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APRESENTACAO

O Projeto de Monitoramento de Praias (PMP-BS) € um dos projetos regionais
concebidos e executados para atender demanda dos processos de licenciamento
ambiental de empreendimentos da PETROBRAS na Bacia de Santos. Estes
processos sao conduzidos pela Coordenacéo Geral de Licenciamento Ambiental de
Empreendimentos Marinhos e Costeiros (CGMAC), da Diretoria de Licenciamento
Ambiental (DILIC), do Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais
Renovaveis (IBAMA). O processo administrativo IBAMA que contempla o PMP-BS é
0 n°02001.114275/2017-00. As atividades do PMP-BS iniciaram em agosto de 2015
e tém se desenvolvido ininterruptamente até o momento.

Atualmente, a execucdo do PMP-BS é coordenada por trés instituicdes, cada
uma com foco em uma regido geografica: Area SC/PR, coordenada pela Univali
(Universidade do Vale do ltajai); Area SP, coordenada pela empresa Mineral
Engenharia e Meio Ambiente; e Area RJ, coordenada pela empresa Econservation
Estudos e Projetos Ambientais. A execug¢do das atividades de monitoramento e
reabilitacéo de fauna conta com a participacéo de diversas instituicdes pertencentes
a REMASUL (Rede de Encalhes de Mamiferos Aquéticos do Sul) e a REMASE
(Rede de Encalhes de Mamiferos Aquaticos do Sudeste), ambas componentes da
REMAB (Rede de Encalhe e Informacdo de Mamiferos Aquéticos do Brasil) e
Fundacao Pro-Tamar.

O PMP-BS também contempla a realizacdo de analises de Hidrocarbonetos
Policiclicos Aromaticos (HPA) e de elementos traco, realizadas a partir de tecidos
extraidos de animais encontrados mortos no monitoramento de praias. Até setembro
de 2023 as andlises de HPA estavam sob responsabilidade do Laboratério de
Quimica Organica Marinha do Instituto Oceanografico da Universidade de S&o Paulo
(I0-USP) e as de elementos-traco sob responsabilidade do Laboratério de
Elementos Tracos do Centro de Estudos Ambientais da Unesp (Universidade
Estadual Paulista/UNESP). Apds essa data, ambas as analises passaram a ser
executadas por laboratorios da Pontificia Universidade Catdélica do Rio de Janeiro
(PUC-RI0).
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Neste ano, houve ainda a incorporacgao do capitulo de Biomarcadores, conforme
proposta do 2° ciclo (Carta SMS/LCA/MPL-E&P-FC 0115/2021), e consideracdes
acrescentadas a partir dos Pareceres Técnicos 129/2021-COPROD/CGMAC/DILIC
e 242/2021-COPROD/CGMAC/DILIC. As anélises de Biomarcadores Bioquimicos e
Moleculares séo realizadas em amostras de figado de carcacas frescas (codigo 2)
gue ndo receberam nenhum tipo de tratamento ou passaram por procedimentos
veterindrios e foram analisadas pelo Laboratério de Biomarcadores de
Contaminacdo Aquatica e Imunoquimica da Universidade Federal de Santa Catarina
(LABCAI/UFSC).

Este Relatério Técnico Anual foi elaborado pela UNIVALLI, utilizando os dados
coletados por todas as instituicbes que executam o PMP-BS de Santa Catarina ao
Rio de Janeiro, com suporte das outras duas instituicbes que coordenam o PMP-BS
em cada Area. Os conteldos relativos as andlises de HPA e elementos traco foram
produzidos pela PUC-Rio e os de Biomarcadores pelo LABCAI/UFSC. Para facilitar
a elaboracéo e leitura do relatério, ele foi dividido em trés volumes que apresentam

0S seguintes conteudos:

e Volume 1. Resumo Executivo, Introducao, descricdo dos resultados das
atividades do Monitoramento de Praias (riqueza e abundancia das
espécies, quantitativos do monitoramento terrestre e embarcado, padrdes
dos acionamentos) e do Atendimento Veterinario (reabilitacdo,
necropsias, indice de saude), analises dos parametros biolégicos
(estrutura etéria, maturidade);

e Volume 2: Analises espaco-temporal integradas sobre padrbes de
encalhes e de indice de saude, anéalises de HPA, organohalogenados e
de elementos traco;

e Volume 3: Biomarcadores, registros de fauna oleada, residuos oleosos e
solidos, a¢bes de comunicacao, consideragdes finais e equipe técnica.
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8 BIOMARCADORES

8.1 INTRODUCAO

O Projeto de Padronizacdo de Técnicas e Execucdo de Analises de
Biomarcadores Bioquimicos e Moleculares em Amostras obtidas em Espécies de
Aves, Quelbnios e Mamiferos Marinhos compde uma prestacdo de servicos
executada pelo Laboratério de Biomarcadores de Contaminacdo Aquatica e
Imunoquimica — LABCAI, da Universidade Federal de Santa Catarina — UFSC, em
atendimento as demandas dos processos de licenciamento ambiental da Petrobras
na Bacia de Santos. O projeto visa desenvolver, adaptar e padronizar biomarcadores
para avaliar a ocorréncia de potenciais efeitos de contaminantes organicos sobre as
espécies de tetrapodes marinhos registradas pelo PMP-BS. Ap6s padronizados, os
biomarcadores sao analisados em amostras de tecido hepatico de cetaceos, aves e
tartarugas marinhas. A coleta de amostras de figado para a andlise de
biomarcadores é feita durante a necropsia de carcacas frescas (cédigo 2), que nao
receberam nenhum tipo de tratamento ou passaram por procedimentos veterinarios.

Biomarcadores sado definidos como alteracdes celulares, bioquimicas,
moleculares ou fisiolégicas medidas em células, fluidos corporais, tecidos ou 6rgaos
dentro de um organismo servindo como indicativos de exposicdo e/ou efeito de
xenobidticos (isto €, substancias estranhas ao organismo) (LAM; GRAY, 2003;
LIVINGSTONE, 1993; WALKER, 1995). Os biomarcadores podem fornecer
informacBes precoces dos efeitos da contaminacdo em menores niveis de
organizacgédo bioldgica, como células e tecidos de organismos, antes da ocorréncia
de mortalidade e danos em niveis superiores de organizacdo, como populacoes,
comunidades e ecossistemas (CAJARAVILLE et al., 2000; VAN DER OOST,;
BEYER; VERMEULEN, 2003).
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Dentre os biomarcadores frequentemente analisados em estudos ambientais,
destacam-se as enzimas envolvidas na biotransformacdo de hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos (HPA) e organohalogenados. Estas enzimas estéo presentes
nas ceélulas de todos os organismos vivos e Sao responsaveis por catalisar reacoes
intracelulares de oxidagéo e conjugacao, tornando o contaminante mais facil de ser
eliminado pelo organismo. Deste modo, a quantificacio de HPAs e
organohalogenados bioacumulados nos tecidos dos tetrdpodes amostrados é de
suma importancia para o entendimento da possivel relacdo entre os efeitos
biolégicos — detectados pelos biomarcadores — e a exposicao aos contaminantes
ambientais.

Entre os anos de 2016 e 2021, que abrangeu o 1° ciclo de atividades desta
prestacdo de servicos, foram avaliados biomarcadores em tecido hepético de trés
espécies prioritarias: as aves Larus dominicanus e Puffinus puffinus e a tartaruga
verde, Chelonia mydas. Dentre os resultados mais expressivos, foi observado um
aumento nas respostas de biomarcadores bioquimicos nas tartarugas que
apresentaram residuos solidos em seu trato gastrointestinal, que podem estar
associadas a presenca de contaminantes presentes nos residuos, ou mesmo a uma
possivel maior contaminacao das presas e/ou locais onde os animais foram expostos
aos residuos. Durante o primeiro ciclo, foram amostrados individuos de P. puffinus
gue estavam oleados, cujos resultados de biomarcadores evidenciaram uma maior
atividade do sistema de biotransformacao de xenobidéticos, quando comparados aos
animais ndo oleados. Dentre os contaminantes bioacumulados, o naftaleno foi o HPA
mais frequente e abundante nestas espécies, que também apresentaram niveis
significativos de organohalogenados, cujos maiores valores foram encontrados em
P. puffinus.

No contexto de continuo aperfeicoamento das estratégias de biomonitoramento
ambiental através do uso de biomarcadores, foram realizadas algumas alteracdes
no conjunto de parametros analisados nas amostras das espécies prioritarias do
PMP-BS, tanto nas analisadas do 1° ciclo como nas novas espécies incluidas no 2°
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foram utilizados os seguintes critérios: especificidade do biomarcador; tecido alvo
necessario para as analises; quantidade e qualidade de amostra disponivel para os
ensaios; reprodutibilidade das metodologias; complexidade técnica dos ensaios
bioquimicos e moleculares; e estrutura laboratorial e técnica disponivel no

LABCAI/UFSC.

Tabela 8-1 - Espécies prioritarias e biomarcadores bioquimicos em aves, quelénios e
mamiferos dos PMPs. O preenchimento verde indica que o biomarcador ja esta
padronizado para a espécie e o preenchimento em cinza indica necessidade de
padronizacdao.

.
A I R S S IS S S

Espécie S| 8| S| 2| 5| &| 9| a| 5| ¢
w 6 % O 1 >

Larus dominicanus

Puffinus puffinus

Sula leucogaster **

Calonectris borealis **

Chelonia mydas

Caretta caretta **

Lepidochelys olivacea

-

Sotalia guianensis * N.A.

*Atividade etoxiresorufina O-deetilase (EROD); atividade glutationa S-transferase (GST);
quantificacdo de citocromo 1A (CYP1A-WB); adutos de DNA (DNAad); transcritos do receptor para
aril hidrocarbonetos (AhR); transcritos do citocromo P450 familia 1A (CYP1A); transcritos de UDP-
glicuronosiltransferase (UGT); transcritos do receptor de estrogeno (ESR); transcritos de glutationa
S-transferase alfa (GSTA); transcritos de vitelogenina (VTG).

** Novas espécies e biomarcadores bioquimicos e moleculares propostos para o 2° ciclo.
N.A. Nao se aplica.

Desta maneira, no 2° ciclo foi dada continuidade as anéalises dos biomarcadores
bioquimicos EROD, GST e CYPlA, uma vez que essas moléculas ja sédo

amplamente conhecidas e aplicadas como biomarcadores de exposicdo a
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contaminantes organicos em estudos e programas de biomonitoramento ambiental
em todo o globo (KING; ELLIOTT; WILLIAMS, 2021; GARDNER; OBERDORSTER,
2005; CASINI et al., 2018). Para os biomarcadores moleculares no 2° ciclo, tiveram
continuidade as analises da transcricdo dos genes CYP1A, UGT e ESR, pois estédo
diretamente envolvidos com o metabolismo de HPA e desregulacdo endécrina em
diferentes espécies de vertebrados. Por se tratar de espécies oviparas foi incluida a
andlise da transcricdo dos genes GST-alfa e Vitelogenina como biomarcadores
moleculares para aves e tartarugas marinhas. Por fim, foi incluida também a
quantificacdo de adutos no DNA (DNAad), como biomarcador bioquimico de

exposicao a HPA.

8.2 Recebimento e guarda de amostras

Até 31 de dezembro de 2023, encontravam-se sob guarda do LABCAI amostras
de 4.361 individuos provenientes do PMP-BS pertencentes a 67 espécies (Tabela
8-2). Destas, destinam-se para analise de biomarcadores bioquimicos e moleculares
as amostras dos individuos de espécies prioritarias. O sumario dos individuos
amostrados foi elaborado de acordo com os dados disponiveis no SIMBA em

31/12/2023.

Tabela 8-2 - Amostras de individuos provenientes do PMP-BS destinadas a analise de
biomarcadores desde o inicio das atividades até dez/2023. As espécies prioritarias
para andlise de biomarcadores bioquimicos e moleculares estéo sinalizadas em

azul.
PMP-BS - SIMBA (31/12/2023)
Classe Reptilia
Grupo taxondmico Espécie Numero de individuos
amostrados
Ordem Testudinata Chelonia mydas 1.365
Caretta caretta 63
Lepidochelys olivacea 05
Eretmochelys imbricata 05
Dermochelys coriacea 04
Classe Aves
Grupo taxonémico Espécie Numero de individuos
amostrados
Pag.
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Ordem Sphenisciformes Spheniscus magellanicus 1.262
Ordem Charadriiformes Larus dominicanus 311
Thalasseus acuflavidus 19
Sterna hirundinacea 14
Sterna sp. 12
Sterna hirundo 10
Thalasseus maximus 06
Haematopus palliatus 04
Himantopus melanurus 03
Rynchops niger 02
Charadrius semipalmatus 01
Stercorarius antarcticus 01
Charadrius collaris 01
Sterna trudeaui 01
Stercorarius parasiticus 01
Stercorarius sp. 01
Ordem Procellariiformes Puffinus puffinus 278
Procellaria sp. 01
Procellaria aequinoctialis 37
Procellaria cinerea 01
Puffinus gravis 26
Calonectris diomedea borealis 22
Thalassarche melanophris 21
Calonectris sp. 19
Calonectris diomedea 09
Thalassarche chlororhynchos 08
Puffinus griseus 05
Pterodroma mollis 05
Macronectes giganteus 03
Oceanites oceanicus 02
Pachyptila sp. 02
Pachyptila desolata 02
Pterodroma incerta 02
Puffinus sp. 02
Halobaena caerulea 01
Fulmarus glacialoides 01
Calonectris edwardsii 01
Pterodroma sp. 01
Ordem Suliformes Sula leucogaster 195
Phalacrocorax brasilianus 131
Fregata magnificens 98
Ordem Pelecaniformes Phimosus infuscatus 03
Classe Mammalia
Grupo taxondmico Espécie Numero de individuos
amostrados
Ordem Cetacea Pontoporia blainvillei 185
Subordem Odontoceti
Sotalia guianensis 130
Stenella frontalis 23
Tursiops truncatus 1
Kogia breviceps 05
Steno bredanensis 05
Mesoplodon sp. 01
Delphinus delphis 03
Lagenodelphis hosei 03
Globicephala macrorhynchus 02
Stenella longirostris 03
Relatério Técnico Anual Integrado PMP-BS: 2023 (Volume 3) 2%?%'42
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Stenella attenuata 01
Grampus griseus 01
Kogia sima 01
Phocoena dioptrica 01
Ziphius sp. 01
Ordem Cetacea Megaptera novaeangliae 04

Subordem Mysticeti
Balaenoptera acutorostrata 02
Ordem Carnivora Arctocephalus australis 11
Arctocephalus tropicalis 02

TOTAL: 67 espécies
TOTAL: 4.361 individuos cujas amostras estao disponibilizadas no SIMBA em 31/12/2023

Todas as 496 amostras coletadas no ambito do PMP-BS e enviadas para o
LABCAI/UFSC no periodo de referéncia (janeiro a dezembro de 2023) foram

consideradas adequadas para andlise de biomarcadores. As amostras estédo

armazenadas em freezer -80°C.

Distribuicdo espacial das amostras recebidas

As amostras das espécies prioritarias (C. borealis, L. dominicanus, P. puffinus,
S. leucogaster, C. caretta, C. mydas, L. olivacea e S. guianensis) foram coletadas
nos diferentes trechos do PMP-BS.

A distribuicdo geogréfica de ocorréncia das amostras das espécies prioritarias
de aves (C. borealis, P. puffinus, L. dominicanus e S. leucogaster) coletadas no

ambito do PMP-BS e encaminhadas ao LABCAI esta indicada na Figura 8-1.

Péag.
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Figura 8-1- Dlstrlbwgao das ocorréncias de carcacgas de aves marinhas (cod 2), a partir das
guais foram coletadas amostras de figado para andlises de biomarcadores. Cb,
Ld, Pp e Su séo as siglas indicadas na legenda para Calonectris borealis, Larus
dominicanus, Puffinus puffinus e Sula leucogaster, respectivamente.

A distribuicdo geogréfica de ocorréncia das amostras das espécies prioritarias
de quelbnios (C. caretta e C. mydas) coletadas no ambito do PMP-BS e
armazenadas no LABCAI esta indicada na Figura 8-2. A distribuicdo das ocorréncias

de carcacas de tartaruga L. olivacea (cod. 2) estdo apresentadas na Figura 8-3.
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Figura 8-2- Distribuicdo da ocorréncia de quelbnios (cod. 2) a partir das quais foram
coletadas amostras de figado para analises de biomarcadores (Caretta caretta e
Chelonia mydas). Cc e Cm sao as siglas indicadas na legenda para C. caretta e
C. mydas, respectivamente.
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Figura 8-3 - Distribuicdo das ocorréncias de carcacas de Lepidochelys olivacea (cod. 2), a
partir das quais foram coletadas amostras de figado para andlises de
biomarcadores.

A distribuicdo geografica de ocorréncia de carcacas de cetaceos (S. guianensis),
cujas amostras de tecido hepoatico foram coletadas no ambito do PMP-BS para a

analise de biomarcadores, esta indicada na Figura 8-4.
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Figura 8-4 - Distribui¢cdo das ocorréncias de carcagas de boto cinza, Sotalia guinansis (cod.

2), a partir das quais foram coletadas amostras de figado para andlises de
biomarcadores.

8.3 Padronizacdes de biomarcadores bioquimicos

As atividades de padronizacdo de analises bioquimicas se estendem além do
periodo de referéncia (janeiro a dezembro de 2023) e compreendem:
(@) a padronizacdo do ensaio de atividade da enzima glutationa S-
transferase (GST), incluindo o estabelecimento do limite de deteccgéo e
a avaliagdo dos parametros reprodutibilidade e repetibilidade deste
ensaio em amostras de tecido hepatico de C. borealis, S. leucogaster,
C. caretta, L. olivacea e S. guianensis;
(b) a padronizagéo do ensaio de atividade da enzima etoxiresorufina O-
deetilase (EROD), incluindo o estabelecimento do limite de deteccéo e
a avaliagdo dos parametros reprodutibilidade e repetibilidade deste

Péag.
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ensaio em tecido hepatico de C. borealis, S. leucogaster, C. caretta, L.
olivacea e S. guianensis;
(c) padronizacdes bioquimicas para imunodeteccédo de CYP1A em tecido
hepatico de C. borealis e S. leucogaster.
Para as etapas de padronizacdo, foram utilizadas amostras compostas por
quantidades iguais de amostras individuais obtidas dos espécimes recebidos no

ambito do PMP-BS. A padronizacéo foi realizada para cada espécie separadamente.

Padronizacdo do método para ensaio de atividade glutationa
s-transferase em amostras hepaticas de tetrapodes marinhos

Homogeneizagdo das amostras

Amostras de 100 mg de tecido hepatico de C. borealis, S. leucogaster, C. caretta,
L. olivacea e S. guianensis foram homogeneizadas individualmente em cinco vezes
o volume de tampdo de homogeneizacdo Tris-HCI (50 mM Tris-HCI, pH 7,4),
contendo 150 mM KCI, 1 mM DTT e 0,5 mM do inibidor de proteases PMSF. Os
tecidos foram homogeneizados com o homogeneizador TissueTearor™ (BioSpec™).
Durante todo o procedimento, as amostras foram mantidas sobre o gelo.

O homogeneizado foi centrifugado a 9.000 xg por 30 minutos a 4°C para
obtencdo da fracdo citosélica (fracdo S9). A preparacdo da fracdo microssomal
(MIC), que corresponde a membrana do reticulo endoplasmatico, foi realizada
através de uma segunda centrifugacao da fracdo S9 a 100.000 xg por 60 minutos a
4°C com a ultracentrifuga Hitachi CP100WX. A fracdo sobrenadante desta segunda
centrifugacéo (fracdo SN) foi acondicionada em novo microtubo e armazenada em
ultrafreezer a -80°C e a fracdo microssomal foi ressuspendida em tampéao Tris-HCI
(0,1 M, pH 7,4), contendo 1 mM EDTA, 0,1 M KCI e glicerol 20%. A fracao
sobrenadante (SN) foi utilizada para os ensaios de atividade GST, e a fragao MIC foi

usada para os ensaios EROD e de quantificacdo da expresséo da proteina CYP1A.
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Determinacao de proteinas totais

A determinacgdo da concentragdo de proteinas totais na fracdo citosélica (fracao
SN) das amostras homogeneizadas foi realizada por meio do método de Bradford
(BRADFORD, 1976). O método utiliza o corante Coomassie Brilliant Blue (G-250),
gue reage com os aminoacidos das proteinas, mostrando uma coloracdo que varia
do tom marrom para o azulado. A intensidade da cor da rea¢cdo aumenta de acordo
a medida que existe uma maior concentracéo de proteinas na amostra.

A determinacdo de proteinas totais foi realizada com o kit Bio-Rad Protein
Assay® (Bio-Rad®) de acordo com as instru¢des do fabricante. Em uma microplaca
com 96 pogos foram adicionados, em duplicata, de 0,75 a 1,5 pL de cada amostra e
200 pL do reagente de Bradford filtrado, totalizando um volume final de até 201,5 pL.
Apos incubacédo de cinco minutos, foi realizada uma leitura simples das amostras a
595 nm, utilizando o espectrofotdmetro de placas SpectraMax® M5 (Molecular
Devices®). As absorbancias das amostras foram comparadas a uma curva padréo
de albumina sérica bovina produzida no mesmo ensaio das amostras. A

concentracdo de proteinas totais foi expressa em mg.mL1.

Determinacao das condi¢cdes de ensaio da atividade glutationa s-transferase

Para determinar as condi¢cbes do ensaio GST em tecido hepético, foram
construidas duas curvas de cinética enzimatica para cada espécie. As curvas
cinéticas foram utilizadas para determinar os parametros cinéticos de velocidade
maxima (Vmax) e a constante de Michaelis-Menten aparente (Kmapp) para os
substratos CDNB e GSH. A determinagédo da atividade GST seguiu o método descrito
por Habig et al. (1974) com modificacdes para microplaca, onde o pool de amostras
(i.e. amostra composta) foi incubado a 30 °C (quelbnios) ou 37 °C (aves e mamiferos)
com 100 pL do meio de GSH. Apds a incubacgéo por 5 minutos, 100 pL do meio de

CDNB foi adicionado a reacédo e a formacao do produto GS-DNB foi acompanhada
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durante 5 minutos em 340 nm no espectrofotdmetro (SpectraMax M5, Molecular
Devices®). Para ambos os ensaios, foi utilizado um pool formado a partir de volumes
iguais de fragOes sobrenadantes das amostras previamente homogeneizadas de
cada uma das espécies (Tabela 8-1).

Primeiramente, foram realizados os ensaios de atividade GST com uma
concentracédo fixa de CDNB (1 mM) e concentracfes crescentes de GSH (0,0117;
0,0234; 0,0469; 0,0938; 0,1875; 0,375; 0,75; 1,5; 3 e 6 mM). Para quelénios, foi
incluida uma concentragdo adicional de 8 mM de GSH. Uma segunda curva de
cinética enzimética da GST foi construida com concentracédo fixa de GSH no meio
de reacao, determinada a partir dos céalculos de cinética enzimatica da primeira curva
(2 mM para C. borealis e 2,5 mM para S. leucogaster, S. guianensis, C. caretta e L.
olivacea) e concentracdes crescentes de CDNB (0,00244; 0,00488; 0,00976; 0,0195;
0,0390; 0,0781; 0,156; 0,312; 0,625; 1,25 e 2,5 mM). A concentracéo final de etanol
no ensaio foi de 7,5%. Para obtencdo de Kmapp e Vmax, ambas as curvas de
cinética enzimética foram submetidas a regressao nao linear com a equacao de
Michaelis-Menten por meio do programa GraphPad Prism 9.4.

A atividade GST foi calculada com a formula:

mU.mgprt~! = (mAbs.min) X (Vol.total)/(Vol.amostra) x (mg.prt) X €

Onde,

mU.mgprt* = atividade GST por massa (mg) de proteina
mADbs.min = taxa de formacédo de GS-DNB (¢ = 9,6 mM.cm™)
Vol. total = volume total da reacéo

Vol. amostra = volume da amostra

mg.prt = concentracdo de proteina em mg.mL

€ = coeficiente de extincdo molar

Estabelecimento do limite de deteccéo e do intervalo 6timo de quantificagéo

para ensaio de atividade glutationa s-transferase

1) Estabelecimento do limite de detecc¢éo tedrico
O limite de deteccéao tedrico é definido como a média do valor do sinal do
branco (mAbs.min') somadas a duas vezes o desvio padrdo (DP). Acima desse

Péag.
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valor, a diferenca € considerada estatisticamente significativa em relacdo ao branco
(p < 0,05) (GAGNE, 2014). O limite de detecgao tedrico da atividade GST em C.
borealis, S. leucogaster, C. caretta, L. olivacea e S. guianensis foi estabelecido com
base em uma octuplicata de brancos com tampao de homogeneizacéo, submetidas
as condicdes otimas de ensaio definidas a partir dos experimentos descritos na
secao anterior e seguindo metodologia previamente descrita. O calculo da média e

do desvio padrao foi realizado com base nos valores de mAbs.min2,

2) Estabelecimento do intervalo 6timo de quantificacdo do método

Além da determinacao do limite de detec¢éo tedrico, foi realizado um ensaio
de atividade GST com concentrag¢des crescentes de amostras, de 0,625 a 80 ug de
proteinas totais nas condi¢des padronizadas do ensaio para cada uma das espécies.
Essa curva ndo é propriamente uma curva de calibracdo, pois a massa enddgena de
GST na amostra de proteinas totais do figado ndo € conhecida (i.e., ndo ha padrao
puro). Entretanto, a variacdo do sinal da GST (mAbs.min-t) é proporcional a massa
de proteinas totais, pois a GST é uma proteina. A vantagem do uso dessa matriz
complexa é incluir na avaliacdo da metodologia o efeito da matriz.

Esse ensaio permite determinar o limite de deteccdo operacional da
metodologia a ser utilizado em futuras analises. O limite de deteccdo operacional
da metodologia é baseado na relacdo linear entre o sinal do biomarcador e a massa
de proteinas (i.e. inclinacdo da reta); a ruptura da linearidade no limite inferior da
reta, mas acima do limite de deteccdo tedrico, mostra o limite de deteccdo
operacional da metodologia e a ruptura da linearidade no limite superior da reta
indica o limite superior de quantificagdo. Entre esses dois limites esta o intervalo
6timo de quantificacdo no qual a relacdo mAbs.min! varia linearmente com a
massa de proteinas da amostra. Portanto, nesse ensaio é avaliada a linearidade da
relacdo entre a massa de proteinas e os valores de mAbs.min! por meio de uma
andlise de regresséo linear. Os valores de mAbs.min abaixo do limite de deteccéo
operacional da metodologia ou acima do limite superior de quantificagdo nao devem
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representar fielmente valores de atividade das amostras avaliadas. Desta forma,
andlises futuras devem considerar apenas valores de mAbs.min! entre esses dois
limites (GAGNE, 2014).

Tais limites estabelecidos sdo vélidos para futuras analises na mesma matriz
tecidual e sob as mesmas condi¢cées de ensaio. Os valores de mAbs.min! que se
situarem dentro do intervalo 6timo de quantificacdo e acima do limite de deteccéo

serdo considerados adequados.

Avaliacado dos valores de precisdo do método para o ensaio de atividade
glutationa s-transferase

Para garantir a obtencdo de dados confiaveis, € necessario que o meétodo
utilizado seja robusto para assegurar que o mesmo resultado possa ser obtido,
independentemente do momento de analise (GAGNE, 2014). Portanto, para a
avaliacdo da robustez dos métodos de ensaio de determinacao da atividade GST em
tecido hepético de C. borealis, S. leucogaster, C. caretta, L. olivacea e S. guianensis
foram utilizados valores de precisédo intra-ensaio (repetibilidade) e entre ensaios
(reprodutibilidade). Os testes foram realizados com o pool das fraces citosoélicas
obtido ap6s a homogeneizacao individual das amostras.

Para o estabelecimento dos valores da precisao da repetibilidade do ensaio
GST foram analisados os valores de absorbancia de oito réplicas técnicas de um
mesmo pool de amostras. Esses ensaios permitem avaliar o erro embutido na analise
de uma amostra, decorrente de procedimentos de manipulacdo das amostras e
pipetagem durante o ensaio.

Para o calculo de precisdo da reprodutibilidade do ensaio, foram realizados
oito experimentos distintos, com reagentes pesados independentemente e meios de
reacao preparados separadamente, sempre seguindo as condi¢cdes e procedimentos
previamente padronizados para a espécie. Esses ensaios representam,
hipoteticamente, a realizacdo de analises em momentos diferentes do presente
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trabalho, e permitem avaliar um potencial erro embutido no procedimento de
pesagem e preparacdo de reagentes, além de diferencas na calibracdo dos
equipamentos.

O valor de precisao foi calculado de acordo com Gagné (2014), utilizando a
formula abaixo:

P = 100 — [(dp/md)*100]

Sendo,
P = valor de precisdo do método
dp = desvio padréo

md = média aritmética

Resultados e discussao da padronizacdo do método para o ensaio de
atividade glutationa s-transferase

As curvas cinéticas de atividade GST hepético em funcao do substrato GSH para
gueldnios mostram visualmente um platé em torno de 2 mM (Figura 8-5A), enquanto
as curvas de atividade GST em funcéo do substrato CDNB néo indicam ocorréncia

de um platd (Figura 8-5B).
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Figura 8-5 - A) Curvas cinéticas de atividade GST em tecido hepatico de Caretta caretta e
Lepidochelys olivacea construidas com concentra¢des crescentes do substrato
enzimatico glutationa reduzida (GSH). Condi¢6es do ensaio: CDNB 1 mM, tampao
fosfato de potassio (0, 1 M, pH 7,0), 30°C. B) Curvas cinéticas de atividade GST
em tecido hepético de C. caretta e L. olivacea construidas com concentracfes
crescentes do substrato enzimatico 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB).
Condicdes do ensaio: GSH 2,5 mM, tampéao fosfato de potassio (0,1 M, pH 7,0),
30°C. Kmapp e Vmax obtidos por meio de regressdao ndo linear dos dados
ajustados ao modelo de Michaelis-Menten.

Para S. leucogaster, C. borealis e S. guianensis, as curvas cinéticas de atividade
GST hepatico em funcdo do substrato GSH também mostraram visualmente um plat6é
em torno de 2 mM (Figura 8-6A). Por outro lado, similarmente ao observado para
queldnios, as curvas cinéticas de atividade GST em func&o do substrato CDNB para
S. leucogaster, C. borealis e S. guianensis (Figura 8-6B) ndo sugerem um platd,

indicando que a concentragcdo méxima utilizada ainda ndo seria saturante.
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Figura 8-6 A) Curvas cinéticas de atividade GST em tecido hepatico de Calonectris borealis,
Sula leucogaster e Sotalia guianensis construidas com concentracdes crescentes
do substrato enzimatico glutationa reduzida (GSH). Condi¢bes do ensaio: CDNB
1 mM, tampao fosfato de potassio (0,1 M, pH 7,0), 37°C. B) Curvas cinéticas de
atividade GST em tecido hepatico de C. borealis, S. leucogaster e S. guianensis
construidas com concentracfes crescentes do substrato enzimatico 1-cloro-2,4-
dinitrobenzeno (CDNB). Condi¢Ges do ensaio: GSH 2 mM (C. borealis), 2,5 mM
(S. leucogaster e S. guianensis), tampao fosfato de potassio (0,1 M, pH 7,0), 37°C.
Kmapp e Vmax obtidos por meio de regressao nao linear dos dados ajustados ao
modelo de Michaelis-Menten.

Os valores de Kmapp e Vmax obtidos por meio de regressao nao linear dos
dados ajustados ao modelo de Michaelis-Menten para o substrato GSH sé&o

apresentados na Tabela 8-3.
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Tabela 8-3 - Valores de Kmapp e Vmax para o substrato glutationa reduzida (GSH) utilizado
no ensaio de atividade glutationa S-transferase (GST) em tecido hepatico de
Calonectris borealis, Sula leucogaster, Caretta caretta, Lepidochelys olivacea, e
Sotalia guianensis.

Cinética enzimatica — GST (substrato GSH)

Espécie Kmapp (mM) Vmax (U/mg proteina)
Calonectris borealis 0,3459 0,3342
Sula leucogaster 0,4510 0,4179
Caretta caretta 0,3495 0,8355
Lepidochelys olivacea 0,2878 0,9133
Sotalia guianensis 0,4722 0,9502

Os valores de Kmapp e Vmax obtidos por meio de regressao néo linear dos
dados ajustados ao modelo de Michaelis-Menten para o substrato CDNB sé&o

apresentados na Tabela 8-4.

Tabela 8-4 - Valores de Kmapp e Vmax para o substrato 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB)
utilizado no ensaio de atividade glutationa S-transferase (GST) em tecido hepatico
de Calonectris borealis, Sula leucogaster, Caretta caretta, Lepidochelys olivacea,
e Sotalia guianensis.

Cinética enzimatica — GST (substrato CDNB)

Espécie Kmapp (mM) Vmax (U/mg proteina)
Calonectris borealis 0,8600 0,4648
Sula leucogaster 0,6791 0,6083
Caretta caretta 1,4360 1,5170
Lepidochelys olivacea 1,4470 1,5230
Sotalia guianensis 0,8330 1,5700

Para enzimas que se ajustam ao modelo de Michaelis-Menten, concentracdes
Otimas para o ensaio enzimatico podem ser estimadas a partir dos Km aparentes
(Kmapp) obtidos para ambas as curvas cinéticas. Wilkinson (1971) recomenda que
para o estabelecimento de condi¢des de ensaio enzimatico, o substrato seja utilizado
em concentracfes de cinco a dez vezes o valor de Km.

Com base nessas diretrizes, na avaliacao grafica e nos valores de Km estimados
nesse estudo, sugere-se a utilizacdo do substrato GSH em concentragdes de 2 mM
para C. borealis e 2,5 mM para S. leucogaster, S. guianensis, C. caretta e L. olivacea.

Em relacdo ao substrato CDNB, a concentracéo final de etanol necessaria para
solubilizar o reagente CDNB e atingir a concentracéo requerida de substrato seria

maior que 7,5% de etanol. Essa concentracdo € superior aos 5% de etanol utilizado
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nos ensaios de Keen, Habig e Jakoby (1976) e Habig e Jakoby (1981) e poderia inibir
a propria atividade GST. Dessa forma, para todas as espécies avaliadas, a
concentracdo de CDNB sugerida para os ensaios € a maxima possivel, de 2,5 mM.

Além da determinacéo das concentracdes ideais de substratos, 0s ensaios aqui
descritos também permitiram determinar os limites de deteccao tedrico e operacional
do método, bem como avaliar os valores de precisao intra e entre ensaios.

Com base nas oito réplicas técnicas do branco, foi possivel determinar o limite
de deteccéo tedrico do ensaio de atividade GST para C. borealis, S. leucogaster, C.
caretta, L. olivacea e S. guianensis. Esse limite de deteccao tedrico indica que
qualquer valor abaixo do limite de deteccdo tedrico pode ser confundido
tecnicamente com o branco de reacao (Tabela 8-5).

Tabela 8-5 - Valores de deteccdo tedrico (MABS/min), intervalo de quantificacdo
(mABS/min) e valor de precisdo intra-ensaio (repetibilidade) e entre ensaios
(reprodutibilidade) para as espécies Calonectris borealis, Sula leucogaster,
Caretta caretta, Lepidochelys olivacea e Sotalia guianensis.

Limites de detecgdo — GST

Eopécic Limite tedrico Q:L‘;f]rt‘l’f‘:::‘;g:o Repetibilidade ~ Reprodutibilidade
(mABS/min) (mABS/min) (%) (%)
Calonectris borealis 136,85 145,28 - 793,34 96,39 90,54
Sula leucogaster 183,41 195,07 - 940,05 95,62 87,62
Caretta caretta 157,79 297,26 — 1939,29 97,11 88,34
Lepidochelys olivacea 156,87 163,41 - 1969,83 95,88 88,40
Sotalia guianensis 183,41 208,20 — 751,49 94,87 90,32
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O ensaio com massa crescente de proteina mostrou a existéncia de relacao

linear entre 2,5 e 40 ug de proteinas totais (r* = 0,98) para C. caretta (Figura 8-7 A)

e entre 0,625 e 40 ug de proteinas totais (r* = 0,98) para L. olivacea (Figura 8-7 B).

Para aves e mamiferos, o ensaio com massa crescente de proteina mostrou a

existéncia de relagdo linear entre 0,625 e 40 ug de proteinas totais (r> = 0,99) para

C. borealis (Figura 8-7 C), entre 1,25 e 40 ug de proteinas totais (r>= 0,99) para S.

leucogaster (Figura 8-7 D) e entre 0,625 e 10 ug de proteinas totais (r> = 0,99) para

S. guianensis (Figura 8-7 E).
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Figura 8-7 Relacdo entre a absorbancia por minuto (mABS/min) em decorréncia da
formagédo do conjugado GS-DNB e a massa de proteinas totais (ug) de tecido
hepético de A) Caretta caretta, B) Lepidochelys olivacea, C) Calonectris borealis,
D) Sula leucogaster e E) Sotalia guianensis. Linha sdlida representa regressao
linear, com intervalo de confianga (95%) representado por linhas pontilhadas
azuis.

Com base nos resultados obtidos nos ensaios descritos acima, foram propostos
limites tedricos e operacionais de quantificacdo (Tabela 8-6). Além do
estabelecimento dos limites de deteccdo tedricos e operacionais, 0S ensaios
desenvolvidos permitiram identificar os valores de precisdao intra-ensaio
(repetibilidade) e os valores de precisédo entre ensaios (reprodutibilidade) (Tabela
8-6). Em geral, estudos hematoldgicos e imunoldgicos consideram valores de
precisao intra-ensaio acima de 90% e entre ensaios acima de 85% satisfatorios
(COZMA et al., 2015). Assim, os valores de precisdo obtidos para os ensaios de
atividade GST em tecido hepatico de C. borealis, S. leucogaster C. caretta, L.
olivacea e S. guianensis foram considerados satisfatérios.

Com base nas etapas e resultados de padronizacdo descritas acima, as
condices finais de ensaio para a determinacao de atividade GST em tecido hepatico
de C. borealis, S. leucogaster C. caretta, L. olivacea e S. guianensis sao

apresentadas na Tabela 8-6.

Tabela 8-6 Condi¢des Otimas de ensaio para determinacao de atividade GST em tecido
hepatico de Calonectris borealis, Sula leucogaster, Caretta caretta, Lepidochelys
olivacea e Sotalia guianensis.

Condigoes finais de ensaio — GST

Espécie Tampéo GSH (mM) CDNB (mM)

Massa proteina Temperatura

o o (ug) (°c)

oredrs | Fololnise g0 s : o

Sula leucogaster FosgitoMﬁEIO;?SSio 2,5 2,5 10 37

Caretta carefta FosgﬁtoM(ﬁﬂo;?gsio 2,5 2,5 10 30

ol oo s g L g

o, oo a1 s v
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Padronizacao do ensaio para quantificacao da atividade
etoxiresorufina o-deetilase em tecido hepatico de tetrapodes
marinhos

Homogeneizacdo das amostras

Amostras de 100 mg de tecido hepatico de C. borealis, S. leucogaster, C. caretta,
L. olivacea e S. guianensis foram homogeneizados. A fracdo microssomal (MIC) foi

utilizada para a analise de atividade EROD.

Determinacao de proteinas totais

A determinacdo da concentracdo de proteinas na fracdo MIC das amostras foi

realizada por meio do método de Bradford (BRADFORD, 1976).

Determinagao das condigOes de ensaio da atividade etoxiresorufina o-
deetilase

A determinacdo de atividade EROD foi realizada no espectrofluorimetro
SpectraMax® M5 (Molecular Devices®), utilizando microplacas pretas (Perkin Elmer).
Resumidamente, o pool de amostras de cada espécie foi incubado com 140 uL de
7- etoxiresorufina (7-ER) por 10 min a 30°C para C. caretta e L. olivacea e a 37°C
para C. borealis, S. leucogaster e S. guianensis (WHITE et al., 1994; CHANG,;
WAXMAN, 2006; WANWIMOLRUK; WANWIMOLRUK, 2006). Apés a incubacéo, 40
puL de NADPH foram adicionados em cada pocgo para iniciar a reacédo. O protocolo
foi adaptado de Burke e Mayer (1974). O par de excitacdo e emissao (ex/em) foi
ajustado para 530nm/585nm com filtro (cutoff) em 550 nm e fotomultiplicador
ajustado no nivel alto (High) para C. caretta e L. olivacea e no nivel intermediario
(medium) para C. borealis, S. leucogaster e S. guianensis para otimizar a detec¢éo
de resorufina. A reacao foi monitorada por até 20 min e o coeficiente angular da reta

RFU.min! foi utilizado para o célculo da atividade enzimatica.
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Para a determinacao dos parametros Vmax e Kmapp relativo ao substrato 7-ER,
foram realizados ensaios de atividade EROD com concentragao fixa de NADPH (1
mM) e concentracdes crescentes de 7-ER (0,015625; 0,03125; 0,0625; 0,125; 0,25;
0,5; 1;2;4;8e 16 uM — para C. caretta e L. olivacea; 0,003906; 0,007813; 0,015625;
0,03125; 0,0625; 0,125; 0,25; 0,5; 1; 2; 4; e 8 uM — para C. borealis, S. leucogaster
e S. guianensis). A curva de cinética enzimatica foi avaliada por meio de regresséo
nao linear com as equacdes de Michaelis-Menten e do modelo de inibicdo por
substrato, usando o programa GraphPad Prism 9.4.

Para avaliar o efeito da coenzima NADPH, foram utilizadas concentragdes fixas
de 7-ER, determinadas a partir dos resultados de calculos de cinética enzimética da
curva de 7-ER (C. caretta [2 uM], L. olivacea [2,5 uM], C. borealis [2,5 uM], S.
leucogaster [1,25 pM] e S. guianensis [0,85 pM]) e concentracdes crescentes de
NADPH (0,25; 0,5; 1; 2 e 4 mM).

Uma curva padrao com resorufina foi utilizada para converter a fluorescéncia
(RFU) em picomoles de resorufina. A atividade foi expressa em picomoles de
resorufina formada por minuto por massa de proteina (pmol.min-t.mgprt!), usando a

seguinte férmula:

_ (RFUxmin~)x(coef resorufina)

Atividade EROD =

mg proteina

Estabelecimento do limite de deteccéo e do intervalo 6timo de quantificacéo
para ensaio de atividade etoxiresorufina o-deetilase
1) Estabelecimento do limite de detecc¢éo tedrico
O limite de deteccdo tedrico das condi¢des de ensaio para tecido hepatico de
C. borealis, S. leucogaster, C. caretta, L. olivacea e S. guianensis foi estabelecido
com base nos valores dos brancos, conforme descrito por Gagné (2014). Segundo
o autor, o limite de deteccao tedrico pode ser calculado como o valor médio dos

brancos somado a duas vezes o desvio padréo.
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O valor médio de brancos foi calculado com base em uma octuplicata de brancos
com tampao de microssoma, submetidas as condiges 6timas de ensaio definidas a
partir dos experimentos descritos na seg¢ao anterior e seguindo a metodologia
previamente descrita. A formacao do produto resorufina foi acompanhada durante
60 min no espectrofotémetro (SpectraMax® M5, Molecular Devices®) e a leitura foi
feita a 30°C para C. caretta e L. olivacea e 37°C para C. borealis, S. leucogaster e
S. guianensis. O calculo de média e desvio padréo foi realizado com base nos

valores de mRFU.min1.

2) Estabelecimento do intervalo 6timo de quantificacdo do método

Além da determinacéo do limite de deteccdao tedrico, foi realizado um ensaio
de atividade EROD com concentracdes crescentes de amostras, abrangendo um
intervalo de 20 a 150 pg de proteinas microssomais para C. caretta e L. olivacea, de
1,25 a 80 ug de proteinas microssomais para as espécies S. leucogaster e S.
guianensis e de 5 a 100 ug de proteinas microssomais para C. borealis sob as
condicdes de ensaio padronizadas previamente. Essa ndo é propriamente uma curva
de calibragéo, pois a massa enddgena de CYP1A na amostra de proteinas totais do
figado ndo é conhecida (i.e. ndo ha padrao puro). Entretanto, a variacao do sinal da
EROD (mRFU.mint) é proporcional a massa de proteinas totais, pois o CYP1A é
uma proteina. A vantagem do uso dessa matriz complexa € incluir na avaliagdo da
metodologia o efeito da matriz.

Esse ensaio permite determinar o limite de deteccdo operacional da
metodologia a ser utilizado em futuras analises. O limite de deteccdo operacional
da metodologia € baseado na relacéo linear entre o sinal do biomarcador e a massa
de proteinas. Mais especificamente, a ruptura da linearidade no limite inferior da reta,
mas acima do limite de deteccao tedrico, mostra o limite de deteccéao operacional
da metodologia e a ruptura da linearidade no limite superior da reta indica o limite
superior de quantificagcdo. Entre esses dois limites esta o intervalo 6timo de
quantificacdo, em que a relacdo mRFU.min! varia linearmente com a massa de
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proteinas da amostra. Portanto, nesse ensaio € avaliada a linearidade da relacdo
entre a massa de proteinas e os valores de mRFU.min! por meio de uma andlise de
regresséo linear. Os valores de mRFU.min* abaixo do limite de deteccédo operacional
da metodologia e acima do limite superior de quantificacdo ndo devem representar
fielmente valores de atividade das amostras avaliadas. Desta forma, analises futuras
devem considerar apenas valores de mRFU.min"! entre esses dois limites (GAGNE,
2014). O critério de linearidade foi o parametro r? acima de 0,97. Na regresséo linear,
0s pontos que implicavam desvio da linearidade para abaixo de 0,97 foram excluidos
do intervalo 6timo de quantificacéo.

Tais limites estabelecidos sdo validos para futuras analises na mesma matriz
tecidual e sob as mesmas condicbes de ensaio. Desta forma, valores de
fluorescéncia que se situarem dentro do intervalo 6timo de quantificacdo e acima do

limite de deteccéo serdo considerados adequados.

Avaliacado dos valores de precisdo do método para o ensaio de atividade
etoxiresorufina o-deetilase

A obtencdo de dados confiaveis requer uma robustez do método utilizado,
independentemente do momento de analise (GAGNE, 2014). Portanto, para avaliar
a robustez dos métodos de ensaio de determinacao da atividade EROD em tecido
hepético de C. borealis, S. leucogaster, C. caretta, L. olivacea e S. guianensis foram
utilizados valores de precisdo intra-ensaio (repetibilidade) e entre ensaios
(reprodutibilidade). Para o calculo da precisdo da repetibilidade, os testes foram
realizados com o pool das fracdes microssomais obtido apés a homogeneizacdo
individual das amostras.

Para estabelecimento dos valores da precisdo da repetibilidade do ensaio
EROD foram analisados os valores de fluorescéncia de oito réplicas técnicas de um
mesmo pool de amostras. Esses ensaios permitem avaliar o erro embutido na analise
de uma amostra, decorrente de procedimentos de manipulacdo das amostras e
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pipetagem durante o ensaio. O ensaio foi realizado seguindo as condicdes ja
determinadas para a espécie e 0s protocolos padronizados.

Para o calculo da precisdo da reprodutibilidade do ensaio, foram realizados
oito experimentos distintos com reagentes pesados de forma independente e meios
de reacdo preparados separadamente, sempre seguindo as condicdes e
procedimentos previamente padronizados para cada espécie. Esses ensaios
representam, hipoteticamente, a realizacao de analises em momentos diferentes do
presente trabalho e permitem avaliar um potencial erro embutido no procedimento
de pesagem e preparacdo de reagentes, além de diferencas na calibracdo dos
equipamentos.

O valor de preciséo foi calculado de acordo com Gagné (2014), utilizando a
férmula abaixo:

P =100 — [(dp/md)*100)]

Sendo,

P = valor de precisdo do método

dp = desvio padréo

md = média aritmética

Resultados e discussao da padronizacdo do método para o ensaio de
atividade etoxiresorufina o-deetilase

A Figura 8-8 apresenta a curva cinética de atividade EROD em funcao do
substrato 7-ER para as cinco espécies padronizadas. Para C. caretta, é possivel
observar uma diminuicao da atividade da enzima em concentragoes de 7-ER acima
de 2 uyM (Figura 8-8A). Embora o modelo de Michaelis-Menten seja amplamente
utilizado para estudos de cinética enzimatica, o resultado da cinética de atividade
EROD em C. caretta se ajustou melhor ao modelo de inibicdo por substrato.
Similarmente, o resultado da cinética de atividade EROD em L. olivacea também se
ajustou melhor ao modelo de inibicdo por substrato, embora a diminuicdo da
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atividade EROD em concentracdes altas de 7-ER nao seja tdo evidente (Figura
8-8B).

Para C. borealis, S. leucogaster e S. guianensis, é possivel observar uma
diminuicdo da atividade da enzima em concentracdes de 7-ER acima de 2 yM, sendo
o modelo de inibicdo por substrato também mais apropriado para descrever a
cinética enzimatica nestas trés espécies (Figura 8-8C, D, E).

O calculo da concentracdo otima para substratos que se ajustaram ao modelo
de inibicAo por substrato utiliza a formula vVKm x Ki, embora também sejam
utilizadas analises empiricas através da visualizacdo grafica. Com base na formula
citada anteriormente, a concentracdo Otima de 7-ER para ensaios futuros de
atividade EROD é de: C. caretta - 2,65 uM, L. olivacea - 5,5 uM, C. borealis - 2,5 uM,
S. leucogaster - 1,25 yM e S. guianensis - 0,85 pM.

No entanto, para C. caretta, a partir de 2 yM ja ndo ha um incremento na
atividade com o aumento de substrato. Assim, para evitar utilizar uma concentracéo
de 7-ER muito préxima do ponto de inversédo, em que comeca a ocorrer inibicdo por
substrato, optou-se por estabelecer a concentragao de 2 uM para futuros ensaios de
atividade EROD em C. caretta. De maneira similar, em L. olivacea, ndo ha um
incremento na atividade apds a concentragéo de 2,5 uM, optando-se por estabelecer

2,5 UM para futuros ensaios de atividade EROD nessa espécie.
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Figura 8-8 (A) Curva cinética de atividade EROD em tecido hepatico de A) Caretta caretta,
B) Lepidochelys olivacea, C) Calonectris borealis, D) Sula leucogaster e E) Sotalia
guianensis construida com concentracdes crescentes do substrato 7-
etoxiresorufina (7-ER), sendo Kmapp e Vmax obtidos por meio de regressao ndo
linear dos dados ajustados ao modelo de inibicdo por substrato. A Vmax calculada

pelo programa é a Vmax estimada na auséncia de inibicdo por substrato.

No ensaio com concentragdes crescentes de NADPH, os resultados mostraram

gue nao houve diferenca significativa nos valores de atividade EROD hepatica de C.

caretta, L. olivacea, C. borealis e S. guianensis (Figura 8-9). Para S. leucogaster,

houve uma reducdo significativa no valor médio de atividade EROD quando foi
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utilizado 2 mM de NADPH em comparacdo com a atividade média no ensaio com

0,25 mM.
Figura 8-9 Efeito de diferentes concentragdes de NADPH na atividade EROD em tecido
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hepéatico de (A) Caretta caretta, (B) Lepidochelys olivacea, (C) Calonectris
borealis, (D) Sula leucogaster e (E) Sotalia guianensis. Média + DP calculados
com base em réplicas técnicas.

Com base nestes resultados, sugere-se a utilizacdo de NADPH em
concentragéo final de 0,5 mM nos ensaios futuros de quantificacdo de atividade
EROD em tecido hepético de C. borealis, S. leucogaster, C. caretta, L. olivacea e S.
guianensis, evitando assim a utilizacdo das concentragcdes extremas (0,25 mM e 2
mM) e otimizando a quantidade de reagente utilizado.

Relatério Técnico Anual Integrado PMP-BS: 2023 (Volume 3) 427‘%_'42

PUBLICA



Revisao 00
Janeiro/2025

I-’“I PETROBRAS

BIOMARCADORES

Além da determinacdo das concentracdes ideais de substratos, foram
determinados os limites de deteccao tedrico e operacional da técnica, bem como os
valores de precisdo intra e entre ensaios. A partir das oito réplicas técnicas do
branco, foi possivel determinar o limite de deteccéo tedrico do ensaio de atividade
EROD em tecido hepético das cinco espécies (Tabela 8-7). Esse limite de deteccéo
tedrico indica que qualquer valor abaixo do estimado pelo limite pode ser confundido

tecnicamente com o branco de reacéao.

Tabela 8-7 Valores de deteccdo tedrico (mMRFU/mim), intervalo de quantificacéo
(mRFU/mim) e valor de precisdo intra-ensaio (repetibilidade) e entre ensaios
(reprodutibilidade) do ensaio EROD em tecido hepatico de Calonectris borealis,
Sula leucogaster, Caretta caretta, Lepidochelys olivacea e Sotalia guianensis.

Limites de detecgdo — EROD

. L. Intervalo de i
Espécie Limite teor_lco quantificagdo Repetibilidade (%) Repmdlf,t'b'"dade
(mRFU/min) (mRFU/min) (%)
Calonectris borealis 51,77 104,41 - 2.892,58 93,22 94,35
Sula leucogaster 38,06 116,12 - 14.559,25 90,88 92,78
Caretta caretta 189,16 257,18 — 544,27 96,45 96,94
Lepidochelys 183,59 272,96 — 994 41 91,41 94,54
olivacea
Sotalia quianensis 26,57 513,80 — 3.988,96 94,90 96,37

Além da definicdo do limite tedrico, o ensaio com massa crescente de proteina
mostrou a existéncia de relacdo linear entre a carga de proteinas e valor de
mRFU/min entre 20 e 150 ug de proteinas microssomais para C. caretta e L. olivacea
(r>= 0,98 e 0,99, respectivamente), entre 10 e 100 ug (r>= 0,99) para C. borealis,
entre 2,5 e 80 ug (r?=0,99) para S. leucogaster, e entre 10 e 80 ug de proteinas (r?
=0,99) para S. guianensis (Figura 8-10).

No entanto, para C. caretta e L. olivacea os valores de mRFU/min abaixo de 40
Mg de proteinas foram menores que o limite de detecg¢ao tedrico. Com base nos
resultados descritos acima, foram definidos os limites de quantificagcdo em

mRFU/min para cada uma das espécies (Tabela 8-7).
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Figura 8-10 Relacdo entre a fluorescéncia por minuto (mMRFU/min) em decorréncia da
formagédo da resorufina e a massa de proteinas microssomais (ug) de tecido
hepéatico de (A) Caretta caretta, (B) Lepidochelys olivacea, (C) Calonectris
borealis, (D) Sula leucogaster e (E) Sotalia guianensis. Linha sélida representa
regressdo linear, com intervalo de confianca (95%) representado por linhas

pontilhadas azuis.
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Além do estabelecimento dos limites de deteccdo tedricos e operacionais,
também foi possivel determinar os valores de precisdo intra-ensaio (repetibilidade)
nas trés espécies analisadas (Tabela 8-7). Em geral, estudos hematologicos e
imunolégicos consideram satisfatérios valores de precisdo intra-ensaio acima de
90% e entre ensaios acima de 85% (COZMA et al., 2015). Dessa forma, os valores
de precisdo obtidos para os ensaios de atividade EROD em tecido hepatico de C.
borealis, S. leucogaster, C. caretta, L. olivacea e S. guianensis foram considerados
satisfatorios.

Com base nas etapas e resultados de padronizagcédo descritas anteriormente, as
condi¢cbes finais de ensaio para a quantificacdo de atividade EROD em tecido
hepatico de C. borealis, S. leucogaster, C. caretta, L. olivacea e S. guianensis sao

apresentadas na Tabela 8-8.

Tabela 8-8 Condi¢gbes 6timas de ensaio para quantificacdo de atividade EROD em tecido
hepatico de Calonectris borealis, Sula leucogaster, Caretta caretta, Lepidochelys
olivacea e Sotalia guianensis.

Condigoes finais de ensaio EROD

Massa proteina Temperatura

Espécie Tampéo NADPH (mM) 7-ER (uM) (M9) (°C)
Choredls. GiMpHTa 08 230 0 7
Sula leucogaster Trg‘fﬁﬂmm ;',ZC' 05 125 20 37
Caretta caretta Trgs’ 15 g\)ﬂmsl/l-l ’7\] iCl 0,5 2 100 30
Coheces . OtpHrs 08 280 100 ¥
woews_Cipte % ® i

Padronizacdo do ensaio para imunodeteccado de cyplaem
tecido hepatico de tetrapodes marinhos

A imunodeteccéo da proteina CYP1A, através da técnica de Western blotting, é
considerada um importante biomarcador de exposicdo a HPAs e outros
contaminantes organicos, sendo comumente avaliada em diversos organismos
marinhos (BACHMAN et al., 2015; WILSON et al., 2007). O método se baseia na
imobilizagdo da amostra em uma membrana de nitrocelulose seguida da formacé&o
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de um complexo antigeno-anticorpo especifico para a proteina que se deseja
quantificar (CYP1A). Neste projeto, a deteccdo do complexo antigeno-anticorpo
especifico € realizada por quimioluminescéncia, cujo procedimento seguiu as
instrucdes do sistema V3 Western Workflow (Bio-Rad).

A padronizacdo do meétodo foi realizada em trés etapas principais.
Primeiramente, foi avaliada a reatividade dos anticorpos disponiveis no LABCAI,
UFSC, ja utilizados com sucesso para L. dominicanus e P. puffinus, com as proteinas
CYP1A de C. borealis e S. leucogaster. Da mesma forma, foi testada a reatividade
dos anticorpos em tecido hepético de S. guianensis, utilizando-se 0s mesmos
anticorpos empregados para a imunodeteccao de CYP1A em tecido tegumentar de
cetaceos amostrados no ambito do Projeto de Monitoramento de Cetaceos da Bacia
de Santos (PMC-BS).

Em uma segunda etapa, os anticorpos suficientemente reativos foram utilizados
para estabelecer a massa ideal de proteina microssomal em futuros ensaios. Por fim,
foram testadas combinac¢Bes variadas de concentracfes dos anticorpos primario e
secundéario para otimizar as concentracfes ideais de cada anticorpo a serem
utilizadas nos ensaios futuros.

Os procedimentos detalhados da padronizacdo do método de imunodeteccéo de
CYP1A em tecido hepéatico de C. borealis, S. leucogaster e S. guianensis séo

apresentados nas sec¢fes seguintes.

Homogeneizacdo das amostras

Para padronizacdo da técnica de Western blotting foram utilizadas fracoes
microssomais, obtidas conforme procedimento apresentado. A fragao MIC obtida de
cada individuo foi utilizada para a formag¢do de um pool, que foi utilizado para as

analises de imunodeteccdo de CYP1A.
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Determinacao de proteinas totais

A determinacgéo da concentragdo de proteinas na fracdo MIC dos pools de C.
borealis, S. leucogaster e S. guianensis foi realizada por meio do método de Bradford

(BRADFORD, 1976), seguindo o procedimento.

Teste de reatividade de anticorpos primarios

A quantificacdo dos niveis de CYP1A em tecido hepatico de C. borealis, S.
leucogaster e S. guianensis foi realizada pela técnica de Western blotting.

Resumidamente, o procedimento da técnica é dividido em quatro etapas: 1)
separacdo de proteinas através de eletroforese desnaturante em gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE); 2) transferéncia das proteinas para uma membrana de
nitrocelulose (blotting); 3) incubacdo da membrana com os anticorpos primario e
secundario (imunodeteccédo); e 4) revelacdo e fotodocumentacdo da membrana,
evidenciando a proteina de interesse.

Para o teste de reatividade de anticorpos primarios, inicialmente, 20 ug de
proteinas microssomais do pool de amostras de C. borealis e S. leucogaster, e 10
png de proteinas microssomais do pool de amostras de S. guianensis, foram
submetidas a eletroforese, realizada em voltagem constante de 300 V por 30 min ou
até que as amostras atingissem o final do gel. Um marcador de peso molecular (Full-
Range Rainbow™, Amersham) foi incluido em cada corrida para a determinacdo do
peso molecular das bandas proteicas das amostras. As membranas foram
bloqueadas overnight (~15 h) em solucéo de bloqueio.

Apoés a lavagem das membranas, as mesmas foram incubadas por 90 min (C.
borealis e S. leucogaster) com o anticorpo primario anti-CYP1A de peixe produzido
em coelho (CAYMAN Chemical®, cédigo CP-226) diluido em 1:5.000 ou 60 min (S.
guianensis) com o anticorpo primario anti-CYP1A de camundongo produzido em

cabra (Abcam, cédigo ab126887) na concentragéao de 0,15 pg/mL.
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90 min (C. borealis e S. leucogaster) ou 60 min (S. guianensis) com 0 anticorpo
secundario anti-coelho (Amersham®, coédigo RPN2108) diluido na proporcéo
1:25.000 ou com o anticorpo secundario anti-cabra (Abcam, cédigo 205723) na
concentracdo de 0,1 pg/mL, respectivamente.

A deteccdo das proteinas foi realizada pelo método de quimioluminescéncia, no
qual as membranas incubadas com o anticorpo secundario foram expostas a uma

solucéo do kit comercial Clarity Max™ Western ECL Substrate (Bio-Rad®).

Determinagcdo da massa de proteinas a ser utilizada no ensaio

Para determinacdo da massa de proteinas microssomais para deteccdo de
CYP1A em tecido hepéatico das aves marinhas e de S. guianensis, foram testadas
concentracfes crescentes de proteinas totais variando de 2,5 a 60 pg.

O procedimento foi realizado de acordo com o descrito no item 111.3.3, utilizando
0S Mesmos anticorpos nas mesmas concentragdes, uma vez que estas condigdes
se mostraram apropriadas para deteccdo de CYP1A em C. borealis, S. leucogaster

e S. guianensis.

Determinacdo das concentracdes 6timas de anticorpos primario e secundario

Para determinacdo das concentracdes Otimas para 0s anticorpos primario e
secundéario, foram testadas nove combina¢des de concentracdes, de acordo com as

Tabela 8-9 e Tabela 8-10.

Tabela 8-9 - Resumo das combinacfes de concentracdes de anticorpos primario e
secundario testadas para imunodeteccdo de CYP1A em tecido hepatico de
Calonectris borealis e Sula leucogaster.

Combinagoes de anticorpos primario e secundario

[ ] Anticorpo primario [ 1 Anticorpo secundario

N° da combinag&o (CAYMAN Chemical®, cédigo CP- (anti-coelho; Amersham®,
226) RPN2108)
1 1:5.000 1:12.500
2 1:5.000 1:25.000
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3 1:5.000 1:50.000
4 1:7.500 1:12.500
5 1:7.500 1:25.000
6 1:7.500 1:50.000
7 1:10.000 1:12.500
8 1:10.000 1:25.000
9 1:10.000 1:50.000

Tabela 8-10 - Resumo das combinacdes de concentracdes de anticorpos primario e
secundario testadas para imunodeteccao de CYP1A em tecido hepético de Sotalia

guianensis.
Combinagdes de anticorpos primario e secundario
[] Anticorpo primario [ 1 Anticorpo secundario
N° da combinag&o - (anti-cabra; Abcam, cédigo
(Abcam, cédigo ab126887) 205723)
1 0,30 pg/mL 0,20 pg/mL
2 0,30 pg/mL 0,10 pg/mL
3 0,30 pg/mL 0,05 pg/mL
4 0,15 pg/mL 0,20 pg/mL
5 0,15 pg/mL 0,10 pg/mL
6 0,15 pg/mL 0,05 pg/mL
7 0,05 pg/mL 0,20 pg/mL
8 0,05 pg/mL 0,10 pg/mL
9 0,05 pg/mL 0,05 pg/mL

O procedimento foi realizado de acordo com o descrito no item 8.4.3, utilizando
a concentracdo de proteina ideal para cada espécie, determinada de acordo com o

procedimento apresentado na secéo 8.4.4.

Resultados e discussao da padronizacdo do método para a deteccéo de
imunodeteccdo de cypla em tetrapodes marinhos

Na primeira etapa de padronizacao foi realizado o teste de reatividade dos
anticorpos primarios anti-CYP1A, cddigos CP-226 (CAYMAN Chemical®) e
ab126887 (Abcam). O teste evidenciou que esses anticorpos primarios também séo
capazes de detectar com consideravel especificidade duas bandas proteicas nas
amostras de S. leucogaster, C. borealis e S. guianensis, sendo a banda inferior

considerada a banda referente ao CYP1A (Figura 8-11).
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S. leucogaster C. borealis S. quianensis 1

Figura 8-11- Imunodeteccdo de CYP1lA em tecido hepético de Sula leucogaster e
Calonectris borealis, utilizando anticorpo primario CP-226 (CAYMAN Chemical®)
e tecido hepatico de Sotalia guianensis, utilizando anticorpo primario ab126887
(Abcam).

Considerando que os dois anticorpos reagiram de maneira satisfatéria com a
proteina de interesse (CYP1A), ambos foram utilizados nas mesmas condi¢des na
segunda etapa de padronizagcdo, que envolveu a determinacdo de carga ideal de
proteinas a ser utilizada nos futuros ensaios.

Para tal, foi primeiramente avaliada a linearidade da relacdo entre o sinal
quimioluminescente e a concentracdo de proteina utilizada. Para S. leucogaster, foi
detectado ao menos uma banda nas cargas proteicas testadas, com detecc¢éo de
uma segunda banda menos reativa quando foi utilizado 10 ug de proteina ou mais
(Figura 8-12). Na analise da razao entre os valores de sinal quimioluminescente e a
carga proteica utilizada, observou-se um aumento linear do sinal até a massa de 20
ug (r2=0,9852, Figura 8-13C). Acima de 20 ug de proteina, com a inclusédo de cargas
proteicas mais elevadas no grafico, observa-se uma curvatura progressiva da reta
(r>=0,9735 até 0,9615), indicando uma saturacdo do sinal quimioluminescente
(Figura 8-13A, B). Desta forma, ndo é recomendada a utilizacdo de concentracdes

proteicas superiores a 20 pg para imunodeteccdo de CYP1A em S. leucogaster.
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Figura 8-12 Imunodeteccédo de CYP1A em tecido hepatico de Sula leucogaster utilizando
cargas proteicas crescentes, de 2,5 a 60 pg. Banda de interesse sinalizada com
uma seta azul.

Adicionalmente, foi possivel observar que a relacdo entre o sinal da banda
quimoluminescente (CYP1A) e o sinal fluorescente na coluna (lane), que indica a
quantidade de proteina presente, manteve-se estavel (em torno de 0,7-0,8) quando
foram utilizadas de 5 a 30 pug de proteinas microssomais (Figura 8-13 D). Esse
resultado indica que a utilizacdo de massas proteicas dentro dessa faixa permite a
correta quantificacdo de CYP1A nas amostras.

Tendo em vista tais resultados, sugere-se a utilizacdo de 15 pg de proteinas

microssomais para futuros ensaios de imunodeteccdo de CYP1A em tecido
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Figura 8-13 Analises graficas do sinal quimioluminescente emitido e as concentracdes de
proteinas microssomais utilizadas no ensaio de imunodeteccdo de CYP1A em
amostras hepaticas de Sula leucogaster. A) variagdo do sinal quimioluminescente
com a massa de proteinas de 2,5 a 60 ug. B) variagao do sinal quimioluminescente
com a massa de proteinas de 2,5 a 30 ug. C) variagdo do sinal quimioluminescente
com a massa de proteinas de 2,5 a 20 pg. D) Relag&o sinal quimioluminescente
de CYP1A normalizado pelo sinal fluorescente de proteina total em relacdo a
massa nominal de proteinas aplicada no poco.

Para C. borealis, foi detectada ao menos uma banda em todas as massas

proteicas testadas (Figura 8-14). Na analise da razao entre os valores de sinal

quimioluminescente e a massa proteica, observou-se aumento linear do sinal até a

massa de 30 ug (r2 = 0,9961, Figura 8-15 C). Acima de 30 ug, observa-se uma

curvatura progressiva da reta, indicando uma saturacdo do sinal de

guimoluminescéncia (r2 = 0,9923 até 0,9743, Figura 8-15 A, B). Desta forma, néo é

recomendada a utilizacdo de massas proteicas superiores a 30 pg para

imunodeteccgéo de CYP1A em C. borealis.
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Figura 8-14 Imunodeteccdo de CYP1A em tecido hepatico de Calonectris borealis, utilizando
cargas proteicas crescentes de 2,5 a 60 pg. Banda de interesse sinalizada com
uma seta azul.

Foi possivel observar que a relacdo entre o sinal quimoluminescente e o sinal
fluorimétrico, que indica a quantidade de proteina presente na coluna da corrida
(lane), permaneceu estavel na faixa de 0,25 a 0,35 quando foram utilizadas de 15 a
50 ug de proteinas microssomais (Figura 8-15 C). Esse resultado indica que a
utilizacdo de massas de proteina dentro dessa faixa quantifica corretamente o

contetdo de CYP1A das amostras.
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Figura 8-15 - Analises gréficas do sinal quimioluminescente emitido e as cargas de proteinas
microssomais utilizadas no ensaio de imunodeteccdo de CYP1A em amostras
hepaticas de Calonectris borealis. A) variacdo do sinal quimioluminescente com a
massa de proteinas de 2,5 a 60 pg. B) variacao do sinal quimioluminescente com
a massa de proteinas de 2,5 a 40 pg. C) variacdo do sinal quimioluminescente
com a massa de proteinas de 2,5 a 30 pg. D) Relagéo sinal quimioluminescente
do CYP1A
normalizado pelo sinal fluorescente de proteina total em relagdo a massa nominal
de proteinas aplicada no poco.
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Tendo em vista tais resultados, sugere-se a utilizacdo de 25 pg de proteinas
microssomais para futuros ensaios de imunodeteccao de CYP1A em tecido hepético
de C. borealis.

Para S. guianensis, foram detectadas duas bandas nas cargas proteicas

testadas (Figura 8-16).

2,5 5 10 15 20 30 40 50

S
LAy

Figura 8-16 - Imunodetecgcdo CYP1A em tecido hepético de Sotalia guianensis utilizando
cargas proteicas crescentes, de 2,5 a 50 pg. Banda de interesse sinalizada com
uma seta azul.

Na andlise da razédo entre os valores de sinal quimioluminescente e a carga
proteica testada, observou-se um aumento linear do sinal até o ponto de 20 ug (r2 =
0,9708, Figura 8-17 C). Ap0s este ponto, observamos uma curvatura progressiva da
reta (r2=0,8859 até 0,8617) com a inclusdo de massar proteicas superiores a 20 ug,
indicando uma saturacdo do sinal quimioluminescente (Figura 8-17 A, B). Desta
forma, ndo é recomendada a utilizagdo de concentracdes proteicas superiores a 20
Mg para imunodeteccao de CYP1A em S. guianensis.

Adicionalmente, é possivel observar que a relacdo entre o sinal
guimoluminescente e o sinal fluorimétrico, que indica a quantidade de proteina
presente na coluna de corrida (lane), se manteve estavel (na faixa de 0,38-0,48)
guando foram utilizadas de 2,5 a 15 ug de proteinas microssomais (Figura 8-17 D).

Este resultado indica que a utilizacdo das demais massas de proteina poderia sub
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ou superestimar os niveis de CYP1A presentes nha amostra, uma vez que a primeira
etapa de célculo dos niveis da proteina envolve justamente a normalizacdo pelo sinal
fluorimétrico.

Tendo em vista os resultados apresentados acima, sugere-se a utilizacao de 3,5
Hg de proteinas microssomais para futuros ensaios de imunodeteccéo de CYP1A em

tecido hepatico de S. guianensis.
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Figura 8-17 - Andlises graficas do sinal quimioluminescente emitido e as cargas de proteinas
microssomais utilizadas no ensaio de imunodeteccdo de CYP1A em amostra de
tecido hepético de Sotalia guianensis. A) variagdo do sinal quimioluminescente
com a massa de proteinas de 2,5 a 50 ug. B) variacao do sinal quimioluminescente
com a massa de proteinas de 2,5 a 40 pg. C) variagdo do sinal quimioluminescente
com a massa de proteinas de 2,5 a 20 pg. D) Relag&o sinal quimioluminescente
do CYP1A normalizado pelo sinal fluorescente de proteina total em relacdo a
massa nominal de proteinas aplicada no poco.

Uma vez determinadas as cargas proteicas ideais, foram avaliadas as diferentes
concentracbes de anticorpo primario e secundario quanto a intensidade do sinal
quimioluminescente e formacdo de bandas inespecificas e a intensidade do
“background” (Figura 8-18 e Figura 8-19).

Foi observado que para ambas as espécies a membrana D (Figura 8-18)
apresentou os resultados mais satisfatérios, com menor “background” e maior nitidez

da banda especifica, sendo, portanto, sugeridas para futuros ensaios em S.
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leucogaster e C. borealis as concentracfes de 1:7.500 e 1:12.500 dos anticorpos

primério (CP-226) e secundario (RPN2108), respectivamente.
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Figura 8-18 Membranas de Western blotting com amostras de microssoma de tecido
hepético de Sula leucogaster (Su) e Calonectris borealis (Cb), incubadas com
diferentes concentrag6es de anticorpo primario (CP-226, CAYMAN Chemical) e
secundario (anti-coelho; RPN2108, Amersham).

-— —T

Para amostras de tecido hepatico de S. guianensis foi observado que as
concentracfes de anticorpo primario e secundario indicado em D (Figura 8-19)
apresentaram os resultados mais aceitaveis, com menor “background” e maior
nitidez da banda especifica. Desta forma, sdo sugeridas para futuros ensaios as
concentracbes de 0,15 e 0,20 pg/mL dos anticorpos primario (ab126887) e
secundario (ab205723), respectivamente. Conforme indicado no item 1ll.2 deste
documento, a etapa de padronizacéo de imunodeteccdo de CYP1A em S. guianensis
utilizou os mesmos anticorpos empregados em tecido tegumentar de cetaceos do
PMC-BS. Assim, a Figura 8-19 apresenta resultados de Megaptera novaeangliae para

verificagéo da eficiéncia da técnica.
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Primario: 0,3 ug/mL Primario: 0,3 ug/mL Primario: 0,3 ug/mL Primario: 0,15 pg/mL Primario: 0,15 ug/mL
Secundario: 0,2 pg/mL  Secundario: 0,1 pg/mL  Secundario: 0,05 yg/mL ~ Secundario: 0,2 pg/mL  Secundario: 0,1 ug/mL

F

CP MnSg

Primario: 0,05 pg/mL Primario: 0,05 pg/mL Primario: 0,05 pg/mL
Secundario: 0,05 ug/mL  Secundario: 0,2 ug/mL  Secundario: 0,1 pg/mL Secundario: 0,05 pg/mL

Figura 8-19 - Membranas de western blotting com amostras de microssoma de tecido
hepéatico de Sotalia guianensis (Sg) e tecido tegumentar de Megaptera
novaeangliae (Mn), incubadas com diferentes concentragbes de anticorpo
primario anti-CYP1A (Abcam, cédigo ab126887) e secundario (anti-cabra; Abcam,
cédigo ab205723). CP, controle positivo.

As condi¢des finais padronizadas do ensaio para imunodeteccdo de CYP1A em
amostras hepaticas de C. borealis, S. leucogaster e S. guianensis sao descritas na
Tabela 8-11.

Tabela 8-11 - Condi¢bes 6timas para a imunodeteccdo de CYP1A em tecido hepético de
Calonectris borealis, Sula leucogaster e Sotalia guianensis.

Condicdes de imunodetec¢io de CYP1A
Anticorpo Anticorpo Método de

Espécle primario secundario Massa proteica revelagdo Tecido
Calonectris borealis (1(;;2532) 1:12.500* 25 g Clarity Max Hepatico
Sula leucogaster (1(3;2532) 1:12.500* 15 ug Clarity Max Hepatico
Sotalia guianensis (a0b711256gg7) 0,20 pg** 3,5 Hg Clarity Max Hepatico

*Anticorpo secundario anti-lgG de coelho conjugado a enzima peroxidase (RPN2108, Amersham).
**Anticorpo secundario de
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8.4 Padronizacdo da analise de biomarcadores

moleculares

As atividades de padronizacdo de biomarcadores moleculares compreendem:
(a) o desenho e teste de iniciadores para 0s novos genes-alvo vitelogenina (VTG) e
glutationa S-transferase alfa (GSTA) em tecido hepatico de L. dominicanus, P.
puffinus e C. mydas e (b) a extracéo, limpeza e avaliagdo da qualidade do RNA total
de C. borealis, S. leucogaster, C. caretta, L. olivacea, e S. guianensis para realizacao

do sequenciamento e anotacao funcional de transcriptoma das espécies.

Desenho e teste de iniciadores para vitelogenina (VTG) e
glutationa s-transferase alfa (GSTA)

Desenho de iniciadores

Para a padronizacgéao e realizacdo da PCR quantitativa (QPCR), técnica utilizada
para a analise de biomarcadores moleculares, sdo necessarios iniciadores
especificos para a amplificacdo dos genes apresentados na Tabela 8-12.

O desenho de iniciadores foi realizado utilizando o software PrimerQuest, da
Integrated DNA  Technologies, disponivel no endereco eletrbnico
https://www.idtdna.com. Os parametros especificados para o desenho dos
iniciadores foram: tamanho do produto (amplicon) em 120 pb, tamanho do iniciador
entre 20 e 26 pb e temperatura de anelamento entre 58 e 60°C.

A fim de garantir que a amplificacéo seja restrita a fragmentos do mRNA e néo
haja amplificacdo de DNA genbémico, sempre que possivel os iniciadores foram
desenhados em exons distintos ou em regides de juncdo exonexon da sequéncia
génica, conforme sinalizadas nas sequéncias disponiveis para acesso no GenBank

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/). Este procedimento ndo pdéde ser realizado

em sequéncias oriundas do sequenciamento de transcriptomas realizado no primeiro

ciclo, pois a identificagdo de exons ndo é possivel através desta técnica.
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Todos os possiveis pares de iniciadores gerados foram testados no programa
OligoAnalyser, também da Integrated DNA Technologies, avaliando-se a forca de
formagao de dobramentos (‘hairpin’), dimeros proprios e nao-proprios e similaridade
entre temperatura de dissociacao (Tm) do iniciador senso e anti-senso. A qualidade
dos iniciadores desenhados também foi avaliada pelo programa FastPCR 6.5
(Primer Digital). Os iniciadores desenhados encontram-se sumarizados na Tabela

8-12.

Tabela 8-12 - Sequéncias de iniciadores selecionadas para amplificagdo dos genes
Vitelogenina (VTG) e Glutationa S-transferase alfa (GSTA) em tecido hepatico de
Larus dominicanus, Chelonia mydas e Puffinus puffinus.

Iniciadores — genes VTG e GSTA

Espécie Gene Iniciadores Tm(°C) %GC
Vitelogenina (VTG)* ) )
Larus dominicanus i ) )
Glutationa S- F: TTTCAGCAAGTGCCAATGGTGGAG 59,9 50,0
transferase alfa (GSTA)  R: TTCAGGTCCTTCCCGTAGAGGTTG 59,8 54,2
R: GTCAGAATCACTGTCAGGTAAG 60,1 455
F: CTCAACAACTGCCAGGATAAAG 61,2 455
Vitelogenina 2 (VTG) R: GTGCCAGCATCTGTGTATTTC 61,5 476
. F: AGAGAGAGGTTTGGCAAGAG 61,3 50,0
Chelonia mydas
R: GAGTTTGGAAGATCGAGTGAATG 61,3 435
Glutationa S- F: GGAAACCCAAACTTACCTACGCCAATG 59,6 48,1
transferase alfa (GSTA)  R; GTCAAACAGCAGGGCTCCATCTT 59,4 52,2
, ‘ F: ACCAGTGGAAGTGCTGAGAGTACAAC 60,0 50,0
Vitelogenina (VTG)
R: TTGGCTTTGGACCGTCTTGCTTTC 60,0 50,0
‘ , F: GTTGACTGTGACTGCGGGTGATG 60,0 56,5
Puffinus puffinus
Glutationa S- R: TCTGTGCTCCTGACTGCTTTCTTCTG 60,2 50,0
transferase alfa (GSTA)  F: GACCTGAAGGAGAGAGCCCTGTAATG 59,9 53,8
R: TGCTGTATCACCCTGAACCTGACTG 60,1 52,0

*Sequéncia anotada néo alinhou satisfatoriamente com sequéncias conservadas de VTG disponiveis nos bancos
de dados, ndo sendo possivel garantir que a mesma de fato represente o gene alvo especifico. Sera realizada
abordagem com técnicas de clonagem para sequenciamento deste gene especificamente.

Extracao de RNA

O protocolo de extracdo de RNA de amostras hepaticas de L. dominicanus, C.
mydas e P. puffinus foi iniciado com a homogeneizacao de fragmentos de 50 mg de
tecido de cada amostra em 1 mL de Qiazol® (Qiagen). A homogeneizacdo foi

realizada com o homogeneizador Tissue-Tearor™ (BioSpec™).
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Os fragmentos de tecidos homogeneizados em Qiazol® foram incubados a 20°C
por 30 min e, apos esse periodo de incubacgédo, foram acrescentados 0,2 mL de
cloroférmio. Os tubos contendo a mistura de Qiazol®, amostra e cloroférmio foram
agitados vigorosamente em vortex por 15 segundos, mantidos a 20°C por 3 min e
centrifugados a 14.000 xg por 30 min a 4°C.

Apoés a centrifugacdo, a fase transparente superior de cada um dos tecidos,
referente a porcéo no qual o RNA estéa presente, foi cuidadosamente transferida para
outros tubos, nos quais foram acrescentados 0,5 mL de isopropanol. O contetdo dos
tubos foi misturado por inverséo, incubado por 10 min a 20°C e centrifugado a 14.000
xg por 30 min a 4°C. Apds a centrifugagdo, o RNA sedimentado no pellet foi mantido
e 0 sobrenadante descartado. O RNA de cada tecido foi cuidadosamente lavado
duas vezes consecutivas com etanol 75% para remover os reagentes utilizados
durante a extracao.

O RNA extraido através de ambos os métodos foi ressuspendido com agua
propria para aplicacdes de biologia molecular. Todos os reagentes, tubos e ponteiras
utilizados no protocolo eram préprios para biologia molecular (livres de RNase,

DNase e pirdgenos).

Avaliacao de concentragdo e pureza do RNA

O RNA obtido foi avaliado por espectrofotometria com o0 equipamento
NanoDrop® One/One® (Thermo Fisher Scientific). O limite de detec¢do do
equipamento € 2 ng/pL e o limite superior de deteccdo é 27.500 ng/ uL. As leituras
foram realizadas em 260, 280 e 230 nm, que sdo os picos de absorcédo de acidos
nucleicos, aminoacidos aromaticos presentes nas proteinas, e contaminantes (fenol,
carboidratos, EDTA, guanidina e outros), respectivamente. Dessa forma, a
absorbancia em 260 nm foi utilizada para estimar a concentracdo de RNA, a razéo
260/280 nm para estimar a pureza com relagdo a contaminagéo por proteinas, com

faixas aceitaveis entre 1,8 e 2,0, e a razao 260/230 nm para avaliar a pureza relativa
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a outros contaminantes, com valores aceitaveis acima de 1,7 (WIECZOREK;
DELAURIERE; SCHAGAT, 2012).

Tendo em vista a importancia da qualidade da amostra de RNA para obtencéo
de resultados moleculares confiaveis, a qualidade do RNA também foi avaliada por
fluorimetria, utilizando o fluorimetro QUBIT 4.0 (Thermo Fisher Scientific), sendo

considerado satisfatorio um valor de IQ > 7,5.

Sintese de dna complementar (cDNA)

Para sintese de cDNA, o RNA total extraido foi tratado com DNAse e submetido
a reacao de transcricéo reversa para obtencdo do cDNA com o uso do kit Quantitect

Reverse Transcription® (Qiagen).

Avaliacao da especificidade dos iniciadores

Para avaliar a especificidade e eficiéncia dos iniciadores desenhados para cada
gene de cada espécie (Tabela 8-12), foram produzidas curvas padrao de gPCR no
termociclador Rotor-Gene® com concentracdes conhecidas de cDNA (800, 400, 200,
150, 100 e 50 ng), usando um pool de cDNA formado por volumes iguais de amostras
das espécies prioritarias. Todas as reacdes utilizaram o corante intercalante de DNA
SYBR Green (Qiagen), seguindo as instru¢bes do fabricante. O programa de
amplificagéo para cada gene alvo consistiu em um ciclo de 2 min a 95°C para
ativacao enzimatica, seguido de 35 ciclos de 95°C por 5 s e 60°C por 10 s.

Apos a amplificagdo, um limiar de quantificacao (“threshold”) foi estabelecido
para cada par de iniciadores. Este limiar foi determinado pela curva padréo do gene
de interesse, considerando o r? da curva e a eficiéncia da reacédo (0,95 até 1,05). A
eficiéncia igual a 1 equivale a uma reacdo em que a quantidade de produto duplica
a cada ciclo (100% eficiente), que é o desempenho esperado para uma reacao de

PCR.
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A verificacdo da especificidade dos produtos de PCR formados (amplicons) para
cada gene foi obtida por meio do monitoramento da fluorescéncia dos amplicons em
funcdo do aumento da temperatura (50 a 95°C) no termociclador Rotor-Gene® Q
(Qiagen). Esses dados compreendem a curva de dissociagédo, do inglés melting

curve.

Resultado da avaliacdo da especificidade dos iniciadores

Os perfis obtidos para cada gene alvo na curva de dissociacdo podem ser
observados nas Figura 8-20 e Figura 8-21.

Para todos os pares de iniciadores desenhados para a quantificacdo de
transcritos de GSTA, foram obtidos picos unicos de dissociagéo (Figura 8-20), o que
sugere a formacao de um unico produto e reforca a especificidade dos iniciadores
desenhados. Também foi observado um Unico pico na curva de dissociagdo do gene
de vitelogenina (VTG) de P. puffinus (Figura 8-21).

Além da ocorréncia de um pico unico, as curvas padrao geradas pelos pares de
iniciadores GSTAL de P. puffinus (par b), GSTA de L. dominicanus, GSTA de C.
mydas e VTG de P. puffinus apresentaram eficiéncia e linearidade satisfatérios
(Figura 8-21). Quando submetidos a eletroforese em gel de agarose 3%, os produtos
dessas amplificacdes apresentaram uma Unica banda (Figura 8-22), reforcando a
especificidade dos pares de iniciadores.

Ao avaliar a eficiéncia dos pares de iniciadores desenhados para GSTAL de P.
puffinus foi observado que o par de iniciadores “a” apresentou menor eficiéncia em
comparagao ao par de iniciadores “b” (Tabela 8-13). Desta forma, sera utilizado o

par de iniciadores “b” para futuras analises em P. puffinus.
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Figura 8-20 - Curva de dissociacdo de GSTa em tecido hepatico de Chelonia mydas, Larus
dominicanus e Puffinus puffinus. Eixo X (temperatura); eixo Y (derivada negativa
da fluorescéncia em funcdo da temperatura, -dF/dT). O ponto méximo de cada
linha representa a temperatura de dissociacdo do produto. A presenca de um pico
Unico sugere a presenca de um Unico produto.
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VTG Puffinus puffinus

VTG 1-like Chelonia mydas (par a)

VTG 1-like Chelonia mydas (par b)

VTG 2 Chelonia mydas

%

Figura 8-21 - Curva de dissociacdo de VTG em tecido hepatico de Chelonia mydas e
Puffinus puffinus. Eixo X (temperatura); eixo Y (derivada negativa da fluorescéncia
em funcdo da temperatura, -dF/dT). O ponto maximo de cada linha representa a
temperatura de dissociacdo do produto. A presenca de um pico Unico sugere a

presenca de um unico produto.
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Tabela 8-13 - Valores de r2 e eficiéncia calculados com base em uma curva padrdo de cDNA
de Chelonia mydas, Larus dominicanus e Puffinus puffinus.
Avaliacdo da qualidade de iniciadores — genes VTG e GSTa

Espécie Gene Iniciadores r2 Eficiéncia
Larus F: TTTCAGCAAGTGCCAATGGTGGAG
< GSTA 0,99 1,04
dominicanus R: TTCAGGTCCTTCCCGTAGAGGTTG
F: GTTGACTGTGACTGCGGGTGATG (par a) 0.98 197
GSTAL R: TCTGTGCTCCTGACTGCTTTCTTCTG (par a) ' '
Puffinus F: GACCTGAAGGAGAGAGCCCTGTAATG (par b) 0.98 100
puffinus R: TGCTGTATCACCCTGAACCTGACTG (par b) ’ ’
F: ACCAGTGGAAGTGCTGAGAGTACAAC
VTG 0,98 1,02
R: TTGGCTTTGGACCGTCTTGCTTTC
F: GGAAACCCAAACTTACCTACGCCAATG
GSTA 0,99 1,00
R: GTCAAACAGCAGGGCTCCATCTT
F: GGACATCCAGCCATTCTAAAG (par a) 0.06 32 70
Chelonia VTG-Llike R: GGAACAACTCCAGGGTAATATC (par a) ’ ’
-1-i
mydas F: GTAGGCAGCATATTCCCATC (par b)
R: GTCAGAATCACTGTCAGGTAAG (par b)
F: AGAGAGAGGTTTGGCAAGAG
VTG-2 0,75 1,68

R: GAGTTTGGAAGATCGAGTGAATG

*F: forward; R: reverse.
**Valores de r2 acima de 0,98 sdo considerados aceitaveis.
***\/alores de eficiéncia entre 0,95 e 1,05 sdo considerados aceitaveis.

Em contrapartida, nenhum dos iniciadores desenhados para a sequéncia de
vitelogenina 1-like (VTG 1-like) ou vitelogenina 2 (VTG-2) de C. mydas apresentou
eficiéncia, linearidade (Tabela 8-13) ou sequer a presenca de um pico claro na curva
de dissociacao (Figura 8-21). A auséncia de amplificacdo pode ser decorrente da
analise apenas em fémeas juvenis, ja que a vitelogenina € uma proteina produzida
no figado de fémeas oviparas durante o processo de vitelogénese, sendo absorvida
nos ovécitos em desenvolvimento. Portanto, é esperado que fémeas reprodutivas
possuam elevados niveis desta proteina e de transcritos do gene que codifica para
a mesma, enquanto machos em geral ou animais juvenis possuam niveis baixos ou
indetectaveis da proteina e de seus transcritos, exceto em casos de desregulagéo

endécrina.
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Figura 8-22 - Produtos das reacdes de gPCR para os genes de glutationa S-transferase
isoforma alfa em Chelonia mydas (GSTa, Cm), Larus dominicanus (GSTa, Ld) e
Puffinus puffinus (GSTa, Pp) e de vitelogenina em Puffinus puffinus (VTG1, Pp)
submetidos a eletroforese em gel de agarose 3%. A presenga de uma Unica banda
indica formacao de um unico produto, atestando a especificidade dos iniciadores
desenhados.

Desse modo, o baixo niumero de transcritos de vitelogenina em juvenis de C.
mydas e a auséncia de fémeas adultas dentre as amostras desta espécie disponiveis
no LABCAI impediu a avaliagdo da eficiéncia e linearidade dos iniciadores de genes
gue codificam a proteina vitelogenina.

Para contornar este problema, foram desenhados pares de iniciadores que estéo
localizados no mesmo exon do gene da vitelogenina, 0s quais sao apresentados na
Tabela 8-14. Estes iniciadores foram utilizados para amplificacdo dos genes da VTG-
1-like e VTG-2 em DNA gendmico de C. mydas através de PCR convencional, o que
possibilita avaliar a especificidade dos iniciadores desenhados, embora ndo a

eficiéncia e linearidade dos mesmos. A avaliacdo destes iniciadores é apresentada
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na préoxima secao, pois difere metodologicamente das avaliacfes realizadas para os

demais iniciadores.

Tabela 8-14 - Sequéncias de iniciadores desenhados para amplificacdo dos genes
vitelogenina (VTG-1-like e VTG-2) em tecido hepatico de Chelonia mydas.

Iniciadores — gene VTG
Origem da

Espécie Gene A Iniciadores Tm (°C) %GC
sequencia
Viogenina 1y e F: GCTATGATGCCAAGAAGCGTTCCAAG 59,9 50,0
(VTG-1-like) - " R:GCTGCTGCGACTGGCGTATTTAG 60,2 56,5
F: ATCATCTTCCTCCTCCTCCTCCTCTTC 60,2 51,8
Chelonia mydas )

Vitelogenina 2 R: TACTGTCACTGCTCCTGCTCCTG 60,1 56,5

Vo XM_007068771.3
(VTG-2) F: CCTCATCGTTGTCCTCATCATCATCTTCC 59.9 482
R: TGCTGCTTCCTTCTCTTTGTCTAGGTTG 60,0 464

Padronizacao da quantificacao de transcritos dos genes vitelogenina 1-like
(VTG-1-LIKE) e vitelogenina 2 (VTG-2) em tecido hepatico de Chelonia
mydas

Para a padronizagéo, foram utilizadas amostras de DNA gendmico de C. mydas
obtidas de acordo com as metodologias descritas em detalhe abaixo. As informacdes

sobre os animais utilizados sdo apresentadas na Tabela 8-15.

Tabela 8-15 - Identificagdo dos espécimes de Chelonia mydas cujas amostras foram
utilizadas para a padroniza¢do dos novos iniciadores.
Espécimes - Chelonia mydas

L - Identificagdo da Instituigdo de Trecho de T
Espécie Codigo LABCAI amostra - SIMBA origem origem PMP-BS Tecido bioldgico
Chelonia mydas 192521 CRD- AogradosTrecho 11 Hepético
Chelonia mydas 159718 Gremar Trecho 09 Hepatico
Chelonia mydas 177891 CRD - Araruama Trecho 15 Hepatico
Chelonia mydas CM292 163182 IPEC Trecho 07 Hepatico
Chelonia mydas CM302 155280 BIOPESCA Trecho 08 Hepatico
Chelonia mydas 189859 CRD -Q:igra dos Trecho 13 Hepatico
Chelonia mydas 160174 Biopesca Trecho 08 Hepatico
Chelonia mydas CM284 196972 ARGONAUTA Trecho 10 Hepatico
Chelonia mydas 169939 Gremar Trecho 09 Hepatico
Chelonia mydas CM285 168275 UNIVILLE Trecho 05 Hepatico

O DNA genbmico foi extraido das amostras de C. mydas através do método de

Salting-out (MILLER; DYKES; POLESKY, 1988). Brevemente, aproximadamente 25
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mg de tecido hepatico foram incubados em uma solucdo tampéo contendo
proteinase K a 40°C por 2 h. As amostras foram, entdo, centrifugadas a 10.000 xg,
por 20 min a 4°C. O sobrenadante obtido foi transferido para um novo tubo, ao qual
foram adicionados 300 pL de NaCl 5M, seguido de nova centrifugacao (10.000 xg,
15 min a 4°C). Na sequéncia foi adicionado isopropanol as amostras, em uma
proporcao de 1:1 (v:v), as quais foram misturadas usando o vortex e novamente
centrifugadas (10.000 xg, 15 min a 4°C). O pellet obtido foi lavado com etanol (75
%), seco e ressuspendido em TE 1x.

O DNA extraido foi avaliado quanto a concentracdo (260 nm) e pureza, por meio
da andlise das razbes 260/280 (qualidade aceitavel > 1,8) e 260/230 (qualidade
aceitavel > 1,7) em espectrofotometro NanoDrop®1000 (Thermo Fisher Scientific®)
(WIECZOREK; DELAURIERE; SCHAGAT, 2012). A integridade do DNA extraido foi
avaliada através de eletroforese em gel de agarose (2%).

Para avaliagéo da especificidade dos iniciadores desenhados (Tabela 8-14), foi
realizada PCR convencional para amplificacdo dos genes alvo. O programa de
amplificagéo para cada gene alvo consistiu em um ciclo de 2 min a 95°C para
ativacdo enzimatica, seguido de 30 ciclos de 95°C por 30 s, 60°C por 40 s e 72°C
por 30 s, com uma extensao final a 72°C por 2 min.

Para visualizar a especificidade dos iniciadores, os produtos da PCR foram
submetidos a eletroforese em gel de agarose 3%. A presenca de uma Unica banda
indica a formacdo de um unico produto, reforcando a especificidade dos pares de

iniciadores desenhados. O resultado da eletroforese em gel de agarose para
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verificacdo da  especificidade de iniciadores €é apresentada na

VTG1 (sspb) (86pb) VTG2a (137pb)

MM MM 1 2 3 4 5 6

-
- -
==

“""---nvo L
- e '

Figura 8-23.

Para os pares de iniciadores VTG-1-like e VTG2b pode ser observado que houve
apenas uma banda de DNA, refletindo a amplificacdo de apenas um produto na PCR,
0 que reforca a especificidade de ambos os iniciadores. Para o par de iniciadores de
VTG2a, pode ser observado uma banda fraca formada, além da banda principal, com
um tamanho aproximado de 150 pb. Desta forma, sugere-se que este par de
iniciadores ndo seja utilizado em futuras analises para quantificacdo de VTG2 em

tecido hepético de C. mydas.

VTG1 (sspb) (86pb) VTG2a (137pb)

MM MM 1 2 3 4 5 6

A g e

L I B -...'.

Figura 8-23 - Perfil eletroforético dos produtos de PCR convencional obtidos com os pares
de iniciadores desenhados para detecgéo de Vitelogenina 1-like e Vitelogenina 2
(VTG1-like, VTG2a e VTG2b) em amostras de tecido hepatico de Chelonia mydas.
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Preparacdo de amostras para realizacao e montagem de
transcriptoma de novas espécies prioritarias

Para a padronizacdo de técnicas moleculares nas novas espécies prioritarias
sera necessario, primeiramente, identificar as sequéncias referentes aos genes alvo
selecionados para o segundo ciclo, através do sequenciamento e montagem de
transcriptoma global qualitativo para cada uma das espécies. Para tal, foi realizada
extracdo e limpeza do RNA total e, ainda, avaliacdo de qualidade e integridade do
RNA extraido para as C. borealis, S. leucogaster, C. caretta, L. olivacea e S.
guianensis. Ademais, ao buscar por genes que codificam para vitelogenina (VTG) no
transcriptoma de L. dominicanus, sequenciado por nosso grupo ao longo do primeiro
ciclo das andlises de biomarcadores, nos deparamos com a auséncia de sequéncias
anotadas deste gene de boa qualidade. Este resultado pode ter ocorrido por uma
falha na montagem de novo do transcriptoma por viés metodolégico de software, ou
a amostra sequenciada pode ter sido de um individuo macho, que néo transcreve
VTG em condicdes fisioldgicas normais, ou ainda, uma fémea juvenil, que se espera
gue apresente uma baixa transcricdo deste gene no figado.

Devido a esta limitagdo, L. dominicanus também sera incluido nesta etapa de
padronizacdo, sendo novamente submetido a realizacdo do transcriptoma para

obtencéo das sequéncias de vitelogenina.

Extracdo e limpeza do rna total em amostras de tecido hepético e tegumentar
de tetrapodes marinhos

O RNA total de cada amostra foi extraido individualmente utilizando-se o
reagente Qiazol (QIAGEN, USA), de acordo com as recomendacdes do fabricante,
para amostras de tecido hepatico de C. borealis, S. leucogaster, C. caretta, L.
olivacea e S. guianensis. O protocolo de extracdo de RNA foi iniciado com a
homogeneizagao de fragmentos de 50 mg de tecido de cada amostra em 1 mL de
Qiazol® (Qiagen). A homogeneizacéo foi realizada com o homogeneizador Tissue-

Tearor™ (BioSpec™).

Pag.

Relatério Técnico Anual Integrado PMP-BS: 2023 (Volume 3) 73/ 142

PUBLICA



I-’“I PETROBRAS

S

Os fragmentos de tecido homogeneizados em Qiazol® foram incubados a 20°C

Revisao 00

Janeiro/2025 BIOMARCADORES

por 30 min, e apls esse periodo de incubacdo, foi acrescentado 0,2 mL de
cloroférmio. Os tubos contendo a mistura de Qiazol®, amostra e cloroférmio foram
agitados vigorosamente em vortex por 15 segundos, mantidos a 20°C por 3 min e
centrifugados a 14.000 xg por 30 min a 4°C.

Apoés a centrifugacdo, a fase transparente superior de cada um dos tecidos,
referente a porcéo no qual o RNA estéa presente, foi cuidadosamente transferida para
outros tubos, no qual foi acrescentado 0,5 mL de isopropanol. O contetudo dos tubos
foi misturado por inverséo, incubado por 10 min a 20°C e centrifugado a 14.000 xg
por 30 min a 4°C. Ap6s a centrifugagdo, o RNA sedimentado no pellet foi mantido e
0 sobrenadante descartado. O RNA de cada tecido foi cuidadosamente lavado duas
vezes consecutivas com etanol 75% para remover os reagentes utilizados durante a
extracao.

O RNA extraido através de ambos os métodos foi ressuspendido com agua
propria para aplicacdes de biologia molecular. Todos os reagentes, tubos e ponteiras
utilizados no protocolo eram préprios para biologia molecular (livres de RNase,
DNase e pirogenos). O RNA extraido foi seco a 40 °C e ressuspendido com agua
prépria para aplicacdes de biologia molecular.

Para garantir uma melhor qualidade do RNA extraido de amostras coletadas em
codigo 2 de decomposicdo, foi realizada a limpeza de possiveis substancias
interferentes (proteinas, carboidratos e sais) do RNA extraido com o kit comercial
RNeasy MinElute Cleanup (Qiagen). Neste protocolo, 12,5 yL de uma solucéo de
DNAse foi adicionado a 87,5 uL do RNA extraido para remocao do DNA gendmico.
O volume foi completado para 200 uL com agua prépria para biologia molecular,
sendo o conteudo incubado por 10 min a temperatura ambiente. Em seguida, 700 pL
de tampao RLT contendo B-mercaptoetanol, foi adicionado as amostras. 500 pL de
etanol absoluto foi adicionado ao RNA diluido, e misturado bem através de
pipetagem. A amostra resultante foi, entdo, transferida em etapas para uma coluna
e submetida a centrifugagao (15 s a = 8000 x g) até que todo o liquido tivesse sido
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usado. Para limpeza da coluna, 500 pL de etanol 80% foi adicionado a coluna, sendo
esta submetida a centrifugacdo (2 min a = 8000 x g). O RNA extraido foi eluido em

agua propria para biologia molecular.

Avaliacao da qualidade e integridade do RNA total

O RNA obtido foi avaliado por espectrofotometria com o0 equipamento
Nanodrop® One/OneC (Thermo Fisher Scientific).

Devido a necessidade de altos niveis de integridade do RNA extraido para o
sequenciamento e montagem de transcriptoma, o RNA extraido foi submetido a
eletroforese em gel de agarose com formaldeido. Nesta técnica, a integridade do
material pode ser observada através da presenca de duas bandas marcadas,
referentes as subunidades 28S e 18S do RNA ribossomal. Em materiais
completamente integros, observa-se uma proporcdo de 2:1 na intensidade das
bandas referentes a 28S e 18S, respectivamente. Paralelamente, a auséncia de

bandas marcadas sugere degradacéao intensa do RNA.

Resultado da extracédo e limpeza do rna total em amostras de tecido hepatico
e tegumentar de tetrapodes marinhos
Os resultados de concentracdo, pureza e integridade dos RNAs extraidos séo

apresentados na Tabela 8-16. Todas as amostras utilizadas apresentaram valores

de razbes A260/A280 e A260/A230 adequadas, e concentracdo suficiente.

Tabela 8-16 - Concentragdo, pureza e integridade do RNA extraido de tecido hepéatico de
Calonectris borealis, Sula leucogaster, Caretta caretta, Lepidochelys olivacea e
Sotalia guianensis.

Parametros de qualidade — RNA total
Concentragao de

Espécie Cédigo amostra RNA (ng/uL) A260/A280 A260/A230
Aves
Calonectris borealis CB003 3008,53 2,13 2,32
Calonectris borealis CB026 2656,96 2,12 2,31
Calonectris borealis CB035 2477 44 2,16 2,33
Calonectris borealis CB040 231291 2,13 2,33
Calonectris borealis CB043 2498,94 2,13 2,34
Sula leucogaster SU061 1957,86 2,15 2,34
Sula leucogaster SU094 1601,85 2,13 2,33
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Sula leucogaster SU096 2081,48 2,15 2,34
Sula leucogaster SU104 1679,01 2,15 2,15
Sula leucogaster SU137 1906,71 2,14 2,29
Larus dominicanus LD009 2435,30 2,12 2,33
Larus dominicanus LD027 2537,15 2,12 2,26
Larus dominicanus LD031 2159,14 2,15 2,33
Larus dominicanus LD069 2350,31 2,16 2,23
Larus dominicanus LD102 2136,27 2,13 2,34
Quelonios
Caretta caretta CCo14 988,36 2,12 2,36
Caretta caretta CCo16 2639,48 2,14 2,35
Caretta caretta CC025 2346,37 2,16 2,37
Caretta caretta CCo026 2380,49 2,15 2,28
Caretta caretta CC#44* 2506,03 2,16 2,34
Lepidochelys LOHOT* 226427 212 2,05
olivacea
Lepidochelys LO#12* 2044 51 208 195
olivacea
Lepidochelys LO#14* 1676,34 2,04 185
olivacea
Mamiferos
Sotalia guianensis SG013 2250,14 2,13 2,26
Sotalia guianensis SG064 2510,52 2,13 2,29
Sotalia guianensis SG080 1839,74 2,13 2,34
Sotalia guianensis SG081 2459,15 2,18 2,21

*Amostras ndo destinadas a analise de biomarcadores, cedidas pela Visdo Ambiental.

No entanto, ao avaliar a integridade do RNA extraido em gel de agarose com
formaldeido (Figura 8-24), foi observado que algumas amostras apresentaram RNA
consideravelmente degradado, e inadequado para serem utilizados para
sequenciamento e montagem de transcriptoma.

Mais especificamente, as amostras 01, 02, 03, 05, 06, 07, 08, 14, 30, 31, 32 e
33 (referentes as amostras CC14, CC16, CC25, CC#44, LO#07, LO#12, LO#14,
SU61, SG13, SG64, SG80 e SG81) ndo apresentaram bandas especificas no
tamanho esperado, o que indica alta degradacdo do material genético. Ja as
amostras 04, 09, 10, 11, 12, 13, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22 e 23 (referentes as
amostras CC26, CB03, CB35, CB40, CB43, CB26, SU9%4, SU96, SU104, SU137,
LD09, LD27, LD31, LD69 e LD102) apresentaram duas bandas, referente as
subunidades 28S e 18S do RNA ribossomal, o que sugere integridade parcial do

material. Todas essas amostras serdo encaminhadas para andlise de integridade no
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equipamento BioAnalyzer, a ser realizada pela empresa contratada para

sequenciamento e montagem de transcriptomas.

C. borealis S. leucogaster
09 10 11 12 13 14 15 16 17 18
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S. guianensis M. novaeangliae
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Figura 8-24 - Perfil eletroforético de RNA em gel de agarose 1,2% com formaldeido das
amostras de tecido hepatico de C. caretta, L. olivacea, C. borealis, S. leucogaster
e S. guianensis.

Com base nos resultados apresentados acima, nenhuma amostra das espécies
L. olivacea e S. guianensis apresentaram qualidade suficiente para serem
submetidas ao sequenciamento e montagem de transcriptoma. Considerando que
todas as amostras utilizadas nesta etapa foram previamente selecionadas dentre as
disponiveis no LABCAI como aquelas com maior potencial de apresentaram RNA
integro (animais que morreram em transporte para as bases, em rigor mortis ou cujo

acionamento foi para animais vivos), sera necessario recorrer as bases integrantes
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dos PMPs para a obtencdo de amostras especificamente para este fim, que deverao

ser, preferencialmente, obtidas de animais eutanasiados, logo apds a sua morte.

8.5 Andlise de biomarcadores bioquimicos enzimaticos

em tetrapodes marinhos

As atividades de analise de biomarcadores bioquimicos realizadas no periodo
compreenderam a quantificacdo da atividade GST e EROD em amostras de tecido
hepético de C. borealis, L. dominicanus, P. puffinus, C. caretta, C. mydas, S.
leucogaster e S. guianensis, apresentadas em detalhe nas secdes abaixo. As
informacdes referentes aos espécimes analisados encontram-se no Apéndice 8 -

Anexo A.

Homogeneizagcao das amostras

Amostras de tecido hepatico de C. borealis, L. dominicanus, P. puffinus, C.
caretta, C. mydas, S. leucogaster e S. guianensis, contendo aproximadamente 100

mg por cada espécime, foram homogeneizadas.

Determinacao de proteinas totais

A concentracao de proteinas nas fracdes citosélica e microssomal das amostras
hepéticas das amostras homogeneizadas foi determinada por meio do método de
Bradford (BRADFORD, 1976) utilizando o kit Bio-Rad Protein Assay® (Bio-Rad), de

acordo com instrucdes do fabricante.

Quantificacéo de atividade GST
O principio do método da atividade GST, descrito por Habig e Jakoby (1981),

estd baseado na reagdo de conjugacédo do tripeptideo y-glutamil-cisteinil-glicina
(GSH), também conhecido por glutationa reduzida, com o substrato hidrofébico 1-
cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB). Essa reacdo de conjugacdo € catalisada pelas

enzimas glutationa S-transferases (GSTs) (Figura 8-25), no qual apés a reacao, o
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conjugado GS-DNB pode ser detectado espectrofotometricamente no comprimento

de onda 340 nm.

R 72N
on- £ DH—a + GsH OEN—4</ \\“’;\___sc + HCl
\_T_,f‘f

Nz Glutationa S-Transferase

(GST) \
NO, NG,
1-Cloro-2,4-Dinitrobenzeno GS-DNB

(CDNB)

Figura 8-25 - Reacao de formacéo do conjugado GS-DNB a partir da reacao entre 1-cloro-
2,4-dinitrobenzeno (CDNB) e glutationa reduzida (GSH), catalisada por glutationa
S-transferase (GST) (Adaptado de Habig e Jakoby, 1981).

A atividade da GST foi medida de acordo com as condicbes de ensaio
previamente padronizadas para o tecido hepético de cada uma das espécies: i) GSH
em concentragdes de 2 mM para C. borealis, 2,5 mM para S. leucogaster, S.
guianensis, C. caretta e L. olivacea; ii) 2,5 mM CDNB para todas as espécies.

Além das amostras de espécies prioritarias, uma aliquota de GST comercial
isolada de equino (Sigma, codigo G6511), utilizada como controle positivo, foi

submetida as mesmas condi¢cdes de cada ensaio.

Quantificacéo de atividade EROD

Os ensaios de atividade EROD foram realizados na fracdo microssomal, em
duplicata, utilizando um protocolo adaptado de Burke e Mayer (1974) e as condi¢cdes
de ensaio previamente padronizadas para o tecido hepatico das espécies.
Concentracao 6tima de 7-ER é de: C. borealis - 2,5 uyM, S. leucogaster - 1,25 uyM, C.
caretta - 2,65 uM, L. olivacea - 5,5 yM e S. guianensis - 0,85 uM. E NADPH em
concentracdo final de 0,5 mM para as espécies: C. borealis, S. leucogaster, C.
caretta, L. olivacea e S. guianensis.

Além das amostras microssomais de tecido hepatico das espécies prioritarias,
uma aliquota de microssoma de figado de camundongo, Mus musculus (linhagem
Swiss) exposto a 100 mg/Kg de beta-naftoflavona (BNF) por 48 h, um conhecido

indutor de atividade EROD, foi submetida as mesmas condi¢cdes de ensaio das
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demais espécies. Essa amostra foi utilizada como controle positivo da analise

enzimaética.

Analises estatisticas preliminares

Os resultados das andlises de atividade GST e EROD foram avaliados quanto a
aderéncia ao modelo normal (i.e. gaussiano) com o uso dos testes de D’Agostino e
Pearson, e quanto & homogeneidade de variancia utilizando o teste de Bartlett ou
teste F.

Para avaliar a influéncia de variaveis categoricas, como fatores biolégicos, que
variaram de acordo com a espécie estudada, ambientais (sazonalidade, ano de
coleta) e niveis de HPAs nas respostas de biomarcadores, foram realizadas
comparagdes entre grupos. Considerando os resultados da anélise de distribuicéo e
homocedasticidade dos biomarcadores, optou-se por realizar: i) para dados nao-
paramétricos, teste de Kruskal-Wallis seguido pelo teste post-hoc de comparacdes
multiplas de Dunns, para fatores com mais de dois niveis, e teste U de Mann-
Whitney, quando o fator possui apenas dois niveis; ii) para dados paramétricos,
ANOVA com teste post-hoc de Tukey, para fatores com mais de dois niveis, e teste
t ndo-pareado, quando o fator possuia apenas dois niveis. Todos os testes foram
realizados sem remocéo de dados discrepantes ou outliers.

Os graficos e analises estatisticas de L. dominicanus, P. puffinus e C. mydas
referem-se aos dados acumulados ao longo dos ultimos 7 anos, contemplando o 1°
ciclo e o 2° ciclo de padronizacdo de biomarcadores, com resultados até
dezembro/2023.

Para as demais espécies incorporadas como prioritarias com resultados de
atividades GST e EROD (S. leucogaster, C. borealis, C. caretta e S. guianensis), sdo

apresentados os dados gerados no novo ciclo de atividades.
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Resultados e discusséo de biomarcadores bioquimicos em
tetrapodes marinhos

Resultados e discussao de atividade GST e EROD em aves marinhas

Para aves, as comparacfes entre grupos foram realizadas considerando os
seguintes fatores: sexo, sazonalidade (apenas L. dominicanus e S. leucogaster),
escore corporal, faixa etaria, ano de coleta, niveis de HPA prioritarios no tecido
hepatico, presenca de residuos solidos no trato gastrointestinal (TGI; apenas C.
borealis) e presenca de 6leo nas penas (apenas P. puffinus).

Sula leucogaster

Os resultados estatisticamente significativos obtidos para os biomarcadores
avaliados em tecido hepatico de S. leucogaster sdo apresentados na Figura 8-26.
Os parametros que nao apresentaram diferencas estatisticas sdo apresentados no
Apéndice 8 - Anexo B.

A atividade GST em S. leucogaster foi maior em aves juvenis em comparacao
com adultos (p < 0,01) (Figura 8-26A). Esse resultado pode estar relacionado ao
fato de que os juvenis de atobas possam ter um sistema de defesa antioxidante mais
ativo ou necessitar de uma maior protecdo contra o estresse oxidativo em
comparacao aos adultos, devido a diferencas no metabolismo, desenvolvimento ou
exposicdo a fatores ambientais. Tais diferencas foram observados em frangos de
corte de 7, 21 e 42 dias de idade que apresentaram um aumento dos niveis de
expressdo de GST, dependente da idade (MURCIA; DIAZ, 2021). Por outro lado,
Coulet e colaboradores (1996) reportaram que a atividade GST n&o variou em
galinhas de diferentes faixas etarias. Da mesma forma, Escorcia e colaboradores
(2020) ndo observaram associa¢fes da idade com a atividade GST em galos. Em S.
leucogaster, ainda ndo se conhece a causa para tais diferencas entre juvenis e
adultos.

A atividade GST foi maior em fémeas em compara¢do com os machos (p <0,01)
(Figura 8-26B). Para S. leucogaster, o tempo dedicado a nidificagdo e ao
investimento parental entre machos e fémeas € semelhante e parece nao ter
influéncia sobre a exposicdo a contaminantes ambientais, uma vez que ambos

participam das atividades de busca por alimentos para prole na mesma proporcao
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(MARTINS; DIAS, 2003). Sendo assim, esse fator pode n&o constituir a causa das
diferencas observadas na atividade GST entre machos e fémeas. Uma possivel
causa para diferenca entre machos e fémeas pode estar relacionada as diferencas

fisiolégicas ou hormonais (RUIZ et al., 2013).
O escore corporal vem sendo utilizado para caracterizar o estado fisiologico das

aves marinhas, vivas, as variacbes das condicbes ambientais e infestacdes por
parasitas (DAOUST et al.,, 2021), além de processos migratérios, pds-postura e
nidificacdo (GATT et al., 2021; COLUMINAS-CIURO et al., 2022). A atividade EROD
em individuos com escore corporal étimo foi maior quando comparada aos estados
caquético e magro (p < 0,01) (Figura 8-26C). Em C. mydas, o estado nutricional de
jejum prolongado ou inanicdo afeta negativamente a capacidade de

biotransformacao dos organismos (McCUE, 2010).
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Figura 8-26 - Resultados das analises de atividade GST e EROD em tecido hepético de
Sula leucogaster em diferentes condi¢des. (A) Atividade GST entre individuos
juvenis e adultos. (B) Atividade GST entre individuos fémeas e machos. (C)
Atividade EROD em relacéo ao escore corporal. (D) Atividade GST ao longo dos
anos. (E) Atividade EROD nas diferentes esta¢des do ano. (F) Atividade GST nas
diferentes estacfes do ano.

Os atobéas-pardo coletados no inverno apresentaram maior atividade EROD em
comparacao ao verao (p < 0,05) (Figura 8-26E). Em relacdo a atividade GST, as
aves coletadas no verdo apresentaram menor atividade em comparacao as demais
estacles (Figura 8-26F). A espécie S. leucogaster se reproduz ao longo de todo o
ano, com pico entre os meses de agosto e novembro (BRANCO; FRACASSO;
MORAES-ORNELLAS, 2013). Além disso, analisando a dieta de S. leucogaster por
estacdo do ano, Branco e colaboradores (2005) verificaram que a meédia de
regurgitos foi maior no verao em relacdo as outras estacdes do ano. Dessa forma,
podemos relacionar as diferencas observadas na atividade EROD e GST em S.

leucogaster com as variagdes sazonais na alimentacéo e reproducao dessas aves.
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Durante o verdo, o maior esforco demandado pelo cuidado parental pode alterar o
metabolismo dessas aves, conduzindo a uma menor atividade dessas enzimas.

Puffinus puffinus
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Figura 8-27. Os parametros que nao apresentaram diferencas estatisticas sao

apresentados no Apéndice 8 - Anexo B.
A atividade EROD foi significativamente maior (p < 0,05) em individuos oleados
comparado aos nao oleados (
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Figura 8-27A). Alexander e colaboradores (2017) observaram mudancas
significativas nas atividades ARODs hepaticas em Phalacrocorax auritus expostos
ao 0leo MC252, sendo a EROD a atividade mais induzida.

As aves marinhas sdo particularmente vulneraveis a poluicdo por petroleo. Isso
se deve em grande parte a sua dependéncia do ambiente marinho para alimentagéo
e ao alto nivel de interacdo com a superficie do mar para alimentacdo e descanso
(MURPHY et al., 2022). Em Cepphus grylle, espécie de ave da familia dos alcideos,
coletados perto de areas contaminadas com PCBs, foram reportados figados
aumentados e niveis elevados de EROD (FISK et al., 2005).

O comportamento das aves marinhas pode influenciar o grau de impacto sobre
uma espécie quando exposta ao petroleo na superficie da agua. Os P. puffinus séo
particularmente  susceptiveis aos impactos negativos da poluicdo por
hidrocarbonetos, uma vez que interagem com a superficie da agua durante periodos
prolongados de tempo, aumentando o risco de interacdo com contaminantes
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superficiais (WILSON et al., 2009). Esta espécie também passa uma quantidade
substancial de tempo em profundidade enquanto se alimenta, onde a presséo ira

acelerar a percolacao da agua através das penas oleadas (SHOJI et al., 2015).
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Figura 8-27B ilustra a variagédo anual da atividade EROD entre os anos de 2016
e 2023. Observa-se que a atividade EROD em individuos coletados em 2021 foi

significativamente menor (p < 0,05) comparado aos individuos coletados em 2019.
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Figura 8-27C pode ser observada a variacdo anual da atividade GST em
individuos coletados entre 2016 e 2023. Observa-se que a atividade desta enzima
foi significativamente menor (p < 0,05) em individuos coletados em 2020 quando
comparada aos anos de 2017, 2018, 2019 e 2022. Da mesma forma, a atividade
GST dos individuos analisados em 2021 é significativamente menor (p < 0,05)
guando comparadas aos anos de 2017, 2018 e 2022.
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Figura 8-27 - Resultados das analises de atividade GST e EROD em tecido hepético de
Puffinus puffinus em diferentes condic¢des. (A) Atividade EROD entre individuos
nao-oleados e oleados. (B) Atividade EROD ao longo dos anos. (C) Atividade GST
ao longo dos anos.

Calonectris borealis

Os resultados estatisticamente significativos obtidos para os biomarcadores
avaliados em tecido hepatico de C. borealis sdo apresentados na Figura 8-28. Os
parametros que nao apresentaram diferencas estatisticas sdo apresentados no
Apéndice 8 - Anexo B.

Foi comparada a atividade EROD e GST entre fémeas e machos de C. borealis.
Os resultados mostraram que a atividade EROD nas fémeas foi significativamente
maior (p < 0,05) que nos machos (Figura 8-28 A). O mesmo padrao de resposta foi
observado na atividade GST.

O sexo pode ter um papel crucial na toxicidade de xenobiéticos devido a
diferencas em absorcao, metabolismo, distribuicdo e excrecdo. Muitos dos genes e
enzimas associados a esses processos apresentam padrées sexo-especificos no
figado e rins (FITZSIMMONS et al., 2018), que podem ser atribuidos a influéncias
hormonais endégenas (RUIZ et al., 2013). Os mecanismos responsaveis pelas
enzimas de biotransformacdo hepaticas, dependentes do sexo, ainda nao estéo

completamente entendidos (RUIZ et al., 2013).
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Figura 8-28 Resultados das analises de atividade (A) GST e (B) EROD em tecido hepético
de Calonectris borealis em individuos fémeas e machos.

Larus dominicanus

Os resultados estatisticamente significativos obtidos para os biomarcadores
avaliados em tecido hepatico de L. dominicanus sédo apresentados na Figura 8-29.
Os parametros que ndo apresentaram diferencas estatisticas sdo apresentados no
Apéndice 8 - Anexo B.

Em aves adultas a atividade EROD foi maior do que em individuos juvenis (p <
0,05), indicando um aumento da atividade enzimética com a idade (Figura 8-29A).
Gaivotbes L. dominicanus apresentam caracteristicas morfolégicas bastante
distintas entre juvenis e adultos, principalmente relacionadas ao padrdo de
plumagem (NOVELLI, 1997). Quando adultos, em periodo de reproducédo, que
ocorre entre os meses de junho a novembro, € observado um maior deslocamento
de gaivotdes para ilhas proximas ao litoral (REIS, 2014), o que pode acarretar em
alteracdes quali-quantitativas no alimento destes animais, conforme observado em
Larus spp (ANNETT; PIEROTTI, 1989; LUDYNIA; GARTHE; LUNA-JORQUERA,
2005; EBERT; BRANCO, 2009). Desta forma, individuos adultos estariam mais
propicios a variagdes ambientais e a exposi¢cao a contaminantes.

Foi observado que a atividade EROD foi menor no verdo comparado com as
demais estacdes do ano (p < 0,05) (Figura 8-29B). Os resultados sugerem que as
variacfes sazonais na atividade das enzimas podem ser influenciadas por fatores
ambientais. Podemos inferir que os maiores niveis de atividade EROD refletem um
aumento na exposi¢cdo a contaminantes, mudancas na dieta, preparagdo para
migra¢ao, ou um aumento na demanda metabdlica para manter a homeostase em
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temperaturas mais baixas (FOSSI; LEONZIO; FOCARDI, 1989; EBERT; BRANCO,
2009, RAJA-AHO et al., 2012). Essas varia¢des sazonais indicam que a atividade da
EROD é sensivel a mudancas no ambiente e nas condi¢des fisiologicas desta
espécie.

Foram observadas variacfes significativas na atividade EROD ao longo dos
anos, com 2023 apresentando uma atividade menor quando comparada ao ano de
2019 (p < 0,05) (Figura 8-29C), indicando possiveis mudancas nas condicdes
ambientais ou outros fatores. Gaivotdes coletados no ano de 2020 apresentaram
menor atividade GST comparada aos demais anos de coleta (p < 0,05) (Figura
8-29D).

Parte dessas flutuacGes pode estar relacionada as variacdes fisiolégicas ou
exposicdo a contaminantes. Esses resultados corroboram estudos anteriores sobre
os efeitos nocivos da poluicdo por Oleo nas gaivotas, inclusive com as
particularidades de cada sexo (LEE et al., 1985; ALONSO-ALVAREZ et al., 2007;
NUMATA; FAWCETT; ROSENGREN, 2008).
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Figura 8-29 - Resultados das analises de atividade GST e EROD em tecido hepético de
Larus dominicanus em diferentes condicdes. (A) Atividade EROD entre individuos
juvenis e adultos. (B) Atividade EROD nas diferentes estagbes do ano. (C)
Atividade EROD ao longo dos anos. (D) Atividade GST ao longo dos anos.

Resultados e discussao de atividade GST e EROD em quelénios

Para queldnios, as comparacdes entre grupos foram realizadas considerando os
seguintes fatores: sexo, comprimento curvilineo de carapaca (CCL; apenas C.
mydas), sazonalidade, escore corporal, faixa etéria (apenas C. caretta), ano de
coleta, niveis de HPA prioritarios no tecido hepatico e presenca de residuos solidos

no trato gastrointestinal (TGI).

Caretta caretta

As andlises de comparacdes entre grupos para a atividade GST e EROD nao
apresentaram diferencas estatisticas (Apéndice 8 - Anexo B). Além disso, algumas
comparacdes ndo foram analisadas estatisticamente devido ao pequeno namero
amostral (Apéndice 8 - Anexo B).

Chelonia mydas

Os resultados estatisticamente significativos obtidos para os biomarcadores
avaliados em tecido hepatico de C. mydas sao apresentados na Figura 8-30. Os
parametros que nao apresentaram diferencas estatisticas sdo apresentados no
Apéndice 8 - Anexo B.

A atividade EROD foi significativamente maior (p < 0,0001) em amostras com a
presenca de residuos solidos no TGI (Figura 8-30A). A presenca de residuos solidos
no ambiente esta relacionada a uma maior influéncia antropogénica, associada as
descargas de efluentes sem tratamento primario. Dessa forma, a presenca desses
contaminantes no TGI de quel6nios fornece indicios de que estes animais estiveram
expostos, em um tempo relativamente recente, a uma maior carga de contaminantes.

O acumulo de residuos sélidos no TGI das tartarugas pode reduzir a ingestao
de alimentos, provavelmente levando a saciedade induzida por plastico (SANTOS et
al., 2020). Embora plasticos sejam considerados biologicamente inertes, diversos
compostos quimicos, tais como PBDEs, alquilfendis, bisfenol A e ftalatos, séo
inseridos na matriz de seus polimeros a fim de conferir estabilidade térmica,
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de espécies reativas e causar desregulacdo enddcrina e induzir danos ao DNA.
PBDEs também séo capazes de induzir a transcricdo dos genes CYP1A2, CYP3A4
e GST M1 em humanos, indicando uma rota de biotransformacéo similar aquela
observada para PCBs (STAPLETON et al., 2009).

Em relacdo ao comprimento curvilineo da carapaca (CCL), a atividade EROD foi
significativamente maior nos individuos com CCL menor que 30 cm (p < 0,05)
(Figura 8-30B). O CCL pode ser utilizado como indicador de habitat em quel6nios,
uma vez ha uma transicdo de um hébito oceanico para um costeiro quando o animal
atinge certo tamanho ou maturidade. No caso de C. mydas, estima-se que este
evento ocorra quando o animal atinge cerca de 30 cm.

Um estudo realizado por Veléz-Rubio et al. (2018) encontrou uma correlacao
negativa entre o CCL de individuos juvenis de C. mydas do Atlantico Sul e a massa
de plasticos presente no trato digestivo. Esses dados indicam uma maior ocorréncia
de itens plasticos no trato digestivo de individuos oceanicos ou recém-recrutados (<
30 cm) para o ambiente costeiro. Segundo o0s autores, 0s resultados podem estar
associados a uma menor capacidade de selecdo de presas dos individuos mais
novos e a manutencado do forrageio epipelagico, tipicamente desenvolvido nos
ambientes oceanicos antes do recrutamento para o ambiente costeiro, favorecendo
a ingestéo de itens plasticos flutuantes.

Uma maior presenca de itens plasticos em individuos oceénicos ou recém-
recrutados poderia justificar os valores mais elevados de atividade EROD nos
individuos com CCL < 30 cm. Essa hip6tese € corroborada pelos resultados de
atividade EROD em animais com presenca de residuos sélidos no TGl apresentados
anteriormente.

A EROD em individuos com escore corporal bom e magro apresentou maior
atividade em comparacéo aos individuos caquéticos (p < 0,0001) e sem diferenca
para os individuos considerados 6timos. Da mesma forma, a atividade GST foi maior
nos individuos magros em comparacéo aos caqueticos (p < 0,01) (Figura 8-30 C e
D). Considera-se que animais em estado corporal caguético e magro estejam em
uma situacdo metabdlica similar ao observado em jejum prolongado ou inani¢ao
(McCUE, 2010).
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Postula-se que em situacOes de estresse, como privagdo de alimentos,
anaerobiose, desidratacdo e baixas temperaturas, os organismos tendem a priorizar
funcbes essenciais para sobrevivéncia, reduzindo atividades nao essenciais
(McCUE, 2010), como as relacionadas a biotransformacdo de xenobidticos,
analisadas nesse trabalho. Isso significa que os resultados de biomarcadores obtidos
em C. mydas devem considerar o estado de saude, como um fator relevante na

interpretacéo dos resultados obtidos.
A Figura 8-30E ilustra a variacdo anual da atividade EROD entre 2017 e 2021.

Observa-se que a atividade EROD em animais coletados no ano de 2017 foi maior

em comparacao aos animais em 2018 (p < 0,05).

Na Figura 8-30F pode ser observada a variagdo anual da atividade da enzima
GST em individuos coletados de 2017 a 2021. A atividade GST em animais coletados
em 2019 foi significativamente menor em comparacao aos anos de 2017, 2020 e
2021. A atividade GST nos animais coletados em 2020 e 2021 também foi maior em

relacdo aos animais coletados em 2018 e 2019.
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Figura 8-30 - Resultados das andlises de atividade GST e EROD em tecido hepético de
Chelonia mydas em diferentes condicdes. (A) Atividade EROD entre individuos na
presenca e na auséncia de residuos sélidos no trato gastrointestinal. (B) Atividade
EROD em relagdo ao comprimento curvilineo da carapaca. (C) Atividade EROD
em relacdo ao escore corporal. (D) Atividade GST em relacéo ao escore corporal.
(E) Atividade EROD ao longo dos anos e F) Atividade GST ao longo dos anos.
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Resultados e discussao de atividade GST e EROD em
cetaceos

Sotalia guianensis

Para o boto-cinza, as comparacdes entre grupos foram realizadas considerando
0S seguintes fatores: sexo, sazonalidade, escore corporal, faixa etaria, ano de coleta,
niveis de HPA prioritarios no tecido hepatico.

As analises de comparacfes entre grupos para a atividade GST e EROD néo
apresentaram diferencas estatisticas (Apéndice 8 - Anexo B).

8.6 Conclusdes

Ao longo do periodo de referéncia foram padronizados os ensaios de atividade
EROD e GST em C. borealis, S. leucogaster, S. guianensis, C. caretta e L. olivacea;
e de imunodeteccdo de CYP1A em S. leucogaster, C. borealis e S. guianensis.

Finalizada a padronizacéo, as atividades GST e EROD foram quantificadas em
tecido hepatico de S. leucogaster, P. puffinus, C. borealis, L. dominicanus, C. caretta,
C. mydas, e S. guianensis. Os dados foram avaliados estatisticamente com fatores
diversos, tais como sexo, local, ano e estacdo de coleta, faixa etaria, escore corporal,
e/ou niveis de HPAs bioacumulados, quando disponiveis.

Resultados para as espécies prioritarias que foram quantificadas:

e Em relacdo aos resultados reportados para S. leucogaster, a faixa etaria,
0s anos de coleta e a sazonalidade influenciaram a resposta de EROD e
GST;

e Em P. puffinus, ambas atividades GST e EROD variaram entre 0s anos
de coleta. Adicionalmente, animais oleados apresentaram maior
atividades EROD quando comparados aos nao oleados, o que reforca o
papel da EROD como importante biomarcador de exposi¢cdo a HPAs em
aves marinhas;

e Em C. borealis, EROD e GST variaram em relacao ao sexo, com maiores
atividades enzimaticas nas fémeas em comparacao aos machos;

e Em L. dominicanus, a atividade EROD foi relacionada ao estagio de vida,
a estacédo e ao ano de coleta, com maior atividade em individuos adultos

amostrados no inverno, indicando maior exposicao de aves adultas a
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contaminantes, além de possiveis altera¢des relacionadas a fisiologia da
espécie;

¢ Nenhuma diferenca estatistica foi observada em C. caretta, considerando
comparacoes referentes a sexo, sazonalidade, escore corporal, faixa
etaria, ano de coleta e niveis de HPA e residuos solidos no trato
gastrointestinal.

e Em C. mydas, a atividade EROD foi significativamente maior em
tartarugas com residuos solidos no trato gastrointestinal, e com CCL
menor que 30 cm. Tartarugas verdes com escore corporal bom e magro
também apresentaram maiores atividades EROD e GST maiores que
individuos caquéticos. Também foram observadas variacdes anuais,
reforcando a importancia da continuidade na avaliacdo destes parametros
ao longo de uma série temporal mais extensa;

e Nenhuma variacdo significativa foi observada em S. guinanensis
considerando os fatores sexo, sazonalidade, escore corporal, faixa etaria,

ano de coleta e niveis de HPA.
Para todas as espécies analisadas, as atividades hepéaticas de EROD e GST

aparentemente ndo foram influenciadas pelos niveis de HPA totais bioacumulados
no mesmo tecido.

Em relagdo aos biomarcadores moleculares, foram selecionados os pares de
iniciadores para a quantificacdo de transcritos de GSTA em P. puffinus, L.
dominicanus e C. mydas, e de VTG em P. puffinus e C. mydas. Também foram
processadas as amostras para sequenciamento de transcriptoma de C. caretta, L.

olivacea, C. borealis, S. leucogaster e S. guianensis.
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9 ANALISES DE FINGERPRINT

O Projeto Executivo Integrado do PMP-BS contempla o registro de qualquer
residuo oleoso e a realizacdo de andlises de fingerprint para amostras de 6leo ou
borra oleosa coletadas pelas equipes em praias ou animais. Os procedimentos de
coleta, armazenamento e envio destas amostras estdo descritos no Protocolo de
Atividades 8.

A analise de “fingerprint” € um estudo geoquimico realizado por meio de técnicas
analiticas consagradas mundialmente, como a cromatografia gasosa com deteccéo
por ionizacdo de chama e deteccao por espectrometria de massas, com o objetivo
de caracterizar e identificar amostras de fluidos oleosos e borras oleosas
desconhecidas, correlacionando-as, sempre que possivel, a um petrdleo cru ou a
algum derivado de petroleo, fornecendo assim, informacgdes sobre sua natureza e/ou
origem.

Dentre as informacdes apresentadas nesta secdo constam: a apresentacao das
atividades e empreendimentos da Petrobras em operacdo na Bacia de Santos para
o periodo de referéncia, os registros de incidentes ambientais relacionados, os
registros de residuos oleosos e de fauna oleada e seus respectivos resultados das
andlises de fingerprint, bem como resultados consolidados de anos anteriores de
registros de residuos oleosos e de fauna oleada obtidos pelo PMP-BS. Desde 2022,
esta secdo apresenta as informacfes que anteriormente constavam nos Relatorios
Anuais de Andlises de Fingerprint do PMP-BS, em atendimento ao disposto nos
Pareceres Técnicos n° 491/2021-COPROD/CGMAC/DILIC e n° 172/2022-
COPROD/CGMAC/DILIC, gue requisitaram a apresentacédo de relatorio unico para o
PMP-BS.
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9.1 ATIVIDADES E EMPREENDIMENTOS EM OPERACAO

Dentre as atividades da Petrobras executadas no periodo de referéncia na Area
Geografica da Bacia de Santos (AGBS) estéo: o levantamento de dados sismicos, a
perfuracdo, completacado, avaliagéo e intervengao de pogos, bem como as atividades
de producéo e escoamento de petrdleo. As atividades de pesquisa sismica maritima
contemplaram a aquisicdo nos Campos de Tupi-lracema (iniciada em dezembro de
2021 e encerrada em abril de 2023), Itapu (de outubro de 2022 a janeiro de 2023),
Aram (marco a julho de 2023), lara (maio a dezembro de 2023), Sapinhoa Monitor
(de agosto de 2023 a janeiro de 2024). Foram perfurados 37 poc¢os na AGBS de
janeiro a dezembro de 2023 (computados a partir do més de inicio da perfuracao).
Dentre as atividades de producéo, registra-se para 2023 a continuidade da operacao
de 24 unidades da Petrobras instaladas, bem como o inicio da producdo do FPSO
Almirante Barroso em maio/2023 no campo de Buzios e do FPSO Sepetiba em
dezembro/2023, no campo de Mero, totalizando 26 unidades de producdo em
operacéo ao final do periodo de referéncia (janeiro a dezembro/23).

A localizagcdo da AGBS, campos e plataformas de producdo da Petrobras

encontram-se representados na Figura 9-1.
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Figura 9-1 — Mapa com a AGBS, unidades de producédo da Petrobras e de outras operadoras
na Bacia de Santos.
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9.2 REGISTROS DE INCIDENTES AMBIENTAIS

A seguir, na Tabela 9-1 sdo apresentados os dados dos incidentes nas
atividades da Petrobras na Bacia de Santos, inclusive informacdes de descartes das
plataformas de perfuragdo (“NS” — Navios Sondas), além de plataformas de
producdo. Observa-se que ao todo foram 61 incidentes de descarga no mar no
periodo de referéncia, totalizando um volume aproximado de 57.716,28 litros, com
destaque para as descargas de fluido de perfuracdo/base agua (46.650 litros), fluido
sintético de perfuracéo (9.538,82 litros) e fluido hidraulico/base agua (1.443,31). E,
em menores quantidades, Oleo diesel (6,43 litros) e petrdleo bruto (3,82 litros).
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Tabela 9-1 — Relac¢do de incidentes de descarga no mar por atividades/empreendimentos da Petrobras na Bacia de Santos entre
01/01/2023 e 31/12/2023.

Data do

Volume

° . Unidade . Tipo do Incidente Substancia Descarregada CADINCs
Incidente (Litros)

1 010123 NS-54 g DESEEE METErCE M Eam El Fluido hidraulico base 4gua  POCOS/CAMAP-AUP-0001/2023
potencial de dano ’

2 10/01/23 P-67 0,17 Descarga menor de dleo Oleo diesel UN-BS-0003/2023

3 12/01/23 FPSO Cidade de Sdo Paulo 0,018  Descarga menor de 6leo Oleo lubrificante UN-BS-0010/2023

4 1600123 P-74 (pogo 9-RJS-709) 4 Descargamenor defluido de perfuragdo, 441 sintatico de perfuragao BUZI0S-000212023
completag&o ou intervengdo em pogos

5 180123  P-68(pogo-RJS715D) 06  Descargamenorde fluidode perfuracdo, gy iy sintstico de perfuragdo UN-BS-0014/2023
completagéo ou intervengéo em pogos

6 30/01/23 FPSO Cidade Qe Angra dos 06 Dgsqarga menor de oleq; Perda de contengao Oleo diesel UN-BS-0025/2023

Reis priméria significante de dleo
7 070223 Fpgo CTiED e 02  Descargamenor Petréleo bruto UN-BS-0034/2023 (Retificador)
aquarema

8 0902123 Fpﬁfngﬁiﬁfade 488  Descarga menor Fluido sintético de perfuragdo  UN-BS-0039/2023 (Retificador)

9 13/02/23 FPSO Pioneiro de Libra 0,1 Descarga menor Agua oleosa UN-MERO-0004/2023

10 230223 FPSO Carioca 002  Descarga menor ow“”fggfm““' UN-BS-0045/2023

11 28/02/23 FPSO Cidade de Marica 0,1 Descarga menor Oleo lubrificante UN-BS-0048/2023

12 05/03/23 FPSO Cidade de Marica 1 Descarga menor Petréleo bruto UN-BS-0058/2023 (Retificador)

13 17/03/23 P-77 4 Descarga significante Agua oleosa BUZI0S-0024/2023 (Retificador)

14 06/0423  FPSO Almirante Barroso 1 Descarga menor, Perda de contengao Oleo diesel BUZI0S-0036/2023
primaria significante

15 11/04/23 P-71 2 Descarga menor Agua oleosa UN-BS-0092/2023

16 14104123 H%ocmﬂgﬁAm“d“ 005  Descarga menor Oleo diesel UN-BS-0094/2023

17 14/04/23 P-75 0,3 Descarga menor Oleo diesel BUZI0S-0037/2023

18 19/04/23 P-76 12,8 Descarga menor Agua oleosa BUZIOS-0041/2023

19 20004123 P77 OSSR Bl e el Outros (hidrocarbonetos) BUZIOS-0042/2023
indeterminada

20 01/05/23 P-74 40,347  Descarga menor Fluido sintético de perfuracdo BUZI0S-0047/2023
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0 Data do . Volume . . A
N . Unidade . Tipo do Incidente Substancia Descarregada CADINCs
Incidente (Litros)
21 07/05/23 P-74 3 Descarga menor Oleo diesel UN-BUZIOS-0048/2023
22 14/05/23 Area Geografica . Constatagdo de mancha de origem Outros (hidrocarbonetos)  UN-BS-0112/2023 (Retificador)
da Bacia de Santos indeterminada
23 28/05/23 P-70 3,3 Descarga menor MEG UN-BS-087- V1
24 12/06/23 P-75 0,5 Descarga menor Fluido hidraulico base 6leo UN-BUZ-123
25 19/06/23 P-75 60 Descarga menor Fluido sintético de perfuracéo UN-BUZ-146
26 21/06/23 FPSO CldaQe de 15 Descarga menor Outros (produtos quimicos) UN-BS-168
Mangaratiba
27 25/06/23 P-71 1800,116 Descarga significante Fluido sintético de perfuracéo UN-BS-181-V1
28 25/06/23 NS-39 28,8 Descarga menor Fluido hidraulico base agua POCOS/SM-186
29 03007/23 NS-39 1,02 ?Beg;&)"ga menor, falhia no Blowout Preventer g i, hidraulico base 4gua POCOS/SM-204
30 11/07/23 7-MRO-33-RJS 1296  Descarga menor Fluido sintético de perfuracao POCOS(@’;L‘{'C’;ZEJ?)UP'ZGO
31 19/07/23 NS-39 6,5 Descarga menor Fluido hidraulico base dleo POCOS/SM-309
32 28/07/23 P-69 04 Descarga menor Agua oleosa UN-BS-334
33 28/07/23 NS-54 0,16 Descarga menor Fluido hidraulico base 6leo POCOS/SM-327
34 0308/23 P75 7407~ Descarga significante; Perda de contengdo 4 sintetico de perfuracao UN-BUZ-370-V8
primaria significante
35 09008123 NS-32 42000  Descarga maior: Desconexdo de emergéncia | |do dé péegrz‘ga‘?“ base  pocosISM-387 (Retificadon)
36 11/08/23 NS-44 800 Descarga significante Fluido hidraulico base agua POCOS/SM-401
37 11008123 NS-44 148 ?Begga)‘rga menor; Falha no Blowout Preventer .4, hidraulico base égua POCOS/SM-402
38 17/08/23 NS-39 1474 -ana no Blowout Froventer (SOF): Descarg?  g1igo hidrauiico base agua POCOS/SM-429
39 20008123 NS-54 4610  Descarga significante Alibz e péegrz‘ga‘?ao b POCOS/SM-438
40 25/08/23 P-75 0,2 Descarga menor Oleo diesel UN-BUZ-365
41 25/08/23 NS-38 40 rl-;a;l:ﬁrno Blowout Preventer (BOP); Descarga  Fluido de péegrLl;ragao base POCOS/SM-470
42 28/08/23 NS-45 0,75 Descarga menor Petréleo bruto POCOS/SPO-485
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Incidente (Litros)

43 31/08/23 P-71 1 Descarga menor Petréleo bruto UN-BS-503

44 02/09/23 p-77 0,6 Descarga menor Petréleo bruto UN-BUZ-508

45 02/09/23 AKER WAYFARER 0,271 Descarga menor Petréleo bruto POCOS/CAMAP-AUP-512-V1

46 20009123 NS-45 30 ;Z':i‘;‘i:aong"’w"“t Preventer (BOP); Descarga o hidraulico base 4gua POCOS/SM-604

47 21/09/23 NS-45 0,21 Abalroamento menor ; Descarga menor Oleo diesel POCOS/SM-600 (Retificador)

48 300923 FPSO Cidade de 120 Descarga menor Fluido sintético de perfuragao UN-BS-654

Mangaratiba )

49 13/10/23 P-67 4 Descarga menor Agua oleosa UN-BS-727

50 04/11/23 FPSO Guanabara 45 Descarga menor Fluido sintético de perfuracéo UN-MERO-846

51 11/11/23 APED Cldacgaeie GUELE 20 Descarga menor Fluido hidraulico base agua UN-BS-871

52 14/11/23 P-74 0,3 Descarga menor Oleo diesel UN-BUZ-885

53 16/11/23 NS-54 07  Descarga menor Fluido hidréulico base agua | OCOSICAMAP-AR-AP-896

(Retificador)

54 1611123 NS-44 25,72 ;Z'E;C”a‘;ti’ow"”t Preventer (BOP); Descarga i hidgraulico base 4gua POCOS/SM-902

55 17111/23 NS-54 0,05 Perda de conteng&o priméria significante; Fluido hidréulico base 4gua POCOS/CAMAP-AUP-898
Descarga menor ) (Retificador)

56 19/11/23 NS-38 0,6 Descarga menor Oleo diesel POCOS/SM-906

57 26/11/23 P-71 4 Descarga menor Agua oleosa UN-BS-939

58 01/12/23 FPSO Almirante Barroso 1 Descarga menor Fluido hidraulico base 6leo UN-BUZ-959

59 01/12/23 FPSO Sepetiba 20 Descarga menor Fluido hidraulico base dleo UN-MERO-961

60 0212123 NS-44 4 FahanoBlowoul Preventer (BOP); Descarga ¢ o hidraulico base agua POCOS/SM-972

61 21/12/23 FPSO Almirante Barroso 512,8  Descarga significante Fluido hidraulico base agua UN-BUZ-1061
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9.3 REGISTROS DE RESIDUOS OLEOSOS

Considerando o periodo de referéncia deste relatorio (01/01/2023 a 31/12/2023),
foram registradas 22 ocorréncias de residuos oleosos para a area de abrangéncia
do PMP-BS, todas as amostras foram coletas e as informacdes constam na

Tabela 9-2.

As equipes do PMP-BS Area SC/PR realizaram 4 registros de residuos
oleosos, sendo todos através do monitoramento ativo das praias. Ja as equipes do
PMP-BS Area SP realizaram 15 registros de residuos oleosos, sendo 13 através do
monitoramento ativo das praias e 2 por acionamento. E, por fim, as equipes do PMP-
BS Area RJ realizaram 3 registros de residuos oleosos, sendo 2 através do
monitoramento ativo das praias e 1 por acionamento. Estas amostras de residuos
oleosos coletadas foram categorizadas em campo quanto a matriz, como pelotas de
piche (21 amostras) e o restante como 6leo (1 amostra).

Para todas estas ocorréncias de residuos oleosos realizou-se a coleta de
amostras para analises de fingerprint, realizadas no Centro de Pesquisas &
Desenvolvimento Leopoldo Américo Miguez de Mello (CENPES).

Os resultados destas andlises de fingerprint indicaram que 17 das 22 amostras
de residuos oleosos coletadas correspondiam a derivados, 4 amostras
correspondiam a petréleo/6leo cru de origem estrangeira, ou seja, nenhuma amostra
relacionada a 6leos crus produzidos na Bacia de Santos e em 1 amostra nao foi
possivel determinar a natureza do residuo oleoso recuperado.

O Trecho 10 foi a regido com maior nimero de amostras de residuos oleosos
coletados em 2023 (13 amostras), padrao semelhante ao observado nos relatérios
anteriores (periodo de referéncia: ano de 2021 e 2022). O més de dezembro foi 0
més com maior nimero de amostras coletadas em 2023 (5 amostras), seguido do
més de junho que teve 4 amostras coletadas.

Cabe ressaltar que todas estas analises estdo devidamente registradas no
SIMBA.

Pag.
Relatério Técnico Anual Integrado PMP-BS: 2023 (Volume 3) 106/
142

PUBLICA



Revisao 00

ANALISES DE FINGERPRINT

Janeiro/2025

Tabela 9-2 - Ocorréncias de residuos oleosos registrados pelo PMP-BS entre 01/01/2023 e 31/12/2023.

— - —
N° Data da coleta Tr_e c!10~ Municipio/Estado Monitoramento Cédigo da Matriz Resultado N Cor’nur.ucagao
(Instituicao) Amostra Técnica
1 02/01/2023 Trecho 15 - Maricé - RJ Regular  PIC-000-0787  Piche Derivado 001/2023
Econservation
2 27/02/2023 Trecho 09 Guaruja - SP Regular PIC-000-0792 Piche Derivado 002/2023
3 06/04/2023 Trecho 10 Ubatuba - SP Regular PIC-000-0797 Piche Derivado 003/2023
4 16/04/2023 Trecho 10 Caraguatatuba - SP Regular PIC-000-0799 Piche Derivado 004/2023
5 28/04/2023 Trecho 10 Ubatuba - SP Regular PIC-000-0800 Piche Derivado 005/2023
6 08/05/2023 Trecho 11 - Paraty - RJ Acionamento  OLE-000-0801  Oleo  Derivado 006/2023
Econservation ’
7 09/05/2023 Trecho 06 Guaratuba — PR Regular PIC-000-0802 Piche UG L 009/2023
Estrangeiro
8 02/06/2023 Trecho 10 Ubatuba - SP Regular PIC-000-0815  Piche Eg;%gﬁo 007/2023
9 02/06/2023 Trecho 10 Ubatuba - SP Regular PIC-000-0816 Piche Derivado 008/2023
10 05/06/2023 Trecho 19 - Marica - RJ Regular PIC-000-0819  Piche  Derivado 010/2023
Econservation
11 30/06/2023 Trecho 08 Mongagua, Praia Grande - SP Acionamento PIC-000-0821 Piche Derivado 011/2023
12 11/08/2023 Trecho 10 Ubatuba - SP Regular PIC-000-0822 Piche Derivado 007/2024
13 11/08/2023 Trecho 06 Pontal Do Parana — PR Regular PIC-000-0823 Piche Derivado 008/2024
14 12/08/2023 Trecho 10 [lhabela - SP Regular PIC-129-0001 Piche Derivado 009/2024
15 17/10/2023 Trecho 10 Ubatuba - SP Regular PIC-000-0842 Piche Derivado 013/2024
16 18/10/2023 Trecho 10 Ubatuba - SP Regular PIC-000-0843 Piche Derivado 014/2024
17 29/11/2023 Trecho 06 Matinhos — PR Regular PIC-000-0853 Piche Eg;‘;ggﬁo 016/2024
18 01/12/2023 Trecho 10 Ubatuba - SP Acionamento PIC-000-0854 Piche Derivado 017/2024
19 07/12/2023 Trecho 10 Ubatuba - SP Regular PIC-000-0856 Piche Derivado 018/2024
20 08/12/2023 Trecho 10 Ubatuba - SP Regular PIC-000-0857 Piche Outros* 019/2024
21 18/12/2023 Trecho 10 Ubatuba - SP Regular PIC-000-0858 Piche nga‘;ggﬁo 020/2024
22 21/12/2023 Trecho 06 Matinhos - PR Regular PIC-000-0860 Piche Derivado 021/2024

* A baixa recuperagéo de residuo oleoso, a auséncia de n-parafinas ou de UCM (Unresolved Complex Mixture) observadas na analise cromatografia gasosa e a distribuigao irregular de

biomarcadores limitam a determinagéo da natureza do residuo oleoso recuperado.
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Abaixo seguem imagens das 22 ocorréncias de residuos oleosos (Figura 9-2)
e respectivos codigos de amostra registrados pelo PMP-BS entre 01/01/2023 e
31/12/2023.

UFP000085

PIC-000-0853 - Oleo Cru PIC-000-0802 - Oleo Cru
Estrangeiro Estrangeiro

PIC-000-0860 - Derivado

; * 187121207
57307574, Vi-45

PIC-000-0858 - Oleo
PIC-000-0823 - Derivado Estrangeiro

L

m‘“”‘%ﬁ .

PIC-000-0854 - Derivado

PIC-000-0843 - Derivado

i

PIC-129-0001 - Derivado

izt

IC-002 - Derivado

PIC-000-0842 - Deriv.

ado
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PIC-000-0821 - Derivado

PIC-000-0816 - Derivado

PIC-000-0815 - Oleo Cru
Estrangeiro

PIC-000-0800 - Derivado

PIC-000-0799 - Derivado

TR

97 - Derivadbr

PIC-000-07

PIC-000-0819 - Derivado

OLE-000-0801 - Derivado

IC-00-8 Derivado

Figura 9-2 — Residuos oleosos registrados na area de abrangéncia do PMP-BS entre

01/01/2023 e 31/12/2023 e respectivos Codigos de Amostra.
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9.4 REGISTROS DE FAUNA OLEADA

Considerando o periodo de referéncia deste relatério (01/01/2023 a
31/12/2023), foram registradas 5 ocorréncias de fauna oleada para a area de
abrangéncia do PMP-BS (Tabela 9-3).

As equipes do PMP-BS Area SC/PR realizaram 3 registros de fauna oleada, 2
através do monitoramento ativo das praias e 1 por acionamento. Ja as equipes do
PMP-BS Area SP realizaram 1 registro de fauna oleada através do monitoramento
ativo das praias. Por fim, as equipes do PMP-BS Area RJ realizaram 1 registro de
fauna oleada através de acionamento.

Em todas estas ocorréncias de fauna oleada, houve a coleta de amostras para
analise de fingerprint no Centro de Pesquisas & Desenvolvimento Leopoldo Américo
Miguez de Mello (CENPES).

Os resultados destas analises de fingerprint indicaram que 2 das 5 amostras
coletadas nos animais oleados correspondiam a derivados, e nas outras 3 nao foi
possivel determinar se tratava de 6leo cru ou derivado, sendo que nenhuma amostra
estava relacionada a 6leos crus da Bacia de Santos.

Houve 3 registros de aves de habitat costeiro/oceanico (Sula leucogaster e
Spheniscus magellanicus) e 2 de aves com habitat oceanico (Thalassarche
chlororhynchos e Pelagodroma marina).

O trecho com maior numero de ocorréncias de fauna oleada em 2023 foi o
Trecho 6, com 2 individuos. Ja os Trechos 1, 9 e 15 (com 1 individuo cada),
perfizeram juntos 60% dos registros de fauna oleada no PMP-BS no periodo. Os
trechos 2, 3,4,5,7,8,10,11, 12, 13 e 14 nédo tiveram registro de fauna oleada neste
periodo. No decorrer do ano, os meses de julho, outubro e novembro apresentaram
somente um registro cada, enquanto o més de agosto foi o Unico periodo que
apresentou 2 registros de fauna oleada.

Cabe ressaltar que todas estas analises estdo devidamente registradas no
SIMBA.
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Tabela 9-3 — Ocorréncias de fauna oleada no PMP-BS entre 01/01/2023 e 31/12/2023.

o ldentificador - Data do . Status no Quantidade . Trecho Municipio/ Coédigo da N° Comunicacgao
N do Individuo Espécie resgate Monitoramento resgate de éleo Habitat (Instituicéo) Estado Amostra Resultado Técnica
1 108670 Sulaleucogaster  25/07/2023 Regular (é"o‘fj”%) ae2s% SO 6(UFPR)  pomal o, T08GTOPEN- Derivado 005/2024
2 124582 g‘;’;’]ggﬁ’;s 04/08/2023  Acionamento Vivo a625% SO {(UDESC)  Lagunassc 12SBAPEN- oypes 006/2024
Thalassarche Morto . A Pontal do 128869-PEN- *
3 128869 el 2600812023 Regular Cony  @625%  Ocedmico  6(UFPR)  pronElfS AN Outros 010/2024
4 184007  Sulaleucogaster ~ 13110/2023  Acionamento Vivo até 25% OC(%S% 15 (Econservation) Nitersi/RJ TO400FPEN" perivago 012/2024
5 191515 Felagodroma 03/11/2023 Regular (é"é‘g_t‘jl) a625%  Ocednico 9 (Gremar)  Guanja/SP 1OTo1oOAD- oupos 015/2024

* A baixa recuperagao de residuo oleoso, a auséncia de n-parafinas ou de UCM (Unresolved Complex Mixture) observadas na analise cromatografia gasosa e a distribuigao irregular de biomarcadores
limitam a determinag&o da natureza do residuo oleoso recuperado.
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Do total de 5 ocorréncias de fauna oleada, 2 eram individuos encontrados com
vida e as demais 3 ocorréncias se tratavam de carcacas. Os estagios de
decomposicdo destas carcacas foram: uma carcaca em codigo 3 (ii 108670) e duas
em codigo 4 (ii 128869 e ii 191515). A causa mortis destes individuos foi identificada
como indeterminada para os 3 individuos (ii 108670, ii 128869 e ii 191515).

Para a Area SC/PR foram registrados 1 individuo com vida e 2 carcacas, cujas
localizacbes das ocorréncias constam na Figura 9-3. A ave encontrada viva,
Spheniscus magellanicus (ii 124582), foi encaminhada a UE de Laguna e morreu no
dia do resgate.

Para a Area SP foi registrado apenas 1 carcaca, cuja localizacéo encontra-se
na Figura 9-4.

Para a Area RJ foi registrado 1 individuo com vida, cuja localizac&o consta na
Figura 9-5. A ave encontrada viva, Sula leucogaster (ii 184007), foi encaminhada ao
CRD Marica e morreu apos 2 dias de tratamento.

Pag.
Relatério Técnico Anual Integrado PMP-BS: 2023 (Volume 3) 112/
142



Revisio 00 ANALISES DE m PETROBRAS
Janeiro/2025 FINGERPRINT
-49°30' -49° -48°30' -48° -47°30
Localizagéo Regighaf SP
, - Guaraquegaba N
\ SP TRECHO 06 .
\ - )
gl PR ~ ] s 2
g 7 @ -5
o / o
s J./‘;’ Paranagua
i PR %§;|m
L na
S 128869
Sersl_/ X S Q)
¢
RSP Matinhos 0108670
Guaratuba
% . a e &
2 4P
=) =)
Il ™
o] o
o o
Barra Velha
Balneario
Picarras -~ Penha
Nayeganles
&
Itajai
& Balneario S
F TRECHO 04 %7 i
Itapema
Bombinhas
Porto Belo
Tijucas
SC Gov.
Celso Ramos
Biguagu v,
Celso-Ramos
>4 Florianopolis =3
R R
N o
Séo
José TRECHO 03
TRECHO-02 oriepmibols Legenda
'®r Aves Oleadas
Palhoga 2
Iy Portos
Limites municipais
% ety [ Municipios costeiros | &
! [ Limites estaduais '
Garopaba
Identificador Espécie
Imbitub: ..
T do Individuo B
Imbitub:
TRECHO 01 e 108670 Sula leucogaster
124582 Spheniscus magellanicus
128869 Thalassarche chlororhynchos
I~ Laguna =
o© ™
% 0 51 20 30Km [ &
< 124582 1 1 o
Coordenadas Geodésicas
Datum Sirgas 2000
T T T T T
-49°30" -49° -48°30' -48° -47°30"

periodo de 01/01/2023 a 31/12/2023.

Relatério Técnico Anual Integrado PMP-BS: 2023 (Volum

PUBLICA

OSGeo 057/2024

Figura 9-3 - Locais de registro de fauna oleada encontrada pelo PMP-BS Area SC/PR no
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Figura 9-5 - Locais de registro de fauna oleada encontrada pelo PMP-BS Area RJ no periodo
de 01/01/2023 a 31/12/2023.
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Na Figura 9-6 sao apresentadas as imagens dos 5 animais oleados e
respectivos ii (ldentificadores dos Individuos) registrados pelo PMP-BS entre
01/01/2023 e 31/12/2023.

Thalassarche ¢ oyno , - s
(i 128869) - Outros Spheniscus magellanicus

€ Shljlaﬂlelj‘clcig-;aster
124582) - T i
(ii 124582) - Outros (il 108670) - Derivado

7 Plagodrma ina
(ii 191515) — Outros

Figura 9-6 — Registros dos 5 animais oleados registrados no PMP-BS no periodo de
01/01/2023 a 31/12/2023 e respectivos ii (Identificador do Individuo).

Sula leucogaster (ii 184007) - Derivado

Pag.
Relatério Técnico Anual Integrado PMP-BS: 2023 (Volume 3) 115/
142

PUBLICA



Revis&o 00 ANALISES DE
Janeiro/2025 FINGERPRINT

I-‘h‘l PETROBRAS

9.5 CONSIDERACOES

Considerando a série historica anual desde 01/01/2017, ano em que o PMP-
BS consolidou as coletas no Fase 1 (SC/PR e SP) e Fase 2 (RJ), foram registradas
244 ocorréncias de residuos oleosos na area de monitoramento do PMP-BS. Destes
residuos, 79,1% foram categorizados como piche e outros 20,9% como 6leo, pelas
equipes de campo (Tabela 9-4). Esclarece-se que, quando da eventual coleta de
mais de uma amostra de residuo oleoso no mesmo dia e local pelas equipes de
monitoramento, as amostras sdo analisadas em separado para determinacdo de
fingerprint pelo CENPES, e apds a confirmacdo da semelhanca entre elas, estas
amostras replicadas sdo consideradas como uma Unica ocorréncia para fins de

cOmputo nos quantitativos deste relatério.

Tabela 9-4 — Ocorréncias de residuos oleosos registrados no PMP-BS entre os anos de
2017 e 2023.

Ano/Tipo de Residuo  Santa Catarina Parand S&o Paulo Rio de Janeiro Total Geral
2017

Oleo 1 3 3 4 11

Piche 2 1 32 35
2018

Oleo 1 4 8 2 15

Piche 2 9 2 13
2019

Oleo 1 3 2 6

Piche 46 10 56
2020

Oleo 3 2 5

Piche 2 16 3 21
2021

Oleo 3 1 2 1 7

Piche 3 9 1 13
2022

Oleo 1 2 3 6

Piche 5 25 4 34
2023

Oleo 1 1

Piche 4 15 2 21
Total Geral 11 23 173 37 244
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Das 244 ocorréncias de residuos oleosos, 22 (dos anos de 2017 e 2018) néo
foram enviadas para analise de fingerprint por terem a origem conhecida, por serem
de praias, sabidamente, com ocorréncia jA& analisada de 6leo intemperizado
recorrente ou ainda, ndo ter sido possivel a adequada coleta da amostra. Assim,
para a construcdo da Figura 9-7 consideramos as 222 amostras que apresentaram
resultados de fingerprint.

A analise da Figura 9-7 ndo mostram uma tendéncia na ocorréncia de residuos
oleosos. As amostras cujos resultados indicam derivados sdo as predominantes
durante todos os anos de realizacao de coleta de residuos oleosos pelo PMP-BS,
com destaque para os anos de 2019 e 2022. As amostras cujos resultados indicam
Oleo cru variaram de 0 a 4 por ano. Em 2023, uma amostra foi classificada como
“outros”, que significa que a baixa recuperacédo de residuo oleoso, a auséncia de n-
parafinas ou de UCM (Unresolved Complex Mixture) observadas na analise
cromatografia gasosa e a distribuicdo irregular de biomarcadores, que limitam a
determinacao da natureza do residuo oleoso recuperado.
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Figura 9-7 — Série histdrica com registros de residuos oleosos pelo PMP-BS.

Ja para fauna oleada, foram registradas 194 ocorréncias de animais oleados
na area de monitoramento do PMP-BS. Destes animais, 72,1% foram registrados
com menos de 25% de 6leo no corpo (Tabela 9-5). Vale destacar também que, em
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alguns casos, houve coleta de duas amostras para 0 mesmo animal, por exemplo,
em aves nas penas e Oleo aderido a outras partes do animal. Porém, o total (194
ocorréncias) nao considera essas amostras repetidas, ou seja, houve o registro de
194 animais oleados desde 2017. Todas as amostras coletadas nos animais oleados
foram enviadas para o CENPES, com excecao de duas, referentes a uma tartaruga
verde (Chelonia mydas - ii 182388), coletada em 2019, e um bigua (Phalacrocorax
brasilianus - ii 223106), coletado em 2020, conforme informado na Carta
SMS/LCA/MPL-E&P/MPL-AGUP-LIBRA-BUZIOS 0345/2022 e Relat6rios Técnicos
Anuais Integrados do PMP-BS, dos periodos de referéncia anteriores (2022 e 2023).

Em dois casos, houve registro de possivel fragmento de piche em estdmago de
tartarugas ndo oleadas encontradas mortas, ambas Chelonia mydas, sendo o
individuo ii 203355 (cod. 4), encontrado no Trecho 10 em novembro/2022, e o
individuo ii 195725 (cdd. 2), encontrado no Trecho 08 em fevereiro/2023. Nestes
casos, nao foi possivel realizar a analise de fingerprint, pois as amostras foram
coletadas junto a material bioldgico do contetdo estomacal, conforme informado pela
Geréncia de Geoquimica do CENPES.

Tabela 9-5 — Registros de fauna oleada ao longo do PMP-BS nos anos de 2017 a 2023.

Ano/Quantidade de éleo Aves Mamiferos Tartarugas Total Geral
2017

até 25% 12 5 17

até 50% 5 5

até 75% 1 1
2018

até 25% 46 5 51

até 50% 9 9

até 75% 2 2

mais do que 75% 5 5
2019

até 25% 25 1 2 28

até 50% 9 1 10

até 75% 5 5
2020

até 25% 7 1 8

até 50% 2 2

até 75% 2 2
2021

até 25% 12 12

até 50% 3 3

até 75% 3 3

mais do que 75% 1 1
2022

até 25% 17 2 19

até 50% 3 3
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Ano/Quantidade de 6leo Aves Mamiferos Tartarugas Total Geral
até 75% 2
mais do que 75% 1 1
2023
até 25% 5 5
Total Geral 177 1 16 194

Os dados de fauna oleada (Figura 9-8) também ndo mostram uma tendéncia ao
longo dos anos. As amostras cujos resultados indicam derivados também séo as
predominantes durante todos os anos, com destaque para o ano de 2018, no qual
os estados do sul (SC e PR) registraram 47 ocorréncias de fauna oleada. Em relacao
as amostras de fauna oleada por 6leo cru, houve um aumento no ano de 2019, com

15 registros e nos demais anos os valores variaram de 0 a 3.
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Figura 9-8 — Série historica com registro de fauna oleada pelo PMP-BS.

Vale destacar que do total de 416 amostras obtidas pelo PMP-BS a partir de
residuos oleosos (222 amostras que apresentaram resultados de fingerprint) e fauna
oleada (194 ocorréncias), desde 2017, 330 trata-se de amostras cuja analise de
fingerprint indicou origem a partir de derivados de petroleo e 38 trata-se de amostras,
cuja analise de fingerprint indicou origem a partir de 6leo cru, sendo que apenas 3
amostras tiveram relacdo com oleo cru produzido na Bacia de Santos, a saber:
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e 1 amostra de residuo oleoso (OLE-110-0001), coletado no dia
17/11/2020 em Bertioga-SP, provavelmente se trata de um petréleo cru
proveniente do Campo de Jupiter (campo ndo produtor em 2020),
misturado a algum derivado de petréleo, provavelmente graxa ou 6leo
lubrificante.

e 1 amostra de fauna oleada (Puffinus puffinus - ii 025626), coletada no
dia 01/10/2021 em Imbituba-SC, sendo possivel sugerir os campos de
Lula/Tupi, além do poco SPH-26.

e 1 amostra de fauna oleada (Puffinus puffinus - ii 012118), coletada no
dia 01/11/2021 em Paranagua-PR, sendo possivel sugerir os campos
de Lula/Tupi e Sapinhoa.
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10 REGISTROS DE RESIDUOS SOLIDOS

10.1REGISTROS POR TRECHO

Como parte das atividades do PMP-BS, as equipes de campo registram as
ocorréncias de residuos soélidos que possam estar relacionadas as atividades
licenciadas (exploracdo, producdo e escoamento de O6leo e gas). Quando
observadas, as ocorréncias sao fotografadas e as informacfes séo registradas no
SIMBA. Havendo condi¢Bes de identificacdo da origem do residuo os responsaveis
sao acionados para recolhimento. Em todos os casos os residuos foram classificados
em 4 grupos:

e Barris, galdes e tambores;

e Boias de diversos tipos (sinalizacao/defensa/pesca);
e Cilindros de gas;

e OQutros

Apesar do periodo de execucédo das atividades do PMP-BS ser diferente entre
areas de abrangéncia, a padronizacdo dos registros de residuos solidos também
sofreu uma alteracio metodoldgica ao longo do contrato das Areas de SC/PR e SP.
A partir do ano de 2019 ficou determinado que somente residuos sélidos
relacionados as atividades licenciadas de exploracédo, producédo e escoamento de
Oleo e gas seriam registrados no ambito do PMP-BS. Esse ajuste metodoldgico
reduziu o registro de residuos de baixa relevancia e consequentemente gerou uma
diminuicdo no numero de ocorréncias na série histérica do PMP-BS. A Figura 10-1
apresenta as ocorréncias de residuos sdlidos registrados a partir do ajuste
metodologico (2019 a 2023). E importante destacar que as atividades de
monitoramento e registro de residuos iniciou em agosto de 2015 para as Areas de
SC/PR e SP, enquanto na Area RJ as atividades tiveram inicio em setembro de 2016.
Para este relatorio ocorreu uma nova padronizagdo com relacdo a categorizagdo dos
residuos solidos registrados pelo Projeto, onde foram englobados na categoria
“outros” os registros diversos fora das categorias padronizadas e os Equipamentos
de Protecdo Individual — EPI, registrados durante os monitoramentos, como
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capacetes de protecédo e protetores auriculares. O motivo pelo qual foi decidido
manter os registros deste tipo de residuo se deu pelo fato de as ocorréncias serem
feitas proximas a locais onde possui obras ligadas a expansdo da industria de
petrdleo e gas da Bacia de Santos, principalmente na area RJ.

Quantidade de Registros
5] w E=Y

=

AN R A

8§ 91011121 2 3 4567891011121 2 3 456 7 891011121 2 3 4 6 7 81011121 4 8 101112

2019 2020 2021 2022 2023
Meses/Ano

Boia e===Galdo/Barril/Tambor Qutros

Figura 10-1 - Registro de ocorréncias de residuos solidos apés ajuste metodoldgico (2019
a 2023) na area de abrangéncia do PMP-BS.

Santa Catarina e Parana

Considerando o periodo deste relatério (01/01/2023 a 31/12/2023), as equipes
do PMP-BS Area SC/PR realizaram 5 registros de residuos sélidos, 4 através de
monitoramento diario das praias e 1 por monitoramento semanal. A Tabela 10-1
apresenta a quantidade e tipo de residuos encontrados por municipio/praia. Em
todos os casos os residuos foram classificados em 2 grupos (Barril/Galdao/Tambor;
Boia).

Tabela 10-1 Quantidade e tipo de ocorréncias de residuos solidos potencialmente
relacionados as atividades licenciadas (exploracdo, producdo e escoamento de
6leo e gés), por estado, municipio e praia, pelo PMP-BS Area SC/PR, de
01/01/2023 a 31/12/2023.

Estado/Municipio/Praia Barril/Galao/Tamhor Boia  Total Geral
Parana
Guaraquegaba
llha do Superagui 1 1
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Estado/Municipio/Praia

Barril/Galao/Tambor

Boia Total Geral

Santa Catarina
Floriandpolis
Campeche
Itapoa
Pontal - Itapoa
Sédo Francisco Do Sul
Praia de Itaguagu
Total Geral

Devido a pequena quantidade de registros, ndo é possivel definir padrdes de

ocorréncia para os residuos solidos na Area SC/PR do PMP-BS. Ao se analisar 0s

registros por categoria (Tabela 10-2) a maioria dos residuos (boias e barril) foram

encontrados nas praias do norte de Santa Catarina.

Tabela 10-2— Registros de residuos solidos potencialmente relacionados as atividades
licenciadas (exploracao, producdo e escoamento de 6leo e gas), pelo PMP-BS
Area SC/PR, de 01/01/2023 a 31/12/2023.

Codigo  Identificador da

SIMBA ocorréncia Municipio Data Imagem do objeto
T0620231227s

281218 000001 Guaraquegaba - PR 27/12/2023
T0320231212s o

279887 000001 Florianopolis - SC 12/12/2023

250499 100020905 g0 Francisco Do Sul-SC 3010812023
T0520230428s .

240331 198022 Itapoa - SC 28/04/2023
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Codigo Identificador da

SIMBA ocorréncia Municipio Data Imagem do objeto
T0520230110s ,
229244 e ltapoa - SC 10/01/2023
Séo Paulo

Considerando o periodo deste relatério (01/01/2023 a 31/12/2023), as equipes
do PMP-BS Area SP realizaram 3 registros de residuos solidos, 2 através de
monitoramento diario das praias e 1 por acionamento. A Tabela 10-3 apresenta a
quantidade e tipo de residuos encontrados por municipio/praia. Em todos os casos
os residuos foram classificados em 2 grupos (Barril/Galdo/Tambor; Boia).

Tabela 10-3 — Quantidade e tipo de ocorréncias de residuos solidos por municipio e praias
e por trecho no PMP-BS Area SP no periodo de 01/01/2023 a 31/12/2023.

Municipio/Praia Barril/Galao/Tambor Boia Total Geral
Caraguatatuba

Capricornio 1 1 2
Sao Sebastido

Séo Francisco + Olaria 1 1
Total Geral 2 1 3

N&o é possivel definir padrées de ocorréncia para os residuos solidos na Area
SP do PMP-BS, entretanto pode-se destacar que todos os residuos foram
encontrados no Trecho 10. Ao se analisar os registros por categoria (Tabela 10-4)
evidenciamos 2 tambores e uma boia do tipo barreira de contencao.
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Tabela 10-4- Registros de residuos sélidos potencialmente relacionados as atividades
licenciadas (exploracéo, producdo e escoamento de dleo e gas), pelo PMP-BS
Area SP, de 01/01/2023 a 31/12/2023.

(S:?l\:g’:\) Identificador da ocorréncia Municipio Data Imagem do objeto
271611 T1020231029s326002 Séo Sebastido 29/10/2023
269336 T1020231015s300019 Caraguatatuba 15/10/2023
253615 T1020230809s000003 Caraguatatuba 09/08/2023

Rio de Janeiro

Considerando o periodo deste relatorio (01/01/2023 a 31/12/2023), as equipes
do PMP-BS Area RJ realizaram 2 registros de residuos solidos, ambos através de
monitoramento diario das praias. A Tabela 10-5 apresenta a quantidade e tipo de
residuos encontrados por municipio/praia. Em todos os casos os residuos foram
classificados como boias.

Tabela 10-5 — Quantidade e tipo de ocorréncias de residuos soélidos potencialmente
relacionados as atividades licenciadas (exploracdo, producédo e escoamento de
Oleo e géas), por municipio e praias, pelo PMP-BS Area RJ, de 01/01/2023 a

31/12/2023.

Municipio/Praia Boia Total Geral
ltaguai

Saco da Coroa Grande 1 1
Mangaratiba

Canal de ltacuruga a Ponta do Bispo 1 1
Total Geral 2 2
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Devido a baixa quantidade de registros, ndo é possivel definir padrbes de
ocorréncia para os residuos soélidos na Area RJ do PMP-BS. A seguir sdo
apresentados os registros por categoria (Tabela 10-6).

Tabela 10-6— Registros de residuos solidos potencialmente relacionados as atividades
licenciadas (exploracdo, producdo e escoamento de dleo e gas), pelo PMP-BS
Area RJ, de 01/01/2023 a 31/12/2023.

Codigo SIMBA Identificador da ocorréncia Municipio Data Imagem do objeto

275970 T1320231124s000001 Mangaratiba 24/11/2023
231454 T1320230127s000004 ltaguai 27/01/2023
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11 ACOES DE COMUNICACAO

11.1EDUCACAO AMBIENTAL

Dentro do escopo do Projeto de Monitoramento de Praias da Bacia de Santos
(PMP-BS) estao previstas acfes que amplifiquem o conhecimento relacionado a
preservacdo do ambiente marinho das comunidades nas areas atendidas pelo
projeto. As instituicbes que executam o projeto realizam palestras em escolas,
projetos sociais, participam de eventos locais, além de estipularem uma agenda de
aproximacéao do poder publico das acdes realizadas pelo PMP-BS.

Ao longo do periodo deste relatoério, as acdes de educacao ambiental atingiram
mais de 70.000 pessoas nos diferentes trechos (Tabela 11-1) de diversas faixas
etarias e sociais. O detalhamento das acOes realizadas més a més, estdo
apresentados no Apéndice 9 — A¢Bes de Educacdo Ambiental.

Tabela 11-1 — Quantidade de pessoas atingidas pelas a¢6es de divulgacdo e educacéo
ambiental desenvolvidas pelo PMP-BS no periodo de 01/01/2023 a 31/12/2023.

Quantidade de participantes

Instituigdo Com lista de presenca Sem lista de presenca (estimado) Total
Trecho 01 0 6248 6248
Trecho 02 3713 3446 7159
Trecho 03 0 814 814
Trecho 04 0 7779 7779
Trecho 05 0 5734 5734
Trecho 06 997 200 1197
Trecho 7 0 2467 2467
Trecho 8 2953 0 2953
Trecho 9 1409 1280 2689
Trecho 10 6377 17857 24234
Trecho 11 0 1019 1019
Trecho 12 0 2574 2574
Trecho 13 0 1594 1594
Trecho 14 0 2875 2875
Trecho 15 46 783 829
Total Geral 15.495 54.670 70.165

11.2DIVULGACAO

O objetivo das a¢des de divulgagéo é expandir 0 acesso as atividades realizadas
e informar sobre questdes relacionadas as diretrizes trabalhadas pelo projeto.
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Durante o periodo deste relatorio foram elaborados 1.458 textos pelos
assistentes de comunicacdo do PMP-BS, que foram publicados nas redes sociais
(Facebook e Instagram) das instituicbes executoras. A partir destas publicacdes foi
registrado um total de 2.585.569 pessoas alcancadas (Tabela 11-2). Além destas,
somam-se ainda 705 pautas nas midias locais, estaduais e nacionais relacionadas

aos trabalhos desenvolvidos pelo PMP-BS.

Tabela 11-2 — Quantidade de reacBes em redes sociais relacionadas a publicacdes feitas
pelas instituicdes do PMP-BS no periodo de 01/01/2023 a 31/12/2023.

Instituigdo Curtidas Compartilhamentos Visualizagdes
UDESC (Trecho 01) 18.337 3.095 155.059
Inst. Australis (Trecho 02) 15.420 1.748 94.061
R3 Animal (Trecho 03) 57.768 6.978 613.042
UNIVALI (Trecho 04) 20.101 2.527 200.656
UNIVILLE (Trecho 05) 19.573 3.169 187.054
UFPR (Trecho 06) 21.3% 3.806 145.095
IPeC (Trecho 7) 15.591 1.028 144.364
Inst. Biopesca (Trecho 8) 11.825 904 132.104
GREMAR (Trecho 9) 32.371 5.250 290.294
Inst. Argonauta (Trecho 10) 15.629 2.083 194.332
Econservation (Trechos 11 a 15) 33.372 4.111 429.508
Total Geral 261.381 34.699 2.585.569

11.3DIVULGACAO TECNICO-CIENTIFICA

Durante o periodo de janeiro a dezembro de 2023 as instituicbes responsaveis
pelo PMP-BS encaminharam diversos pedidos para utilizacdo de dados gerados no
ambito do PMP-BS para serem utilizados em trabalhos académico-cientificos. As

informacdes de cada area serdo apresentadas abaixo.

Santa Catarina e Parana

No periodo de referéncia deste relatorio as instituicbes vinculadas ao PMP-BS
Area SC/PR, finalizaram 7 resumos de congresso, que estdo listados na Tabela
11-3.

Pag.
Relatério Técnico Anual Integrado PMP-BS: 2023 (Volume 3) 128/
142

PUBLICA



ACOES DE
COMUNICAGAO

Revisao 00
Janeiro/2025

I-‘h‘l PETROBRAS

Tabela 11-3— Trabalhos académico-cientificos finalizados pelas instituicbes do PMP-BS
Area SC/PR, no periodo de 01/01/2023 a 31/12/2023.

Titulo Tipo Local de publicagao Status Publicagéo
Perfil de prevaléncia e resisténcia aos
antimicrobianos de Salmonella spp. 48 Congresso
isolados em aves marinhas em Resumo Congresso Brasileiro de Analises Finalizado 21/06/2023
reabilitagdo no Estado de Santa Clinicas
Catarina
ngesion and exposus tochomicl AGAP Thiteenh
. Resumo Congresso Meeting of the Finalizado 26/05/2023
additives in albatrosses and petrels off Advisorv Committee
the shores of Argentina and Brazil Y
Analysis of phthalate esters in adipose
.t|ssue of Pontopc_ma blgmwlle/.collected Resumo Congresso e - Internahgngl Finalizado 06/05/2023
in southern Brazil (Florianopolis County, Whaling Commission
Santa Catarina state)
Ostepgsarcoma metagtatlco em Larus Resumo Congresso XXV Congresso Finalizado 10/2023
dominicanus de vida-livre Abravas
XReunién de laRED
ASO - Tortugas y IX
Jornadas de
Alta mortalidade de tartarugas marinhas Conservacion e -
no litoral sul do Brasil (2016-2022) Resumo Congresso | ostigacion de Finalizado 1172023
Tortugas Marinas del
Atlantico Sur
Occidental
X Reunién de la RED
ASO - Tortugas y IX
Jornadas de
Nasumgnto inédito de tartaruga-.verde Resumo Congresso Consgwaqpn e Finalizado 112023
(Chelonia mydas) no sul do brasil Investigacion de
Tortugas Marinas del
Atlantico Sur
Occidental
Encalhe de tartarugas marinhas na Area
de Protecdo Ambiental da Baleia
XIV Encontro de
Franca, nos anos de 2021 & 2022, Resumo Congresso Iniciagdo Cientifica do Finalizado 10/2023

através da atividade do Projeto de
Monitoramento de Praias da Bacia de
Santos (PMP-BS).

ICMBio

Sao Paulo

No periodo de referéncia deste relatorio as instituicbes vinculadas ao PMP-BS

Area SP finalizaram 4 trabalhos cientificos, sendo dois artigos, um TCC e um resumo

em congresso, que estao listados na Tabela 11-4.
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Tabela 11-4 — Trabalhos cientificos finalizados pelas instituicdes do PMP-BS Area SP, no
periodo de 01/01/2023 a 31/12/2023.

Titulo Tipo Local de publicagao Status Publicagéo

Cataract surgery in a
penguin (Spheniscus
magellanicus) - case
report.

XVIII Congresso
Resumo Brasileiro de Finalizado 29, 30 e 31/03/2023
Oftalmologia Veterinaria

Distribuicdo espago-

temporal de encalhes de

Pontoporia blainvillei na Artigo
costa de S&o Paulo,

sudeste do Brasil.

International Whaling
Commission - Scientific
Committee meeting
2023.

Finalizado 07/05/2023

Relato de Caso: Universidade Federal
Necropsia de Pontoporia TCC Finalizado 06/2023

A Fluminense
blainvillei prenhe

Ingestion of Porifera

Demospongiae Aplysina

fistularis in Short-finned

Pilot Whale Artigo Cientifico
(Globicephala

macrorhynchus Gray,

1846)

Latin American Journal

of Aquatic Mammals Finalizado 26/10/2023

Rio de Janeiro

No periodo de referéncia deste relatério as instituicdes vinculadas ao PMP-BS
Area RJ submeteram 1 artigo cientifico que esta passando pela terceira fase de

revisao, listado abaixo na Tabela 11-5.

Tabela 11-5 — Trabalhos académico-cientificos finalizados/submetidos pelas instituicdes do
PMP-BS Area RJ, no periodo de 01/01/2023 a 31/12/2023.

Titulo Tipo Local de publicagao Status Publicagao

New record for the
northernmost occurrence
of Burmeister’s porpoise

Journal of the Marine Biological Em processo de

(Phocogna spinipinnis, Artigo Cientifico Association of the United Kingdom Submetido revisio
Burmeister, 1865) in the
southwestern Atlantic
Ocean
Pag.
Relatério Técnico Anual Integrado PMP-BS: 2023 (Volume 3) 130/
142

PUBLICA



Revisédo 00 CONSIDERAQC)ES
Janeiro/2025 FINAIS

I-‘h‘l PETROBRAS

12 CONSIDERACOES FINAIS

O Relatorio Técnico Anual Integrado de 2023 mostra a magnitude e
complexidade das atividades executadas neste projeto, ao apresentar uma sintese
de todas as atividades executadas no PMP-BS, que se estendem do monitoramento
de praia as atividades de divulgacéo, passando por uma série de analises que vao
de encalhes a analises moleculares. As analises integradas neste documento sdo de
importante relevancia para compreender os padrdes de ocorréncias e as condi¢cdes
de salude das espécies-alvo.

A quantidade de encalhes em 2023 ao longo da Bacia de Santos esteve dentro
dos padrbes observados em anos anteriores, exceto no que tange ao aumento da
guantidade de aves registradas no Rio de Janeiro. Isto pode ter sido um efeito das
alteracdes nas estratégias de monitoramento das praias no Rio de Janeiro iniciada
em 2023, e precisaré ser avaliado em anos futuros. Uma nova abordagem de anélise
devera ser adaptada para integrar as novas praias monitoradas por via terrestre
diariamente e viabilizar uma comparacédo com a série temporal j& existente.

Outro fator que pode ter alterado a quantidade de aves registradas pode ter sido
a epidemia de influenza aviaria de alta patogenicidade (IAAP) registrada em 2023.
Ao longo de 2023 o Brasil passou por uma emergéncia zoosanitéria ligada a 1AAP,
o que forcou as equipes do PMP-BS a adotar um plano de acao especifico, alterando
alguns procedimentos. Em funcao disso, apesar do registro das aves nas praias nao
ter se alterado, houve uma reducéo nas necropsias de aves na Rede de Atendimento
Veterinario. Comparando com anos anteriores, foi observada uma mortalidade maior
em 2023 de algumas espécies, como trinta-réis e ledes-marinhos, mas as
quantidades ndo foram altas o suficiente para alterar os padrbes gerais. Sera
essencial avaliar os dados de 2024 para definir qual, ou quais, destes fatores foram
responsaveis pelas alteragbes observadas no Rio de Janeiro.

Com relacéo as analises de HPA, organohalogenados e elementos traco, houve
no periodo de referéncia a alteracdo dos laboratérios responsaveis. Os
contaminantes organicos com maior frequéncia de detec¢éo foram os HPAs, PCBs
e YDDTs, enquanto PBDE e demais pesticidas organoclorados sdo ausentes na
grande maioria dos animais analisados. A analise temporal das concentracdes de
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elementos-traco para as seis espécies estatisticamente analisadas, ndo apontou
indicios de aumento nas concentracfes meédias ao longo dos anos.

Com relacdo as analises de biomarcadores, os resultados obtidos em 2023
demonstram que a atividade enzimética e a expressdo génica podem ser utilizadas
como biomarcadores para avaliar a exposicdo de animais marinhos a contaminantes.
No entanto, a resposta observada variou entre as espécies e € influenciada por
diversos fatores ambientais e fisiologicos. A continuidade dos estudos € fundamental
para melhor compreender os mecanismos de resposta dos organismos marinhos a
contaminagao.

Considerando os resultados apresentados nos trés volumes que compdem o
Relatorio Técnico Anual Integrado, € notavel a integracdo das informacdes
apresentadas. Um mesmo organismo registrado na praia pode ser utilizado para
analises sobre padrbées de encalhes, salude da fauna, presenca de contaminantes e
respostas bioquimicas e moleculares aos mesmos. Apesar de ainda poder se
avancar na interpretacéo integrada de todos os resultados obtidos, € indiscutivel a
utilidade das informagdes produzidas a fim de avaliar a interferéncia da atividade de
E&P sobre os tetrapodes marinhos na Bacia de Santos e os diversos impactos que
afetam os mesmos.
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13 EQUIPE TECNICA

COORDENACAO GERAL

Profissional

André Silva Barreto

Empresa/Instituicdo

UNIVALI

Registro no conselho de Classe 21.500/03-D

de Defesa Ambiental

Cadastro Técnico Federal de Atividade | 358880

Funcao

Coordenagdo Geral do PMP-BS Area
SC/PR

Assinatura

Responsavel pela(s) Secao(6es) 1-5,10,11

/

ifﬁﬁ

Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis

Ministério do Meio Ambiente

CADASTROS TECNICOS FEDERAIS
CONSULTA PUBLICA A CERTIFICADO DE REGULARIDADE - CR

Registro n.%: | 358880 Data da consulta:  08/12/2024 CR emitido em: | 08/12/2024 CR vélido até: | 08/03/2025

CPF: | XXX.039.747-XX
Nome: | ANDRE SILVA BARRETO

Dados basicos

Cadastro Técnico Federal de Atividades e Instrumentos de Defesa Ambiental - CTF/AIDA

Cadigo CBO Ocupagéo
2211-05 Bidlogo
2211-05 Bidlogo
2211-05 Bidlogo

Area de Atividade
Estudar seres vivos
Inventariar biodiversidade
Realizar consultoria e assessoria na area bioldgica e ambiental

Conforme dados disponiveis na presente data, a pessoa fisica acima possui Certificado de Regularidade, em conformidade com as obrigagdes cadastrais do

CTF/AIDA.

Ainscrigao no CTF/AIDA constitui declaragao, pela pessoa fisica, do cumprimento de exigéncias especificas de qualificagao ou de limites de atuagao que porventura
sejam determinados pelo respectivo Conselho de Fiscalizagéo Profissional.

O Certificado de Regularidade emitido pelo CTF/AIDA néo desobriga a pessoa inscrita de obter licengas, autorizagdes, permissoes, concessdes, alvards e demais
documentos exigiveis por instituigdes federais, estaduais, distritais ou municipais para o exercicio de suas atividades, especialmente os documentos de
responsabilidade técnica, qualquer o tipo e conforme regulamentagao do respectivo Conselho de Fiscalizagao Profissional, quando exigiveis.

O Certificado de Regularidade no CTF/AIDA nao produz qualquer efeito quanto a qualificagéo e a habilitagéo técnica da pessoa fisica inscrita.

Este site & protegido por hCaptcha e sua Politica de Privacidade e Termos de Servico se aplicam.
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Profissional Renato da Silva Carreira
Empresa/Instituicéo PUC-RIi0

Registro no conselho de Classe

Cadastro Técnico Federal de Atividade | 236563

de Defesa Ambiental

Coordenador
Organohalogenados)

Funcao (HPA

Responsavel pela(s) Secao(bes) 6

Assinatura

Ministério do Meio Ambiente
Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis

CADASTROS TECNICOS FEDERAIS
CONSULTA PUBLICA A CERTIFICADO DE REGULARIDADE - CR

%ﬁ%

Registro n.%: | 236563 Data da consulta: 30/12/2024 CR emitido em: | 25/10/2024 CR vélido até:

Dados bésicos
CPF: | XXX.456.757-XX
Nome: |RENATO DA SILVA CARREIRA

Cadastro Técnico Federal de Atividades e Instrumentos de Defesa Ambiental - CTF/AIDA

Codigo CBO Ocupagao Area de Atividade
2134-05 Gedlogo Estudar ambientes terrestres e aquéticos
2134-05 Geologo Pesquisar natureza geoldgica, geofisica e oceanografica
2134-05 Geologo Prestar assessoria e consultoria

25/01/2025

Conforme dados disponiveis na presente data, a pessoa fisica acima possui Certificado de Regularidade, em conformidade com as obrigagdes cadastrais do

CTF/AIDA.

A inscricao no CTF/AIDA constitui declaragao, pela pessoa fisica, do cumprimento de exigéncias especificas de qualificagao ou de limites de atuagao que porventura

sejam determinados pelo respectivo Conselho de Fiscalizagéo Profissional.

O Certificado de Regularidade emitido pelo CTF/AIDA ndo desobriga a pessoa inscrita de obter licengas, autorizagbes, permissoes, concessdes, alvaras e demais

documentos exigiveis por instituigbes federais, estaduais, distritais ou municipais para o exercicio de suas atividades, especialmente
responsabilidade técnica, qualquer o tipo e conforme regulamentacgao do respectivo Conselho de Fiscalizagao Profissional, quando exigiveis.

O Certificado de Regularidade no CTF/AIDA nao produz qualquer efeito quanto a qualificagéo e a habilitagdo técnica da pessoa fisica inscrita.

Este site & protegido por hCaptcha e sua Politica de Privacidade e Termos de Servico se aplicam.
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Profissional José Marcus de Oliveira Godoy
Empresa/Instituicéo PUC-RIi0

Registro no conselho de Classe

Cadastro Técnico Federal de Atividade | 4955033
de Defesa Ambiental

Funcao Coordenador (Elementos Traco)
Responsavel pela(s) Secao(6es) 7
Assinatura

Ministério do Meio Ambiente
Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis

2

CADASTROS TECNICOS FEDERAIS
CONSULTA PUBLICA A CERTIFICADO DE REGULARIDADE - CR

Registro n.°: 4955033 Data da consulta: 30/12/2024 CR emitido em:  30/12/2024 CR valido até: | 30/03/2025
Dados basicos
CPF:  XXX.981.907-XX
Nome: JOSE MARCUS DE OLIVEIRA GODOY

Cadastro Técnico Federal de Atividades e Instrumentos de Defesa Ambiental - CTF/AIDA

Codigo CBO Ocupacao Area de Atividade
2132-05 Quimico Desenvolver metodologias analiticas
2132-05 Quimico Interpretar dados quimicos
2132-05 Quimico Monitorar impacto ambiental de substancias
2132-05 Quimico Realizar ensaios, analises quimicas, fisicas, fisico-quimicas

Conforme dados disponiveis na presente data, a pessoa fisica acima possui Certificado de Regularidade, em conformidade com as obrigagdes cadastrais do
CTF/AIDA.

A inscrigdo no CTF/AIDA constitui declaragao, pela pessoa fisica, do cumprimento de exigéncias especificas de qualificagcdo ou de limites de atuagdo que porventura
sejam determinados pelo respectivo Conselho de Fiscalizagdo Profissional.

O Certificado de Regularidade emitido pelo CTF/AIDA ndo desobriga a pessoa inscrita de obter licengas, autorizagoes, permissdes, concessodes, alvaras e demais
documentos exigiveis por instituicoes federais, estaduais, distritais ou municipais para o exercicio de suas atividades, especialmente os documentos de
responsabilidade técnica, qualquer o tipo e conforme regulamentacao do respectivo Conselho de Fiscalizagéo Profissional, quando exigiveis.

O Certificado de Regularidade no CTF/AIDA nao produz qualquer efeito quanto a qualificagdo e a habilitagao técnica da pessoa fisica inscrita.

Este site € protegido por hCaptcha e sua Politica de Privacidade e Termos de Servigo se aplicam.

Profissional Afonso Celso Dias Bainy
Empresa/Instituicao UEFSC
Registro no Conselho de Classe N&o se aplica

Cadastro Técnico Federal de Atividades | N&o se aplica
e Instrumentos de Defesa Ambiental

Funcéo Coordenador (Biomarcadores)

Responsavel pela(s) Secao(bes)

Assinatura
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Profissional Thiago Otto Corréa Alves

Empresa/Instituicéo Petrobras

Registro no Conselho de Classe CREA-SP 126477

CTF/AIDA 6791016
Responsabilidade 9

Assinatura ’ _ [

Ministério do Meic Ambiente
Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis

CADASTROS TECNICOS FEDERAIS
CONSULTA PUBLICA A CERTIFICADO DE REGULARIDADE - CR B
MM A

Registro n.® 6791016 Data da consulta: | 02/01/2025 CR emitido em: |02/01/2025 CR valido até: | 02/04/2025

Dados basicos
CPF: | 200{.940.926-XX
Mome: | THIAGO OTTO CORREA ALVES

Cadastro Técnico Federal de Atividades e Instrumentos de Defesa Ambiental - CTF/AIDA

Codigo CEBO Ocupagio Area de Atividade
2140-05 Engenheiro Ambiental Imnplantar projetos ambizntais

Conforme dades disponiveis na presente data, a pessoa fisica acima possui Cerlificade de Regularidade, em conformidade com as obrigacfes cadastrais do
CTF/AIDA.

A inscricio no CTF/AIDA constitui declaracdo, pela pessoa fisica, do cumprimento de exigéncias especificas de qualificacdo ou de limites de atuacde que porventura
sejam determinados pelo respective Conselho de Fiscalizago Profissional.

O Cerificado de Regularldade emitido pelo CTF/AIDA ndo desobriga a pessoa inscrita de obter Ilcencas. autorizagies, permissies, concessdes, alvaras e demais
decumentos exigiveis por instiluicdes federais, estaduais. distitaiz ou municipais para o exercicio de suas atividades, espemalmente o5 documentos de
responsabilidade técnica, qualquer o tipo & conforme regulamentagdo do respective Conselho de Fiscalizagio Profissional, quando exigiveis.

C Cerificado de Regularidade no CTF/AIDA nde produz qualquer efeito quante a qualificacdo e a habilitac3o técnica da pessoa fisica inscrita.

Este site & protegide por hCapicha e sua Polifica de Privacidade e Termos de Servico se aplicam.

COLABORADORES

Univali
Profissional Alencar Cabral
Empresa/Instituicao UNIVALI
Registro no conselho de Classe Nao se aplica

Cadastro Técnico Federal de Atividade | --
de Defesa Ambiental

Responsavel pela(s) Secao(bes) 3eb5
Assinatura
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Profissional

Antdnio Carlos Beaumord

Empresa/Instituicéo

UNIVALI

Registro no conselho de Classe

N&o se aplica (Oceandgrafo)

Cadastro Técnico Federal de Atividade
de Defesa Ambiental

Responsavel pela(s) Secao(bes)

5

Assinatura

Profissional Camila Domit
Empresa/Instituicdo UFPR
Registro no conselho de Classe 50867/07-D
Cadastro Técnico Federal de Atividade | 2071658

de Defesa Ambiental

Responsavel pela(s) Secao(6es)

4.5.3

Assinatura

Y-

Profissional

Deborah Garcia Boeira

Empresa/Instituicéo

UNIVALI

Registro no conselho de Classe

N&o se aplica (Jornalismo)

Cadastro Técnico Federal de Atividade
de Defesa Ambiental

Responsavel pela(s) Secao(bes)

11

Assinatura

D=E0lsA Gardys Boe ine

Profissional Mariana Carrion
Empresa/Instituicao UNIVALI
Registro no conselho de Classe 95368/03
Cadastro Técnico Federal de Atividade | 6380304

de Defesa Ambiental

Responsavel pela(s) Secao(bes) 2e4

Assinatura

| .
¥y . 7. . [ / -~ ',_r—)c_,‘( .
/ R TER My

Relatério Técnico Anual Integrado PMP-BS: 2023 (Volume 3)

Pag.
137/
142

PUBLICA

I-‘h‘l PETROBRAS




Revisao 00

Janeiro/2025 EQUIPE TECNICA

Profissional Matheus Martins Cardim
Empresa/Instituicéo UNIVALI

Registro no conselho de Classe 07212 CRMV SC
Cadastro Técnico Federal de Atividade | 6870429

de Defesa Ambiental

Responsavel pela(s) Secao(bes) 4

Assinatura

VoHheS Mackips @rdina

Profissional

Mauro Michelena Andrade

Empresa/Instituicéo

UNIVALI

Registro no conselho de Classe

N&o se aplica (Oceandgrafo)

Cadastro Técnico Federal de Atividade
de Defesa Ambiental

Responsavel pela(s) Secao(6es)

Assinatura

S,/M A Mdd

Profissional Pedro Volkmer de Castilho
Empresa/Instituicéo UDESC

Registro no conselho de Classe 53296-03D

Cadastro Técnico Federal de Atividade | 1929683

de Defesa Ambiental

Responséavel pela(s) Secao(6es)

4.5.2

Assinatura

b

Profissional

Renata Maria Taufer

Empresa/Instituicao

UNIVALI

Registro no conselho de Classe

N&o se aplica (Oceandgrafo)

Cadastro Técnico Federal de Atividade
de Defesa Ambiental

Responsavel pela(s) Secao(bes)

Assinatura
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Profissional

Rodrigo Sant’anna

Empresa/Instituicéo

UNIVALI

Registro no conselho de Classe

N&o se aplica (Oceandgrafo)

Cadastro Técnico Federal de Atividade
de Defesa Ambiental

Responsavel pela(s) Secao(bes) 5

Assinatura ﬁ/

Profissional Tiago Zis

Empresa/Instituicéo UNIVALI

Registro no conselho de Classe Nao se aplica

(Ciéncia da Computacao)

Cadastro Técnico Federal de Atividade
de Defesa Ambiental

Responsavel pela(s) Secao(6es)

3eb

Assinatura

Petrobras (fingerprint)

¢ Poliana Carvalho de Andrade Furlan

PUC-Rio (HPA e organohalogenados)
e Dr. Carlos German Massone

e Dra. Francielli Casanova Monteiro
e MSc. Kamila Cezar Gramlich

e Wellington Luiz S. Guedes

e MSc. Matheus Grohs Ribeiro

e Rayan de Oliveira Fortes

e Gustavo Souza de Carvalho

PUC-Rio (Elementos-traco)
e Dr. Rodrigo Araujo Gongalves

LABCAI/UFSC (Biomarcadores)
e Dra. Karim Hahn Lichmann

e Dr. Clei Endrigo Piazza
e Dra. Daina de Lima
e Dra. Juliana Righetto Moser
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e MSc. Vanessa Schadeck Deconto
e MSc. Jaco Joaquim Mattos

e Luiza Manaut Rodrigues

e Ana Beatriz Bauer

e Beatriz Lahoz

e Guilherme de Espindola da Silveira
e Thiago Mazzuco Vinter
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APENDICES

14 APENDICES

APENDICE 1 - REGISTROS DE FAUNA

(disponivel em formato eletrdnico)

APENDICE 2 - HISTORICOS CLINICOS

(disponivel em formato eletrénico)

APENDICE 3 — NECROPSIAS

(disponivel em formato eletrdnico)

APENDICE 4 — MODELOS LINEARES GENERALIZADOS

(disponivel em formato eletrénico)

APENDICE 5 — ANALISE DE REDUNDANCIA

(disponivel em formato eletronico)

APENDICE 6 — HIDROCARBONETOS POLICICLICOS
AROMATICOS E ORGANOHALOGENADOS

(disponivel em formato eletronico)

APENDICE 7 — ELEMENTOS TRACO

(disponivel em formato eletrénico)

APENDICE 8 - BIOMARCADORES

(disponivel em formato eletronico)
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APENDICES

APENDICE 9 — ACOES DE EDUCACAO AMBIENTAL

(disponivel em formato eletrdnico)

APENDICE 10 - COORDENADAS

(disponivel em formato eletrénico)
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