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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 Elaboracdo 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 esfor¢co 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 - DETERMINACAO DE IDADE

Antes de se conduzir as etapas laboratoriais, 0 material biolégico que sera
utilizado devera ser coletado em campo por meio do monitoramento de praias. Ao
se encontrar quelbnios, aves e mamiferos marinhos mortos em praias, 0s

materiais biolégicos especificos descritos a seguir serdo coletados:

[I.L1 - Aves Marinhas
Devido a auséncia de estruturas que permitam uma determinacédo de idades
absolutas, para as aves serdo utilizadas somente determinacdes relativas.

[I.1.1 -Protocolo para determinacdo de ldade de Aves Marinhas

Sera analisado o padrdo de coloracdo da plumagem. Para tanto sera
realizada analise manual das penas do corpo, das rémiges e retrizes e,
posteriormente serdo também fotografadas. Sendo também avaliada quanto a
presenca de muda e coloracéo das patas e bicos.

Para espécimes que sejam necropsiados e nao seja possivel avaliar a
plumagem, a observacdo da presenca da Bursa de Fabricius pode ser utilizada
para indicar o estagio juvenil.

Por ultimo, a pneumatizagdo craniana, que € a deposic¢ao gradual da segunda
camada de 0sso no cranio — € outro critério, desta vez anatémico, para definir a
idade de aves, sendo que existem dois padrbes: o periférico (ossificacdo a partir
das bordas do cranio até o meio) e o da linha mediana (ossificacdo de uma linha
mediana e das bordas, simultaneamente). Este processo pode levar de quatro a
doze meses e separa as aves jovens das adultas (PODULKA et al. 2004).

[I.2 -Mamiferos Marinhos

Para esta etapa sera necessario estar munido de EPI, bisturis, facfes, alicate
se necessario, potes de plastico de 100ml a 500ml para armazenagem do
material a ser coletado.
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[1.2.1 -Sele¢cao do material

No caso de pinipedes e cetdceos odontocetos, os dentes sdo fundamentais
para serem coletados para a determinacdo de idade. Para os cetaceos misticetos,
é recomendado coletar, quando possivel, a parte terminal da bula timpéanica
conhecida como "ear plug" (Figura 1.2-1). Para histérico e detalhes das
metodologias aqui apresentadas recomenda-se ver Perrin e Myrick (1980) e Hohn
et al. (1989).

Apesar de ainda ndo se dispor de estrutura laboratorial e de experiéncia
especifica em datacdo de idade em misticetos no Brasil, fica recomendada a
coleta das bulas timpéanicas sempre que possivel para futuramente se determinar
as idades dos exemplares coletados. A grande barreira ficaria restrita ao acesso
ao cranio para a coleta do material biol6gico. Muitas vezes os cetaceos de grande
porte encalham em &reas densamente povoadas, havendo recomendacao
expressa de prefeituras municipais de se limpar o mais rapidamente possivel a
praia. Em muitas ocasides escavadeiras enterram os exemplares na praia onde
apareceram, ou caminhdes de limpeza transportam a carcacga ao lixo municipal

mais proximo.
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Figura I1.2-1- Ear plug de uma baleia-azul conectada a bula timpénica. As
figuras B, C e D mostram detalhes do ear plug. Fonte: Michelle
Berman-Kowalewskic, Santa Barbara Museum of Natural
History.

A escolha dos dentes pode variar quando se compararam diferentes
espécies. Para os odontocetos, aparentemente ndo ha uma preferéncia por um ou
mais dentes em particular, apesar de parte da literatura existente recomendar o0s
dentes medianos da mandibula ("lower jaw", em lingua inglesa). De preferéncia
eles devem estar inteiros e apresentarem a estrutura menos curvada possivel. Ha
excecao no caso de cachalotes, que os primeiros dentes mandibulares sdo os
mais indicados para determinacdo de idade. Caso estes estejam
demasiadamente gastos pelo uso e pela idade, qualquer dente reto e ndo exposto
da maxila ("'upper jaw", em lingua inglesa). No caso de baleias-bicudas (familia
Ziphiidae) que geralmente apresentam um ou poucos pares de dentes, é
recomendavel recuperar o maios nimero possivel de dentes encontrados. Para
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0s pinipedes, caninos e pds-caninos tém sido utilizados, com maior utilizagdo dos
dentes caninos.

[1.2.2 -Coleta da amostra

Os dentes dos exemplares devem ser extraidos, e os tecidos externos e
internos a cavidade pulpar devem ser limpos com agua e com o auxilio de uma
escova de cerdas macias para nao danificar o material. No caso de carcaca
fresca o cranio (Figura 11.2.2-1) deve passar pelo processo de maceracao para
gue os dentes sejam retirados com facilidade, pois em casos em que o0s dentes
estdo firmemente presos na arcada dentéria, corre-se o risco de riscar e/ou
qguebrar os dentes na tentativa de retird-los. Para o processo de maceracao o
cranio devidamente identificado deve ser imerso num tanque com agua e
envolvido em tela de nylon ou similar para que os dentes n&o se percam.

Quando o estado de decomposicdo esta mais avancado, geralmente os
dentes se soltam mais facilmente. Caso no momento da coleta do animal os
dentes ndo estejam mais aderidos ao cranio (espalhados na areia, por exemplo),
os dentes devem ser recolhidos e armazenados em saco plastico individual,
identificados com o mesmo namero de registro do animal em si.

ApOs a lavagem (Figura 11.2.2-2), os dentes devem ser secos naturalmente e
armazenados em solucdo de glicerina e etanol (1:1), que costuma ser
conveniente para acondicionamento de material a ser analisado em longo prazo.
Mesmo sem essas recomendacdes, dentes coletados ha mais de um século e
armazenados em museus a seco foram utilizados ndo somente para a
determinacao de idade, mas também para estudos envolvendo a determinacdo da
composicdo isotopica de C e N dos individuos amostrados. Para facilitar o
transporte e evitar vazamento de liquidos, sugere-se armazenar a Seco para o
transporte e, em laboratorio, serem armazenados na solucéo citada.

Caso seja possivel coletar bulas timpanicas de misticetos e os ear plugs, é
recomendado guardar as bulas a seco e os ear plugs em solugédo de formaldeido
a 10%. Em funcéo das limitacdes anteriormente descritas, ndo serdao descritas as

etapas de preparacao dos ear plugs para determinacéo de idade em misticetos.
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Figura ll.2.2-1 - Antes de passar pelo processo de macera¢do no
caso de carcagas frescas, o cranio deve ser

envolvido com rede de nylon e etiquetado. Fonte:
Projeto Boto-cinza (IPeC).

Figura 11.2.2-2 - Os dentes dos exemplares devem ser limpos com
agua com auxilio de uma escova de cerdas
macias para ndo danificar o material. Fonte:
Rebeca Pires Wanderley (IPeC).
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[1.2.3 -Protocolo para Determinacdo de Idade a partir de dentes de
Odontocetos e Pinipedes

Para a escolha dos melhores dentes deve-se levar em consideracao a forma
e o tamanho das amostras (Figura 11.2.3-1). Os dentes considerados ideais s&o os
maiores, menos curvados e menos desgastados, pois as camadas de
crescimento estdao mais visiveis e facilitam a leitura da idade. Nesta etapa € muito
importante que haja uma selegcdo rigorosa dos dentes, pois aqueles que por
ventura estiverem muito desgastados, tanto em relacdo a extremidade superior
qguanto as laterais da dentina e cemento certamente serdo dificeis de serem
preparados e/ou analisados. Geralmente os maiores dentes estdo localizados na
porcdo mediana da mandibula direita ou esquerda.

Figura 11.2.3-1 - Escolha dos melhores dentes para serem preparados e analisados.
Fonte: Rebeca Pires Wanderley (IPeC).

Os dentes escolhidos devem ter suas laterais desbastadas no sentido labial-
lingual ou antero-posterior (de acordo com cada espécie) em uma serra
diamantada (Figura 11.2.3-2). No caso de Sotalia guianesis (boto-cinza) o sentido
labial-lingual é o mais indicado, ja para Pontoporia blainvillei (toninha) o melhor
sentido € antero-posterior. Para espécies de cetaceos e pinipedes que néo
possuem indicacéo descrita, devem ser testados os dois sentidos para determinar
0 mais adequado para cada espécie. Este desbaste facilita a penetracdo do acido
descalcificador na proxima etapa. Os dentes que apresentarem cavidade pulpar
aberta, geralmente de filhotes e individuos jovens ndo necessitam ter suas
laterais desbastadas, pois a cavidade pulpar aberta permite que o acido penetre
com facilidade atuando nas partes interna e externa ao mesmo tempo. Além
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disso, os dentes com cavidade pulpar aberta sdo mais frageis e correm o risco de
guebrar no momento do desbaste. Portanto, devem ser submetidos a este
processo apenas os dentes de individuos mais velhos, que possuam a cavidade
pulpar quase fechada ou fechada completamente.

Figura 11.2.3-2 - Desbaste das laterais dos dentes de S.
guianensis. Fonte: Rebeca Pires Wanderley
(IPeC).

11.2.3.1 - Lixamento e Polimento

Antes da descalcificacdo dos dentes € necessario lixar e polir a superficie das
amostras desbastadas para que haja a eliminacdo de ranhuras ap0s o desbaste.
Deve-se utilizar lixas d"agua de granulacdes decrescentes (n° 320, 400 e 600)
para lixar e apds este processo utilizar tecido acrilico, saponaceo em pé ou em
pasta e agua em abundancia para polir. A superficie de cada dente deve ser
examinada sob uma lupa para verificar as ranhuras foram totalmente eliminadas.

11.2.3.2 -Descalcificacao

Apb6s o polimento os dentes devem ser colocados em recipientes plasticos
fechados e com furos, imersos em formol a 10% de 12 as 72h e depois lavados
em &gua corrente (Figura 11.2.3.2-). ApOs este processo os dentes devem ser
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inseridos em RDO®, um descalcificador comercial de ossos de acdo rapida, a
base de &cido cloridrico (Figura 11.2.3.2-). Outros acidos como o acido férmico e o
acido nitrico também séo utilizados para descalcificar os dentes.

O tempo de descalcificacdo varia para cada espécie. Ex: Para S. guianensis o
tempo pode variar de 1 a 5 horas para infantes e individuos jovens e de 5 a 20
horas para individuos mais velhos. Para P. blainvillei o tempo de descalcificacao
pode variar de 30 minutos para recém-nascidos, até 6 horas para individuos
velhos. Para Physeter macrocephalus (cachalote) os dentes podem permanecer
até 40 horas em &cido formico 5%. Ao longo deste processo os dentes devem ser
observados a cada meia hora para a avaliacdo do efeito de descalcificacéo. E
muito importante 0 monitoramento dos dentes nesta etapa, pois a agdo do RDO®
€ muito rapida e ha grandes chances de perda de material. O dente é considerado
completamente descalcificado quando se apresenta flexivel em toda a sua
extensdo. Apés a descalcificacdo total dos dentes, eles devem ser inseridos em
agua corrente por aproximadamente 10 horas para que o RDO® seja

completamente removido e ndo comprometer a amostra.

Figurall.2.3.2-1 - Os dentes devem ser colocados em
recipientes fechados e com furos
devidamente identificados e inseridos em
formol a 10%. Fonte: Rebeca Pires
Wanderley (IPeC).
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Figura 11.2.3.2-2 - Dentes de S. guinanensis
inseridos em RDO®. Fonte:
Rebeca Pires Wanderley
(IPeC).

11.2.3.3 - Corte em sec¢0es finas

Apés a descalcificacdo, deve-se adicionar uma gota de gel de congelamento
para corte de tecidos na plataforma de corte do micrétomo de congelamento. Um
dente deve ser posicionado sobre a gota, deitado com o eixo longitudinal
horizontal a plataforma do micrétomo, no sentido indicado para cada espécie
(antero-posterior ou labial-lingual) (Figura 11.2.3.3-). Com o dente devidamente
posicionado na plataforma, deve-se ligar o CO, para o congelamento total da
amostra. A espessura do corte varia para cada espécie. Para S. guianensis e P.
blainvillei os cortes podem variar entre 25 um e 35 um, para Stenella spp. de
20um a 40um e para Tursiops truncatus (golfinho-nariz-de-garrafa) de 40um a
50um.
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Figura 11.2.3.3-1 - Dente inserido na gota de gel de congelamento na
base do micr6tomo antes de ser congelado
completamente. Fonte: Rebeca Pires Wanderley
(IPeC).

Com a ajuda de um pincel de cerdas finas deve-se retirar os cortes da lamina
e inseri-los em um recipiente com agua (Figura 11.2.3.3-). Devem ser escolhidos
0S cortes mais centrais de cada dente, onde as camadas de crescimento sdo
mais bem visualizadas. O restante pode ser descartado.

Figura 11.2.3.3-2 - Cortes em sess0es finas inseridos em um
recipiente com agua. Fonte: Rebeca Pires
Wanderley (IPeC).
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11.2.3.4 - Coloracéo e fixacéao

Os cortes selecionados devem ser corados em Hematoxilina de Harris por 5
minutos e posteriormente inseridos em &gua corrente por 10 minutos para a
retirada do excesso de corante (Figura 11.2.3.4-1). Nesta fase, os cortes passam a
apresentar coloracdo roxa. Para a fixacdo da coloracdo, devem ser inseridos em
uma solu¢do aquosa contendo Borato de Soédio a 1% por aproximadamente 1
minuto ou até que passem a apresentar coloragdo azul escuro. Novamente estes
devem ser inseridos em agua corrente para a retirada do excesso de Borato de
Sadio.

Figura11.2.3.4-1 - Cortes selecionados apos
passarem pela coloragdo com
Hematoxilina de Harris e Borato
de Sodio a 1%, passando da
coloracao roxa para azul escuro.
Fonte: Rebeca Pires Wanderley
(IPeC).

11.2.3.5 - Preparacéo das laminas

Para a preparacdo das laminas os cortes devem ser inseridos em glicerina
50%, 75% e 100% respectivamente, durante 10 minutos em cada concentracao
(Figura 11.2.3.5-1). Este processo gradativo é importante para que ndo ocorra uma
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desidratacdo brusca do material, o que pode causar enrugamentos no tecido.
Apés esta etapa, os cortes devem ser posicionados nas laminas, embebidos em
glicerina 100% e as laminulas devem ser colocadas por cima sempre iniciando de
um dos lados para o outro, tendo-se o cuidado para que bolhas de oxigénio ndo
se formem e ndo comprometam a durabilidade da coloragdo nos tecidos. Elas
devem ser coladas com Entellan® com o auxilio de algum material de ponta fina.
Pode-se repetir 0 processo de inserir entellan ao redor da laminula mais de uma
vez em intervalos de algumas horas para garantir que a vedacdo seja feita
totalmente. Foi observado que com o tempo que alguns cortes inseridos nas
laminulas podem perder a coloracdo azul escura. Isso pode estar relacionado
com a vedacdao correta das laminulas.

Figural1.2.3.5-1 - Cortes sendo posicionados nas
laminas embebidos em
glicerina 100%. Fonte: Rebeca
Pires Wanderley (IPeC).

[1.2.3.6 - Leitura das camadas de crescimento (GLG’s)

As laminas devem ser utilizadas para a leitura da idade a partir da contagem
das camadas de crescimento presentes na dentina e no cemento dos dentes
(Figura 11.2.3.6-1). Com o intuito de realizar a contagem das camadas de
crescimento com mais preciséo, € ideal que o material contido nas laminas seja
fotografado em um microscopio em 40X e 100X.
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A dentina fetal apresenta uma camada uniforme e levemente corada, ja a
linha neonatal apresenta uma linha fina e fortemente corada. Apds a linha
neonatal na dentina segue-se as GLG's (camadas de crescimento) formadas
cada uma por uma camada fina clara (pouco corada) e outra camada larga escura
(fortemente corada). Entre duas camadas de crescimento é possivel notar uma
linha muito fina fortemente corada. No cemento esse padrdo de coloracdo se
inverte (camada fina corada e camada larga ndo corada). Geralmente as duas
primeiras camadas ndo sdo tdo conspicuas. Entre a linha neonatal e o fim da
primeira camada é observada uma camada acessoria que indica o fim do periodo
de lactacao dos individuos.

A leitura da idade de cada exemplar deve ser realizada pelo menos trés
vezes por ao menos dois observadores com intervalo de trés a dez dias entre
cada leitura. No momento de cada leitura ndo se deve ter acesso as idades
determinadas anteriormente para que ndo haja qualquer tipo de influéncia. Pode-
se utilizar um microscoépio éptico quando houver davidas sobre a idade de alguns
exemplares, onde é possivel observar toda a extenséo dos cortes dentarios nas
laminas. A idade final deve ser determinada a partir da terceira leitura, pois a
habilidade de leitura € adquirida com o passar do tempo, obtendo-se idades
estimadas com maior acuidade.

UNIVALI Coordenador da Equipe

UNIVALI Técnico Responsavel

Revisédo 03
05/2017

Relatorio
BR 00000000/00




Protocolos para Estimativas de Idade e Maturidade Pag.

|
W PETROBRAS Sexual DETERMINAGAO DE IDADE 21,61

Figura 11.2.3.6-1- Imagem feita a partir de um foto microscoépio da
dentina de S. guianensis no sentido labial-lingual,
apresentando as camadas de crescimento. Fonte:
Rebeca Pires Wanderley (IPeC).

Revisédo 03
05/2017

Relatério
BR 00000000/00

UNIVALI Coordenador da Equipe ‘ UNIVALI Técnico Responsavel




Pag.
22/61

Protocolos para Estimativas de Idade e Maturidade

DETERMINAGAO DE IDADE Sexual I:h—' PETROBRAS

[1.3 - Tartarugas Marinhas

Dentre as espécies de tartarugas marinhas, € utilizado o osso do Umero para
tartaruga-de-pente (Eretmochelys imbricata), tartaruga-verde (Chelonia mydas),
tartaruga-cabecuda (Caretta caretta) e tartaruga-oliva (Lepidochelys olivacea). Ja
para a tartaruga-de-couro (Dermochelys coriacea) sdo utilizados os ossiculos
oculares ja que o osso do Umero desta espécie tem uma alta taxa de reabsorcéo
ossea.

Durante o monitoramento de praia, ao encontrar um espécime de tartaruga
marinha, independente do estagio de decomposicao, coletar as duas nadadeiras
anteriores que contém o 0sso do Umero. Ja para a coleta dos ossiculos oculares &
necessario a coleta dos olhos em prefeito estado, ou seja, a tartaruga deve estar
fresca para a coleta ser viavel. Ao mesmo tempo da coleta do umero e dos olhos,

coletar outros dados quando possivel:

e Espécie

e Tamanho curvilineo ou retilineo da carapaca (CCC ou CRC)
e Largura curvilinea ou retilinea da carapaca (LCC ou LRC)

e Presenca de tumores

e Género

[1.3.1 -Protocolo para Determinacdo de Idade a Partir do Osso do

Umero/Ossiculos Oculares de Tartarugas Marinhas

As técnicas aqui apresentadas estdo baseadas em Zug et al. (1986) e Avens
et al. (2009). Para detalhes da técnica recomenda-se ver as publicacdes originais.

[1.3.1.1 - Limpeza dos 0Ss0S

As nadadeiras e/ou olhos devidamente identificados devem ser
descongelados, dissecados até que o maximo de tecido mole seja retirado.

Os umeros e ossiculos oculares dissecados devem ser colocados em sacos
de nylon (tipo rede), identificados e lacrados com linha de nylon.

Cada saco contera 1 e/ou 2 0ssos ou 0 conjunto de ossiculos oculares do
mesmo animal e serdo colocados dentro de uma caixa com agua por

aproximadamente 2 semanas.
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Apbs este tempo, 0s 0ssos devem ser lavados com agua e colocados para
secar por mais duas semanas.

Quando secos, devem ser identificados com dados de numero de tombo e
espécie e acondicionados em caixas.

[1.3.1.2 - Selecdo e mensuracado dos 0Ss0S

Escolher 10 0ssos pequenos ou 5 0ssos grandes para processar, tendo estes
aproximadamente o mesmo tamanho.

Os umeros serdao mensurados usando paquimetro digital ou analégico e um
formulario de medidas preenchidos (Figura 11.3.1-1). Quanto aos ossiculos, nao é
necessario a realizacdo de medidas, porém antes do corte deve-se fotografar
como na Figura 11.3.1-2.

Figura 11.3.1-1 - Demonstracédo das medidas necessarias antes do corte do osso. CT:
comprimento total; CL: comprimento longitudinal; LP: largura proximal;
LM: largura média; LD: largura distal; LPDP: largura proximal do delto-
pectoral. Fonte: Camila Domit — CEM/UFPR
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Figura 11.3.1-2 - Créanio da tartaruga de couro (Dermochelys
coriacae) demonstrando o anel de ossiculos
ocular por inteiro. Fonte: Avens et al. (2009).

11.3.1.3 - Corte na serra metalografica

Cortar a parte distal dos ossos se nao forem pequenos o bastante para caber
na serra.

Colocar a lamina na serra.

Colocar 4gua com sabao no container embaixo da lamina.

Marcar, com um lapis, no osso o local do corte. Cortar proximo a cicatriz de
insercao do musculo do osso (Figura 11.3.1-3) . Ja nos ossiculos, como indicado na
Figura 11.3.1-4.

Lembrar que pedacos do osso serédo perdidos no processo de corte, entéo
deve-se deixar um espaco suficiente.

Colocar o0 0sso na serra com a extremidade voltada para baixo para que a
agua possa escorrer.

Fazer cortes de 2 a 3 mm de espessura perto da cicatriz de inser¢cao do

musculo .
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Figura 11.3.1-3 - Localizagdo do corte a serem realizados
no 0sso do umero. Fonte: Camila Domit — CEM/UFPR

%Y

Figura 11.3.1-4 - Localizacéo do corte a ser realizado nos ossiculos oculares da
tartaruga de couro. Fonte: Zug e Parham, (1996).

[1.3.1.4 - Descalcificagéo

Os cortes devem ser colocados nos histo-cassetes, identificados com
etiquetas pequenas.

Colocar os histo-cassetes em formol a 10% por 2-3 horas para fixacao.
Enxaguar bem e deixar os histo-cassetes de 5-10 min em agua.
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ApOGs 0 enxague, colocar o0s histo-cassetes no RDO (descalcificador
comercial) e deixar no minimo 4 horas. Como ndo existe um padrao de tempo
para o RDO, a partir de 4 horas no descalcificador, é necessario realizar testes
para avaliar a descalcificacdo, que, estara completa quando o 0sso estiver com
consisténcia de borracha. Apés o RDO, lavar com agua 0s 0ssos nos histo-
cassetes, secar e colocar em um becker com agua destilada durante uma noite.

[1.3.1.5 - Corte em micrétomo

Ajustar o local aonde 0 0sso sera colocado, se necessario.

Colocar o gel de congelamento (OCT compound®) no local, o suficiente para
gue 0 0sso seja envolvido por completo.

Secar 0 0sso e colocar no local.

Tornar o local para a temperatura -10.5°C para congelar, até que o gel se
torne esbranquicado.

Colocar a navalha no microtomo acima do nivel do osso. Ajuste quando
necessario.

Quando estiver congelado, diminua para -2.5°C e espere alguns minutos.

Enquanto aguarda: pegar duas placas de petri, um becker com agua, 1
recipiente com glicerina a 100%, e identifica-los externamente na lateral e na
tampa e com uma etiqueta dentro do pote.

Apds congelar 0 0sso, colocar a lamina no nivel deste.

Realizar cortes com espessuras de 25 - 30um do osso e retirar as secg¢des
com o auxilio de um pincel.

As seccOes devem ser colocadas em placa de petri com agua destilada.
Selecionar e colocar as secgdes completas em outra placa de petri com agua
para analisar sob microscopio estereoscopico (lupa) para verificar se estao
completas.

Selecionar 10 seccdes inteiras.

Desligar o micrétomo e esperar que descongele, antes que derreta
totalmente, tirar o gel de congelamento junto com o 0sso e colocar em becker

com agua destilada.
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Colocar o fragmento restante do osso em recipiente com glicerina a 50% por
15-20 min., depois transferi-lo para outro em glicerina a 100% e entdo, para o
recepiente ja identificado.

Colocar as secdoes do osso em histo-cassetes identificados e, em um
recipiente com agua destilada durante uma noite.

11.3.1.6 -Coloracéo

O corante deve ser feito 1 semana antes de usar (usar a receita para
hematoxilina de Ehrlich, Anexo VI1.2.1 -).

Diluir o corante com 50% de &gua destilada assim que for usar. Diluir volume
de corante suficiente para 0os 0ssos que estdo sendo processados.

Colocar os histo-cassetes no corante e colocar no agitador durante 8-10 min.

Tirar do corante e colocar em recipiente com agua destilada para retirar o
excesso de hematoxilina.

Tirar da agua e observar sob microscopio estereoscopico (lupa) a coloracéo e
se é possivel observar as linhas de crescimento.

Se a coloracéo for satisfatoria, continuar com os demais cortes.

Depois da coloracdo, colocar as seccbfes em um recipiente com agua
destilada por 20 min.

Colocar os histo-cassetes em glicerina a 50% por 20 min.

Deixar escorrer em placas de petri.

Apbs, colocar por mais 20 min. em glicerina a 100%.

Remover as sec¢Bes dos histo-cassetes e colocar em reservatério
identificado com glicerina a 100%.

11.3.1.7 - Montando as laminas

Colocar as secc¢bes em placa de petri com glicerina a 100%.

Escolher a melhor seccao, inteira com toda margem, linhas bem visiveis que
parecem estar inteiras.

Pegue uma lamina limpa, identifique.

Coloque a seccao escolhida com um pouco de glicerina.

Coloque a lamina sob microscoépio para ver se esté satisfatéria, sem presenca
de particulas externas ou bolhas.
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Cubra toda a secc¢ao com laminula.

Deixe as laminas secando por uma noite.

Apos, limpe o excesso de glicerina. Sele a laminula com cytoseal ou esmalte
transparente, verificando que esta vedada e ndo encobriu 0 0sso.

Deixe por mais uma noite.

Obs.: Nao se deve montar laminas se a leitura néo for realizada brevemente,
pois as seccdes perdem a coloracdo, fazendo com que a leitura seja impossivel
de ser realizada. Se isso acontecer, é necessario que a sec¢ado seja limpa e o
processo de coloracéo reiniciado.

11.3.1.8 - Fotos

Para contagem das linhas de crescimento € necessério tirar fotos de
pequenas por¢des da lamina no microscopio 6tico com alta resolugcdo, em
seguida juntar essas fotos em algum software de edicdo de fotografias (Figura
[1.3.1-5).

Figura 11.3.1-5 - Quadrados vermelhos indicando fotos de pequenas porc¢des da lamina
montada com a secao do 0sso umero. Fonte: Camila Domit —
CEM/UFPR
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[1.3.1.9 - Interpretagédo das linhas de crescimento

O principio basico desse método é que o crescimento do 0sso é ciclico e tem
uma periodicidade anual em que a formacéo éssea cessa ou retarda antes de
uma nova formacéo (Snover e Hohn 2004) e, em animais mais velhos, as marcas
de crescimento sdo acumuladas na periferia do 0osso como resultado de
crescimento mais lento (Snover e Hohn 2004). A primeira linha de crescimento
(annulus; Figura 11.3.1-6) em tartarugas marinhas é depositada diante do centro do
0SS0, enquanto que as linhas de crescimento mais recente ocorrem ao longo da
circunferéncia periférica (Zug et al. 1986). As tartarugas marinhas podem reter ou
nao a primeira linha de crescimento, pois esta primeira linha e linhas mais antigas
séo perdidas devido a reabsorcdo 6ssea durante o crescimento (Zug et al. 1986).

Para tartarugas que nao retiveram a primeira linha de crescimento, serdo
calculadas as linhas perdidas baseado no fator de correcao proposto por Parham
e Zug (1997). Portanto, partindo de que uma linha de crescimento corresponde a
um ano (Snover e Hohn 2004), as tartarugas que retiverem a annulus, a idade
sera equivalente ao numero de linhas de crescimento observadas. Para as
tartarugas sem a annulus, a idade sera equivalente ao numero de linhas de
crescimento observadas adicionada ao numero de linhas perdidas.

A interpretagdo das linhas de crescimento deve ser feita por dois
pesquisadores ou por um pesquisador, sendo necessdarias trés leituras em
momentos diferentes, isso para diminuir o erro. Essa interpretacdo deve ser feita
baseada em Castanet (1990) e Snover e Hohn (2004), pois o Umero e ossiculos
oculares podem apresentar “split lines” e linhas duplas.
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a 1mm

Figura 11.3.1-6 - Interpretacdo das linhas de crescimento
(setas) do umero da tartaruga cabecuda
(Caretta caretta): (A) linha dupla, contado
como uma linha. Fonte: Camila Domit —
CEM/UFPR
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lll.1 -Tartarugas marinhas

Material necessario:

Processador automatico de tecidos sistema fechado
Moldes de aco inoxidavel para inclusdo em parafina
Dispensador automético de parafina com placa de resfriamento
Micrétomo rotativo automatico

Banho Maria

Corador automatico de tecidos

Microscopio Optico com camara acoplada

Estufa de esterilizacao

Balanca semi-analitica (0,019)

Pinca

Tesoura

Béquer

Cassetes plasticos para processamento histologico
Suporte para laminas

Laminario

Capela de exaustédo de gases

Timer digital 4 canais

Agitador magnético

Funil de vidro

Suporte para funil

Bastéao de vidro

Reagentes:

Alcool etilico absoluto
Alcool 70%

Xilol P.A

Formaldeido 37% (P.A)
Eosina amarelada
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e Hematoxilina po

e Oxido de mercdrio

e AlUumen de potassio ou de aménio

e Entellan

e Gelatina histolédgica

e Parafina histoldgica

e Navalha low-profile

e Pincel

e Laminas histologicas com extremidade fosca
e Laminula

e Oleo de imersdo para microscopio optico
e Gaze

e Cuba com gelo

e Papelfiltro

[11.1.1.1 - Coleta e preparacdo da amostra

Retirar as gbnadas direita e esquerda dos individuos em estagio 1 e 2 de
decomposicéo (Figura 111.1.1.5.1-1).

Durante a remocdo do 6rgdo este ndo deve ser comprimido para que nao
haja distorcdo da estrutura tecidual, sendo aconselhada a remocéo do tecido no
entorno e até mesmo de uma pequena por¢ao do rim.

As gbnadas devem ser colocadas sobre uma superficie rigida (ex: papeléo)
para manté-las retas ao longo do processo de fixacao.

Fixar em formaldeido a 10% por 24-48 horas, o volume do fixador deve ser 20
vezes o volume da amostra.

Apos, retirar e conservar em alcool a 70%.
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Figuralll.1.1.5.1-1 - G6nada de individuo juvenil de tartaruga-
verde encontrado encalhado morto no
litoral do Parana. Fonte: Rosa (2009).

[11.1.1.2 - Processamento da amostra

Desidratacao, clarificacdo e impregnacao da amostra.

Clivar a gbnada, retirando fragmento de no méximo 5 mm para o
processamento histologico, de modo que o tecido excedente seja descartado.

Acondicionar o tecido clivado em cassetes histoldgicos identificados com o
ndamero de tombo do individuo.

Os fragmentos devem ser desidratados em diferentes concentracdes de
alcool etilico variando entre 70% até 100%, apés diafanizados em xilol (Anexo
VI3 -).

Depois, devem ser impregnados em parafina.

[11.1.1.3 - Inclusédo e Microtomia

A inclusdo deve ser feita em parafina liquida nova nos moldes de aco
inoxidavel. Com auxilio de uma pin¢a aquecida coloca-los em posicdo medial
transversal e entdo, posicionar a base do cassete em contato com a parafina
liguida para que seja fixado.

Levar os moldes com o material incluido para a placa de resfriamento.

Cortar o material com espessura de 5um com auxilio de um micré6tomo

rotativo.
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Os cortes devem ser colocados em banho-maria (40°C) com parafina
histologica, para a distensdo destes, e, coletados com auxilio de lamina limpa e
identificada.

Colocar as laminas identificadas em estufa a 60°C por 24 horas para retirar o
excesso de parafina.

[11.1.1.4 - Coloragéo

Apés, iniciar o processo de coloracdo, com a desparafinizacdo em xilol,
hidratacdo em série alcodlica descrescente (100% a 70%) até a agua destilada,
coloragdo em hematoxilina de Harris e eosina (Anexos VI.2.2 - e VI.2.3 -),
desidratacdo em série alcodlica (70% a 100%), clarificagdo em xilol.

Por fim, a selagem da lamina com resina sintética e laminula.

[11.1.1.5 - Analise de sexagem

A andlise sera feita em microscopio de luz e visa identificar o sexo e o
estagio de desenvolvimento gonadal de machos e fémeas com base na presenca
de células germinativas (ROSA, 2009). Os sexos serao identificadas seguindo os
critérios propostos por Wyneken et al. (2007) e Miller e Limpus (2003).

l11.1.1.5.1 - Machos

Filhotes: células achatadas e escamosas, préximas a tunica albuginea,
presenca de tubulos seminiferos na medula com células germinativas situadas
préximas ao interior da membrana (Figura 111.1.1.5-1).
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Figura ll1.1.1.5-1 - G6nada de filhote de Chelonia
mydas A: Células germinativas; B:
Médula com tubulos seminiferos; C.
Tuanica albuginea; D. Cértex. Fonte:
Miller e Limpus, (2003).

Juvenis: gbnadas com tecido menos condensado, cortex pouco desenvolvido,
geralmente com uma camada de células de tamanho homogéneo, presenca de
tunica albuginea, caracterizada por uma membrana fina e fibrosa entre a medula
e o cortex, e, medula composta por tabulos seminiferos revestidos por epitélio
estratificado germinativo com células de Sertoli na regido basal, envoltos por
nucleos fortemente basofilos e citoplasma pouco basofilo (Figura 111.1.1.5-2).
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Figura lll.1.1.5-2 - Génada de macho juvenil de Chelonia
mydas com tubulos seminiferos
aparentes, aumento de 5x e corado em
H/E. Fonte: Mariane Ferrarini Andrade,
LEC/CEM/UFPR.

Adultos: coértex composto por epitélio achatado apoiado pela tdanica
albuginea, tubulos seminiferos na medula, envoltos por tecido conjuntivo frouxo.
Encaixado no tecido conjuntivo entre os tubulos testiculares estdo as células
intersticiais (células de Leydig) que ocorrem isoladamente ou em pequenos
grupos adjacentes a vasos sanguineos. Espermatogonias na luz dos tubulos
seminiferos, que durante o periodo reprodutivo ddo origem aos espermatodcitos
primarios. Células de Sertoli na membrana basal dos tubulos seminiferos (Figura
11.1.1.5-3).
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Figura lll.1.1.5-3 - Testiculo de adulto de Chelonia mydas A.
Estagio 1; B. Estagio 2, Espermatdcitos
primarios e espermatogonias; C. Estagio 4,
espermatides em transicao para
espermatogonia; D. Estagio 6,
espermatogénese méaxima. Fonte: Miller e
Limpus, (2003).

[1.1.1.5.2 - Fémeas
Filhote: células colunares, com células germinativas proximas a membrana
basal, medula densa, com ocasionais sequéncias de células entre 0s vasos

sanguineos e outras células; auséncia de tubulos com lumen aberto (Figura
[11.1.1.5-4).
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Figura lll.1.1.5-4 - G6nada de fémea filhote de Chelonia
mydas A. Células germinativas; B.
Medula; C. Tunica albuginea; D. Cortex.
Fonte: Miller e Limpus, (2003).

Juvenis: gbnada condensada com células germinativas bem aparentes, com
medula desorganizada, cortex bem desenvolvido, formado por 2 a 5 camadas de
células basofilas, presenca de foliculos ovarianos em diferentes fases de
desenvolvimento no cortex, como foliculos primordiais com nucleo eucromatico,
com odcitos em diferentes tamanhos com nucleos baséfilos e multiplos nucléolos
com coloragdo mais escura envolvido pela zona pelicida. Os ovarios podem
apresentar ovécitos em diferentes estagios de desenvolvimento, sendo
caracterizados mais desenvolvidos os que apresentam vesiculas ou granulos
citoplasmaticos (Figura I11.1.1.5-5).
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Figura ll1.1.1.5-5 - G6nada de juvenil de de Chelonia mydas
com presenga de ovoécitos com o
citoplasma aumentado, aumento de 5x
e corado em H/E. Fonte: Mariane
Ferrarini Andrade, LEC/CEM/UFPR.

Adultas: ovario com foliculos maduros, corpo luteos e albicans (Figura I11.1.1.5-6).

Figuralll.1.1.5-6 - Ovéario de Caretta caretta A. Foliculo pré-
ovulatério maduro; B. Foliculos pré-
vitelogénicos; C. Corpo Luteo; D. Corpo
Albicans; E. Vesicula com fluido; F.
Foliculo Atrésico. Fonte: Miller e Limpus,
(2003).
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l11.1.1.6 - Classificagdo maturacao de fémeas

111.1.1.6.1 - Coleta das amostras

Durante a necropsia as gbnadas deverdo ser analisadas macroscopicamente
em relacdo a aderéncia, textura e evidéncia de ducto paramesonéfrico, com o
intuito de contribuir na identificacdo do sexo. Quanto a textura as gbnadas devem
ser agrupadas em: granulosa, lisa e mista (Figura 111.1.1.6-1, Figura I1.1.1.6-2),
seguindo classificacdo proposta por Lutz et al. (2003). A presenca de ducto
paramesonéfrico e a aderéncia da gbnada também devem ser registradas a fim
de contribuir na andlise de determinacdo do sexo. Gobnadas com textura
granulosa, aderéncia solta e presenca de ducto paramesonéfrico serdo
caracterizadas como fémeas, enquanto gbnadas com textura lisa, aderidas e com
ducto reduzido ou ausente serdo caracterizadas como machos (MCCOY et al.,
1983; VAN DER HEIDEN, 1985 e WIBBELS, 1998). Contudo, muitos individuos
podem apresentar gbnadas mistas, o que requer a realizacdo de analise
microscoépica para a confirmacdo do sexo. Estas informacdes, assim como fotos
das gbnadas, do animal inteiro e dados biométricos deverdo ser encaminhados
juntamente com o material biolégico para o Laboratério de Histologia encarregado
destas analises.

Apoés a analise macroscoépica, as gobnadas devem ser removidas, fixadas em
formol a 10% e conservadas individualmente em alcool a 70% em frascos com
tampa de rosca identificados com papel vegetal que contenha o cédigo do
individuo.

111.1.1.6.2 - Andlise das amostras

As gbnadas devem ser pesadas (gramas) em balanca digital com preciséo de
duas casas decimais e medidas com auxilio de um paquimetro (cm). Devera ser
realizado um corte com padréo transversal medial com relagdo ao comprimento
maximo da gbnada com espessura de 5 cm (Figura 111.1.1.6-1). Os cortes deverao
ser desidratados, diafinizados, impregnados, cortados em micrétomo e corados
com Hematoxilina e Eosina (coloracdo HE), conforme indicagcbes do protocolo de
Kondak (2012) e orientacdes de Bremer et al. (1976).
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As laminas deverdo ser analisadas em microscépio Otico. Para a
caracterizagdo de machos e fémeas deverdo ser considerados o0s critérios
adotados por Miller e Limpus (2003). Os ovarios seréo definidos por apresentarem
um cortex desenvolvido, com células germinativas e a por¢do medular densa. Os
testiculos serdo definidos como as génadas com um cértex mal desenvolvido e
achatado. A medula neste caso possui 0s tubulos seminiferos com células
germinais situados perto da membrana interna, apresentando ainda o limen nos
tubulos. A classificacdo do estdgio de desenvolvimento gonadal seguira o
proposto por Rosa (2005) (Figura 111.1.1.6-2).

Figura lll.1.1.6-1 - Gonadas granulosas de Chelonia mydas juvenis. Fonte:
Thais de S. Barbosa, BIOPESCA.
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Figura 11.1.1.6-2 - Gobnadas mistas de Chelonia mydas juvenis,

considerando que (A) é a porcdo lisa e (B) porcao

granulosa. Fonte: Thais de S. Barbosa, BIOPESCA.

1.2 -Aves

[11.2.1 - Coleta das amostras

Durante a necropsia, as gonadas devem ser retiradas e fixadas em formol a
10%, sendo posteriormente fixadas em alcool a 70%. Devem ser armazenadas
individualmente em recipiente com tampa de rosca e identificadas com papel
vegetal, com o cddigo do individuo escrito a lapis. A ave devera ser fotografada
em diferentes angulos para o registro da plumagem do individuo, incluindo ambas
as laterais, o dorso e da asa aberta, quando for o caso, assim como cabeca. As
fotos, juntamente com os dados de biometria e peso da ave, deverdo ser
encaminhados ao laboratério de histologia indicado, juntamente com o material
bioldgico, para compor a analise.
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[11.2.2 - Analise das amostras

As gbnadas deverdo ser pesadas (g) em balanca digital com precisédo de
duas casas decimais e medidas em seu comprimento total (cm) utilizando
paquimetro e com precisdo de duas casas decimais. Devera ser calculado
também o peso relativo da gbnada, com base no peso total da ave. Devera ser
registrado também o comprimento longitudinal dos ovarios e oviduto, mensurados
da extremidade cranial a extremidade caudal, e a medida transversal,

bY

aproximadamente no terco médio, das laterais da esquerda a direita,
desprezando—se o maior e o0 menor diametro devido a morfologia irregular. O
oviduto devera ser medido a partir das extremidades cranial (infundibulo) até a
caudal (final da vagina proximo a cloaca). A seguir, o oviduto devera ser
submetido a incisdo longitudinal para observacdo da mucosa, e logo depois
devem ser retiradas sec¢des nédo superiores a 0,5 cm das regides identificadas
macroscopicamente como infundibulo, magno, Gtero e a vagina. Os fragmentos
devem ser acondicionados em solucdo de formalina a 10%. No caso de fémeas,
apenas a gbnada esquerda sera analisada. Sec¢fes longitudinais e transversais
deverdo ser feitas para a realizacdo dos procedimentos histolégicos padrao,
sendo coradas com a técnica de HE.

Na analise microscopica serdo utilizadas as definicbes de Joyner (1994) e
Morais et al. (2012). Ser&a avaliada a condicdo da gbnada para identificar se o
individuo estava em atividade reprodutiva ou em descanso reprodutivo, assim
como seu estagio de desenvolvimento.

[11.3 - Mamiferos marinhos

Antes de se Iniciar a atividade deve-se averiguar se tanto os EPIs como os
materiais necessarios para a atividades estao disponiveis:

e |uvas
e mascara
e jaleco

e MAaquina fotografica

W
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e Paquimetro

e Régua

e Bandeja

e Pincas e tesouras cirurgicas

e Balanca de precisao

e Bisturi e laminas

e Equipamentos do laboratério de histologia

111.3.1.1 - Coleta do material
As gbnadas deverdo ser retiradas durante a necropsia e fixadas em formol
10% em recipientes com tampa de rosca.

111.3.1.2 - Analise macroscopica

As gbnadas serdo primeiramente analisadas macroscopicamente, sendo
tomados os dados de comprimento e largura (em centimetros, com auxilio de
paquimetro, com precisdo de uma casa decimal) (Figura 111.1.1.6.2-1 e Figura
111.1.1.6.2-2) e peso (em gramas, com balanc¢a digital e precisdo de uma casa
decimal) de ambos os lados. Os ovarios serdo examinados para verificar a
presenca de corpo liteo ou corpo albicans visiveis macroscopicamente. Quando
presentes, estes serdo medidos no sentido apice base.
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Figuralll.1.1.6.2-1 - Posigdo dos testiculos de um macho de
Pontoporia blainvillei. Fonte: Carolina P.
Bertozzi, Biopesca.

Figuralll.1.1.6.2-2 - Posigdo dos ovarios de uma fémea de Pontoporia
blainvillei. Em destaque: ovario direito e ovario esquerdo
contendo corpo luteo de gravidez. Fonte: Carolina P.
Bertozzi, Biopesca
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111.3.1.3 -Analise microscopica

Para a analise microscopica das gbnadas deverdo ser montadas preparacdes
permanentes com cortes de testiculos (incluindo epididimo) e ovarios com 5 um
de espessura, a partir do uso de técnicas de rotina para a preparacao de tecidos
(Bremer et al., 1976). Os cortes serdo corados com hematoxilina e contra-corados
com eosina (coloragcdo HE). As preparacdes deverdo ser examinadas em
microscopio de luz transmitida sob aumento de 100 e 400 vezes.

A observacgdo dos tubulos seminiferos e das diferentes células da linhagem
espermatogénica, bem como a quantidade de substancia intersticial, devem ser
utilizadas para a avaliagdo da maturidade gonadal dos machos, segundo a
classificacdo descrita abaixo (Hohn et al., 1985), sendo composta por trés
estagios:

e Imaturos: testiculos com tubulos seminiferos contendo principalmente
espermatogobnias, limen totalmente fechado e abundante tecido intersticial
entre os tubulos (Figura 111.1.1.6.2-2).

e Pdberes: testiculos com tubulos seminiferos contendo espermatogonias e
espermatécitos, limen pequeno e vazio e pouco tecido intersticial (Figura
11.1.1.6.2-2).

e Maduros: testiculos com tubulos seminiferos contendo espermatogénias,
espermatdécitos, espermatides e quase sempre espermatozdides, com

grande limen e pouco tecido intersticial (Figura 111.1.1.6.2-2).
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Figura lll.1.1.6.2-1 - Fotomicrografia de testiculo imaturo de Pontoporia
blainvillei. Coloragdo: Hematoxilina e Eosina.
Aumento: X 400. Escala: 50 um. Fonte: Carolina P.
Bertozzi, Biopesca.
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Figura l11.1.1.6.2-2 - Fotomicrografia de testiculo pubere de
Pontoporia blainvillei. Coloracdo: Hematoxilina e
Eosina. Aumento: X 400. Escala: 50 um. Fonte:
Carolina P. Bertozzi, Biopesca.

Figura 111.1.1.6.2-3 - Fotomicrografia de testiculo maduro de
Pontoporia blainvillei. Coloragéo:
Hematoxilina e Eosina. Aumento: X 100.
Escala: 50 um. Fonte: Carolina P. Bertozzi,
Biopesca.
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Para a avaliacdo da maturidade gonadal das fémeas devera ser utilizada a
terminologia recomendada pela International Whaling Commission (Perrin e
Donovan, 1984) e para distinguir as fémeas imaturas e puberes a classificacdo
utilizada por Rosas (2000) (Figura 111.1.1.6.2-2):

¢ Imaturas: ovarios sem corpos de ovulagao.

e Puberes: ovarios sem evidéncias de ovulacdo, mas que contenham

foliculos de Graaf ndo-atrésicos e com didmetros superiores a 760 um.

e Maduras: ovarios com presenca de pelo menos um corpo albicans (CA) ou

de um corpo luteo (CL).

Figura 1I1.1.1.6.2-4 - Fotomicrografias de ovéario de Pontoporia
blainvillei imatura. Aumento: X 100. Escala:
50 um. Fonte: Carolina P. Bertozzi, Biopesca.
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V - GLOSSARIO

Para fins deste protocolo sdo consideradas as seguintes definices:

Mandibula

do inglés "lower jaw", € o componente mével do cranio que
compde a parte inferior da cabeca.

Maxila ou osso

maxilar

do inglés "upper jaw", € o componente superior do aparato
bucal onde se encontra o palato

Ear plug

parte do ouvido interno de misticetos utilizada para estudos
envolvendo estimacédo de idade, contaminacéo, dentre outros.
E uma estrutura com cerca de 15cm em média, formada por
gueratina e lipideos encontrada no meato auditivo dos
misticetos

GLG

“Growth Layer Group”, ou seja, “Grupo de Camada de
Crescimento” presente na dentina e cemento dos dentes de
mamiferos marinhos. De acordo com cada espécie, cada GLG
pode representar 1, 2 ou mais anos de idade.
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VI - ANEXOS

VI.1 - Ficha para medicdo do osso Uumero.

Medide por: . ID# Tartaruga:
Drata:

Umero dirierg

Comprimento da carapaga;
Curvilineo:
Retilineo:

Medidas:
CT:

LP:

LM:

E:

Figura VI.1-1 — Medidas a serem tomadas dos Umeros de tartarugas marinhas: CT:
comprimento total; CL: comprimento itludinal; LP: largura proximal; E:
espessura; LM: largura média; LPDP: largura proximal do delto-
pectoral;LD: largura distal..

UNIVALI Coordenador da Equipe

UNIVALI Técnico Responsavel

Revisédo 03
05/2017

Relatério
BR 00000000/00




Pag.
56 /6

Protocolos para Estimativas de Idade e Maturidade

ANEXOS aexual L] PETROBRAS

VI.2 -Receitas de corantes

VI1.2.1 -Receita da hematoxilina de Ehrlich.

Formula: 1 1/4

HematoXilina cristal..... s e sssss s sns s essssssnessnsasssnsnsassennsns i, OF / 1,0g
ELAN0I (95%6)...cereere e ieesersamerssssssssenssssrsssesessrsamssssesassssssssssesssssaesssssessssmnssesssssssasssssssssmeneeennenenns 200,0mMl /- 50,0ml
Sulfato potdssico de AlUMINIO.......ciici e sr s s sresssasssrsssssseenssnnees 0, 08 / 1,5g
F Y=L (=111 Lo - OO 0 ¢ X 013 o| I AT 0 X 1o ||
LT Tar= 1o = TP o 10 N0 1o o] I A0 R0 114 1|
ACIAO ACELICO BlaCial..unrrire i esssrssssss s sss s st sesssssssssssmssssssssssssssssnssessssnssnensnennns 20,0ML /5,0l

1000 0B SOUID. .. cierereeecceecerrecremresese e ressss s sereasss sesserassasssssssssessasmssns sessesensssessassessessesssesesers Uy 3B / 0,075g

VI1.2.2 - Hematoxilina de Harris (Harris, 1900)

HematoXilina ............ccoooeiiiiiiiiiiccee e, 50¢g
Etanol @ 100%...........ccoeiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeee e 50,0 mL
Alimen de potassio ou de amoénio...............c....... 100,0 g

Agua destilada.............cceeveeeeeeeeeee e 1.000,0 mL
Oxido mercurio (p6 vermelho) (HgO).................. 25¢g
Acido acético glacial.............ccccceeeevirereeenennn, 20,0 mL

Dissolva o alimen em agua destilada com o auxilio de uma placa aquecedora
e um agitador magnético em um recipiente. Dissolva a hematoxilina no alcool a
temperatura ambiente, em recipiente separado. Lentamente, misture as duas
solu¢cdes aquecendo em placa aquecedora, até entrar em ebulicdo. Retire da
fonte de calor e, acrescente lentamente o 6xido mercurio, que faz com que a
solugdo entre rapidamente em ebulicdo, podendo transbordar do recipiente.
Retorne a solucdo para a fonte de calor até que adquira a cor parpura-escura.

Esfrie, e a solucdo estara pronta. Filtre sempre antes de cada uso.
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VI.2.3 — Eosina

Eosina amarelada em po...........cccceeeeeennnee. 0, 25¢g
Agua destilada...........ccccovvveveeirieirieeae 100 mL

VI.3 -Desidratacéao e Clarificagao Do Material

Alcool 80% por, no minimo 2 horas

Alcool 90% por pelo menos 2 horas

Alcool 95% durante 1 dia (overnigth)

Alcool absoluto:

1° banho — pequenos fragmentos por 45 minutos; maiores por 1 a 1.5 hora
2° banho — 30 minutos

3° banho — 30 minutos

4° banho — 15 minutos

Alcool absoluto mais xilol (benzol) 1:1— 30 minutos

Xilol:

1° banho — 15 minutos

2° banho — 15 minutos

3° banho — 10 minutos

Material levado a parafina liquida, na estufa a 60°C, por 4 horas, sendo 4
banhos de 1 hora cada. A parafina deve ser sempre filtrada antes de ser
utilizada.

VI.4 - Colorag&o e Montagem Das Laminas

Desparafinizagao
1° banho Xilol — 10 minutos
2° banho Xilol — 10 minutos

Hidratacéo
1° banho Alcool 100% — 5 minutos *

2° banho Alcool 95% — 5 minutos *
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3° banho Alcool 70% — 10 minutos

Lavagem
Agua destilada — 5 minutos

Coloracéo
Hematoxilina de Harris por 2 a 10 minutos (podendo variar o tempo de acordo
com os resultados obtidos);

Lavagem
Agua corrente — 3 minutos (até que a agua da cuba fique transparente).
Aproveitar esta etapa para apOs limpar cuidadosamente o excesso de

hematoxilina do entorno do corte

Coloracéo
Alcool 70%— 1 imers&o;
Eosina — 4 imersodes;

Lavagem
Agua — 2 minutos

Desidratacéao

4° banho Alcool 70% — 5 minutos
50 banho Alcool 95% — 5 minutos
6° banho Alcool 100% — 5 minutos
7° banho Alcool 100% — 5 minutos

Fixagcdo do corante e conservagdo do material
3° banho Xilol + Alcool 100% (1:1) — 10 minutos «
4° panho Xilol — 5 minutos

5° Xilol montagem
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Montagem
Escorrer o excesso de xilol e com resina colocar a laminula sobre o corte

verificando para que ndo permanecam bolhas de ar.
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VIl - 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:

Carolina Pacheco Bertozzi
Projeto BIOPESCA

Marcos César de Oliveira Santos
Instituto Oceanografico, USP

Mariane Ferrarini Andrade
LEC/CEM/UFPR

Marta Jussara Cremer
Universidade da Regido de Joinville - UNIVILLE

Rebeca Pires Wanderley
Instituto de Pesquisas Cananéia - IPeC

André S. Barreto (org.)

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

Revisédo 03
05/2017

Relatorio
BR 00000000/00

UNIVALI Coordenador da Equipe

UNIVALI Técnico Responsavel




I-‘h" PETROBRAS

Sexual

Protocolos para Estimativas de Idade e Maturidade

EQUIPE TECNICA

Pag.
61/61

VIl - 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) laVl

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) Secao(des) | a VIl

Assinatura
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Geoprocessamento, CTTMar,
UNIVALI
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