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RESUMO

Ao longo da evolucdo dos cetaceos, diversas mudangas morfoldgicas ocorreram a fim de
garantir a adaptacdo ao novo modo de vida aquatico a partir do habito terrestre. O processo de
telescopagem em odontocetos permite o desenvolvimento de uma musculatura facial e
especializacGes ao redor da passagem nasal, acima da linha do rostro, especificas para a
producdo de som de alta frequéncia com finalidade de comunicacéo e ecolocalizagédo. Embora
0 mecanismo do sonar bioldgico seja estritamente relacionado as histdrias evolutivas e de vida
dos odontocetos, poucos trabalhos relacionam as mudangas anatdmicas ao longo da ontogenia
a uma perspectiva taxondémica e funcional, respectivamente. Neste trabalho, o sonar biologico
de Tursiops spp. foi caracterizado a partir de exames de diagndstico por imagem (i.e. CT,
MCT e MRI) e dissecacdo macroscopica em espécimes do golfinho nariz-de-garrafa em
diferentes estagios de desenvolvimento. Mudancgas marcantes ao longo do desenvolvimento
foram observadas no Corpus adiposum nasalis terminalis, tendo em vista que a fase neonatal
apresenta um ramo posterior isolado esquerdo e o ramo posterior direito pouco desenvolvido,
contrastando com a fase adulta. De forma geral, as estruturas do aparato emissor do som
caracterizaram-se pela assimetria, tendo em vista que os Corpus adiposum nasalis do lado
direito também s&o mais desenvolvidos em relac&o ao esquerdo (neonato, direito: 75,25 mm?®,
esquerdo: 27,72 mm?; adulto, direito: 353,38 mm?®, esquerdo: 208,93 mm®). Por outro lado, a
ultima estrutura receptora de som, o complexo timpano-peridtico, caracterizou-se pela baixa
modificacdo anatdmica ao longo do desenvolvimento pds-natal. A diferente taxa de
desenvolvimento observado entre as estruturas emissoras de som e a bula timpanica parece
sugerir, respectivamente, o aperfeicoamento do mecanismo de ecolocalizagdo ao longo do
desenvolvimento pds-natal e boa capacidade auditiva desde fases iniciais da vida do golfinho
nariz-de-garrafa. Além disso, a assimetria encontrada na regido facial parece corroborar
recentes estudos que sugerem assimetria funcional na principal fonte geradora de sons.

Palavras-chave:geometria anatbmica, desenvolvimento pds-natal.



ABSTRACT

Several morphological changes occurred throughout the evolution of cetaceans in order to
adapt to the transition from terrestrial environment into a new and exclusive aquatic life. The
telescoping process in odontocetes allows the development of a specialized facial musculature
and structures surrounding the nasal passage, under the line of the rostrum, for
communication and echolocation. Although the biological sonar is strictly related to
odontocetes’ evolutionary and life stories, few studies investigate the anatomical changes
throughout ontogeny on a taxonomic and functional perspective, respectively. In this study,
the biological sonar of the bottlenose dolphin was characterized by imaging techniques (i.e.
CT, MCT, MRI) and macroscopic dissection in different stages of development of Tursiops
spp. Relevant changes throughout development were observed in the Corpus adiposum
nasalis terminalis), given that, the neonate shows a left posterior isolated branch and right
posterior branch less developed, contrasting with adult. In general, structures of the sound
production apparatus were characterized by asymmetry, given that the right Corpus adiposum
nasalis were more developed than left side (neonate, rigth: 75.25 mm?, left: 27.72 mm?; adult,
right; 353.38 mm?®, left: 208.93 mm?). On the other hand, the last sound receiver structure, the
tympano-periotic complex was characterized by the low anatomic modification throughout
postnatal development. The different timing of development observed between the sound
production structures and the tympanic bula may suggest an echolocation mechanism
improvement throughout postnatal development and a good auditionary capability of
neonates, respectively. In addition, the asymmetry found in the facial region seems to
corroborate with recent studies that suggest a functional asymmetry on the main source of
sounds.

Keywords: biological sonar, anatomic geometry, postnatal development, bottlenose dolphin.
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1 INTRODUCAO

Os cetdceos representam a linhagem mais diversa dentre os mamiferos que
convergiram para a vida aquéatica (BERTA et al., 2006). O grupo originou-se a partir de
mamiferos terrestres a aproximadamente 50 milhdes de anos e atualmente sdo adaptados
exclusivamente ao ambiente aquatico (FORDYCE et al., 1994; THEWISSEN & WILLIAMS, 2002).
Assim, o processo evolutivo do grupo € considerado um dos melhores exemplos, entre 0s
vertebrados, de mudancas macroevolutivas (THEWISSEN & BAJPAI, 2001).

Ao longo do processo evolutivo, os cetaceos sofreram diversas modificacbes corporais
a fim de garantir a adaptacdo ao novo modo de vida. A relagcdo entre o registro fossil e 0s
espécimes atuais evidencia dois processos de modificagdo esquelética: a reducdo ou
eliminacdo de estruturas que se tornaram inutilizadas e a remodelacdo de estruturas ainda
funcionais nas novas condi¢cdes (MILLER, 1923). A reducdo da cintura pélvica a um par de
0Ss0s Vvestigiais e a remodelacdo dos 0ssos cranianos (processo de telescopagem) sdo algumas
das adaptacdes que exemplificam, respectivamente, os padrbes de modificagdes (MILLER,
1923; KELLOGG, 1928a; 1928b; GINGERICH et al., 1990; THEWISSEN & FisH, 1997;
THEWISSEN et al., 2009). O grupo atualmente compreende duas linhagens: Mysticeti e
Odontoceti. O processo de telescopagem dos odontocetos (i.e. cetdceos com dentes) (Fig. 1)
caracteriza-se pelo deslizamento da maxila e da pré-maxila sobre o osso frontal. O padrdo de
remodelacdo da topografia craniana dos odontocetos proporcionou o desenvolvimento da
musculatura associada a regido facial e estruturas componentes do biosonar (e.g. copos
gordurosos do complexo epicranial), carater exclusivo do grupo (MILLER, 1923; FORDYCE &
BARNES, 1994; CRANFORD et al., 1996).

A ecolocalizacdo, ou biosonar, é o principal mecanismo de caga e orientacdo e consiste
na emissdo de ondas sonoras pelo animal, sequido da percepcdo de seus ecos refletidos
revelando o ambiente ao seu redor (Au, 2009). O surgimento da ecolocalizagdo é considerado
uma novidade chave na exploracdo da ampla biomassa peléagica, aléem de permitir a grande
diversificacdo encontrada em odontocetos (LINDBERG & PYENSON, 2007; STEEMAN et al.,
2009). Algumas inovacBes morfologicas foram fatores essenciais no surgimento do novo
sistema de navegacgéo, sendo elas: transicdo da heterodontia para homodontia (FORDYCE,
2003), surgimento da assimetria craniana (HEYNING, 1989; CRANFORD et al., 1996; FAHLKE et
al., 2011), aumento do tamanho cerebral (HUGGENBERGER, 2008; OELSCHLAGER et al., 2010)

e reducdo do numero de voltas da coclea (PARK et al., 2016). O sonar biolégico em
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odontocetos ndo somente reflete a variabilidade morfoldgica encontrada na regido facial dos
organismos desse grupo, mas também proporcionou a irradiacdo das suas linhagens em
distintos habitats como zonas costeiras, oceanicas, grandes rios e ainda espécies adaptadas ao

mergulho profundo (CASSENS et al., 2000).

Figura 1 - Processo de telescopagem do cranio evidenciado em formas extintas e atuais de
cetaceos. Destaca-se (seta) a abertura nasal em diferentes posi¢cbes do cranio. A, B.
Archaeocete do inicio e metade do Eoceno (respectivamente Remingtonocetidae e
Basilosauridae). C. Odontoceto recente, 0ssos nasais e abertura nasal no dorso do cranio.

Remingtonocetidae

Basilosauridae

Odontoceti

Fonte: Adaptado de MARTINEZ-CACERES & MUIZON (2011); BAJPAI et al. (2011); BERTA et al. (2014).

Em odontocetos, 0 som do mecanismo do biosonar € gerado através da passagem de ar
pelas vias e sacos de ar do complexo nasal, provocado por movimentos de abertura e
fechamento da laringe (HOUSER et al., 2004), que com o auxilio dos 0ssos do hidide, mantém
a alta presséo de ar necessaria para realizar os sons ultrasonicos (HUGGENBERGER, 2008). Em
cada passagem de ar, hd uma estrutura chamada labios-de-macaco (monkeylips), onde o ar, ao
passar, cria “estalos” sequenciais (ondas sonoras), resultado da abertura e rapido fechamento
desta estrutura (CRANFORD & AMUNDIN, 2004; CRANFORD et al., 2008). Esses estalos
produzidos sdo conduzidos até o Corpus adiposum nasalis terminalis pelo Corpus adiposum
nasalis anterior (Cranford 1988), onde as ondas sonoras sdo direcionadas para o ambiente
(NoRRIs et al., 1961; PURVES & PILLERI, 1983; CRANFORD et al., 1997; AROYAN, 2001).

Esses pulsos sdo refletidos pelo ambiente e recebidos pela mandibula que, por meio dos
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corpos gordurosos da janela mandibular, sdo percebidos bula timpanica para posterior
decodificacdo no cérebro (BuLLOCK et al., 1968; NORRIS, 1968; HUGGENBERGER, 2008).

A ecolocalizagédo foi comprovada por Norris et al. (1961) e desde entdo se tornou um
foco de pesquisa amplamente estudado. Diversos fatores do sonar bioldgico vém sido
explorados, tais como a morfologia das estruturas envolvidas na producdo e percep¢do do som
(LAWRENCE & SCHEVILL, 1956; MEAD, 1975; KETTEN, 1992; CRANFORD et al., 1996;
MCKENNA et al., 2012; HUGGENBERGER et al., 2014) e a caracterizacdo fisica das ondas
mecanicas emitidas, em nivel intra e interespecificas (ZIMMER et al., 2005; MORISAKA &
CONNOR, 2007; JENSEN et al., 2009; VERFUR et al., 2009; JENSEN et al., 2013). No entanto,
alguns fatores basicos do mecanismo ainda permanecem em debate, como, por exemplo, a
funcionalidade da assimetria encontrada no complexo epicranial relacionada a producéo
sonora. Atualmente, diversas evidéncias indicam que golfinhos possuem diferenciacédo
funcional entre os lados direito e esquerdo do complexo epicranial, possibilitando a producgéo
de sons independentes entre os dois lados, sugerindo assim a existéncia de mais de uma fonte
geradora de som (MADSEN et al., 2013; FRAINER et al., 2015; RIDGWAY et al., 2015).

Os odontocetos produzem trés principais padrdes sonoros, sendo dois deles voltados
para comunicacdo e outro para a ecolocalizacdo. Os assobios e 0s burst clicks séo os
principais padrdes sonoros utilizados na comunicagdo dos golfinhos. Os burst clicks séo
predominantemente sons curtos, pulsados e de alta frequéncia que possuem intervalo de inter-
click extremamente curto, sendo geralmente ultrassonicos (LAMMERS et al., 2003). Os
assobios caracterizam-se por serem sons com frequéncia modulada de curta duracdo e seus
padrGes, como frequéncia e nimero de pontos de inflexdo, vém sendo utilizados para a
caracterizacdo acustico-social das espécies de delfinideos, permitindo comparagdes inter e
intraespecifica (RENDELL et al., 1999; MORISAKA et al., 2005; AzeVEDO et al., 2007). Porém,
é importante ressaltar que nem todas as espécies de odontocetos produzem assobios. Os sons
relacionados ao sonar biologico sédo clicks semelhantes aos burts clicks, poréem com menor
intervalo de tempo entre os clicks (inter-click interval), sendo que sua estrutura varia entre as
espécies (Au, 2009), apresentando alta diversidade entre os odontocetos. Espécies que
forrageiam em grandes profundidades, como as cachalotes e os zifideos, produzem clicks
numa faixa de frequéncia entre 400Hz-15kHz (GooLD & JONES, 1995) e 20-50kHz (JOHNSON
et al., 2004), respectivamente. No entanto, algumas espécies de pequenos golfinhos evoluiram
independentemente a capacidade de produzir clicks de alta frequéncia quando comparado a
outras espécies do grupo (i.e. frequéncias acima de 120 kHz), como Phocoena phocoena,
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Cephalorhynchus commersoni e Pontoporia blainvillei (VILLADSGAARD et al., 2006; KYHN et
al., 2010; MELCON et al., 2012). Os delfinideos compreendem a familia com maior riqueza de
espécies entre 0s cetaceos e apresentam grande variacdo morfologica, comportamental e
distribucional. Consequentemente, diversos padrdes sonoros sdo encontrados no grupo que
em geral caracterizam-se por produzirem clicks entre 60-120kHz (FRANKEL, 2009).

Golfinhos do género Tursiops Gervais 1855 (Cetartiodactyla: Delphinidae) se
distribuem amplamente por zonas costeiras e pelagicas de regides tropicais e temperadas ao
longo do mundo (WELLS & ScotT, 2009). Moura et al. (2013) sugere que oscilacdes
climaticas do Eemiano e Holoceno desempenharam um papel fundamental na divergéncia
entre 0s ecoOtipos costeiros e ocednicos tendo em vista que essas mudangas acarretaram em
diversas mudancas na topografia costeira. A exploracao de nichos ainda ndo ocupados a partir
da migracao de individuos oceanicos para regifes mais costeiras facilitou a divergéncia entre
0s ecoétipos, bem como eventos de especiacdo (MOURA et al., 2013). Atualmente, quatro
espécies do género Tursiops sdo conhecidas: T. truncatus, caracteriza-se por ser cosmopolita
ao longo de sua distribuicdo global, sendo que no Brasil a espécie habita regiGes com aguas
mais quentes sob influéncia da Corrente do Brasil (BARRETO, 2000); T. gephyreus, associado
a aguas mais frias influenciadas pela Corrente das Malvinas ocorrendo em regides costeiras e
estuarinas do Rio Grande do Sul, Uruguai e Argentina (WICKERT et al., 2016); T. aduncus,
restrito ao Oceano Indo-Pacifico (WANG & YANG, 2009) e T. australis, endémica da costa

australiana (CHARLTON-ROBB et al., 2011).

2 JUSTIFICATIVA

Embora o mecanismo do sonar biologico seja estritamente relacionado as histérias
evolutivas e de vida dos odontocetos, poucos trabalhos relacionam as mudangas anatémicas
ao longo da ontogenia a uma perspectiva taxondmica e funcional, respectivamente
(RAUSCHMANN et al., 2006; MORAN et al., 2011; FAVARO et al., 2013; FRAINER et al., 2015).
Desse modo, o conhecimento a respeito das mudancas estruturais ao longo do processo de
desenvolvimento pode servir como uma fonte adicional de informac&o para o julgamento de
relacOes de parentesco, além de gerar subsidios para a determinacdo de homologias (KLUGE,
1985). Além disso, pode ser util para esclarecer alguns problemas de conservacéo
relacionados a capturas acidentais em redes de pesca (i.e. bycatch), descrita para diversas

espécies de odontocetos. Frainer et al. (2015) sugerem que as mudancgas ontogenéticas na
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forma e alometria das estruturas relevantes do biosonar da toninha (Pontoporia blainviller)
evidenciam a imaturidade funcional de individuos neonatos e jovens e pode ser um dos
fatores que contribuem com suas maiores taxas de bycatch.

O género Tursiops possui ampla distribuicdo geogréafica, habitando areas costeiras e
oceanicas e embora ndo apresente uma taxa de declinio populacional preocupante relacionado
ao bycatch, como apresentam as populacgdes de toninha, alguns estudos vém observando essa
relacdo em algumas populacBes dos golfinhos nariz-de-garrafa, principalmente nas mais
restritas e costeiras (e.g. populacdes estuarinas) (ZERBINI & KOTAS, 1998; FRUET et al., 2012;
REeVES et al., 2013; ZAPPES et al., 2014). Desse modo, 0 ec6tipo costeiro e estuarino do
golfinho nariz-de-garrafa foi classificado como vulneravel na Lista de Espécies Ameacadas
do Rio Grande do Sul (2014). Assim, a descricdo da geometria anatdmica do sonar bioldgico
com enfoque na ontogenia pds-natal, inédita para Tursiops sp., pode auxiliar questdes
relacionadas a conservacdo do género. Além disso, fornece maior entendimento acerca da
anatomia e funcionalidade do sonar biolégico em relagdo as mudancas estruturais ao longo da

ontogenia.

3 OBJETIVO GERAL

Caracterizar as estruturas anatémicas envolvidas no sonar biol6gico de Tursiops sp.

3.1 Objetivos especificos

I) Descrever o desenvolvimento pds-natal dos aparatos emissor e receptor de som do golfinho
nariz-de-garrafa;

I1) Descrever a morfologia do ouvido interno (Ultima estrutura envolvida no processo de
recepcdo do som) a partir de imagens de alta resolucdo (i.e. microtomografia

computadorizada).
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4 MATERIAL E METODOS

A descricdo da geometria anatdbmica (CRANFORD et al., 2008) do sonar biolégico do
golfinho nariz-de-garrafa (Tursiops sp.) foi baseada em imagens de tomografia
computadorizada (CT), microtomografia computadorizada (MCT), ressonancia magnética
(MRI). Além disso, um exemplar foi submetido a dissecacdo macroscopica (DM) seguindo a
técnica de (SCHENKKAN, 1972). As descricdes visaram caracterizar dois estagios do
desenvolvimento pds-natal de Tursiops sp.:

NEONATO: a descricdo foi baseada em imagens de CT (espagcamento entre as imagens:
0,5mm, tamanho do pixel: 0,391mm), MRI (espacamento entre as imagens: 3,3mm, tamanho
do pixel: 0,605mm) e dissecacdo macroscépica de um individuo (T. truncatus). Para a
descricdo mais detalhada da bula timpanica utilizou-se imagens de CT com enfoque no
complexo timpano-peri6tico (espacamento entre as imagens: 0,393mm, tamanho do pixel:
0,111mm). O espécime estad depositado no Instituto de Anatomia Il da Universidade de
Colénia (Coldnia, Alemanha), sendo parte de acervo antigo, ndo possuindo numero de

identificagcdo nem dados de coleta.

SUBADULTO/ADULTO: a descri¢do foi baseada em imagens de CT (espacamento entre as
imagens: 1mm, tamanho do pixel: 0,912mm) da cabeca de um individuo macho com 248cm
de comprimento total coletado em 2011 (T. gephyreus - GEMARS1447). Ainda, bulas
timpénicas de dois individuos (T. truncatus - MUCINO1, espacamento entre as imagens:
0,132mm, tamanho do pixel: 0,132mm; T. gephyreus - GEMARS1259, espacamento entre as
imagens: 0,109mm, tamanho do pixel: 0,109mm) foram submetidas a exame de MCT com o
intuito de analisar detalhadamente o ouvido interno, especializado na recepcdo de sons de alta
frequéncia. Os espécimes G1259 e G1447 estdo depositados na colecdo do GEMARS!
(Osorio, RS) e o espécime MUCINOL esta depositado na colegdo do Museu de Ciéncias
Naturais da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (MUCIN; Imbé, RS).

A utilizacdo de diversas metodologias deve-se a eficiéncia particular de cada técnica
na identificacdo dos diferentes tecidos. Em relacédo as técnicas de diagndstico por imagem, as
imagens de CT e MCT baseiam-se na capacidade de atenuagéo dos raios-X de cada tecido,
tendo em vista suas diferentes composic¢des. Portanto, o valor de atenuagdo é o principal fator

'Grupo de Estudos de Mamiferos Aquaticos do Rio Grande do Sul
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que influencia no contraste entre os tecidos nas imagens. Essas técnicas consistem em um
feixe de radiacdo continuo pouco espesso ao longo do eixo corporal, gerando uma sequencia
de imagens em tons de cinza em diferentes angulos, o que possibilita a sobreposi¢do dessas
imagens formando os trés planos corporais (BUSHBERG et al., 2002b). Por outro lado, as
imagens de MRI resultam do alinhamento dos atomos de hidrogénio que compdem os tecidos
em resposta ao campo magnético gerado e as ondas radio emitidas pelo aparelho (BUSHBERG
et al., 2002a). Neste sentido, enquanto tecidos com maior quantidade de agua aparecem mais
destacados em imagens de MRI (e.g tecido adiposo), os tecidos mais densos sdo 0s mais
destacados em imagens de CT e MCT (e.g. tecido 6sseo). As sequéncias de imagens (CT,
MCT, MRI) foram adquiridas no formato DICOM. As imagens de CT e MCT foram obtidas
nos trés planos corporais (sagital, coronal e transversal) ao longo do eixo axial dos espécimes,
como proposto por Huggenberger et al. (2010). Posteriormente, as sequéncias de imagens
foram processadas no software 3DSlicer© para a identificagdo, delimitagdo manual e
renderizacdo das estruturas em 3D (Fig. 2), bem como para a tomada de medidas de distancia,
volume, superficie e densidade (Hounsfield units, HU). HUs sdo correlacionados com as
propriedades de densidade (MCKENNA et al., 2012) e os valores de volume sdo diretamente

comparaveis em imagens no formato DICOM (MCKENNA et al., 2007).

Figura 2 - Processamento das imagens no software 3DSlicer© a partir de sequéncias de
imagens nos trés planos corporais: axial (A), coronal (B) e sagital (C). As estruturas foram
identificadas e renderizadas para 0 ambiente tridimensional (D).

Fonte: Autor, 2016.
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Tendo em vista que as técnicas de diagndstico por imagem ndo permitiram a
caracterizacédo de todas as estruturas envolvidas na ecolocalizagdo, algumas estruturas foram
descritas a partir de dissecacdo macroscopica (SCHENKKAN, 1972). Ainda, a dissecagédo
macroscopica permitiu a visualizacdo da composicdo tecidual do complexo epicranial,
possibilitando assim, uma comparagdo com as andlises prévias baseadas em imagens de CT e
MRI. O software ImageJ© foi utilizado para a tomada de medidas dos sacos de ar (i.e.
superficie dorsal) e da porcdo coclear. As imagens da relacdo topografica dos sacos de ar da
regido facial foram realizadas no Adobe Photoshop©. A nomenclatura utilizada para
elementos osteoldgicos seguiu Mead & Fordyce (2009); para as estruturas do complexo
epicranial utilizou-se a terminologia proposta por Huggenberger et al. (2014). As medidas
tomadas da porc¢édo coclear seguiram Shin et al. (2013) (Fig. 3), enquanto as do 0sso periético

seguiram Arcoverde et al. (2013). No total foram realizadas nove medidas:

1) Altura da coclea: linha perpendicular a volta basal coclear ao longo da linha central da
coclea.

2) Altura da volta basal: na mesma linha da altura coclear.

3) Altura da volta apical: na mesma linha da altura coclear.

4) Angulo entre a volta basal e apical: entre uma linha paralela ao eixo da volta basal e uma
outra linha paralela ao eixo da volta apical.

5) Comprimento da coclea: linha tracada entre a base da cdclea até a volta mais superior
através do ponto central da coclea.

6) Largura da volta basal: linha perpendicular ao comprimento coclear através do ponto
central da coclea.

7) Comprimento do enrolamento coclear: linha curva na por¢cdo média das voltas a partir do
inicio da cdclea até o ponto terminal da volta apical.

8) Comprimento padrdo do periotico: processo anterior a extremidade do processo posterior
(mm).

9) Largura do peridtico: transversal a por¢do coclear e processo superior, no nivel da abertura

timpanica (mm).

A contagem do numero de voltas da coclea baseou-se em quantas vezes a coclea cruza
a linha do comprimento coclear, assim, cada vez que essa linha é cruzada contou-se meia
volta (EKDALE, 2010).
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Figura 3 - Medidas realizadas nas por¢oes cocleares adaptadas de Shin et al. (2013). A linha
branca tracejada representa o comprimento do enrolamento coclear.

Fonte: Autor, 2016.

As renderizacBes em ambiente tridimensional do golfinho nariz-de-garrafa adulto
permitiu a elaboragdo de um molde impresso em 3D. O molde evidencia a relagdo
topogréafica das principais estruturas componentes do sonar bioldgico e estara disponivel para
consulta na colecédo cientifica do MUCIN como material cientifico e didatico. O protétipo

possui 10 cm e foi impresso em high detail resin (50 microns).

5 RESULTADOS

Embora tenha sido possivel descrever as principais estruturas do sonar biologico em
ambos os estagios de desenvolvimento, algumas partes do sincranio do neonato (i.e. ponta
rostral da pré-maxila) ndo aparecem nas reconstrucGes das imagens de CT devido & baixa
perspicacia da técnica em escanear partes de baixas densidades, resultando em areas
indistinguiveis (OELSCHLAGER et al., 2008). Os resultados a respeito da geometria anatdmica
objetivam a comparagdo das estruturas relevantes no sonar biolégico entre os espécimes

neonato e subadulto/adulto de Tursiops sp.

5.1 DESENVOLVIMENTO DO APARATO PRODUTOR DE SOM
CORPUS ADIPOSUM NASALIS (BURSAS DORSAIS): Os Corpus adiposum nasalis sdo compostos
por dois pares de corpos gordurosos elipsoides, os anteriores (CANA) e posteriores (CANP)

direito e esquerdo. Em vista dorsal, se localizam logo acima da borda interna do processo
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nasal da pré-maxila, e em vista lateral, na altura dos ossos nasais. As CANA e CANP situam-
se, respectivamente, anterior e posteriormente a cada passagem de ar (Fig. 4). Um padréo
assimétrico de tamanho entre as bursas dorsais do lado direito e esquerdo foi encontrado
(Tabela 1), sendo as do lado direito maiores nos individuos neonato e adulto (Fig. 4). O
espécime adulto ainda apresentou um desalinhamento horizontal entre as bursas dorsais do
lado esquerdo e direito (Fig. 4C).

Tabela 1- Medidas dos Corpus adiposum nasalis terminalis evidenciando a assimetria entre
os dois lados do complexo epicranial.

Volume Largura Altura  Comprimento
(mm?) (mm) (mm) (mm)
direita 32,65 10,30 3,10 3,14
Neonato CANP esquerda 13,40 6,88 1,25 1,69
CANA direita 42,60 10,30 4,46 3,25
esquerda 14,32 5,79 3,04 1,39
CANP direita 232,00 20,22 8,31 3,70
Adulto esquerda 121,36 10,82 6,30 7,03
CANA direita 120,38 20,67 6,77 2,36
esquerda 87,57 10,26 5,48 3,57

Fonte: Autor, 2016.

Figura 4 - Reconstrugdes em 3D das principais estruturas envolvidas na emissdo de som
(sincranio, branco; pele, cinza em transparéncia; CANT, amarelo; CANA, vermelho; CANP,
azul) dos espécimes adulto (CBL: 55,86 cm) e neonato (CBL: 28,40 cm). Vista anterodorsal
(A, D); em destaque vista dorsal (B, E) e lateral esquerda (C, F) evidenciando o padrao
assimétrico dos Corpus adiposum nasalis. As escalas de B-C e E-F representam 2 cm.

Fonte: Autor, 2016.
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A mudanca na topografia craniana entre os dois estagios de desenvolvimento ainda é
evidenciada pela diferenca do angulo de elevacdo das CANA (HUGGENBERGER et al., 2010),.
Entre os individuos neonato (lado direto: 24.49°, esquerdo: 23.77°) e adulto (lado direto:
17.52°, esquerdo: 16.92°) a diferenca foi de 6,97° e 6,85° para o lado direito e esquerdo,
respectivamente (Fig. 5A, C).

CORPUS ADIPOSUM NASALIS TERMINALIS (MELAO): A porgéo anterior do complexo epicranial
de Tursiops sp. caracterizou-se pela presenca de um robusto corpo adiposo (CANT) associado
a tecido conjuntivo e aos musculos faciais, seguindo o padrdo esperado para delfinideos. O
CANT possui forma arredondada, nos espécimes adulto e neonato, com um alongamento
posterior direcionado para o lado direito (ramo posterior direito), sendo adjacente a porcao
ventral do CANA direito. (Fig. 5).

Figura 5 - Vista lateral direita (A, C) e dorsal (B, D) dos espécimes adulto e neonato do
complexo epicranial de Tursiops sp. (sincranio, branco; pele, cinza em transparéncia; CANT,
amarelo; CANA, vermelho; CANP, azul). A linha tracejada laranja presente em A e C
representam o angulo de elevacdo da CANA (neonato: 24,49°; adulto: 17,52°). As escalas
representam 5 cm.

Fonte: Autor, 2016.
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No entanto, algumas diferencas marcantes foram encontradas no individuo neonato em
relacdo ao adulto, como o baixo desenvolvimento estrutural do ramo posterior direito e a
presenca de um ramo posterior esquerdo isolado (Fig. 4E). A porcdo gque conecta 0 ramo
posterior direito com a porcao principal do CANT no individuo neonato é céncava, em vista
lateral (Fig. 5A e C); enquanto no adulto é reta, com leve inclinacdo ascendente e continua a
porcéo principal. As mudancas pds-natais dos ramos direito e esquerdo ocorreram em padrdes
opostos, pois ao passo que o ramo direito desenvolveu-se ao longo da ontogenia, 0 ramo
isolado esquerdo, presente no neonato (Fig. 4D-F, 6), ndo é presente no adulto (Fig. 4A-C).
Em contraste as modificagdes na forma do CANT, o comprimento do complexo epicranial
(distancia da ponta rostroventral do meldo a passagem de ar entre as bursas dorsais) dos
espécimes neonato (105,00 mm) e adulto (223,24 mm) mantiveram-se basicamente na mesma
proporcdao em relacdo ao comprimento condilo-basal (CBL): cerca de 37% e 40%,

respectivamente.

Figura 6 - Identificacdo dos corpos adiposos (i.e. corpus adiposum nasalis e corpus adiposum
nasalis terminalis) do complexo epicranial em imagens de tomografia computadorizada,
evidenciando a presenca do ramo posterior isolado esquerdo do CANT do neonato.

Ramo posterior Ramo posterior
esquerdo do CANT direito do CANT
\ CANA esquerda CANA dircita /

/

_ CANP esquerda CANA esquerda
Beee.  Abertura nasal

Ramo posterior
esquerdo do CANT

Vista coronal 7 Vsta sagita _
Fonte: Autor, 2016.

SACCUS NASALIS (SACOS DE AR): Os resultados acerca dos saccus nasalis foram
obtidos a partir de dissecacdo macroscopica do individuo neonato somente, tendo em vista
que as tecnicas de diagnostico por imagem foram ineficazes na analise dessas estruturas.
Seguindo a descricdo de Mead (1975), neste trabalho o género Tursiops caracterizou-se pela
presenca de trés pares emparelhados de saccus nasalis principais, sendo eles: vestibularis
(SNV), nasofrontalis (SNN) e praemaxillaris (SNP) (Fig. 7); além do saco acessorio
localizado abaixo dos nasofrontalis e laterais aos praemaxillaris, vista lateral. Embora cada

um dos pares possuam localizacdo, forma e tamanhos distintos, algumas caracteristicas sao
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compartilhadas entre todos, tais como a pigmentacdo escura e o padrdo assimétrico entre 0s
dois hemisférios do complexo epicranial, sendo os do lado direito maiores (Fig. 7AB).

Figura 7 - Representacdo dos sacos de ar em ambiente tridimensional (A, vista dorsal) a partir
de dissecacdo macroscopica (B, vista anterior; C, vista dorsal; D, vista lateral direita) do
espécime neonato de Tursiops sp. Sincranio, branco; SNV, vermelho; SNN, verde; SNP, azul.
As escalas representam 2 cm.

SNV

SNN

Orificio
SNV respiratério

SNN

Saco
acessorio

Fonte: Autor, 2016.

Os SNV encontram-se logo abaixo do orificio respiratério e acima dos Corpus
adiposum nasalis. Possuem forma elipsoide e contem um lobo anterior e posterior. A abertura
dorsal de cada um localiza-se nas bordas laterais da porcdo superior da passagem nasal.
Enquanto a abertura dorsal situa-se na porcdo posterior dos SNV. A abertura ventral se
encontra na superficie anterior da passagem nasal, onde esta situada a porcdo posterior do
SNN. Ainda, os SNV caracterizam-se pela presenca de diversas pregas ao longo de sua
extensdo. O SNV esquerdo (6,5 cm?) é cerca de 1,2 vezes menor em relacdo ao direito (7,8
cm?). Os SNN localizam-se abaixo dos SNV, sendo separados por poucas camadas de
masculo, e sdo constituidos por uma porcdo posterior e anterior. A por¢do posterior esta
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diretamente associada a parte densa do Musculus maxillonasolabialis e estende-se
lateralmente circundando a borda da passagem nasal onde encontra sua por¢ao anterior: uma
estrutura continua. Tendo em vista a alta associacdo entre sacos de ar e a musculatura que
impossibilitou a observacdo do ponto de inser¢do do SNN posterior, as medidas da area ndo
foram tomadas. Os saccus nasalis acessorios (Fig. 7D) sdo pequenos sacos emparelhados que
se localizam abaixo dos SNN, sendo os menores dos diverticulos. Sua Unica abertura coincide
com o ponto de inicio dos SNP, porém estendem-se lateralmente a esse saco por uma curta
distancia, direcionando-se anteriormente. Os SNP estendem-se sobre a superficie posterior do
0sso pre-maxilar e sua superficie dorsal é adjacente ao musculo nasal plug (Valva nasalis
ventralis, ver Huggenberger et al., 2014). Portanto, caracterizam-se por serem 0S Unicos
saccus nasalis associados ao cranio. Em relacdo aos outros saccus nasalis, os praemaxillaris
sd0 0s maiores e mais assimétricos dos diverticulos (direito: 23,818 cm?; esquerdo: 11,718
cm?). Essa assimetria também pode ser evidenciada na relacdo entre as areas da pré-maxila e
dos SNP, tendo em vista que o SNP esquerdo equivale a 49,25% do 0sso pré-maxilar

esquerdo, enquanto essa relacao € de 84,12% para o lado direito.

5.2 DESENVOLVIMENTO DO APARATO RECEPTOR DE SOM
CORPOS GORDUROSOS DA MANDIBULA: Os corpos gordurosos da janela mandibular

mantiveram sua forma e tamanho muito semelhantes nos dois estagios de desenvolvimento
(Fig. 8).

Figura 8 - Vista lateral (A, C) e posterior (B, D) das estruturas envolvidas na recep¢do do som
(mandibula, cinza em transparéncia; gordura especializada da janela mandibular, amarelo;
dentes inferiores e bula timpanica, branco; cranio, branco em transparéncia) de Tursiops sp.
As escalas em A e C representam 5cm; em Be D 2,5 cm.

Fonte: Autor, 2016.
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A diferencga entre o comprimento axial da gordura mandibular e o CBL entre neonato
(44%) e adulto (41,3%) foi de apenas ~3%. Ainda, as gorduras mandibulares internas
possuem dois pequenos alongamentos posteriores que se conectam a porcdo anterior do

complexo timpano-periotico (CPT).

COMPLEXO TIMPANO-PERIOTICO: Ao longo do desenvolvimento foi observado um pequeno
aumento na relagdo entre o volume do CPT e o volume total do créanio, tendo em vista que a
estrutura representa 6% do volume craniano no espécime adulto, enquanto no neonato a
relagdo é de 4% (Fig. 8). Em contraste a pouca alteracdo entre o volume dessa estrutura em
relacdo ao cranio, foi possivel observar modificacfes referentes ao volume total da estrutura,
uma vez que o CPT do neonato (14.828,06 mm®) corresponde a 38,54% do volume do adulto
(38.476,06 mm®).

De modo geral, o CPT do golfinho nariz-de-garrafa (Fig. 9) ndo apresentou grandes
modificagdes estruturais ao longo do desenvolvimento pds-natal. O fato pode ser evidenciado
também nas andlises do ouvido interno. Em todos os espécimes analisados (neonato, n=1;
adulto, n=2; Tabela 2) a coclea apresentou 1,5 voltas; e as propor¢des analisadas mantiveram-
se basicamente nos mesmos padrdes (e.g. largura coclear e largura do peridtico; comprimento
coclear e comprimento padrdo do periético). Porém, a relacdo entre a altura da coclea e a
altura da volta apical apresentou uma diferenca de 11,44% entre os espécimes neonato
(29,56%) e adulto (cerca de 40%). Além disso, a volta basal e a apical caracterizaram-se por
serem paralelas nos espécimes adultos, enquanto no neonato o angulo entre elas foi de 7,035°.

Figura 9 - Representacdo do complexo timpano-periotico (A) destacando 0 0sso peridtico
(cinza em transparéncia, B), bem como a porcao coclear (vermelho, C) do Tursiops sp. adulto
(GEMARS1259) em vista lateral interna.

dorsal

posterior

lcm
Fonte: Autor, 2016.
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Tabela 2 - Dados morfométricos das porcdes interna e externa do periético de um neonato e
dois adultos.

Neonato Adulto
MUCINO1 GEMARS1259

1) Altura da céclea (mm) 4,06 4,55 4,63
2) Altura da volta basal (mm) 2,32 3,12 2,85
3) Altura da volta apical (mm) 1,20 1,87 1,91
4) Angulo entre a volta basal e apical 7,03° 0° 0°
5) Comprimento da coclea (mm) 9,53 9,31 10,44
6) Largura da volta basal (mm) 7,65 6,86 7,44
7) Comprimento do enrolamento coclear

(mm) 22,86 22,74 24,89
8) Comprimento padrao do peridtico (mm) 31,30 33,94 33,51
9) Largura do peri6tico (mm) 21,50 24,40 24,80

Fonte: Autor, 2016.

A visualizagdo dos trés canais semicirculares ndo foi vidvel no espécime neonato
devido a qualidade das sequéncias de imagens, deste modo, somente o canal anterior (1,82
mm) e lateral (2,07 mm) foram caracterizados. J& nos espécimes adultos, todos 0s canais
puderam ser analisados (MUCINO1 — SCA (canal semicircular anterior): 1,89 mm, SCP
(canal semicircular posterior): 1,09 mm, SCL (canal semicircular lateral): 2,22;
GEMARGS1259 - SCA: 1,68 mm, SCP: 1,51 mm; SCL: 2,46 mm). O SCL mostrou-se

sempre ser 0 maior canal semicircular em todos os individuos analisados (Fig. 10).

Figura 10 - Porcdo coclear (GEMARS1259) em vista anterior (A), dorsal (B) e lateral (C)
evidenciado a relacdo de posicdo e tamanho entre os canais semicirculares. As escalas
representam 5 mm.

dorsal lateral dorsal

A

C

anterior anterior

B
/f/&}r n

lateral

Fonte: Autor, 2016.
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6 DISCUSSAO

A assimetria direcional do crénio € uma caracteristica exclusiva dos odontocetos,
dentre os cetartiodactilos (MILLER, 1923; MEeAD, 1975; HEYNING, 1989). Além disso, as
estruturas especializadas na producdo de sons de alta frequéncia presentes na regido facial dos
golfinhos também séo assimétricas (CRANFORD et al., 1996; MCKENNA et al., 2012; FRAINER
et al., 2015). No entanto a funcionalidade da assimetria dessas estruturas ainda vem sendo
discutida por diversos autores (CRANFORD et al., 2008; FRAINER et al., 2015). Desse modo, 0s
resultados apresentados acerca do sonar biolégico de Tursiops sp. corroboram que o lado
direito do complexo epicranial ¢ a principal fonte geradora dos sons voltados para a
ecolocalizacdo (i.e. clicks), como proposto por Madsen et al. (2013) e Ridgway et al. (2015).
Isso se deve aos padrBes assimétricos encontrados nos Corpus adiposum nasalis e Corpus
adiposum nasalis terminalis, além do desenvolvimento do ramo posterior direito e o
desaparecimento do ramo posterior isolado esquerdo do CANT ao longo do desenvolvimento
pos-natal de Tursiops sp. Os dados obtidos neste trabalho corroboram os de Cranford et al.
(1996) e Mckenna et al. (2012), pois os autores também evidenciaram a auséncia do ramo
isolado esquerdo do CANT na fase adulta do golfinho nariz-de-garrafa. Madsen et al. (2013)
e Ridgway et al. (2015) sugerem ainda que os dois lados do complexo epicranial produzem
sons independentes, possibilitando a emissdo de sons voltados para ecolocalizacao (i.e. lado
direito) e comunicacdo (i.e. lado esquerdo) de maneira simultanea. Assim, a assimetria
encontrada nas estruturas adiposas envolvidas na emissdo de sons provavelmente esteja
envolvida na diferenciacdo funcional entre ambos os lados (FRAINER et al., 2015).

A configuracdo dos saccus nasalis presentes na regido facial dos odontocetos é
variavel entre as espécies, apresentando formas e quantidades distintas (i.e. de quatro a seis
pares principais emparelhados, além de diversos menores desemparelhados) (MeAD, 1975).
No entanto, todas as espécies de odontocetos exibem certo nivel de assimetria direcional
voltada para o lado direito (MEAD, 1975). Além disso, as dimensdes entre essas estruturas
variam entre as espécies, como observado em analises de golfinho nariz-de-garrafa e toninha
(FRAINER et al., 2015). Segundo Frainer et al. (2015), os SNV da toninha sdo os maiores e
mais assimétricos dos saccus nasalis ao longo de todo o desenvolvimento pds-natal. Por outro
lado, golfinhos nariz-de-garrafa caracterizam-se por apresentarem os SNP maiores e mais
assimétricos em relacdo aos outros diverticulos. Mead (1975) descreve o mesmo padrdo

encontrado neste estudo, i.e. baseado em um individuo neonato, para espécimes adultos.
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Assim, é provavel que essa estrutura ndo tenha grandes transformagdes ao longo da ontogenia
pos-natal em Tursiops sp. Embora ndo se saiba ao certo a real fungdo dos SNV, supbe-se que
essas estruturas funcionem como refletores acusticos no sistema de ecolocalizacdo, além de
ser Util na formacdo de diferentes padrbes sonoros (MEAD, 1975; CRANFORD et al., 1996). A
associacdo de uma musculatura facial com os SNV, em Tursiops sp., facilita a expansao e
movimentacdo dessas estruturas (REIDENBERG & LAITMAN, 2008), aumentando a superficie
reflexiva (MEAD, 1975). Ainda, a existéncia de diversas pregas no SNV, observada no
espécime analisado, provavelmente indique outra adaptacdo morfoldgica voltada a expansdo
superficial. Por outro lado, a associacdo rigida dos SNP ao 0sso pré-maxilar (ventralmente) e
a Valva nasalis ventralis (dorsalmente) sugere uma restrita capacidade de expansdo em
relacdo aos outros diverticulos.

As marcantes mudancas ontogenéticas relacionadas ao tamanho e forma do aparato
produtor de som (i.e. Corpus adiposum nasalis e Corpus adiposum nasalis terminalis)
contrastam com as poucas modificaces encontradas no complexo timpano-peridtico. Os
cetaceos caracterizam-se pelo desenvolvimento precoce da bula timpéanica e do ouvido interno
devido a extrema importancia da audicdo desde o nascimento, possuindo similar configuracao
entre a forma adulta e os estagios iniciais do desenvolvimento pds-natal (PERRIN, 1975;
LANCASTER et al., 2014). A capacidade de escutar sons de alta frequéncia exigiu diversas
modificacbes morfoldgicas ao longo da evolucdo dos odontocetos, sendo principalmente
relacionadas com a reducdo no nimero de voltas da céclea. O baixo numero de voltas
cocleares pode ser evidenciado no presente estudo, tendo em vista que as cdcleas analisadas
apresentaram menos de duas voltas (PARK et al., 2016). A reducdo de voltas cocleares nao é
observada nos misticetos atuais e nem em animais terrestres, tendo em vista que tais grupos,
em geral, possuem cdcleas adaptadas a sons de baixa frequéncia (EKDALE & RAcIcOT, 2014;
WANNAPRASERT & JEFFERY, 2015).

As descricbes relacionadas a anatomia do ouvido interno devem-se ao
aperfeicoamento das técnicas de diagnéstico por imagem, tendo em vista que atualmente
exames de MCT de alta qualidade permitem a analise de estruturas anatbmicas pouco
exploradas. A porcdo coclear do golfinho nariz-de-garrafa € mais de duas vezes maior em
relacdo ao reduzido sistema vestibular (i.e. canais semicirculares). Algumas evidéncias
sugerem que a reducdo dos canais semicirculares esta relacionada as adaptagdes de
locomocgdo e orientacdo no ambiente aquatico (SPOOR et al., 2002), visto a reducdo da
funcionalidade do reflexo vestibulo-célico que aciona os musculos do pescogo na orientacdo
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espacial da cabeca em animais terrestres (THEWISSEN et al., 2009). No entanto, pouco se sabe
sobre a funcionalidade dos canais semicirculares nos cetaceos atuais, uma vez que a
informacdo ainda € escassa na literatura. As descri¢cdes contidas neste manuscrito podem ser
Uteis para futuras comparacdes interespecificas no intuito de investigar a funcionalidade e as
adaptac0es dessas estruturas nos diferentes grupos em Odontoceti.

O conhecimento da funcionalidade do sonar bioldgico e a sua conformagdo nos
diferentes estagios de desenvolvimento também pode ser Util para o entendimento de aspectos
da histéria de vida desses organismos. Em geral, golfinhos do género Tursiops sp. investem
um periodo de trés a cinco anos, apos o nascimento dos filhotes, em cuidado maternal (WELLS
& ScotT, 1999). Consequentemente, a transmissdo cultural € caracteristica dentro das
populacdes de golfinhos, tendo em vista que as técnicas de forrageamento, incluindo a
ecolocalizacdo, sdo ensinadas de uma geracdo a outra (Pennino et al., 2013). No entanto, o
sonar bioldgico também necessita de um periodo de desenvolvimento pds-natal voltado a
maturacdo das caracteristicas fisioldgicas relacionadas as habilidades vocais (KILLEBREW et
al., 2001). Favaro et al. (2013) observou que o0s primeiros sons com padrdes semelhantes a
clicks ocorrem aproximadamente no 14° dia de vida. No entanto, o autor destaca que 0s sons
emitidos pelo filhote ainda possuem padrdo distinto ao dos adultos, sendo sons menos
pulsados e com duracdo mais curta. Segundo Manoukian et al. (2002) e Favaro et al. (2013),
as sete primeiras semanas de vida do golfinho nariz-de-garrafa parecem ter um papel
fundamental para o desenvolvimento e aperfeicoamento da habilidade de ecolocalizar. Nesse
sentido, a ocorréncia de mudancas no aparato emissor de som, ao longo do desenvolvimento
pos-natal de Tursiops sp., pode indicar que as estruturas anatdbmicas envolvidas da producédo
sonora também necessitam de tempo de maturacdo apds o nascimento. Desse modo,
individuos juvenis podem apresentar limitacGes no uso do sistema de ecolocalizacdo e serem,
assim, mais suscetiveis a fenébmenos de natureza antrépica, como o emalhamento acidental
em redes de pesca (FRAINER et al., 2015).

A descrigdo de quase todas as estruturas envolvidas no sonar biologico do golfinho
nariz-de-garrafa s6 foi vidvel devido & combinacdo de técnicas convencionas, como a
dissecacdo macroscopica, com técnicas modernas, como o diagndstico por imagem. Isso se
deve ao fato que cada uma das técnicas possui uma eficiéncia especifica na observacao e
identificacdo das diferentes estruturas. As técnicas de diagndstico por imagem (i.e. CT, MCT
e MRI) foram essenciais para estabelecer a relacdo topografica das estruturas lipidicas e
osteoldgicas, devido a capacidade de visualizacdo concomitante de tecidos com densidades
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distintas. Ainda, a utilizacdo desse tipo de técnica possibilita a elaboracdo de modelos
tridimensionais (Fig. 11) que podem ser uma inovagdo cientifica no que diz respeito a
colecdes cientificas (NIVEN et al., 2009; LAURIDSEN et al., 2011). Mcmenamin et al. (2014)
demonstra a fidelidade dos exemplares reais em relacao a reproducdo impressa em 3D a partir
de anélises quantitativas. Além disso, as impressfes em 3D de pecas anatbmicas possuem
diversas vantagens, incluindo durabilidade, fidelidade, facilidade de reproducéo e reposi¢ao
(MCMENAMIN et al., 2014). Assim, esse tipo de material pode servir como pecas de museus e
material didatico voltado a educacdo ambiental, o que os torna uma potencial ferramenta no

campo educacional (SCHELLY et al., 2015).

Figura 11 - Modelo tridimensional (10 cm) do golfinho nariz-de-garrafa, evidenciando a
relacdo topogréafica do complexo epicranial.

Fonte: Autor, 2016.

No entanto, as técnicas de imagem ndo foram eficazes na caracterizagcdo dos saccus
nasalis e das Valva nasalis intermedia (labios de macaco, ver Cranford et al. 2008). Assim, a
dissecacdo macroscopica foi a Unica ferramenta eficiente para caracterizar os saccus nasalis,
tendo em vista que nas técnicas de diagndstico por imagens essas estruturas apareceram
colapsadas devido ao estado post mortem dos individuos. Porém, as Valva nasalis intermédia
também néo puderam ser descritas a partir da dissecacdo macroscopica, tendo em vista que o

método de fixacdo utilizado (i.e. formalina) no espécime neonato impossibilitou a
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visualizacdo da estrutura. Assim, para uma descri¢do adequada das Valva nasalis intermedia

sugere-se a futura dissecacdo macroscépica do espécime adulto analisado neste estudo.
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