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FIGURAS
FIGURA PAG.
Figura Ill.1-1 - Estdmago coletado de um exemplar de Sotalia 12
guianensis.
Figura Ill.3-1 — Exemplos de otolitos de teledsteos: (A) Isopisthus
parvipinnis; (B) Centropomum paralelus; (C) Pomatomus saltatrix; (D) 15
Scomberomus cavalla. Fonte: LIBGeo/UNIVALI.
Figura lll.3-2 — Exemplos de bicos de cefal6podes: (A) Gonatus 16
antarcticus; (B) Histioteuthis atlantica.Fonte: Xavier e Cherel (2009).
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| - ESCOPO DESTE PROTOCOLO

Este documento tem como finalidade orientar os participantes do Projeto de
Monitoramento de Praia da Bacia de Santos (PMP-BS) no desenvolvimento das
atividades previstas no projeto executivo do mesmo. O Projeto Executivo do
Monitoramento de Praias da Bacia de Santos (PMP-BS) foi elaborado
considerando as orientagcbes contidas no Termo de Referéncia
CGPEG/DILIC/IBAMA N° 002/13 - “Termo de Referéncia para Elaboragdo do
Estudo de Impacto Ambiental — EIA e Respectivo Relatério de Impacto Ambiental
- RIMA para a Producéo e Escoamento de Petréleo e Gas Natural do Polo Pré-Sal
da Bacia de Santos — Etapa 2” e nos Pareceres Técnicos N° 122/2014 e
343/2014.

As equipes que executam as atividades devem seguir os procedimentos aqui
descritos para garantir a qualidade e homogeneidade das informacdes coletadas,
e assim permitir analises integradas confiaveis.

A elaboracdo deste protocolo foi um esforco colaborativo dos diversos
pesquisadores envolvidos no PMP-BS, além de especialistas externos convidados
a contribuir em areas especificas. A listagem completa dos pesquisadores que
contribuiram com este protocolo se encontra no final do documento.

Este documento ndo deve ser utilizado em atividades alheias ao PMP-BS,
uma vez que foi concebido com foco nas especificidades deste projeto. O uso
deste documento como fonte de referéncia para trabalhos académicos deve ser
evitado e recomenda-se que sejam utilizadas as fontes de referéncia indicadas.
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Il - PREPARACAO PARA A ATIVIDADE

Antes de se iniciar a analise do conteudo gastrointestinal, devem ser

separados 0S equipamentos necessarios para a funcdo, para garantir o bom

andamento da atividade.

.1 -

Equipamentos necessarios para necropsia

A coleta do conteudo gastrointestinal deve ser realizada durante a necropsia

do animal, sendo portanto necessarios todos os equipamentos ja listados no

“Protocolos de Atividades 4 — Atendimento veterinario aos animais mortos:

Necropsias”. Entretanto, o manuseio e armazenamento dos itens coletados

exigem que sejam acrescidos aquela lista os seguintes equipamentos:

Pingas de relojoeiro

Potes de vidro

Glicerina

Peneiras

Bandejas ou bacias (evitar as de cor branca)
Pincel ponta fina

Detergente neutro

Organizador para guardar as amostras

Equipamentos para documentacao:

Céamera fotografica (conferir bateria e cartdo de memaria)

Ficha de necropsia (inclui fichas de exame externo e material colhido)
Ficha de biometria

Lapis, caneta, apontador, borracha

Marcador permanente

Réguas

Fita métrica

Paguimetro

Material de fundo para fotografia

UNIVALI Coordenador da Equipe
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e Papel vegetal
I1.3 - Equipamentos de protecao individual para necropsia:
e Botas de cano longo
e Macacéao ou conjunto para necropsia
e Avental ou jardineira pescador
e Luvas de latex descartaveis
e Luvas nitrilicas descartaveis
e Oculos de protecéo em acrilico
e Mascara pff-2 ou n-95
w W Relatério Reviséo 02
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Il - COLETA DO TRATO DIGESTIVO

1.1 - Em campo

No caso de ser feita a necropsia em campo (animais maiores que 3m), depois
gue os orgaos internos forem retirados da cavidade abdominal, deve-se amarrar a
porc¢do inicial do estbmago, préxima ao es6fago, e a sua por¢do terminal, que se
comunica com o intestino (Figura Ill.1-1), com fio de nylon, barbante ou similar,
separando-o dos demais O0rgaos através de incisdes nestas regides. Sempre que
possivel, os 6rgédos deverdo ser analisados logo em seguida, caso isso ndo seja
possivel o estdbmago pode ser mantido congelado, dentro de saco plastico com a
devida identificacdo. Para facilitar a identificacdo do material congelado,
recomenda-se a utilizacdo de duas etiquetas e dois sacos plasticos. O estbmago
€ colocado dentro de um saco plastico com a primeira etiqueta, e todo este
conjunto € novamente ensacado, com uma nova etiqueta. Isto permite a leitura
desta etiqueta apGs o congelamento, enquanto que a segunda, interna, garante a
identificacdo do material, mesmo que 0 saco mais externo se rompa.

Para a triagem, os 6rgaos que foram congelados deverdo ser primeiramente
descongelados. Outra opcao é preservar o material em alcool 70%. Neste caso €
preciso cuidado com o tamanho do recipiente, considerando que o estdmago
pode “inchar” um pouco, podendo, por exemplo quebrar frascos de vidro.

Figura lll.1-1 - Estébmago coletado de um exemplar de Sotalia guianensis.
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[11.2 - Em laboratorio

Quando o animal for trazido para laboratério, durante a necropsia devera ser
amarrado um barbante no final do es6fago e outro no inicio do intestino para a
separacao do estdbmago. Outro barbante devera ser amarrado nas extremidades
do intestino para a sua separacdo. Em seguida os 6rgdos devem ser removidos
da cavidade abdominal e o estdbmago deve ser pesado, ainda com conteudo, para
depois esvazia-lo.

O estbmago pode entdo ser aberto, iniciando o corte pela por¢ao préxima ao
esbfago e seguindo até a por¢éo terminal para a realizacdo de uma avalicdo geral
do conteudo. Nessa etapa é importante verificar se h4 ou ndo presenca de
contetdo alimentar, bem como indicativos de interacdo antrGpica tais como 6leo
ou outros residuos (lixo). Em casos de presenca de lixo ou outros residuos solidos
provenientes de interagcdes antropicas, deve-se calcular a porcentagem de
ocupacdo do 6rgdo por estes itens (até 25%; de 25% a 50%; de 50% a 75%; de
75% a 100%).

Ao longo deste procedimento, devera ser avaliada visualmente a condi¢do de
saude do o6rgdo, registrando a presenca de les6es no estbmago. Também é
importante observar se ha parasitas e o nivel de infestacdo (discreto, moderado
ou acentuado).

Em seguida, o contetdo estomacal pode ser congelado ou depositado em
um recipiente com alcool 70% para analise posterior (Di Benedito et al. 2001). Os
dois procedimentos sdo validos e a escolha entre eles vai depender da
infraestrutura do local em que o estudo esta sendo desenvolvido.

As demais etapas podem ser realizadas conforme interesse das instituicoes
em desenvolver um trabalho especifico sobre caracterizacdo de dieta, o qual
demanda tempo consideravel e pesquisadores treinados, visto que no momento
da necropsia torna-se pouco viavel a realizacdo desse procedimento.

Especificamente para tartarugas-verde, Chelonia mydas, a principio podera
ser registrado apenas o peso Umido total do conteudo estomacal.
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[11.3 - Separacao dos itens alimentares

A triagem do material consiste em separar as estruturas que podem ser
utilizadas para a identificacdo dos itens alimentares consumidos. Para a triagem
do contetdo este deve ser lavado sob agua corrente sobre um jogo de trés
peneiras de ago com malhas de 2mm, 1mm e 0,5mm.. Em seguida, cada peneira
devera ser minuciosamente vasculhada para a recuperacdo de estruturas mais
resistentes a digestdo, como otolitos de teledsteos, bicos de cefalépodes,
carapacas de crustaceos e fragmentos de moluscos. Outra opcao valida é lavar o
conteudo sob agua corrente em uma peneira de malha fina, apoiada sob uma
bandeja e entdo coletar os itens mais resistentes ao processo de digestdo. As
presas encontradas semi digeridas devem ser conservadas individualmente em
alcool 70% (Di Benedito et al. 2001).

O material devera ser separado por grupo taxondmico para sua conservacao,
sendo etiquetados por estdbmago com papel vegetal. Esta etiqueta deve ser
escrita a lapis, incluindo o cédigo do animal, espécie e data de coleta.

Os otélitos (Figura 111.3-1) encontrados desarticulados precisam ser lavados
(delicadamente) com detergente neutro e um pincel de ponta fina, para retirada do
excesso de gordura e entdo conservados a seco. Carapacas de crustaceos,
penas e os bicos de cefalopodes (Figura 111.3-2) também deverao ser conservados
em éalcool 70%, com glicerina para manté-los hidratados (Leite 2002).

Macroalgas, faner6gamas marinhas e outros materiais de origem vegetal
deverdo ser conservados em alcool 70%.

Os parasitas deveréo ser fixados em AFA (ver anexo) e encaminhados para
identificac&o.

O material de origem antrépica devera ser separado por individuo, lavado,
seco e conservado a seco em sacos plasticos devidamente identificados (cédigo
do animal, espécie e data de coleta). Para fins do presente protocolo, as
informacdes necessarias sobre interacdo antrépica estéo restritas a identificacao
da presenca de residuos, sua localizacdo e porcentagem de ocupacao no trato
digestério. Caso seja de interesse da instituicdo desenvolver trabalhos especificos
sobre interag@o antrépica, o material encontrado pode ser coletado e conservado

UNIVALI Coordenador da Equipe
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em alcool 70%. Posteriormente, esse material deve ser seco, classificado,
quantificado e pesado.

D

Figura 111.3-1 — Exemplos de otdélitos de teledsteos: (A) Isopisthus parvipinnis; (B)
Centropomum paralelus; (C) Pomatomus saltatrix; (D) Scomberomus
cavalla. Fonte: LIBGeo/UNIVALI
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Figura Ill.3-2 — Exemplos de bicos de cefalépodes: (A) Gonatus antarcticus; (B)
Histioteuthis atlantica. Fonte: Xavier e Cherel (2009).

I11.4 - Analise dos intestinos

A andlise dos intestinos devera ser feita prioritariamente para verificar a
incidéncia de parasitos. Ao longo do procedimento também devera ser avaliada
visualmente a condicdo de saude do oOrgdo. Para a triagem os intestinos
congelados deverdo primeiramente ser descongelados. O mesentério devera ser
seccionado para medicdo do comprimento total do intestino. No caso de P.
blainvillei, o intestino deverd ser dividido em delgado e grosso. O intestino
delgado devera ser dividido em cinco partes iguais, sendo cada parte novamente
subdividida em trés partes iguais. Somente a primeira por¢cdo de cada subparte
devera ser analisada, seguindo o método de Andrade (1996). O intestino grosso

devera ser analisado por completo. Para as outras espécies de mamiferos, aves e

UNIVALI Técnico Responsavel
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tartarugas o intestino deverd ser divido em trés partes iguais e cada uma devera
ser analisada por completo.

Todas as partes analisadas deverdo ser abertas longitudinalmente com
tesoura cirurgica dentro de uma bandeja plastica. O conteudo deve ser lavado
sobre uma peneira de malha 150pm.

Todos os parasitas coletados devem ser armazenados em alcool 70% ou
AFA (ver Anexo VII.1 -). Para a identificacdo, os parasitas devem ser enviados
para especialistas. Os parasitas devem ser quantificados por taxon e por individuo
analisado, calculando a frequéncia numérica de cada taxon. As amostras nao
devem ser descartadas, sendo mantidas em frascos com tampa de rosca para
conferéncia futura.

l1l.5 - Identificacdo e andlise

Apbs o conteudo ser triado, pode-se dar inicio a etapa mais demorada do
processo de caracterizacdo da dieta de um animal, que consiste na identificacdo
dos itens alimentares consumidos. Presas em inicio de digestdo e que néao
apresentam as caracteristicas externas danificadas, deverdo ser identificadas ao
menor nivel taxonémico possivel, com o auxilio de lupa e com base na literatura
especifica (ABILHOA; CORREA, 1992; CORREA; VIANNA, 1992; LEMOS et al.,
1992; LEMOS et al.,, 1995a, 1995b; XAVIER; CHEREL, 2009), assim como
colecbes de referéncia das instituicbes. JA os demais itens, s6 podem ser
identificados a partir da recuperacao de estruturas encontradas desarticuladas no
conteudo, como os otolitos, bicos de lulas e cefalotérax de camardes. Por isso é
importante a consulta e/ou montagem de cole¢des de referéncia das espécies de
presas potenciais que se distribuem ao longo da area de ocorréncia dos grupos
populacionais estudados (Di Benedito et al. 2001).

Os otolitos sédo concregfes de calcio que ficam localizadas no ouvido interno
dos peixes 6sseos e de outros vertebrados e estao relacionados com as fungbes
de equilibrio e audicédo (Bastos 1990). Essas estruturas aparecem em trés pares
de corpos simétricos: sagitta, lapillus e asteriscus (FICTH; BROWNELL 1968) e
devido a sua constituicdo quimica, mais resistente ao processo de digestédo, sdo
frequentemente encontrados no estdbmago, intestino e bolo fecal de espécies
ictiofagas (Morrow 1979). Em geral, os otdlitos sagitta sdo mais adequados aos

A4
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estudos sobre habito alimentar em piscivoros, por serem maiores que os demais
e apresentarem caracteristicas morfométricas distintas para cada espécie, com
excecdo dos bagres Cathorops spixii, para os quais € indicado o uso do lapillus
(FUCHS; VOLPEDO, 2009).

Na andlise dos dados, as presas deverdo ser quantificadas. Para tanto, os
bicos de cefalopodes e otdlitos deverdo ser pareados, e devera ser contabilizado
levando em conta o lado (direito ou esquerdo) mais numeroso dos otélitos ou
bicos de cefalépodes de cada espécie.

As macroalgas, gramas marinhas e propagulos de mangue deverdo ser
separados por taxon. A identificacdo devera ser realizada com auxilio de lupa e
microscopio, com base em chaves de identificacdo e auxilio de especialistas. As
macroalgas e fanerégamas deverdo ser agrupadas por taxon e calculado o
volume deslocado.

Os parasitas deverao ser fixados em AFA (ver anexo) e encaminhados para
identificacéo.

Os crustaceos e moluscos bivalves e gastrépodes deverdo ser identificados
com base na literatura e, sempre que possivel, quantificados.

O material de origem antrépica devera ser classificado, quantificado e pesado
para cada individuo. Todos os itens devem ser contabilizados e pesados (g) com
auxilio de balanca digital com precisdo de duas casas decimais.
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IV - ENCERRAMENTO DA ATIVIDADE

Verificar se todas as amostras estdo acondicionadas como previsto neste
protocolo e se estdo devidamente identificadas com o nimero do Identificador do
Individuo ou do Identificador da Ocorréncia (gerados pelo sistema gerenciador de
dados do PMP-BS - SIMBA), além de espécie e data.

Preencher o campo “Triagem detalhada do conteddo gastrointestinal:” na
ficha de Exame Anatomopatolégico com os principais achados.

O procedimento de descarte dos materiais utilizados durante a necropsia,
juntamente com o material biolégico devem ser descartados seguindo o
“Protocolos de Atividades 4 — Atendimento veterinario aos animais mortos:
Necropsias”. A carcaca, visceras e equipamentos descartdveis como luvas,
aventais e mascaras, devem ser destinados para a coleta de residuos
hospitalares por empresa especializada. Toda e qualquer carcaga animal, esteja
ela contaminada com agentes patogénicos ou nao, € considerada pela Resolucao
n. 5, de 5 de agosto de 1993 do Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA)
como residuo sélido do Grupo A. Estes residuos “apresentam risco potencial a
saude publica e ao meio ambiente devido a presenca de agentes biologicos”
(CONAMA, 1993). As instituicbes executoras devem possuir contrato com

empresa que recolha e destine apropriadamente esse material.
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VI - GLOSSARIO

Para fins deste protocolo sdo consideradas as seguintes definices:

Necropsia Exame de um cadaver com o objetivo de verificar alteracbes

patolégicas que resultaram na morte do animal.

Conteudo Itens existentes dentro do estdmago dos animais, do esfincter
estomacal esofagico inferior ao esfincter pilérico. Em alguns casos, na
auséncia de esfincter funcional que separe o estbmago do
intestino, deve ser considerado o “conteudo gastrointestinal”

para fins de andlise.
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VIl - ANEXOS

VI - Receitas para solucdes fixadoras

VILL1.1 - Formalina neutra tamponada a 10%

Para cada litro de solucéo utilize
100ml de formalina (solugéo comercial)
900ml de H,O
4g de Fosfato de sédio monobasico
6,59 de Fosfato de sédio dibasico

VIILL1.2 - Solucéo de formol acético — AFA

Esta solucdo deve ser utilizada para fixacdo de helmintos.
50 ml de Alcool & 95%
10 ml de Formol
2 ml de Acido Acético Glacial

40 ml de Agua destilada

Na auséncia de AFA os helmintos podem ser conservados em alcool aquoso a
70%.

Revisado 02
03/2016

Relatério
BR 00000000/00

UNIVALI Coordenador da Equipe

UNIVALI Técnico Responsavel




Pag. COLABORADORES Protocolo de Triagem de ConteGdos =
24 | 25 VIILL - Gastrointestinais w PETROBRAS

VI - COLABORADORES

A elaboracdo deste protocolo foi um esfor¢co colaborativo dos diversos
pesquisadores envolvidos no PMP-BS, além de especialistas externos convidados
a contribuir em areas especificas. Neste documento contribuiram os seguintes
profissionais

André S. Barreto (org.)

Lab. de Informatica da Biodiversidade e Geoprocessamento, CTTMar, UNIVALI

Kelly Pansard

ECOMAR: grupo de pesquisa e conservacao de mamiferos aquaticos

Lisa Vasconcelos de Oliveira
Instituto de Pesquisas Cananéia

Marta J. Cremer
Universidade da Regido de Joinville — UNIVILLE
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IX - EQUIPE TECNICA

Equipe da UNIVALI

Profissional André S. Barreto
Empresa UNIVALI
Registro no Conselho de Classe 21.500/03-D
Cadastro Técnico Federal de Atividades |358880

e Instrumentos de Defesa Ambiental

Responsavel pela(s) Secédo(bes) la Vil

Assinatura

Lab. de Informética da
Biodiversidade e
Geoprocessamento, CTTMar,
UNIVALI

Profissional Mariana Carrion
Empresa UNIVALI
Registro no Conselho de Classe 95368/03
Cadastro Técnico Federal de Atividades |--

e Instrumentos de Defesa Ambiental

Responsavel pela(s) Se¢cao(bes) I a VIl

Assinatura

Lab. de Informatica da
Biodiversidade e
Geoprocessamento, CTTMar,
UNIVALI
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