lacunas de distribuicao.
As localidades consideradas limites anteriormente (ICMBio, 2010) estdo indicadas no mapa por triangulos.
Abreviagoes: ES, Espirito Santo, RJ, Rio de Janeiro, SP, Sdo Paulo, PR, Parang, SC, Santa Catarina, RS, Rio
Grande do Sul. *FMA Il esta representada parcialmente e a FMA IV ndo estd representada, pois tem sua
distribuicdo na Argentina.

Extraido de: Do Amaral et al., 2018 (p. 6).

A Pontoporia blainvillei é uma espécie muito impactada pelas atividades antrdpicas,
listada como “vulneravel” na Lista Vermelha de Espécies Ameacadas da Unido Internacional
para Conservagéo da Natureza (ZERBINI et al., 2017) e “criticamente ameagada” na Lista
Nacional das Espécies da Fauna Brasileira Ameacadas de Extincdo (MMA, 2014) e por
organizac0es internacionais (CITES, 2012). Dentre as atividades antropicas que mais atingem
a conservacdo da espécie, estdo os altos niveis de captura acidentais reportadas ao longo de
toda a sua area de distribuicdo, degradacdo de habitat por poluentes, além de outros impactos
(BERTOZZI & ZERBINI, 2002; ROSAS et al., 2002; BORDINO & ALBAREDA, 2004;
SECCHlI et al., 2004; CAPPOZZO et al., 2007; FRANCO-TRECU et al., 2009; NEGRI et al.,
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2012; CREMER et al., 2016). Esta é a espécie de pequeno cetdceo mais ameacada da costa
Sudoeste do Atlantico (SECCHI et al., 2003a; REEVES et al., 2008).

Aspectos reprodutivos da toninha

A conservacdo de espécies sujeitas a altas taxas de mortalidade depende de um
conhecimento adequado da sua dindmica populacional, o que inclui diversas variaveis relativas
ao processo reprodutivo (BERTOZZI, 2009). Os aspectos reprodutivos para Pontoporia
blainvillei, como maturidade sexual e periodo reprodutivo, devem ser avaliados
independentemente em cada &rea de manejo da espécie (FMA). Para FMA 11l (Rio Grande do
Sul e Uruguai) e FMA 1V (Argentina), ha mais estudos acerca dos aspectos reprodutivos
(HARRISON & BROWNELL, 1971; KASUYA & BROWNELL, 1979; HARRISON et al.,
1981; BROWNELL, 1984; PINEDO et al., 1989; CORCUERA, 1996; DANILEWICZ et al.,
2000; DANILEWICZ, 2003; DANILEWICZ et al., 2004; BOTTA, 2005; PANEBIANCO et
al., 2012; NEGRI et al., 2014). Todavia para as areas FMA | (Espirito Santo ao norte do Rio de
Janeiro) e FMA Il (Sdo Paulo a Santa Catarina), tais estudos sdo mais escassos (RAMOS,
2000a, RAMOS, 2000b; ROSAS & MONTEIRO-FILHO, 2002; BERTOZZI, 2009).

O dimorfismo sexual € verificado ao longo de toda sua distribuicdo, com as fémeas
maiores que os machos (KASUYA; BROWNELL, 1979; PINEDO, 1991; RAMOS et al.,
2000a; CRESPO, 2018). Dados sobre o ciclo reprodutivo e estimativas de idade e maturidade
foram produzidos para algumas areas de distribuicdo da toninha. Ha indicacdo de um ciclo
reprodutivo de dois anos para as fémeas na costa do Uruguai (KASUYA; BROWNELL, 1979)
e também para o litoral sul de S&o Paulo e Parand (ROSAS & MONTEIRO-FILHO, 2002).
Para o Rio Grande do Sul, o intervalo reprodutivo foi de 1,5 anos (DANILEWICZ et al., 2004)
e 1,7 anos para o litoral central de Sdo Paulo (BERTOZZI, 2009).

O periodo de gestacdo da Pontoporia blainvillei varia entre as areas, sendo cerca de 10,5
a 12 meses para toninhas do Uruguai (KASUYA & BROWNELL, 1979; HARRISON et al.,
1981), 11,2 meses para o0 Rio Grande do Sul (DANILEWICZ, 2003) e 10,2 a 10,6 meses para
Sdo Paulo e Parana (ROSAS & MONTEIRO-FILHO, 2002; BERTOZZI, 2009). O
comprimento total do neonato € reportado como superior a 70 cm e inferior a 85 cm para o
Uruguai (KASUYA & BROWNELL, 1979; HARRISON et al., 1981); 71,2 cm a 72,5 cm para
Séo Paulo e Parand (ROSAS & MONTEIRO-FILHO, 2002; BERTOZZI, 2009); 73,4 cm para
0 Rio Grande do Sul (DANILEWICZ, 2003); 71 cm para o Rio de Janeiro (RAMOS et al.,
2000a) e de 61 a 69 cm (média 64 cm) para a Argentina (DENUNCIO et al., 2013), porém este

Gltimo com um ndmero amostral baixo (n=15).
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As fémeas do Rio Grande do Sul apresentaram sazonalidade reprodutiva, com um
padrdo de nascimentos em pulso, iniciam em outubro e ocorrem até fevereiro, sendo que até
75% dos nascimentos podem ocorrer de outubro a dezembro (DANILEWICZ, 2003). Para o
litoral central de S&o Paulo, Bertozzi (2009) e para o litoral sul de S&o Paulo e Parand, Rosas e
Monteiro-Filho (2002) reportaram sazonalidade de nascimentos semelhante a da area de
distribuicdo ao sul, entre outubro e dezembro. No litoral do Rio de Janeiro ndo ocorreu
sazonalidade, com ocorréncia de nascimentos em todas as estacbes (RAMOS, 2000b; DI
BENEDITTO & RAMOS, 2001). Os nascimentos ocorreram entre novembro e dezembro para
o litoral do Uruguai (HARRISON et al., 1981; BROWNELL, 1984).

Né&o foi possivel verificar mudancas sazonais no peso testicular e no diametro dos
tubulos seminiferos dos machos no Rio Grande do Sul (DANILEWICZ et al., 2004), e foi
comprovada atividade espermatogénica ao longo de todos os meses (BOTTA, 2005). Esses
dados sugerem que alguns machos maduros permanecam reprodutivamente ativos ao longo do
ano, 0 que seria uma vantagem evolutiva para no caso destes encontrarem fémeas em periodo
ovulatorio fora do periodo reprodutivo da espécie (DANILEWICZ et al., 2004). Rosas e
Monteiro-Filho (2002) reportaram um aumento do peso testicular nos ultimos meses do ano,
porém nao foi possivel confirmar uma sazonalidade para a atividade testicular, associado ao
pequeno numero amostral para esta area. Nenhum estudo apresentou evidéncias de
sazonalidade para os machos (KASUYA & BROWNELL, 1979; DANILEWICZ et al., 2004,
BOTTA, 2005; SILVA, 2011). Panebianco et al. (2012) reforcou a hipotese de que as disputas
entre machos pelas fémeas em reproducdo podem ser raras e de que ndo ocorre competicao
espermatica, considerando o peso testicular baixo, o dimorfismo sexual reverso, as
caracteristicas sexuais secundarias inexistentes, além da auséncia de cicatrizes de combates

entre machos.

Estudos de dosagem hormonal em cetaceos

O conhecimento dos parametros e aspectos reprodutivos de muitos cetaceos ainda é
escasso e muito do que se conhece tem sido obtido a partir de observacdes do trato reprodutivo
de animais mortos, provenientes de encalhes ou de captura acidental (MANSOUR et al., 2002).
Métodos como a dosagem hormonal de esteroides em diferentes matrizes (fezes, urina, tecido
adiposo, leite e etc.) tem sido cada vez mais utilizados em pesquisas com mamiferos aquaticos
(AMARAL, 2010; DE MELLO & OLIVEIRA, 2016). Essa abordagem possibilita determinar
parametros reprodutivos, como o status de reproducdo, taxa de prenhez, sazonalidade

reprodutiva entre outros aspectos, em espécimes mantidos sob cuidados humanos (WEST et
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al., 2000; ROBECK et al., 2005), bem como em popula¢6es selvagens (KELLAR et al., 2006;
KELLAR etal., 2013a; TREGO et al., 2013; MELLO, 2014).

Os hormonios esteroides possuem afinidade pelo tecido adiposo e, portanto, acumulam-
se neste tecido (DOLEZEL et al., 1991), o que torna a extragao e dosagem de esteroides sexuais
na gordura subcutanea de cetaceos factivel. A metodologia tem sido utilizada em carcagas
(MANSOUR et al., 2002; KELLAR et al., 2006; KELLAR et al., 2013a; TREGO et al., 2013)
e em animais de vida livre por meio de bidpsias (KELLAR et al., 2009; PEREZ et al., 2011;
KELLAR etal., 2014; MELLO, 2014). Kellar et al. (2006) apresentaram a colheita de amostras
de biopsia de animais de vida livre como uma metodologia mais representativa da populacéo,
visto que realiza a amostragem do grupo. Essa dosagem vem auxiliando no monitoramento das
taxas reprodutivas de populacdes de vida livre, permitindo a comparacao dos niveis hormonais
entre diferentes estagios de desenvolvimento e sexos, a determinacéo de possivel sazonalidade
reprodutiva e estado de prenhez (KELLAR et al., 2006; TREGO et al., 2013; KELLAR et al.,
2013a; KELLAR, 2013b; MELLO, 2014; KELLAR et al., 2014). Sabe-se que 0s niveis de
hormdnios no tecido adiposo sdo refletidos pelos niveis séricos, e esse grau de incorporacdo
possui diferentes taxas, influenciadas por perfusdo, taxa de crescimento, atividade metabdlica,
entre outros (CHAMPAGNE et al., 2016).

A determinacgédo do status reprodutivo, com distin¢cdo das fémeas prenhes a partir dos
niveis elevados de progesterona, foi reportado por MANSOUR et al. (2002), que utilizaram
amostras de gordura de baleia minke (Balaenoptera acutorostrata) provenientes de caca e por
KELLAR et al. (2006), também a partir de amostras de gordura de trés espécies de golfinhos
(Delphinus delphis, Lissodelphis borealis e Lagenorhynchus obliquidens) acidentalmente
capturados. Trego et al. (2013) encontraram uma concentragdo de progesterona na gordura em
fémeas prenhes cerca de 164 vezes maior do que em ndo prenhes em Delphinus capensis,
Stenella attenuata, Stenella longirostris e Phocoenoides dalli.

A relacdo entre os niveis de testosterona sérica e o estado de maturidade sexual foi
reportado para cetaceos, mediante colheita de amostras post mortem e de individuos em
cativeiro de Phocoenoides dalli (TEMTE, 1991), Balaenoptera physalus (KJELD et al. 1992),
Globicephala melas (DESPORTES et al., 1994), Delphinapterus leucas (ROBECK et al., 2005)
e Delphinus delphis (KELLAR et al., 2009).

No Brasil, ainda ha escassez de estudos sobre reprodugdo que utilizam a extracdo e
dosagem de hormoénios esteroides em mamiferos aquaticos. Diversos estudos tem sido
desenvolvidos com o peixe-boi da Amazénia (Trichechus inunguis), com o monitoramento de

androgenos em amostras fecais, lacrimais, urinarias e salivares de machos (AMARAL et al.,
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2009), avaliacdo da progesterona e estradiol salivar e fecal em fémeas durante o ciclo ovariano
(NASCIMENTO, 2004; AMARAL et al., 2013) e confirmacdo da sazonalidade reprodutiva em
fémeas por meio de dosagem hormonal em saliva e urina (AMARAL et al., 2014). Mello et al.
(2017) mostraram a viabilidade da utilizac&o de tecido adiposo de baleias jubarte (Megaptera
novaengliae) para extragdo de hormonios esteroides sexuais.

Para a toninha, as informacdes sobre os pardmetros reprodutivos existentes foram
obtidas a partir da analise macro e microscopica de gbnadas de carcacas, provenientes de
captura acidental ou encalhes. Embora a utilizacdo da camada de gordura subcutanea de
cetaceos para extracdo e dosagem de hormdnios esteroides ja tenha sido validada para diversas
espécies, nenhum trabalho foi conduzido anteriormente com Pontoporia blainvillei. Os
parametros hormonais sao ferramentas complementares a compreensdo das caracteristicas
reprodutivas dos espécimes de uma populagéo, o que ird auxiliar na conservacdo dessa espécie
ameacada, e possivelmente, culmina na utilizacdo desses dados como base para aplicacdo de
outras biotecnicas reprodutivas.

O objetivo deste estudo foi validar o método de extragdo e mensuracao de hormonios
esteroides sexuais (testosterona e progesterona) em camada de gordura subcutanea de carcacas
de toninha (P. blainvillei) em duas temperaturas de armazenamento, e descrever as relacoes
entre as concentracBes desses horménios com pardmetros biolégicos de sexo, maturidade

gonadal, idade, estagio de desenvolvimento, comprimento total e ocorréncia de prenhez.
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