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APRESENTACAO

Este protocolo foi elaborado por pesquisadores de mamiferos aquaticos no
Brasil e do exterior e com organizacdo de servidora do ICMBio/CMA, com o
objetivo de orientar estudantes, profissionais e publico em geral sobre o
diagnostico e avaliagdo dos efeitos das pesquisas sismica em mamiferos
aquaticos. O protocolo utilizou uma linguagem simples sobre o tema, abordando
um histérico sobre a fauna marinha, para que o leitor possua uma compreensao
sobre o tema proposto. Desta forma, auxiliando no conhecimento técnico e
académico, assim como no atendimento de mamiferos aquaticos sobre efeito da
sismica.

O PROTOCOLO SOBRE DIAGNOSTICO E AVALIAQAO DOS EFEITOS
DA PESQUISA SISMICA EM MAMIFEROS AQUATICOS aborda orientagbes de
como identificar o impacto da sismica nos mamiferos aquaticos, as técnicas e
procedimentos para coleta de material com esta finalidade, técnicas de
interpretacdo de resultados das andlises realizadas. Este guia procurou utilizar
termos simples que possam ser entendidos pelos mais diversos publicos,
fornecendo assim um produto de uso multidisciplinar.

Este guia se destina para profissionais, instituicbes, empresas,
pesquisadores e publico em geral que necessitem realizar o diagnostico e
avaliacdo dos efeitos da pesquisa sismica em mamiferos aquaticos, assim como
realizar a tomada de decisdo para politicas publicas e soltura de animais, entre
outras. Desta forma, sendo uma importante ferramenta para as UCs e centro de
pesquisa do ICMBIo.

A sua elaboracéo integra uma das etapas dos Projetos de Condicionantes
Ambientais relacionados ao processo de licenciamento ambiental conduzido pela
Coordenacdo de Licenciamento Ambiental de Exploracdo de Petroleo e Gas
(COEXP), Coordenacao-Geral de Licenciamento Ambiental de Empreendimentos
Marinhos e Costeiros (CGMAC) e Diretoria de Licenciamento Ambiental (DILIC) do
Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis

(IBAMA) para a Atividade de Pesquisa Sismica Maritima 3D na Bacia Potiguar



(Rio Grande do Norte e Ceard), executada pela PGS INVESTIGACAO
PETROLIFERA LTDA. entre outubro de 2017 e junho de 2018.

A Universidade do Estado do Rio Grande do Norte, por meio do Projeto
Cetaceos da Costa Branca (PCCB/UERN), em parceria com a Associacdo de
Pesquisa e Preservacdo de Ecossistemas Aquaticos (AQUASIS) e Fundagéo para
o Desenvolvimento da Ciéncia, Tecnologia e Inovagdo do Estado do Rio Grande
do Norte (FUNCITERN) desenvolveu os seguintes projetos condicionantes:

a) Projeto de Monitoramento de Praias (PMP);

b) Projeto de Diagnéstico e Analises de Interacdo entre Animais Marinhos e

Atividades de Pesquisa Sismica Maritima 3D na Bacia Potiguar;

c) Plano de Manejo de Aves em Embarcacfes da Atividade Sismica na Bacia

Potiguar (PMAVE).

No ambito da execucdo do Projeto de Diagndstico e Analises de Interacdo
entre Animais Marinhos e Atividades de Pesquisa Sismica Maritima 3D na Bacia
Potiguar, foi realizado o WORKSHOP SOBRE DIAGNOSTICO E AVALIACAO
DOS EFEITOS DA PESQUISA SISMICA EM MAMIFEROS AQUATICOS
(WORKSHOP ON DIAGNOSIS AND EVALUATION OF SEISMIC RESEARCH
EFFECTS ON AQUATIC MAMMAL), que ocorreu entre os dias 15 a 19 de janeiro
de 2018 em Natal, Rio Grande do Norte, Brasil.

O Workshop contou com a presenca de 29 pessoas, envolvendo
pesquisadores brasileiros e estrangeiros, profissionais que atuam com pesquisa,
manejo e reabilitacdo de mamiferos aquaticos, representantes do Setor de
Pesquisa Sismica (PGS) e representantes de 6rgdos ambientais federais
relacionados a conservacao e ao licenciamento da atividade de pesquisa sismica
no Brasil (CGMAC/IBAMA, Centro Nacional de Pesquisa e Conservacado de
Tartarugas Marinhas e da Biodiversidade Marinha do Leste — TAMAR/ICMBIo e
Centro Nacional de Pesquisa e Conservacdo de Mamiferos Aquaticos -
CMA/ICMBI0).

Como encaminhamentos do Workshop, foram elaboradas as recomendacdes
prioritarias para a conservacao e protecdo de mamiferos aquaticos nas aguas do
Brasil frente & ameaca da polui¢cdo sonora no mar.

Ainda como encaminhamento do Workshop foi definido o esbocgo e a estratégia
para a elaboracdo deste "Protocolo sobre diagnostico e avaliacdo dos efeitos da

pesquisa sismica em mamiferos aquaticos".
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Capitulo 1 - Histdrico da pesquisa sismica no mundo e no
Brasil

Daniel Solon Dias de Farias
Flavio José de Lima Silva
Aline da Costa Bomfim
Simone Almeida Gavilan

Ana Bernadete Lima Fragoso

Um dos métodos geofisicos mais utilizados para o0 mapeamento da
subsuperficie terrestre é a atividade de pesquisa sismica. Sua evolucdo
tecnoldgica se deu ao longo do século XX e é, até hoje, muito utilizada na industria
da mineracdo para a pesquisa de veios e jazidas de minerais com importancia
econdmica.

O método consiste na geracdo artificial de energia em direcdo a crosta
terrestre e na captacdo da reflexdo desta energia nas diferentes camadas
geoldgicas. Através do calculo destes sinais é possivel inferir sobre a conformacéo
das camadas rochosas de subsuperficie (Vilardo, 2007).

A utilizacdo de métodos geofisicos pela industria de petréleo para encontrar
reservatérios teve inicio nas primeiras décadas do século XX. Anteriormente, a
Unica forma de descobrir acumulacbes de Oleo era por meio dos pocgos
exploratorios, os chamados wildcats (Dutra, 1995).

Esses pocos eram localizados através de indicios geomorfologicos de
superficie ou por afloramentos espontaneos de 6leo, um padrdo de exploracao
caro, perigoso e nao rentavel (taxa de sucesso baixa). Isso levou as empresas
petroliferas a se interessarem pelos métodos indiretos de deteccdo de
reservatorios (Vilardo, 2007).

Por volta de 1915, a induUstria comecou a basear suas perfuracfes em
estudos gravimétricos e magnetométricos, alcancando um maior sucesso
exploratério. Com o desenvolvimento dos métodos sismicos de refragcdo e
reflexdo, as companhias puderam obter ainda melhor desempenho na exploracéo

de reservatoérios de petroleo, e entre 1915 e 1920 foram identificados 12 campos



gigantes nos Estados Unidos da América (EUA), comprovando o ganho na
eficiéncia da exploracdo. Entre 1925 e 1930 foram descobertos, novamente nos
EUA, 26 grandes campos, utilizando as técnicas de aquisicdo sismica (Dutra,
1995).

Até meados da década de 1980 a sismica 2D, ou bidimensional, foi o tipo
mais simples e barato de aquisicdo de dados sismicos e foi hegemobnica, até
iniciar a popularizacdo da sismica 3D. Praticamente nenhum poco € perfurado
atualmente sem que esta decisdo esteja embasada em um dado sismico 3D de
qualidade. Isso se d& gracas a enorme evolucdo tecnolégica que ocorreu na
industria geofisica da década de 90 até o presente (Vilardo, 2007). Nos ultimos
anos o setor apostou na sismica 4D ou time-lapse. No entanto, a adocao em larga
escala desse tipo de operacao nao esta sendo tao rapida como previsto.

Os periodos de exploracdo sismica no Brasil podem ser classificados
guanto as caracteristicas predominantes de ambientes em:

a) Fase terrestre (1954- 1968),

b) Fase de aguas rasas (1969-1984),

c) Fase de 4guas profundas (1984-1998),

d) Fase mista com licenciamento ambiental (1999-2004).

Os primeiros levantamentos sismicos maritimos no Brasil ocorreram no ano
de 1957, na plataforma continental do estado de Alagoas, sendo a primeira
pesquisa sismica maritima 3D realizada somente em 1978, no Campo de Cherne,
na Bacia de Campos. A partir desse ano, a Petrobras intensifica as pesquisas 3D
no pais, propiciando as primeiras descobertas de campos gigantes em aguas
brasileiras na década de 80 (Mendonca et al., 2004).

A exploracgédo sismica da plataforma continental brasileira alcanca seu apice
entre 0os anos 1999 e 2001 apos criacdo do Escritério de Licenciamento das
atividades de Petréleo e Nuclear — ELPN/IBAMA em 1998, quando se abre o
mercado nacional para as empresas estrangeiras gerando um aumento na
demanda por levantamentos geofisicos. A partir de 2001, praticamente nao houve
mais pesquisa sismica 2D no pais, o que foi indicativo do encerramento da fase de
reconhecimento regional da geologia das bacias sedimentares maritimas
brasileiras.

No ano de 2004, com a Resolucdo CONAMA n° 350/04, estabeleceu-se

pela primeira vez as diretrizes especificas para o licenciamento ambiental das
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atividades de pesquisa sismica maritima e em zonas de transi¢éo, constituindo um
importante marco regulatério para o setor.

Os estudos sismicos nos dias atuais tém crescido muito em funcdo dos
avancos no desenvolvimento de algoritmos, associados ao incremento de
tecnologias computacionais em que fatores como a comunicagdo entre
processadores se tornou mais eficiente. Dessa forma, torna-se possivel alocagéo
de grandes volumes de dados sismicos, assim como proveito de novos tipos de
monitores e Oculos para Vvisualizacdo em outras dimensfes. Esses
aperfeicoamentos permitem a diminuicdo do tempo de investigagdo, assim como
uma melhor administracdo das reservas e economia de recursos.

Jasny (2005) colocou o Brasil em terceiro lugar no ranking mundial de
exploracéo sismica entre 2002 e 2005, atras apenas de Estados Unidos e China e
logo a frente da India. O estudo afirma que, em conjunto, China, Brasil e india

responderam por mais de 20% da explorac¢do sismica mundial nos Ultimos anos.
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Capitulo 2 - Fauna marinha afetada pela pesquisa sismica
Lindy Weilgart
2.1. Introducéo

Desde o comeco, a historia da discussdo sobre os impactos da sismica é
marcada por uma grande e justificada incerteza acerca da magnitude e, inclusive,
da propria existéncia destes. Consequentemente, as operagbes geofisicas tém
sido objeto de grande polémica em todo o mundo, e ndo Sdo poucos 0s casos de
levantamentos interrompidos por ordem judicial.

O ruido gerado pelos canhBes sismicos é o0 segundo mais alto ruido
subaquatico produzido pelo homem, seguido das explosGes. Para comparar a
producdo total de energia por ano (em joules) das vérias fontes de ruido
subaquatico produzidas pelo homem, a mais alta € 2,1 x 1015 J, representando a
contribuicdo de explosdes nucleares e ensaios de choque de navios (explosées
usadas pela Marinha para testar a integridade estrutural de seus navios).
Imediatamente apos essa contribuicdo estdo os disparos dos canhdes sismicos
em 3,9 x 1013 J. Em seguida, ha sonares militares (2,6 x 1013 J) e
“supertanques”, navios mercantes e embarcacdes de pesca em 3,8 x 1012 J
(Hildebrand 2005).

Os disparos dos canhdes sismicos produzem sons de 235-263 dB, tdo altos
guanto terremotos ou vulcdes submarinos. Estes “tiros” muito altos e intensos tém
um tempo de subida muito “curto”, o que é particularmente prejudicial para os
tecidos vivos. O ruido de uma Unica pesquisa sismica, usada para descobrir
depdsitos de petroleo e gas, pode cobrir uma area de 300.000 km?, elevando os
niveis de ruido em 100 vezes (20 dB) continuamente por semanas ou meses (IWC
2005, IWC 2007). Levantamentos sismicos sdo altos o suficiente para penetrar
centenas de quildmetros no fundo do oceano. Os disparos com os canhdes de ar
se dao a cada 10 segundos a cada hora. Nieukirk et al. (2012) analisaram 10 anos
de registros da Dorsal Mesoatlantica, descobrindo que as armas sismicas foram
ouvidas a distancias de 4.000 km dos navios de pesquisa, e estiveram presentes
em 80-95% dos dias por més em mais de 12 meses consecutivos em algumas

localidades. Quando varias pesquisas foram gravadas simultaneamente, 0s sons
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das baleias foram mascarados (abafados) e o ruido da arma de pressao tornou-se
a parte dominante dos niveis de ruido de fundo (Nieukirk et al. 2012).

Os animais marinhos dependem dos sons para todas as funcfes vitais,
como a procura de alimento, reproducdo, comunicacdo com O grupo e seus
filhotes, evitando predadores e perigos, navegando e sentindo seu ambiente.
Assim, o ruido sismico constitui uma degradacdo generalizada, geralmente em
longo prazo, do habitat acustico, que afeta todo o ecossistema marinho, do
plancton aos invertebrados e aos principais predadores, como as baleias.
Aproximadamente 30 espécies de mamiferos marinhos, 66 espécies de peixes e
36 espécies de invertebrados, sem contar muitas espécies de plancton,
mostraram-se impactadas pelo ruido. Acredita-se que o ruido contribua para o
declinio ou a falta de recuperacéo populacional de diversas espécies de baleias e
€ um poluente “transfronteiri¢co”.

Os impactos documentados do ruido incluem: evitar habitat importante, as
vezes durante dias ou semanas; reducdo do sucesso de forrageamento e
alimentacéo; diminuicdo da reproducéo; diminuicdo da predacdo ou percepcéo de
perigo; mascaramento (obscurecimento, obliteracdo de sons de interesse);
mudanca na taxa de chamada, potencialmente afetando o acasalamento;
perturbacdo na migracao e orientacao; fortes respostas de fuga; diminuicdo das
taxas de captura da pesca; desenvolvimento anormal e retardado; Dano ao DNA;
aumento do metabolismo; impactos em espécies de presas; dano auditivo;

estresse (dano a funcao imune e reprodutiva) e morte.

2.2. Impactos das pesquisas sismicas maritimas em mamiferos aquaticos

Comumente, os cetdceos mudam suas vocalizacbes em resposta ao ruido
sismico. As cachalotes nunca foram ouvidas com pulsos sismicos a 700-1100 km
de distancia, embora tenham sido ouvidos em 15% das vezes sem presenca
sismica (Bowles et al. 1994). As cancdes das baleias-fin (Balaenoptera physalus)
mudaram em altas condi¢c6es de ruido sismico, com a nota de 20-Hz se tornando
mais curta, a largura de banda mais estreita, e a frequéncia do centro e do pico se
tornando mais baixa. As baleias-fin foram deslocadas de seu habitat quando a
pesquisa sismica comecou, e 0 deslocamento durou muito além da extensdo da

pesquisa sismica (Castellote et al., 2012). Cerca de 250 machos de baleias-fin
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pareciam parar de cantar por varias semanas ou meses durante uma pesquisa
sismica, retomando o canto dentro de horas ou dias apdés o término da pesquisa
(IWC 2007). Supondo que os cantos de machos de baleias-fin tenham uma funcéo
reprodutiva, como atrair e encontrar parceiros (Croll et al. 2002), seria dificil
acreditar que tal efeito ndo seria biologicamente significativo. Uma baleia-azul
(Balaenoptera musculus) parou de cantar na presenca de um levantamento
sismico a 10 km de distancia (McDonald et al. 1995).

Uma populacao diferente de baleias-azuis demonstrou a reacdo oposta. Até
mesmo uma pesquisa sismica usando um dispositivo de baixa e média poténcia
fez com que as baleias-azuis no estuario de St. Lawrence modificassem suas
vocalizacfes (Di lorio & Clark 2010). As baleias-azuis cantavam consistentemente
mais nos dias em que a pesquisa sismica estava operando do que quando nédo, e
mais durante os periodos nos dias em que o “dispositivo” estava ligado. O numero
de cantos de baleias-azuis aumentou dentro do bloco de 1 hora ap6és o inicio da
atividade. Os autores postularam que as baleias-azuis estavam tentando
compensar a introducdo adicional de ruido, e notaram que as baleias
provavelmente receberam um nivel de ruido razoavelmente baixo. Assim, eles
sugeriram que mesmo a fonte de ruido de pesquisa sismica de baixo nivel poderia
interferir com sinais importantes usados nas interacfes sociais e na alimentacéo
(Di lorio & Clark 2010). Uma tentativa aparentemente similar de compensacao
ocorreu com as baleias-da-groenlandia (Balaena mysticetus). O canto das baleias-
da-groenlandia aumentou assim que o0s pulsos sismicos foram detectados
(Blackwell et al. 2015). A medida que os niveis de ruido sismico recebidos
aumentaram, as taxas de canto das baleias continuaram a aumentar, até
estabilizarem, a um nivel de 94 dB. Uma vez que 0s ruidos sismicos atingiram 127
dB, no entanto, as taxas de vocalizacdo comecaram a diminuir. Quando os ruidos
atingiram um nivel de 160 dB ou acima, as baleias pararam de vocalizar e
pareciam “desistir’. Os cantos foram reprimidos dentro de um raio de 50 a 100 km
da pesquisa sismica, o que representa 8.000 a 30.000 quildmetros quadrados de
area. Entre 10 e 40 km da pesquisa sismica, ou entre 300 e 5000 km?, a
vocalizacéo foi quase totalmente ausente (Blackwell et al. 2015). A vocalizacéo da
baleia-da-groelandia é usada para acasalamento, contato com 0 grupo ou com
jovens e, possivelmente, para navegar por areas cobertas de gelo em busca de

buracos para respirar.
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As reacbes aos canhfes sismicos também podem ser bastante sutis e
dificeis de detectar. As cachalotes (Physeter macrocephalus) no Golfo do México
nao pareceram “evitar” uma atividade de pesquisa sismica, embora reduziram
significativamente seu esforco de natacdo durante a exposicdo ao ruido,
juntamente com uma tendéncia de reducao do forrageamento (Miller et al 2009).
Miller et al. (2009) marcou 8 cachalotes com tags que gravam sons e movimentos,
engquanto expostos a atividades sismicas. O maior tempo de repouso ja observado
em qualquer cachalote (265 min) aconteceu com a baleia mais proxima da
embarcacao sismica, com a baleia finalmente mergulhando 4 minutos ap0s o
pulso final do canh&o sismico. As baleias reduziram significativamente seu esforco
em 6% durante a exposi¢cdo ao ruido sismico em comparacdo com o depois, e
todas as sete cachalotes que estavam forrageando reduziram seus esforcos em
mergulhos na presenca de ruido sismico. Além disso, houve indicios de que as
tentativas de captura de presas foram 19% mais baixas, mesmo com exposi¢ao
moderada ao ruido sismico (Miller et al. 2009). Os autores observaram que
mesmo pequenas reducdes na taxa de forrageamento podem resultar em taxas
reprodutivas mais baixas e ter consequéncias negativas para a populacao. Pirotta
et al. (2014) encontrou resultados semelhantes com uma espécie muito diferente,
a toninha-comum (Phocoena phocoena). Eles demonstraram que a probabilidade
de registrar uma tentativa de captura de presa declinou em 15% na area exposta
ao ruido de levantamento sismico e aumentou quanto mais longe o navio sismico
estava.

Weir (2008) descobriu que os golfinhos-pintados-do-atlantico (Stenella
frontalis) demonstraram respostas mais fortes a exposicdo de canhdes sismicos
do que as baleias-jubartes (Megaptera novaeangliae) ou cachalotes. Estes
golfinhos foram encontrados significativamente mais longe desses canhoes
quando estavam ligados vs desligados e s6 se aproximaram da embarcagao
sismica quando essas estavam silenciosas. Uma analise das respostas dos
cetaceos aos 201 levantamentos sismicos em aguas do Reino Unido apresentou
evidéncias de perturbacdo (Stone & Tasker 2006). Durante o levantamento
sismico ativo, todos os pequenos odontocetos, baleias-orcas (Orcinus orca) e
todos os misticetos foram encontrados a distancias maiores do navio sismico do
gue quando nao havia atividade. Os pequenos odontocetos demonstraram um

maior distanciamento horizontal, que chegou ao limite da observacao visual. As
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taxas de observacdo de misticetos, cachalotes, baleias-piloto (Globicephala
macrorhynchus) e orcas ndo diminuiram quando os canhfes de ar estavam
desligados, mas misticetos e orcas demonstraram evitar os ruidos de forma mais
localizada. Durante os disparos sismicos, menos animais pareciam estar se
alimentando, os odontocetos menores pareciam nadar mais rapido, e 0os misticetos
pareciam permanecer por mais tempo na superficie, onde os niveis de som s&o
mais baixos. As reacdes foram mais fortes para as matrizes sismicas de maior
volume. Stone & Tasker (2006) teorizaram que odontocetos menores podem
desocupar a area inteiramente durante a exposi¢do sismica, enquanto misticetos
de movimento mais lentos podem permanecer na area, simplesmente aumentando
sua distancia do ruido.

O ruido sismico tem sido visto como pelo menos causador de declinios ou
falta de recuperacado de algumas espécies (Weller et al. 2006a, 2006b; IWC 2007).
As baleias-cinza ocidentais (Eschrichtius robustus), criticamente ameacadas, ao
largo da ilha de Sakhalin, na Russia, foram deslocadas por pesquisas sismicas de
sua principal area de alimentacdo, retornando apenas alguns dias apos a
interrupcdo da atividade sismica (IWC 2005). Essa mudanca na distribuicdo
seguiu o0 tempo das pesquisas sismicas (IWC 2005, 2007; Weller et al. 2006a).
Baleias expostas a ruidos sismicos em suas areas de alimentacdo também nadam
mais rapido e reto em uma area maior, com taxas de respiracdo mais rapidas
durante as operacfes sismicas (Weller et al., 2006b; IWC, 2007). Parente et al.
(2007) descobriram uma reducdo na diversidade de espécies de cetdceos com
nameros crescentes de levantamentos sismicos durante 2000 e 2001 fora do
Brasil, apesar de ndo haver mudancas oceanograficas significativas neste periodo.
Entre 1999 e 2004, houve uma relacdo negativa entre a diversidade de cetaceos e
a intensidade dos levantamentos sismicos (Parente et al. 2007).

Quando expostos a uma Unica arma de ar ou a uma pequena matriz de
canhdes de ar, as focas-cinzentas (Halichoerus grypus) mudavam do
comportamento de forrageio para deslocamento. Elas também comecaram a sair,
possivelmente para escapar do barulho. As focas-comum (Phoca vitulina) exibiram
uma desaceleracdo da frequéncia cardiaca, juntamente com um comportamento
drastico de “evitar” e pararam de se alimentar (Thompson et al., 1998).

A atividade de pesquisa sismica € provavelmente uma causa provavel de

encalhes e mortes de baleias, especialmente em baleias-bicuda (Berardius bairdii)
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(Hildebrand, 2005). Um encalhe de dois individuos ocorreu muito préximo (no
espaco e no tempo) a uma pesquisa sismica académica no Golfo da Califérnia.
Esses individuos ndo puderam ser necropsiados.

E importante notar que, mesmo que necropsiados e com nenhuma
evidéncia de trauma acustico encontrada, as mortes ainda poderiam ser causadas
pelo ruido. Os animais podem entrar em péanico e encalhar, 0 que ndo mostraria
sinais de trauma acustico. Mesmo que 0s impactos sejam fatais, apenas 2% de
todas as carcacas de cetaceos sao detectadas, em média (Williams et al. 2011).
Os autores afirmam que para eventos de mortalidade criticos, como trauma
acustico, métodos analiticos sdo necessarios para levar em consideracdo a
pequena porcentagem de carcagas que seréo recuperadas.

Um golfinho-pintado-pantropical (Stenella attenuata) sofreu rigidez e
instabilidade postural, progredindo para um estado de catatonia e provavel
afogamento em 600 m de uma pesquisa sismica 3D disparando em poténcia
maxima (Gray & Van Waerebeek, 2011). Os autores explicaram o comportamento
aberrante inicial por uma possivel tentativa do golfinho de proteger seu sensivel
rostro e estruturas auditivas da intensa energia acustica das armas de ar,
levantando a cabec¢a acima da superficie da agua. Eles acreditam que a pesquisa
sismica possa ter causado esse comportamento observado, presumivelmente
resultante de severo desconforto acustico e até mesmo lesdo. Outras explicacfes
foram examinadas e consideradas menos provaveis (Gray & Van Waerebeek
2011). Pode ter significancia os achados de Weir (2008), nos quais averiguou de
forma intimamente relacionada, que o golfinho-pintado-do-atlantico (Stenella
frontalis) é a espécie “com a mais evidente resposta” ao ruido de trés espécies de
cetaceos examinadas.

Os efeitos do estresse ou alteracdes fisiologicas, se cronicos, podem inibir o
sistema imunoldgico ou comprometer a saude dos animais. Estes podem ser
muito dificeis de detectar em cetaceos. Indicacfes de aumento do estresse e um
sistema imunolégico enfraquecido apos transmissdes de ruido sismico foram
mostradas para uma baleia e um golfinho (Romano et al. 2004). Um ruido alto e
impulsivo produzido por uma pistola de agua sismica causou um aumento
significativo nos niveis médios de norepinefrina, epinefrina e dopamina
imediatamente ap6s uma exposicao alta, em uma beluga (Delphinapterus leucas)

em cativeiro, o mesmo nao foi verificado para baixos niveis de exposicdo (Romano
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et al. 2004). Todos esses trés hormOnios do estresse aumentaram
significativamente com o aumento dos niveis de ruido. Estes niveis hormonais
permaneceram altos até 1 hora apds a exposi¢cao ao ruido, o que é surpreendente,
dada a sua meia-vida curta, de acordo com os autores. Em um golfinho-nariz-de-
garrafa (Tursiops truncatus) em cativeiro, a pistola de agua sismica produziu
valores neuro-imunes significativos, aumentos na aldosterona e uma diminui¢ao
nos monocitos. A aldosterona € um dos principais horménios do estresse em
cetaceos e pode superar o cortisol como um indicador mais sensivel de estresse
(Romano et al. 2004).

Impactos indiretos dos levantamentos sismicos com canhdes de ar também
podem ocorrer e até mesmo serem fatais. Heide-Jgrgensen et al. (2013)
descobriram que o0s narvais (Monodon monoceros) ficaram fatalmente
aprisionados no gelo, talvez por atrasarem sua migracdo, de forma a evitar
levantamentos sismicos que bloqueiam sua rota. Aprisionamentos no gelo durante
0s anos de levantamentos sismicos demonstraram um padrdo muito atipico de
anos passados, ocorrendo em areas distantes ao norte de onde geralmente se
encontram armadilhas de gelo para narvais, indicando que elas permaneceram
muito tempo em suas areas de veraneio costeiras. Em 2008, 1.000 narvais
morreram; em 2009, 30 a 100 morreram; e em 2010, 50-100 morreram (Heide-
Jorgensen et al. 2013).

O mascaramento pode diminuir drasticamente o espaco de comunicagao de
animais marinhos, especialmente baleias, que potencialmente podem se
comunicar através das bacias oceanicas. O processo de mascaramento também
pode impedir que os animais marinhos detectem suas presas ou predadores, se
orientem ou percebam o seu ambiente, permane¢am em contato com seus filhotes
ou jovens e encontrem parceiros. Modelos matematicos de mascaramento,
através de uma pesquisa sismica hipotética, mostraram que o0 mascaramento
cumulativo se aproxima de 100% para os sons de baleia franca, enquanto que é

de 10 a 60% para as baleias-fin e baleias-da-groenlandia.

2.3. Impactos das pesquisas sismicas em outros grupos taxonémicos

A tartaruga cabecuda (Caretta caretta) e a verde (Chelonia mydas) mostram

uma forte resposta inicial evitando a matrizes de armas de ar comprimido que
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possuim forca de 175 dB re 1uPa rms ou maior (O'Hara & Wilcox 1990; McCauley
et al. 2000; Lenhardt 2002).

Tartarugas marinhas também responderam progressivamente menos a
disparos sucessivos de armas de ar, podendo isso indicar sensibilidade auditiva
reduzida (TTS). Uma tartaruga experimentou um TTS de 15 dB, recuperando-se
duas semanas depois (Lenhardt 2002).

McCauley et al. (2000) estimaram que um arranjo de armas de ar tipico
operando em profundidades de 100—-120 m poderia impactar o comportamento a
uma distancia de cerca de 2 km e evitar cerca de 1 km de distancia para
tartarugas marinhas.

DeRuiter & Doukara (2010) descobriram que 51% das tartarugas
cabecudas mergulhavam ao chegar ou antes do ponto de maior aproximacao de
uma matriz de armas de ar.

Em relagdo aos peixes, uma Unica pistola de ar sismica (nivel de fonte
222,6 dB p-p re 1pPa) danificou extensivamente o aparato auditivo do peixe Pargo
(Pagrus auratus) em distancias de 5 - 15 m (maior aproximacao) a 400 - 800 m
(McCauley et al. 2003). Os niveis mais altos equivalentes (abordagem mais
proxima) para um grande conjunto sismico seriam experimentados dentro de 500
m (McCauley et al. 2003). Ndo se sabe se 0s peixes estavam sendo mais
prejudicados por uma menor quantidade de exposicfes porém proximas ou por
uma maior quantidade, porem em uma distdncia moderada (McCauley et al.,
2003). A distancia equivalente para uma grande série sismica poderia se estender
por varios quildmetros. Nenhuma recuperacéo foi aparente no peixe mesmo 58
dias ap0s a exposicao (McCauley et al. 2003).

Uma resposta de estresse bioquimica foi exibida em robalos europeus
(Dicentrarchus labrax) engaiolados quando uma pesquisa sismica (2.500 metros
cubicos) passou a distancias de 180 m a 6.500 m (Santulli et al. 1999). O cortisol
no plasma, musculo e figado aumentou significativamente apds a exposi¢do ao
ruido sismico. Outras medidas bioquimicas (glicose, lactato, etc.) também
demonstraram uma resposta primaria (ex.: cortisol plasmatico) e secundaria (ex.:
glicose sérica e outras medidas sanguineas) ao estresse, mesmo a distancia de 2
km da pesquisa sismica. A maioria dos valores bioquimicos retornou aos niveis de

pré-exposicdo ap6és 72 horas. Os peixes ja demonstraram respostas
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comportamentais ao ruido sismico a distancias de 2.500 metros (Santulli et al.
1999).

Em resposta a uma pequena pistola de ar (20 in3) rebocada para longe (a
uma distancia de 5 - 800 m), enxaréus (Pseudocaranx dentex) engaiolados e
pargos (Pagrus auratus) mostraram natacao acelerada em grupos mais fechados,
perto do fundo da gaiola embora os niveis de ruido fossem mais altos nesse local
(Fewtrell & McCauley 2012). Com o aumento dos niveis de ruido, o0 niumero de
respostas de alarme aumentou exponencialmente (Fewtrell & McCauley 2012).
Pearson et al. (1992) conduziu um experimento de campo usando um canhao de
ar unico (100 in3) em quatro espécies de peixe-pedra em cativeiro. Eles
determinaram que 180 dB re 1 u Pa seria o limite geral para respostas de alarme,
mas que mudancas sutis de comportamento poderiam ocorrer para exposicoes tao
baixas quanto 161 dB re 1 p Pa. Os peixes-pedra azuis (Sebastes mystinus) se
apertaram firmemente na presenca de tiros de canhdo de ar, os peixes-pedra
negros (Sebastes melanops) cairam para o fundo, o peixe-vermelho (Sebastes
miniatus), assim como o0 peixe pedra oliva (Acanthoclinus fuscus) ficaram
paralisados (Pearson et al. 1992).

Wardle et al. (2001) expuseram peixes de recife e invertebrados a 3 armas
de ar (volume total de 460 in%) com niveis de pico recebidos de 195-218 dB re 1
pnPa. Dois peixes palocos (Pollachius pollachius) marcados sempre demonstraram
reacdes involuntarias (comecando com uma flexdo do corpo em uma forma de C,
seguida por um espasmo subito), mas nem peixes nem invertebrados se
afastaram do recife. Wardle et al. (2001) sugerem que iSso ocorreu porque o recife
€ seu territorio familiar e porque as armas de ar ndo estavam se aproximando,
com as consequentes mudancas de intensidade, dando aos animais direcbes nas
guais poderiam escapar. Além disso, populacbes de peixes associadas a
estruturas submersas sdo mais aptas a serem estacionarias e sdo menos
propensas a se dispersar na presenca de ruido de armas de ar do que peixes em
bancos pouco expressivos (Wardle et al., 2001).

Engas et al. (1996) usaram o0 mapeamento por sonar e testes de pesca com
redes de arrasto e espinhel 7 dias antes, 5 dias durante e 5 dias ap6s o tiro
sismico para investigar se os levantamentos sismicos (volume total: 5.000 pés
cubicos) afetaram a abundancia do bacalhau (Gadus morhua L.) e da arinca

(Melanogrammus aeglefinus) ou as taxas de captura. Eles descobriram que os
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disparos sismicos afetaram severamente a distribuicdo, a abundancia e as taxas
de captura de peixes em todos os 5.500 quildbmetros quadrados na area de
estudo. As capturas de arrasto de ambas as espécies de peixe diminuiram em
50% apos o disparo. As capturas de espinhel de bacalhau foram reduzidas em
21% (Engas et al. 1996). As reducdes nas taxas de captura ocorreram a 33 km da
area dos tiros sismicos, mas as redugfes mais dramaticas ocorreram na peqguena
area de projecéo (103 km?), onde as capturas de arrasto de arinca diminuiram em
70% e a pesca de espinhel de bacalhau em 45% respectivamente. As taxas de
abundancia e captura ndo retornaram aos niveis anteriores a pesquisa durante o
periodo de cinco dias apds o encerramento das atividades (Engas et al., 1996).

Lokkeborg et al. (2012) realizaram uma versao posterior do estudo acima,
também usando um levantamento sismico (7.000 in3 total), com peixes
experimentando 140-191 dB re 1pPa. Os testes de pesca comecaram 12 dias
antes dos disparos sismicos, duraram 11 semanas e terminaram 25 dias apos o
encerramento das atividades sismicas. Lgkkeborg et al. (2012) constataram
mudancgas nas taxas de captura de todas as espécies estudadas. Embora as
capturas de emalhe do peixe-vermelho (Sebastes norvegicus) e alabote
(Reinhardtius hippoglossoides) tenham aumentado durante a pesquisa sismica
(aumento de 86% e 132%, respectivamente), as de espinhel cairam para alabote e
arinca (16% e 25 % de reducdo, respectivamente). Os peixes provavelmente
responderam as armas de pressdo descendo para o fundo, o que os tornaria mais
vulneraveis a redes de emalhe de fundo, respondendo pelas taxas mais altas de
captura. Quanto mais perto o navio sismico se encontrava da area do espinhel,
mais as capturas de arinca diminuiram (Lgkkeborg et al. 2012).

A extensdo do arinca e do paloco diminuiu durante o levantamento sismico
e depois, em comparacdo com o periodo de pré-exposicao, indicando que 0s
peixes maiores tinham maior probabilidade de deixar a area. Durante os disparos
sismicos, os estbmagos das arincas capturadas com espinhel também estavam
mais vazios, mesmo de presas ndo moéveis. Cada vez mais 0s palocos,
capturados com redes de emalhe, tinham estdmagos vazios antes do que durante
e apos o disparo. Levantamentos sismicos podem prejudicar a alimentacdo ou a
motivagdo para encontrar comida em peixes alarmados pelo barulho, sendo

responsaveis pelas menores capturas de espinhel.
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Apenas o escamudo-do-alasca (Pollachius virens) mostrou uma reducéo na
densidade durante e apds o levantamento sismico (Lgkkeborg et al. 2012), com
peixes especialmente maiores saindo da area de levantamento sismico. Como o
escamudo-do-alasca é encontrado em aguas mais rasas do que o peixe-vermelho
e o0 alabote, eles experimentaram niveis mais altos de som, que, juntamente com
sua melhor capacidade de audicdo e natagcdo, podem explicar por que apenas
esta espécie deixou a area de levantamento sismico (Lokkeborg et al. 2012). O
alabote e o peixe-vermelho habitam apenas regides especificas que podem ser a
raz&o pela qual ndo foram deslocados. As capturas acessoérias do Maruca (Molva
molva) aumentaram apos o inicio do disparo, assim como para 0S peixes-
vermelhos como para os escamudos-do-alasca. Isso pode ser devido ao fato de
0S peixes responderem as armas de ar sismicas aumentando sua atividade de
natacédo. O peixe maruca pode ter reagido mais fortemente e mais cedo do que o
alabote ou peixe-vermelho porque eles ouvem melhor e estavam em profundidade
menor com niveis de som mais altos. Na area de estudo de Lgkkeborg et al (2012)
o tiro sismico foi de 1.275 km? comparado com Engas et al (1996), com 103 km?,
assim a taxa de disparo de canhdo de ar foi 19 vezes maior em Engas et al.
(1996), expondo os peixes a um ruido mais alto e mais continuo. Em Lagkkeborg et
al. (2012), os peixes ainda eram propensos a ouvir disparos de armas de pressao
durante o periodo de pesquisa sismica, independentemente de quédo longe eles
estavam do navio sismico.

Lokkeborg (1991) também examinou os efeitos de um levantamento
sismico sobre as taxas de captura de bacalhau (Gadus morhua). Ele descobriu
gue as taxas de captura cairam 55-80% para espinhel dentro da é&rea de
levantamento sismico, provavelmente porque as frequéncias predominantes de
armas de ar coincidem com a faixa de frequéncia mais sensivel do bacalhau
(Lokkeborg & Soldal 1993). A extensao espacial e temporal das capturas foi ao
longo de uma distancia de 9,5 km e durante pelo menos 24 horas (Lgkkeborg
1991). Ele observou que uma pesquisa sismica tipica provavelmente teria um
impacto maior, considerando 0 mesmo espac¢o e tempo, do que essa, ja que O
pico de pressdo desta pesquisa foi de apenas 4-8% de uma pesquisa
convencional. Além disso, o bacalhau neste estudo estava migrando, assim, ndo
se esperaria que as capturas caissem tanto, pois peixes expostos a sismica

seriam substituidos por peixes nao expostos. Caso contrario, se 0 peixes
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estivessem parados, o impacto provavelmente teria sido de maior e de mais longa
duragcdo (Lokkeborg 1991). As capturas acessorias de bacalhau nas redes de
arrasto com camarao cairam 80-85% durante os disparos sismicos (Lagkkeborg &
Soldal 1993). A captura acidental de bacalhau na pesca de arrasto para o
bacalhau saithe, no entanto, aumentou trés vezes e voltou ao normal logo ap6s o
término da pesquisa sismica. No entanto, neste caso, o levantamento sismico foi
de apenas 9 horas de duracgéo, interrompido devido ao mau tempo (Lgkkeborg &
Soldal 1993).

Skalski et al. (1992) usaram uma Unica pistola de ar de 100 in® para expor 3
espécies de peixe-pedra (Sebastes chlorostictus, S. goodie e S. paucispinis) a
pressdes de pico de 186 dB re 1 pPa no campo para determinar o efeito do ruido
sismico na pesca com anzol e linha. Eles descobriram uma reducdo média da
captura por unidade de esforco de 52% em relagdo aos controles, traduzindo-se
em uma perda econémica média de 50% (Skalski et al., 1992). Hassel et al. (2004)
mostraram uma queda de 2 a 3 semanas nas taxas de desembarque de capturas
de enguias menores (Ammodytes marinus) apds um levantamento sismico de 2
dias e meio. Os peixes exibiram o comportamento de flexdo corporal em formato
de C, sinal de medo e perturbacdo, durante os disparos sismicos, mas nenhum
efeito imediatamente letal foi observado. Hirst & Rodhouse (2000) revisaram a
literatura sobre os impactos sismicos dos canhdes de ar no sucesso da pesca.
Eles concluiram que, naguele momento, os niveis mais baixos de disparos de
armas de ar no oceano aberto que produziam uma reagcdo comportamental que
alterava as taxas de captura eram menores que 160 dB re 1lpPa (Hirst &
Rodhouse, 2000).

Slotte et al. (2004) usaram um levantamento sismico (3.000 metros
cubicos), com duracédo de 12 dias, para examinar a abundancia e distribuicdo de
peixes dentro da area dos disparos e nas aguas circundantes, de 30 a 50 km de
distancia. Usando o sonar, eles descobriram que a abundancia de arenque
(Clupea sp.), verdinho (Micromesistius poutassou) e outros peixes mesopelagicos
(que ocupam as profundezas médias do oceano aberto) era maior do que dentro
da area dos disparos sismicos, indicando um efeito de longo prazo do
levantamento sismico (Slotte et al. 2004). Também houve indica¢cbes de que tanto
o verdinho quanto espécies mesopelagicas foram encontradas em aguas mais

profundas durante o disparo, sugerindo que 0s peixes estavam evitando o ruido
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verticalmente, em vez de horizontalmente, no curto prazo (Slotte et al. 2004).
Paxton et al. (2017) analisaram a abundancia de peixes usando videos de um
recife proximo a um levantamento sismico. O recife provavelmente experimentou
ruido sismico de 181-220 dB re 1pPa. Durante o levantamento sismico, a
abundancia de peixes de recife declinou em 78% a noite, enquanto nos trés dias
anteriores, sem ruido sismico, o uso do habitat pelos peixes foi maior (Paxton et
al. 2017). Assim, o padrao de uso dos recifes pelos peixes a noite foi interrompido.
Paxton et al. (2017) vao além de descrever as respostas de peixes individuais.
Eles mostram a reacdo de uma comunidade inteira de espécies a um
levantamento sismico. Se o0s peixes perdem oportunidades de agregar, seu
forrageamento, acasalamento e outras funcdes vitais podem ser afetados (Paxton
et al. 2017).

Em relacdo aos invertebrados, larvas de vieiras (Pecten maximus) em
tanques submetidos a gravacdes de pulsos de arma sismica exibiram atrasos de
desenvolvimento significativos e 46% desenvolveram malformacdes do corpo em
comparacao com controles (Aguilar de Soto et al. 2013). Nenhuma malformacéao
foi encontrada nas 4.881 larvas controle examinadas. Disparos sismicos foram
registrados a dezenas de quilébmetros de distancia de uma pesquisa sismica e a
duracéo total da exposicdo foi de 90 horas de pulsos a cada 3 s. Esse dano
inequivoco pode ocorrer a grandes distancias, afetando potencialmente de
dezenas a centenas de quildmetros quadrados e, portanto, a sobrevivéncia dos
jovens até a idade adulta na natureza, prejudicando os estoques de vieiras
(Aguilar de Soto et al. 2013).

McCauley et al. (2017) descobriram que até mesmo o0 zooplancton
microscoépico, especialmente os imaturos, pode ser morto por tiros de uma Unica
arma sismica. O zooplancton fornece ndo apenas uma fonte essencial de alimento
para as baleias, mas também sobre o qual depende todo o ecossistema oceéanico,
de peixes a invertebrados maiores (ostras, moluscos, caranguejos, camardes) e
aves marinhas. Uma grande zona morta ou “buraco” na abundancia do
zooplancton se formou depois que um unico canhdo de ar passou; 0s numeros de
organismos foram cortados mais da metade na maioria das espécies (McCauley et
al. 2017). Todos os krill imaturos foram mortos. Um terco das espécies de
zooplancton mostraram decréscimos em numero de mais de 95%. Em geral, a

arma de pressao sismica causou um aumento de 2-3 vezes no zooplancton morto,
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em comparacdo com os controles. Esses impactos se estenderam em pelo menos
1,2 km, que foi o alcance maximo estudado. O "buraco" do zooplancton pode ser
detectado via sonar 15 minutos depois que a arma de ar passou e foi observado
gue continuava a expandir até cerca de 1 hora e 30 minutos depois. Deve ser
lembrado que a maioria das pesquisas sismicas consiste de 18-48 armas de ar
com volumes de ar totais de 3.000 a 8.000 in3 contra uma Unica pistola de ar de
apenas 150 in3 utilizada neste experimento. McCauley et al. (2017) concluem que
seus resultados tém “enormes ramificagdes para [...] a saude dos oceanos” dado o
longo tempo e a escala espacial dos levantamentos sismicos.

Em 2001, cinco massas de lulas gigantes (Architeuthis dux) ficaram
encalhadas em uma éarea localizada ao norte da Espanha (Guerra et al. 2004).
Dois anos depois, mais quatro massas de lulas gigantes foram encontradas
encalhadas ou flutuando na mesma area. Todos esses nove encalhes, alguns
deles vivos, ocorreram juntamente com levantamentos sismicos geofisicos usando
armas de ar comprimido (Guerra et al. 2004). Mesmo externamente, eles néo
demonstraram nenhuma causa Obvia de morte, a lula tinha ferimentos internos
macicos. Duas das lulas sofreram “danos extensos as fibras musculares internas,
seus estbmagos foram arrancados e seus tratos digestivos foram mutilados.”
(Guerra et al. 2011). Alguns também mostraram danos substanciais aos seus
estatocistos, deixando-os efetivamente desorientados. Como resultado, esses
animais, normalmente de aguas profundas, poderiam ter flutuado para aguas
superficiais mais quentes, onde, por causa da quimica do sangue, perderam
oxigénio, potencialmente causando sua morte (Guerra et al. 2004). Na Austréalia
Ocidental, uma pequena pistola de ar (20 metros cubicos) foi rebocada para longe
(a uma distancia de 5 a 800 m) de uma lula de cativeiro (Sepioteuthis australis)
(Fewtrell & McCauley, 2012). A lula respondeu aos niveis de ruido recebidos (168-
173 dB re 1 pyPa pico médio) com respostas de alarme, ejetando tinta, agregando
em partes da gaiola mais afastadas da pistola de ar, mostrando agresséo e
mudando de cor. Nos niveis mais altos de ruido, a lula exibia jateamento e
expansao instantanea do grupo, e entédo ficava parada perto da superficie, onde
0s niveis de ruido eram 12 dB mais baixos (Fewtrell & McCauley 2012). Como o0s
niveis de ruido aumentaram, o ndmero de respostas de alarmes aumentou

exponencialmente (Fewtrell & McCauley 2012).
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Um extenso estudo de campo de Day et al. (2017) em vieiras da Tasmania
(Pecten fumatus) utilizou pistolas de ar de 45 ou 150 in3, simulando a passagem
de um grande arranjo de canhao de ar e operando em 30-100 m de profundidade
de agua passando dentro de 114-875m dos animais testados. Houve também uma
“agitagdo” de alta amplitude do fundo do mar. O numero cumulativo de
mortalidades e a probabilidade de mortalidade foram significativamente maiores
guanto mais a arma passou pelas vieiras em experimentacdo, apés um maximo de
120 dias apos a exposicao (Day et al. 2017). Mortalidades foram de até 20% em
vieiras submetidas a quatro passagens da arma de ar, em comparagdo com uma
taxa de mortalidade de 4-5% nas vieiras de controle. O ruido sismico perturbou
substancialmente os padrbes comportamentais e as respostas reflexas; essas
alteracdes nas respostas reflexas persistiram por pelo menos 120 dias apés a
exposicdo (Day et al. 2017). Esses reflexos anormais podem indicar danos aos
0rgdos mecanossensoriais, que poderiam comprometer severamente as vieiras,
com ramificacbes ecoldgicas (Day et al. 2017). As vieiras também foram
imunocomprometidas, uma das principais causas de mortalidade em bivalves, em
escalas de tempo crbonicas (meses). A exposicdo a armas de ar interrompeu
cronicamente sua fisiologia e bioquimica, causando desequilibrios em seus
eletrélitos que podem afetar uma variedade de funcdes celulares (Day et al. 2017).
No geral, os levantamentos sismicos afetaram as Vvieiras, tanto
comportamentalmente quanto fisiologicamente, menos capazes de lidar com
estressores adicionais, como dragagem, agua quente ou estresse de predacao.
Os impactos foram provavelmente devido a grandes vibracdes e aceleracdo de
particulas no fundo do mar a partir do sinal de ar comprimido (Day et al. 2017).
Bivalves como as vieiras melhoram a qualidade da agua através da biofiltracao,
aumentando a luz disponivel para as plantas subaquaticas e diminuindo a
eutrofizagdo, enquanto ajudam a alimentar outros organismos bénticos através da
deposicado de matéria organica da coluna de agua. Como tal, os impactos em seu
bem-estar podem comprometer 0s servigos ecossistémicos.

Utilizando meétodos semelhantes aos acima, com exposicdes médias
estimadas equivalentes a passagem de um grande arranjo de canhdo a ar
comercial (2000-4000 In3) dentro de uma faixa de 500 m, experimentos de campo
foram conduzidos em lagostas do sul (Jasus edwardsii) (Fitzgibbon et al. 2017). O

ruido sismico reduziu consistentemente a contagem total de hemaécitos (CTH) em
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23-60%, de forma prolongada por até 120 dias apds a exposicdo, sugerindo uma
reducdo cronica da competéncia imunolégica. Em contraste, apds 365 dias pos-
exposicao, os niveis de THC mais que dobraram o que poderia significar uma
resposta imune a infeccdo (Fitzgibbon et al. 2017). Também houve sinais de
comprometimento cronico do estado nutricional 120 dias poés-exposicao.
A sobrevivéncia nao foi afetada, talvez, porque as lagostas tiveram acesso a
fontes alimentares abundantes e nutricionais no experimento, e esses foram
conduzidos em condi¢cdes ambientais favoraveis, mas, na natureza, um prejuizo
na capacidade imunoldgica e condi¢cdo nutricional poderiam ter consequéncias
muito maiores para sua sobrevivéncia e reproducgdo (Fitzgibbon et al. 2017). A
lagosta americana (Homarus americanus) aumentou seu forrageio e busca por
alimento véarias semanas depois de ter sido exposta a armas de ar no laboratorio
(Payne et al. 2008).

Solan et al. (2016) mostraram que tanto o ruido impulsivo quanto o continuo
de banda larga reprimiram o comportamento de enterramento e bioirrigacdo (ou a
circulacdo de agua dentro de tocas de lagosta) e reduziram o movimento na
lagosta da Noruega. O molusco de Manila mostrou uma resposta ao estresse, em
que os individuos se mudavam menos, ficavam no topo do leito do mar e
fechavam suas valvulas. Tais respostas significaram que os moluscos nhao
conseguiam misturar as camadas superiores de sedimento e ndo podiam se
alimentar. Como resultado, as propriedades do ecossistema foram afetadas (Solan
et al. 2016). Alguns moluscos individuais também acumularam lactato devido a
manter suas valvulas fechadas por um longo periodo de tempo, um
comportamento conhecido de “evitacdo” que requer que o animal respire
anaerobicamente. Se a exposi¢cdo ao som, que foi de sete dias, tivesse continuado
por muito mais tempo, esses niveis de lactato teriam sido prejudiciais (Solan et al.,
2016). O ruido alterou assim o transporte de fluidos e particulas que os
invertebrados fornecem que sédo fundamentais para a ciclagem de nutrientes no

[

fundo do mar. Os autores observam que “... expor os ambientes costeiros a
campos sonoros  antropogénicos  provavelmente tera consequéncias
ecossistémicas muito mais amplas do que sao atualmente reconhecidas” (Solan et
al., 2016). Este estudo mostra que as respostas ao ruido podem ser sutis e podem
levar longos periodos de tempo para se tornarem detectaveis no nivel da

populacdo ou do ecossistema.
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Secao |l - Procedimentos para avaliagao de
impacto da pesquisa sismica em mamiferos
aquaticos




Capitulo 1 - Fundamentos da avaliacdo dos impactos da

pesquisa sismica em mamiferos aquaticos

Daniel Solon Dias de Farias
Aline da Costa Bomfim
Simone Almeida Gavilan

Flavio José de Lima Silva

Antes de se obter amostras dos animais mortos, deve-se considerar o

estagio de decomposicdo da carcaca, para determinar a viabilidade da avaliacdo

do possivel efeito da pesquisa sismica sobre um animal.

Tratando-se de mamiferos marinhos (e mais recentemente adaptado para

tartarugas marinhas), para animais vivos utiliza-se o codigo 1 na classificacédo, ja

para animais mortos, a classificacdo varia entre os cédigos 2 e 5 (Geraci;
Lounsbury, 1993).

O codigo 2 é utilizado para carcagas em boas condicdes, apresentando as

seguintes caracteristicas:

a)

b)
c)

d)

g)
h)

)

Aparéncia normal, geralmente com poucos danos causados por
animais necrofagos;

Cheiro fresco;

Minima desidratacdo e pouco enrugamento da pele, olhos e
mucosas;

Auséncia de inchaco da carcaca, lingua e pénis ndo se encontram
protundidos; gordura firme e clara;

Musculos firmes, bem definidos e de coloracéo vermelho-escura;
Células sanguineas intactas, passiveis de serem coletadas em tubos
de ensaio;

Soro ndo hemolisado;

Visceras intactas e bem definidas;

Intestino contendo pouco ou henhum gas;

Cérebro firme, sem descoloracdo, com formato superficial distinto e

passivo de ser removido intacto.

O cdbdigo 3 é utilizado para a carcaca quando encontrada em:
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b)

d)

9)

h)

Estado razoavel, intacta, mas com inchaco evidente (lingua e pénis
protundidos);

Pele rachada e despregada;

Possiveis danos por necrofagos;

Odor moderado caracteristico; mucosas desidratadas, olhos fundos
ou faltando;

Gordura tingida de sangue e oleosa;

Musculatura macia e mal definida;

Sangue hemolisado, vermelho-escuro; visceras macias, friaveis,
manchadas, mas ainda intactas;

Intestino dilatado pela presenca de gas;

Cérebro mole, aspecto superficial distinto, fragil, mas geralmente

ainda pode ser removido intacto.

O cadigo 4 é utilizado quando:

a)

b)

c)

d)

9)
h)

)

K)

A carcaca apresenta-se em decomposicdo avancada, podendo estar
intacta, mas colapsada;

Pele solta, a epiderme dos cetaceos pode estar completamente
perdida;

Frequentemente se encontram danos severos ocasionados por
necrofagos;

Odor forte;

Gordura macia, frequentemente com bolsa de géas e pocas de 6leo;
Musculatura préxima da liguefagdo e facilmente rasgavel,
destacando-se facilmente dos 0ssos;

Sangue ralo e escuro;

Visceras frequentemente podem ser reconhecidas, mas estao
friaveis, facilmente rasgaveis e de dificil dissecacgao;

Intestino preenchido com gas;

Cérebro mole, vermelho-escuro, contendo bolsas de gas e
consisténcia semelhante a um pudim;

Limitado histérico do animal.

O codigo 5 é utilizado para:
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a) Carcaca mumificada, ou restos de esqueleto, podendo a pele estar
cobrindo partes do esqueleto remanescente;
b) Mas com qualquer tecido restante estando desidratado.

Para tartarugas marinhas, apesar de nao existir um protocolo especifico e
padronizado, tem-se utilizado as definicbes de cada codigo definido para
mamiferos marinhos, fazendo-se adequacgbes para a avaliagdo do estado de
conservacao das carcagas.

Quanto mais fresca a carcaca (codigo 2 e/ou 3) melhor a identificacdo dos
indicios de impactos causados pela atividade de pesquisa sismica. Porém, visto
gque 0s acessos a carcacas de, principalmente mamiferos marinhos, sao
importantes fontes de conhecimento, acreditamos ser necessaria a exploracéao de
toda carcaca que venha a encalhar em praias adjacentes as atividades de

pesquisa sismica.
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Capitulo 2- Técnicas e procedimentos para a coleta e
interpretacao de material biologico para analise da
Sindrome de Embolia Gasosa e Gordurosa.

Yara Bernaldo de Quirés
Marina Arregui
Oscar Gonzalez-Diaz
Josué Diaz-Delgado

Antonio Fernandez

2.1-Consideracdes Gerais

A “sindrome da embolia gasosa e gordurosa”, assim como a doenga
descompressiva, vem sendo descrita em baleias-bicuda (Ziphius cavirostris)
encalhadas em associa¢do temporal e espacial com exercicios militares (Jepson
et al., 2003; Fernandez et al., 2005). Uma avaliacdo qualitativa da quantidade de
gas presente na carcaca (indice de gas) juntamente com a analise dos
componentes das bolhas de gas, pode ajudar a discriminar se foram os gases
produzidos pela descompressdo ou por outras origens (como o metabolismo
bacteriano), contribuindo significativamente para o diagnéstico da doenca
descompressiva (Bernaldo de Quirds et al., 2011; Bernaldo de Quirés et al., 2016).

O indice de escore gasoso € um método de diagndstico acessivel e de
baixo custo para todas as redes de encalhes de mamiferos marinhos em todo o
mundo, tendo como funcao avaliar a quantidade e a topografia do gas encontrado
em diferentes localizagBes vasculares e extravasculares em cetaceos encalhados.
Este método permite comparar escores gasosos entre diferentes animais com o
mesmo codigo de decomposicdo. Dessa forma, pode-se estabelecer uma
"baseline” para cada codigo de decomposicdo, e assim 0s escores de gas
anormalmente altos podem ser facilmente identificados.

Este método é extremamente Gtil guando um animal ndo pode ser colocado
em um scanner de tomografia computadorizada antes da necropsia por razdes

logisticas (e econOGmicas). Por se tratar de um indice um tanto subjetivo, é
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altamente recomendavel que cada rede desenvolva sua prépria linha de base de

escore de gas (Bernaldo de Quirés et al., 2016).

Este método consiste em identificar e registrar um escore gasoso de 0 a VI

em veias visiveis de pequeno a grande calibre em diferentes localizacdes

anatdbmicas: subcutanea, mesentérica, coronariana, veias renais e plexo venoso

lombo-caudal. Os locais extravasculares sao graduados de 0 a Ill. O escore total

do gas é calculado como a soma dos escores de gas para cada localidade

(Bernaldo de

Quirds et al., 2013; Bernaldo de Quirds et al., 2016).

Os escores de gas para localizagbes intravasculares sao definidos da

seguinte forma:

a)
b)
c)

d)

9)

“0” é a auséncia de bolhas de gas dentro da veia;
“I” é a presenca ocasional de uma pequena bolha;

“Il” é a presenga de bolhas muito pequenas e dispersas, ou
pequenas “descontinuidades de sangue” (pequenos segmentos de
veias quase colapsadas e sem gas);

“IlI” é a presenga de descontinuidades de sangue mais abundantes e
maiores;

“IV” é a presenca moderada de bolhas de gas (é possivel conta-las);
"V" descreve a presenca abundante de bolhas de gas, o que torna
dificil a contagem;

“VI” é a presencga de segmentos completos dos vasos, preenchidos

com gas.

Os escores gasosos para gas extravascular, geralmente apresentado como

gas subcapsular, sdo definidos como:

a)
b)
c)
d)

“0” é auséncia de gas;
"I" & presenca escassa (afetando apenas um 0rgao);

“Il” é presengca moderada (afetando dois ou trés 6rgaos);

“IlI” é a presenca abundante de gas que afeta quatro ou mais

orgaos.
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Figura 1: llustracbes de escore gasoso nas veias mesentéricas de coelhos
brancos da Nova Zelandia: A) escore de gas |, B) escore de gas Il, C) escore de

gas lll, D) escore de gas IV, E), escore de gas V, e F) escore de géas VI.

A andlise da composicdo dos gases fornecem resultados objetivos, mas

requer o uso de materiais especificos e apresenta sensibilidade ao tempo: as
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amostras de gas devem ser analisadas dentro de duas semanas (Bernaldo de
Quirés et al., 2011).

Se for necessério enviar para um laboratério para analise, isso deve ser
feito por terra ou enviado em uma caixa de plastico resistente a pressdes
negativas.

Esses métodos ndo sao validos se a cabeca ja tiver sido removida da
carcaca antes da definicho do escore gasoso ou da amostragem do gas. Da
mesma forma, a ruptura dos vasos de grande calibre interno ante ou perimortem
ou o corte inadvertido durante o exame bruto pds-morte podem impedir esses
métodos. Além disso, 0 uso de material inadequado pode comprometer as
amostras.

Assim, é necessario usar alguns materiais especificos, como tubos de vidro
a vacuo de marcas e fabricantes especificos, além de fazer a dissecacdo em uma
sequéncia adequada. Segue descrita abaixo uma lista de materiais necessarios
para a amostragem de gas e um breve resumo das etapas mais importantes do
protocolo para classificacdo e amostragem de gas.

Um protocolo passo a passo com mais detalhes pode ser encontrado em
Bernaldo de Quirés et al. (2012), incluindo instrucbes sobre como usar um
aspirbmetro para coletar gas das camaras cardiacas.

Além disso, no Apéndice 1, é possivel encontrar uma descricdo dos passos
necessarios para coleta do escore gasoso e amostragem de gas, e no Apéndice 2
um resumo de uma pagina do protocolo, para ser impresso e utilizado como
orientacdo durante as necropsias. Para mais informacgfes sobre a metodologia de
amostragem e analise de gases, consulte Bernaldo de Quirds et al. (2011), e para
a técnica de pontuacao de gas, ver (Bernaldo de Quirés et al., 2013; Bernaldo de
Quirds et al., 2016). Este protocolo esta sujeito a melhorias continuas, através do
acesso a versao atualizada deste protocolo em: www.iusa.eu.

Além da embolia gasosa, a presenca de embolia gordurosa foi descrita em
baleias-bicuda encalhadas em associacdo com exercicios militares (Jepson et al.,
2003; Fernandez et al., 2005). A embolia gordurosa é descrita como o bloqueio de
vasos sanguineos por particulas de gordura circulantes (Hulman, 1995). O pulmao
€ 0 oOrgdao tipicamente selecionado para detectar émbolos gordurosos a medida
gue a gordura que entra na circulacdo venosa fica facilmente aprisionada dentro

da microvasculatura pulmonar com diametro inferior a 20 ym (Levy, 1990).
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As substancias lipidicas sao frequentemente sollveis no processamento de
solventes (empregados para embutir tecidos em parafina para exame
microscopico), portanto, devem ser pré-fixados antes que o tecido seja tratado
com esses solventes. A pré-fixacdo com tetroxido de ésmio (OsO4) € uma técnica
tradicionalmente utilizada (Abramowsky et al., 1981). Esta técnica provou detectar
com sucesso 0s émbolos de gordura nos pulmdes, mesmo em tecidos
decompostos/autolisados e/ou tecidos fixados em formaldeido por longos periodos
de tempo (observacdes pessoais).

O protocolo aqui proposto para a demonstracdo histolégica de material
lipidico por meio da fixacdo de tetroxido de 6smio € uma atualizacao do protocolo

desenvolvido por Abramowsky et al. (1981).

2.2-Amostragem e analises de presenca de gas em tecidos de mamiferos aquaticos

2.2.1-Lista de material necessdrio para amostragem de gds

a) Tubos a vacuo: Tubos de vidro de 5 mL BD vacutainer ® isentos de aditivos
ou Tubos de vidro MONOJECTTM Red Stopper (com revestimento de
silicone) de 2 mL (ref # 8881301116). Os tubos devem apresentar
exatamente estas especificagdes, pois nenhuma outra marca ou material foi
validado para esta metodologia. Este € o material mais importante
necessario para adquirir. E nesse momento que se armazena o gas, mas
também pode ocorrer sua perda. A maioria dos tubos evacuados é feita de
plastico, e o plastico ndo € bom para o armazenamento de gas.

b) Suportes de Tubo de Uso Unico: BD Vacutainer ® (ref # 36481), ou
equivalente em outra marca.

c) Agulhas de pontas duplas: Agulhas de coleta de sangue BD Vacutainer (ref
# 367210), ou seu equivalente em outra marca, mas o lado da perfuracao
do tubo das agulhas deve ter uma barreira de borracha encoberta.

d) Seringas para Insulina Descartaveis: Insulina BD Plastipak U-100 (ref #
329651). As seringas devem apresentar exatamente estas especificacoes,

pois nenhuma outra marca ou material foi validado para esta metodologia.
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2.2.2-Protocolo para escore e amostragem de gads:

E muito importante que nenhum 6érgdo seja cortado ou removido antes da
contagem e da amostragem de gas. Ap0s amostragem de gas, o protocolo de
necropsia pode prosseguir.

a) Retirar com cuidado a pele e a gordura, minimizando os danos nas

principais veias subcutaneas (Fig. 2A).

b) Examinar as maiores e visiveis veias subcutadneas quanto a presenca

bolhas de gas e atribuir um escore gasoso (ver apéndice 2). Sempre

registrar com fotos para demonstrar o escore de gas.

Figura 2: A) Remocédo cuidadosa da pele e da gordura de uma baleia-bicuda (Ziphius

cavirostris), B) visdo aproximada das veias subcutaneas.

c) Abrir as cavidades abdominal e toracica. Nao cortar ou remover nenhum
orgdo ainda.
d) Examinar e atribuir uma pontuagdo gasosa a cada um desses locais,
registrando com fotos:
— As veias mesentéricas;
— O plexo venoso lombo-caudal e veias renais;
— As veias coronarias, atribuindo uma pontuagdo de gas para cada um
desses locais.
e) Retirar amostras de até 5 bolhas de cada um desses locais. coletar
amostras extras se observar bolhas em outros locais. Priorizar a coleta de
amostras da vasculatura toracica. Coletar amostras de bolhas usando a

seringa de insulina e injetar imediatamente o contetdo nos tubos. Usar
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uma nova seringa e um novo tubo para cada amostra de bolhas de gas
(Fig. 3).

Figura 3: A) Amostragem de bolhas de gas nas veias mesentéricas, B)

Amostragem de bolhas de gas encontradas nas veias perirrenais.

f) Coletar amostras de gas intestinal das seccbes do intestino proximal,
medial e distal, aplicando os tubos diretamente com as agulhas de pontas
duplas acopladas aos porta-tubos de uso Unico.

g) Coletar amostras de gas subcapsular, se presente, conforme descrito para

0 gas intestinal.

Figura 4: A) Apresentacdo dos tubos evacuados de vidro com agulha de ponta
dupla acoplada a um porta-tubo, B) Amostragem de gas de uma camera

gastrica.
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h) Rotular cada tubo com a localizacdo e a quantidade de amostras de gas

)

K)

(consulte o Apéndice 1).

Rotular pelo menos trés tubos vazios do mesmo pacote para controle.
Armazenar os tubos com amostra e controle, a temperatura ambiente, de
preferéncia com a tampa voltada para baixo.

A analise deve ser realizada dentro de duas semanas e se enviado por
aeronaves, utilizando um invélucro de plastico resistente a pressdes

negativas.

E possivel analisar as amostras de gas em qualquer laboratério montado com

um cromatégrafo a gas, equipado com um detector de condutividade térmica e um

detector de ionizacdo de chama dispostos um apos o outro, e uma coluna CP7430

da Varian, seguindo o método descrito em Bernaldo de Quirds et al. (2011).

2.3-Coleta de material e analises histoquimica de émbolos lipidicos

2.3.1-Lista de material necessdrio para a pré-fixagdo com tetrdxido de dsmio:

a)

9)
h)

)
K)

Limpador ultrassonico: Buehler Ltd Ultramet® Il Sonic Cleaner, ou
equivalente.

Ampola de tetroxido de ésmio 1 g: Aname® (ref # 19100), ou equivalente.
Acido periodico, 25 g: Aname® (ref # 19325), ou equivalente.

Cristal de acido pixico, ACS, 100 g: Aname® (ref # 19550), ou equivalente.
Plataforma de balanco WT15: Biometra®, ou equivalente.

Casseter de processamento de tecidos para identificar as amostras:
Cateteres macros azuis AD DiagNost SA (ref. 720-2237), ou equivalente.
Outros sistemas de identificacdo podem ser usados para identificar
adequadamente cada amostra de pulmé&o.

Frascos de vidro de borosilicato transparentes de boca larga.

Tigela de acgo inoxidavel.

Pingas de aco inoxidavel.

Folha de aluminio.

Freezers para blocos de gelo.
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A ampola de OsO4, bem como todo o material de laboratério (garrafas, tacgas,
pincas e etc) que estara em contato com o tetroxido de Osmio, deve ser
previamente lavado com acido nitrico (para evitar a contaminagédo) e enxaguado

varias vezes com agua destilada.

2.3.2-Protocolo de pré-fixagdo com tetrdxido de dsmio para demonstragdo histoquimica de
émbolos lipidicos

a) Aparar os tecidos pulmonares fixados em formalina em amostras de =1
mm de espessura para garantir uma penetracdo adequada do reagente.
Colocar as amostras em Cateteres de processamento de tecidos
corretamente identificadas (Fig. 5A).

b) Diluir o tetréxido de 6smio em &gua destilada para obter uma solucdo
aguosa de OsO4 a 1% por sonicacao.

c) Lavar as amostras por 20 min em agua corrente (Fig. 5B), seguido por 10

min em agua destilada.

ﬁ

Figura b: A) Detalhe das amostras de pulméo de ~1 mm de espessura, B)

Amostras sendo lavadas em dagua corrente

a) Colocar as amostras na solucdo de OsO4 dentro de um frasco de vidro de
borossilicato hermeticamente selado e coberto com folha de aluminio com
agitacado continua por duas horas (Fig. 6A).

b) Lavar as amostras em agua corrente por 30 min.

c) Preparar uma solucdo de acido peridédico a 1% (em agua destilada).
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d)

f)
9)

Preparar apenas antes de usar.

Colocar as amostras na solucao de acido periédico a 1% em agitacao até
gue o tecido 0sseo escuro seja uniformemente limpo (aproximadamente 30
min).

Lavar as amostras em agua corrente por 30 min.

Lavar as amostras varias vezes com agua destilada.

Processar e incorporar as amostras como de costume em cera de parafina
(Fig. 6B).

Figura 6: A) Amostras em completa escuriddo dentro de solu¢do de OsO4 a 1%

sob agitacado, B) Detalhe das secc¢des de parafina obtidas.

a)

b)

Cortar seccbes de tecido com 5 ym de espessura no micrétomo e monte
em laminas de vidro.

Introduzir as laminas previamente desparafinados em uma solugdo de
acido picrico a 1% (preparada com etanol a 96%) por 24 h (Fig. 7A).
Enxaguar as amostras em agua corrente até que nao haja pigmento
amarelo nas laminas.

Lavar as laminas varias vezes com agua destilada.

Contra-coloragdo com hematoxilina e eosina (Fig. 7B).
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Figura 7: A) Laminas mantidas em acido picrico dentro de um frasco de coplin, B)

Laminas totalmente coradas para serem examinadas por microscopia de luz.
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Capitulo 3- Técnicas de coleta e analise de aparelho
auditivo para avaliagdo de impactos de pesquisa sismica em
cetaceos

Maria Morell

3.1-Consideracdes Gerais

Existe uma preocupacdo crescente com 0s impactos do ruido subaquéatico
antropogénico nas populacdes de cetaceos. Por esse motivo, a andlise do ouvido
e principalmente a presenca de possiveis lesdes no 6rgdo de Corti (ou 6rgéo
auditivo) representa um esfor¢co fundamental para avaliar a implicacdo da perda
auditiva induzida por ruido nos eventos de encalhe.

Como o epitélio sensitivo do ouvido interno é muito sensivel a autdlise, a
coleta e a fixacdo do ouvido devem ser iniciadas o mais rapidamente possivel
apos a morte do animal.

Os o0ssos timpanicos e perioticos abrigam o ouvido médio e interno,
respectivamente.

Essas estruturas sdo parcialmente fundidas formando o complexo timpano-
periotico (Figura 1d). O complexo timpano-periético é circundado por seios aéreos
chamados seios peribulares e suspenso na cavidade peribular através de
ligamentos que o fixam e acusticamente o isolam do restante dos ossos do cranio,
exceto em cachalotes, baleias-bicuda, sirénios e misticetos que possuem o
complexo timpano-periético parcialmente fundido ao osso temporal. Consta
especificada abaixo a lista de materiais necessarios, bem como 0s passos a
seguir para a coleta e fixacdo do ouvido.

Veja Raverty e colaboradores (2018), o “Protocolo de extracdo e fixacdo de
orelha de cetaceos” (Morell e André, 2009, versao atualizada disponivel em:
http://www.zoology.ubc.ca/files/Ear_extraction_and_fixation_protocol UBC.pdf), ou

Ketten et al. (2007) para mais informacdes.

3.2. Lista de equipamentos e materiais necessarios
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3.2.1. Para a coleta do ouvido

a) Pincas (uma fina e outra grande);

b) Tesouras;

c) Bisturi (identificador nimero 3 e 4);

d) Laminas de bisturi (nimeros 12 e 20-23);
e) Faca;

f) Equipamentos de protecao individual;

3.2.2. Para a fixagGo

a) Recipientes a prova de vazamentos;
b) Fixador (formalina tamponada neutra a 10% ou paraformaldeido
a 4% pH 7,3, ver a FISPQ dos produtos para um manuseamento

adequado).

3.2.3. Para a perfusdo

a) Agulha (calibre 25 ou similar);

b) Seringa de 1mL;

c) Cateteres: cateter 14G IV (para espécies pequenas), cateter de
borboleta (para espécies pequenas e médias), 1mL de pipeta de

plastico (para espécies de tamanho médio e grande);

No caso de baleias-bicuda, cachalotes, peixes-boi e misticetos, que tém o

TPC parcialmente fundido ao cranio:

- Formas de diferentes tamanhos

- Martelo de borracha

3.3. Procedimentos para coleta do ouvido

1. ApOs a coleta de gas, recomenda-se retirar a cabeca dos pequenos
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animais por desarticulacdo da articulagdo atlanto-occipital para facilitar a
manipulagéo (Figura 1a).

2. A maneira mais facil de acessar o0s ouvidos €é remover
cuidadosamente a mandibula inferior. Os tecidos moles associados devem
ser cuidadosamente examinados.

3. Colocar a cabeca com o lado ventral voltado para cima (Figura 1b)
permite prosseguir para a extracao do complexo timpano-periotico.

4. Fazer uma incisdo suave ao redor do complexo timpano-periético
com uma pequena faca ou um bisturi curvo nidmero 12 para cortar os

ligamentos que mantém as orelhas no seio paraético (linha pontilhada na

Figura 1c).

Tympanc bone Persotc bone

Figura 1. A) A posicdo do complexo timpano-periotico e do conduto auditivo

externo de uma toninha (Phocoena phocoena) € indicada. A linha pontilhada

marca o caminho da incisdo para separar a cabeca do resto do corpo.

Alternativamente, o sistema digestivo pode ser extraido da cabeca para facilitar o
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acesso as orelhas. B e C) Imagens tiradas durante a necropsia de uma toninha. B)
Esta imagem reflete como os complexos timpano-periéticos (setas) aparecem
apos a remocédo da mandibula (nenhum esforco foi feito aqui para limpar a area de
extracdo). C) A linha pontilhada ilustra o local onde a lamina de faca ou bisturi
deve ser colocada para extrair o complexo timpano-periético. D) Complexo
Timpano-peridtico de um Golfinho-riscado (Stenella coeruleoalba).

3.4. Procedimentos para Fixagao do ouvido interno por perfusao

Recomendamos o uso de um dos seguintes fixadores:

a) 10% de formalina tamponada neutra, ou

b) 4% de paraformaldeido (pH 7,3-7,4), ou

c) Glutaraldeido a 2,5% com tamp&o fosfato 0,1 M ou com tampéo
cacodilato 0,1 M (pH 7,3-7,4)*, ou

d) Mistura de paraformaldeo a 1,5% com glutaraldeido a 1,5% com
tampéo de fosfato a 0,1 M ou tampéao de cacodilato a 0,1 M (pH
7,3-7,4)*,

Os melhores resultados sao obtidos quando o ouvido interno é fixado nas
primeiras 5 horas post-mortem, e entdo a qualidade da amostra diminui ao longo
do tempo até cerca de 15 horas post-mortem (variando com relacdo a espécie e
temperatura). No entanto, se o ouvido interno € perfundido com o fixador, é
possivel aumentar a janela de diagndstico em que as células do 6érgdo de Corti
ainda estdo presentes entre 24-30 horas post-mortem (Morell et al., 2017). A
perfusdo do ouvido interno é um procedimento delicado, e deve ser realizado por
meio de injecdo lenta e gradual do fixador através da janela oval e/ou ao redor
(Apéndice 3).
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A Periotic bone

stapes window

e
_— -

Figura 2.- A) Localizacao da janela oval e ao redor do 0sso peridtico esquerdo. B)

Imagem retirada durante necropsia, ilustrando a localizacdo da janela oval e ao

redor do 0sso periotico esquerdo (Fonte: Projeto Cetaceos da Costa Branca).

E crucial seguir os passos para a perfuséo nesta ordem:

a) Separacao do 0sso peridtico do osso timpanico (Figura 1D e 2);

b) Seccionamento do ligamento estapediano e remocao do estribo. Se
o estribo ndo sair facilmente, pode-se utilizar um bisturi ou agulha
através da juncao para auxiliar na seccéo.(Figura 3A e 3B);

c) A perfuragdo das membranas da janela oval e ao redor devem
ocorrer de forma cuidadosa e muito superficial com agulha (Figura
3C e 3D);

d) A perfusdo do fixador deve ocorrer de forma progressiva e muito
lentamente (com pressdo minima) através da janela oval e ao redor
(Figura 2) até que a solucao saia pela outra janela, com o uso de um
cateter mole (ou a ponta de um pipeta de plastico) do mesmo

didmetro que o tamanho das janelas (Figura 3E e 3F).

Posteriormente, 0os 0ssos timpanicos e peridticos devem ser imersos em
frascos contendo a solucao fixadora.

A perfuséo é um processo muito delicado e se vocé nao se sentir confortavel
com isso, entre em contato conosco. E importante mencionar se o ouvido foi
perfundido ou n&o ao envia-lo, assim como o tempo entre a morte do individuo e a

perfuséo.
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Figure 3 - Osso peridtico de Tursiops truncatus usado para ilustrar todo o
processo de perfusdo: A) corte do ligamento estapediano, B) extracdo do
estribo, C e D) desempenho de um pequeno e muito superficial orificio para as
membranas oval e ao redor da janela respectivamente; E e F) perfusdo muito
lenta e progressiva (com muito pouca pressao) do fixador através da janela oval
e da janela ao redor até que a solucdo saia pela outra durante alguns
segundos.

Se o intervalo p6s-morte for maior que 24 a 30 horas, ou se houver suspeita
de uma etiologia, inflamacdo ou hemorragia infecciosa, o complexo timpano-

peridtico intacto pode ser imerso na solucdo fixadora para posterior exame
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APENDICES
Apéndice 1

FICHA DE DADOS DE AMOSTRAGEM E PONTUACAO DE GASES

D: Sp: (odigo de decompasicao: 2 {fresco);
3 {d=compasto, mas drgaos intactos); 4 {decomposicdo avancadal 5 |as veizs ndo podsm ser
distinguidas)
Data de obito: Dara da nacropsia: Horas (PM):
Condicdes de Armazenamento:

» Encalhado: Vivo / Morto / Zncontrado Morto / Encontrado morto, mas provavelmente

encalhado vivo / Encontrado mortg, 2 provavelmente encalhade morto (flutuante)

r Peso:
» (Co'etadacarcaca: Profundidade: Tipo d= armadilha {coleta da carcacal:
Durac3o da infilracdo: Tempo de acuisic3o: Temperatura da agua:
1) Pontuacdo do gis
3 kel L] o
T o o ° %
C o 0 o
% o % FoT | &= s |L B
LTS €r Taos o8 o s 5 P
Bie g = vz83 €2 s 2 2 8 =
© < — O c £ e c c a % E
(v 3 € Y@ © o @ o
cC w o C __ g°>°,\ weS o9 __ T U @ =z
¢ T~ | .y oL 0w R o 2w 8 v & =
w2z a2 |zEXw=| S o< O YL 5 w % )
IS ] .58 %% - 3% .89 |2 2 @ =
aag?l >Za: fpaaZal >32a8 >-Z0
*Localizacdo:

Pontuagdodabolha  Definicio

Auséncia de dolhas de gas demo da vela

Presenca oczsional de uma pequenz bolha

Presenca de olhas muito paquenas e dispersas, ou pequenas “descontmuicades de sangae”
Presenca de descontinuidades de sangue mszis shundantes e majores

Presenca moderada de bohas denfro de wma veiz especifica

Presenca abundante ée belhas

Presenca de segrwentos completos dos vases, preenchidos com gis

2 <d g e

(] Ausénga de gas
Presenca escassa (afztando apenas um drg3o: rins)
Presenca moderada (afetandc dais ou Tés i)
Presenca abumédante de gis (#etando varios rgios diferentes).

W N e
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Amostragem de gas

= Umn minimo de 3 amostras controle
= INTESTIND (use "vacutainers” com adaptadores): proximal / medial / distal
~ BOLHAS OU EMFISEMA DA CAVIDADE ABDOMINAL (usc scringas):
Localizacdo: Vol (mL]: Método:
Comentarios:
Localizacdo: Vol (mL]: Meétodo:
Comentérios:
Localizacao: Vol (mL): Método:

Comenldrios:

Localizacdo: Vol (mL]: Meétodo:
Comentdrios:
Localizagdo: Vol (mL): Método:
Comentarios:
Localizagdo: Vol (mL]: Método:
Comentarios:
Localizagdo: Vol (mL): Método:
Comentarios:
Localizacdo: Vol (mL]: Método:
Comentarios:

¥ BOLHAS DE VEIAS CORONARIAS [abra uma pequena janela no saco pericardico, use
seringas para amostragem):
Localizac3o: Vol (mL]: Método:
Comentdrios:
Localizag3o: Vol (mL): Método:
Comentdrios:
Localizagdo: Vol (mL]: Método:
Comentérios:
» GASDO CORACAO L VASOS GRANDLS (use um aspirdmetro, rotule a amostra com o
volume e o nimero do tubo):
- Ventriculo direito;
- Venuriculo esyuerdo;
- Aurla;

- Tronco pulmonar.
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Apéndice 2

"UNIYERSIDAD OE LAS PALMAS
DE GRAN CANARA

< usa’
Ofrs

PROTOCOLO PARA AMUOSTRAGEM E l)I'Zl-'lNI(;f\() DE ESCORE GASOSD
Yara Bernaldo de (Quiras, Oscar Gonzalez-1iaz, and Antonin Ferndndez

Material

e Tubos: BD vacutziner ® em vidro, isento de aditivos, de S mL ou 2 mI. / MONOQJECTTM Red Stopper
(revestido com silicone) (ref# 8881301116). Nenhum outro matarial ou marca € valido para este protocolo.

* Seringas para Insulina descartaveis: Insulina BD Plastipak U-100 (ref # 329651).
= Suportes de Tubo de Uso Unico. BD Vaculainer ® (ref # 36481), vu equivalente.
= Agulhas de pontas duplas para coleta de sangue: BD Vacutaner

Protocolo

F mutn importante que nankum orpio seja perfirado on removido antes da contagem e da amostragem de pas Apos a
amosiragem de gds. os protocolos de necropsia podem prosseguir.

1. Remover cuidadosamente a pele e a gordura, nuninuzando os danos nas prmcipais veias subcutaneas.
2. Exammar &s veas subeutaneas visiveis e maiores quanto a presenca de bolhas de gds e atribuir um escora
gasoso (sempre registrar com foto para demonstrar o escore gasoso).
3. Abrir a cavidade abdominal e toracica
4. Examinar e determinar um escore 2asoso para cada um desses locas (tirar fotos):
a. Veias messntéricas;
b. Plexo venoso lombo caudal e vzias coronarias;
c. Veias corondrias.

Presenga de Complexo B ema
halhas de gas? V. Sub vennsa lnmha- V. V. TOTAL
S vk i caudal Mesentérica Corgnaria subcapsular
P

5. Amostrar até 5 bolhas de cada um dasses locais. Coletar amostras extras se observar bolhas em outros locais.
Priorizar a colcta de amostras da vasculetura toracice. Amostrar as bolhas usando a seringa de msulina ¢
1njetande imediatamente o contetido nos tubos. Usar uma nova seringa 2 um novo tubo para cada bolha de
oAs

6. Retirar amostras de gds intestinal das secgdes do intestino proximal, medial e distal. aplicando os tubos
dirstaments com as agulhas de pontas duplas acopladas aos suportes de tubo de uso tnico.

7. Amostrar ¢ gas subcapsular, sc presente, conforme descrito para o gas intestinal.

8. Colocar uma etiqueta em cada tubo com a localizagio e a quantidade de amostras de gas (ver anexo 2).

9. Identificar pelo menos trés tubos vazios do mesmo pacote para controle.

10. Guardar 0s tubos com amostra “em branco™ a temperatura ambiente, de preferéncia com a tampa para baixo.

11 Auabsar o malenial dentro de duas seninas. Se [or enviado por deronave, € necessano ui mvolucto de
pléstico resistznte a pressdes negativas.

" L

[~y
J
»

|

Contact information: Shipping address:
Yara Rernaldo de Quiras Miranda, Institnta  [Iniversitario de Sanidad Animal y Seguridad
E-mail: @ Alimentaria
Emergency phune: (+34) 650480647 Facullad de Velerinaria
C/Transmontafias/n

35416, Arucas, Las Palmas, Spain
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Apéndice 3
|nm =il Inserm

s masicas
e B S A et (.

Protocolo de Perfusao do Ouvido Interno

Periotic bone

. N oval
stapes window

1) Separacdo dos 0ssos timpano-perioticos;

2) Seccionar o ligamento estapediano e remover do estribo. Se o estribo ndo
soltar facilmente, passar um bisturi ou agulha através da jungdo;

3) Perfurar com agulha, de forma cuidadosa e superficial, as membranas da
janela oval e redonda;

4) Realizar perfusdo do fixador de forma progressiva e lenta (com pressdo
minima) através da janela oval e da janela ao redor, até que a solugdo saia
pela outra janela. Usando um cateter macio (ou a ponta de uma pipeta de
plastico) com o mesmo diametro que o tamanho da janela.

Contact Information Shipping address:
Maria Morell Institute for Neurosciences of Montpellier
E-mail: maria.morell@inserm.fr Inserm UMR 1051
Phone: +33-499636048 80, rue Augustin Fliche
34091 Montpellier
France
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