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RESUMO

As atividades humanas tém contribuido diretamente com o aumento dos niveis de ions metalicos
nos ecossistemas, principalmente através da mineracdo, emissdo de efluentes domésticos,
industriais e agropecudria. O uso de fertilizantes e defensivos agricolas pode ser uma importante
fonte de insercdo de metais no meio. Diversos estudos vém apontando que 0s queldnios podem
refletir impactos ocasionados por Vvarios contaminantes, como 0s agroquimicos utilizados na
agricultura tradicional. A tartaruga-da-Amazoénia (Podocnemis expansa) € um queldnio de agua
doce que representa importancia alimentar para as populacées amazonicas, utilizada legalmente e
ilegalmente por populages ribeirinhas e citadinas. O presente estudo avaliou a presenca de nove
metais; Al; Cd; Cr; Cu; Fe; Mn; Ni; Sn e Zn, em fémeas e filhotes P. expansa durante o periodo
reprodutivo. Foi realizado também, o teste de micronucleos para avaliar a genotoxicidade desses
metais presente nas células de P. expansa. Os resultados apontaram que fémeas e filhotes
apresentaram concentracfes de metais superiores aos encontrados em diversos trabalhos com
répteis. Foi possivel observar também um aumento das concentracbes do metal Sn, ao longo da
bacia do Araguaia. Os resultados das concentracdes dos metais no sedimento, foram inferiores aos
valores de referencial quimico (VRQ’s) de varios estados, entretanto, conseguimos notar um
aumento das concentragdes dos metais Al, Cr e Fe ao longo da bacia do rio Araguaia. Foi possivel
observar também uma correlacdo entre o metal Mn nos sedimentos com os valores encontrados no
figado dos filhotes. O teste de microndcleo indicou uma alta taxa de dano ao material genético,
porém ndo foi possivel tracar uma correlacdo entre os metais estudados, entretanto observamos uma
correlacdo entre os micronlcleos e o tamanho das fémeas. Portanto, os resultados obtidos,
juntamente com a futura quantificacdo de metais em ovos, juvenis e machos da espécie se torna
imprescindivel, pois, poderdo elucidar a real interacdo desses metais com as popula¢des na area de
estudo, apontando possiveis efeitos deletérios a satde e reproducdo desses individuos. Por fim,
pode-se concluir que P. expansa, pode ser considerada como bioindicador na avaliacdo de riscos
ambientais, e que apesar da area de estudo estar localizada entre importantes Unidades de

Conservacdo, os resultados indicam que essas areas também estéo sujeitas as influéncias antropicas.

Palavras-chaves: lons Metalicos, Genotoxicidade, A¢Bes antropicas, Tartaruga-da-Amazonia.



ABSTRACT

Human activities have contributed directly to the increase in the levels of metallic ions in
ecosystems, mainly through mining, emission of domestic, industrial and agricultural effluents. The
use of fertilizers and pesticides can be an important source of insertion of metals in the
environment. Several studies have indicated that chelonians may reflect impacts caused by various
contaminants, such as pesticides used in conventional agriculture. The Amazonian turtle
(Podocnemis expansa) is a freshwater chelonian that represents food importance for the Amazonian
populations, used legally and illegally by riverside and urban populations. The present study
detected and quantified nine metals; Al; CD; Cr; Ass; Faith; Mn; Ni; Sn and Zn, in Females and
Pups P. expansa during the reproductive period. We also performed the quantification of metals in
the sediment of the nests of each female, to identify a possible route of contamination. The
micronucleus test was performed to evaluate the genotoxicity of these metals present in P. expansa
cells. The results showed that females and offspring had concentrations of metals higher than those
found in several studies with reptiles. We can also observe an increase in Sn metal concentrations
along the Araguaia basin. The results of metal concentrations in the sediment were lower than the
VRQ's of several states, however, we were able to notice an increase in the concentrations of metals
Al, Cr and Fe along the Araguaia River basin. It was also possible to observe a correlation between
the metal Mn in the sediments with the values found in the liver of the puppies. The micronucleus
test indicated a high rate of damage to the genetic material, but it was not possible to trace a
correlation between the studied metals, however we observed a correlation between the micronuclei
and the size of the females. Therefore, the results are preliminary, and the future quantification of
metals in eggs, juveniles and males of the species becomes essential, as they will be able to
elucidate the real interaction of these metals with the populations in the study area, pointing to
possible deleterious effects on health and reproduction. of these individuals. Finally, we can
conclude that P. expansa can be considered as a bioindicator in the assessment of environmental
risks, and that despite the study area being located between important Conservation Units, the

results indicate that these areas are also subject to anthropic influences.

Keywords: Metallic ions, Genotoxicity, Anthropogenic actions, Amazonian tortoise.
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1 INTRODUCAO

O cenario ambiental global é preocupante e a pressdo antropica sobre a biota esta alterando
0s ecossistemas de forma abrupta, levando a extingdo de varias espécies (DIRZO et al., 2014;
LEWIS e MASLIN, 2015). As atividades humanas tém contribuido diretamente com o aumento dos
niveis de ions metalicos nos ecossistemas, com maior destaque para a mineracdo, emissao de
efluentes domésticos, industriais e agropecudria. O uso de fertilizantes e defensivos agricolas (e.g.
herbicidas e pesticidas) pode ser uma importante fonte de insercdo de metais no meio, como o
cadmio, cromo, chumbo, zinco, cobre, arsénio, mercurio e manganés (CONCEICAO, 2004). Apesar
destes serem reconhecidos em escala mundial por desempenharem importante papel na otimizagéo
da producdo e conservagdo dos produtos agricolas, os agroquimicos utilizam ingredientes ativos,
além de apresentarem metais em algumas formulagdes, que podem oferecer toxicidade para a
populacdo humana e organismos da fauna e da flora (CARNEIRO et al., 2015).

De acordo com Latrubesse e Stevaux (2006), apesar da importante bacia hidrogréafica
Araguaia-Tocantins concentrar uma enorme biodiversidade da Floresta Amazonica e do Cerrado, a
expansdo de fronteiras agricolas tem degradado os sistemas fluviais e geomorfoldgicos, podendo
causar impactos negativos na fauna e flora relacionados a presenca de metais provenientes,
principalmente, da utilizacdo de agrotdxicos. A a¢do quimica dos metais no ambiente e nos seres
vivos vem despertando grande interesse, particularmente pelo fato dos metais ndo serem
naturalmente degradados, possibilitando sua acumulacdo e permanéncia em ciclos biogeoquimicos
globais, sendo os corpos d'agua seus principais meios de conducdao (ROHDE, 2013). Alguns metais
causam uma ampla gama de efeitos toxicos na vida terrestre e aquatica, e varios deles tém o
potencial de bioacumulacdo, incluindo o cadmio, cromo, chumbo, mercurio e zinco. Além disso,
certas formas de cadmio e cromo tém propriedades carcinogénicas (CRUZ et al., 2021), com isso
surge a necessidade de se estudar os efeitos toxicologicos e genotoxicos desses contaminantes nos
individuos, assim como no ecossistema.

O teste de microndcleo dentre os diversos métodos para se estudar os efeitos genotoxicos, €
0 mais amplamente utilizado como biomarcador genotdxico para espécies selvagens, por ser um
método sensivel e rapido, quantificando o dano ao DNA induzido por agentes fisicos e quimicos.
(ZAPATA et al., 2016). Apesar de crustaceos e peixes serem bastante utilizados em estudos sobre
os efeitos toxicoldgicos e genotdxicos (COSTA et al., 2008), os répteis aquaticos também podem
refletir impactos ocasionados por essas substancias. Entre os anos de 1970 e 2020 foram publicados
104 estudos que utilizaram quelénios de agua doce e crocodilianos como bioindicadores de
compostos inorganicos (SANTOS et al., 2021). A exemplo, concentracdes de metais foram
registradas em diferentes tecidos de espécies de quelbnios de agua doce (SCHNEIDER et al.,

2009), assim como no sangue, ovos e filhotes, constatando transferéncia materna para uma espécie
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de tartaruga marinha (SINAEI e BOLOUKI, 2017) e para uma espécie de crocodiliano (LEMAIRE
et al., 2021). Efeitos genotoxicos também foram identificados em Testudines atraves do teste de
micronlcleo (FROSSARD et al., 2020; FROSSARD et al., 2021; MORON et al., 2019;
HERNANDEZ-GUZMAN et al., 2015).

Os quel6nios estdo entre os animais mais explorados e utilizados no mundo e, por séculos,
esse grupo tem sido uma fonte de proteina na dieta de popula¢des humanas (DUPRE et al., 2007).
No Brasil, e principalmente na regido Norte, o habito de consumir quelénios € praticado ha séculos,
e as espécies do género Podocnemis sdo as mais procuradas (KLEMENS e THORBJARNARSON,
1995; PEZZUTI et al., 2010). Apesar da caca ser uma forte ameaca aos quel6nios amazénicos
(FORERO-MEDINA et al., 2021), estudos recentes tém apontado que alteracbes no ambiente
podem refletir negativamente sobre o estado de saude, fisiologia e a ecologia dessas espécies
(FAGUNDES et al., 2021; FROSSARD et al., 2021; PIGNATI et al., 2018; SCHNEIDER et al.,
2009;). Em detrimento da expanséo agricola e dos diferentes processos de uso e ocupacdo do solo,
essas espécies podem habitar areas proximas aos ambientes urbanizados, de intensa producédo
agricola e de atividades de mineracdo, podendo refletir negativamente nos organismos desses
ambientes. A exemplo disso, foi relatado que mudancas no habitat influenciaram no tamanho de
neonatos de Podocnemis unifilis (ARRAES et al.,, 2016). Portanto, torna-se essencial gerar
conhecimentos sobre a ecologia e ecotoxicologia dos quel6nios, assim como identificar a condigéo
atual de conservacdo das espécies desse grupo e 0s possiveis efeitos que podem sofrer pelas
atividades antrdpicas, tais como: o uso de agroguimicos, metais e poluicdo da agua.

O médio rio Araguaia possui extensas praias de desova de P. expansa, e esta localizado em
uma &rea de transicdo Cerrado-Floresta Amazoénica que vem sofrendo forte expansdo agropecuéria
nos ultimos anos (DOS SANTOS et al., 2018). Portanto, o estudo trar4 conhecimento sobre 0s
aspectos reprodutivos e da concentracdo de poluentes (metais) em P. expansa em uma regido do rio
Araguaia, além de fornecer informacbes que poderdo inferir sobre a sua condi¢do sanitéria e de
saude.

Dentre as espécies do género Podocnemis, P. expansa é a mais estudada, principalmente em
relagdo aos seus aspectos reprodutivos. Apesar disso, pouco se sabe sobre a concentragdo de
contaminantes e seus efeitos nos individuos desta espécie, em especial sobre a transferéncia de
contaminantes entre fémeas adultas e filhotes. A transferéncia materna de contaminantes foi
evidenciada em espécies das ordens Testudines e Crocodylia, onde apresentaram diversas alteraces
na taxa de fecundidade e na formacio do embrifio (LEMAIRE et al., 2021; MUNOZ e
VERMEIREN, 2018; SINAEI e BOLOUKI, 2017; GUIRLET et al., 2010). O intuito principal deste
trabalho foi avaliar a presenca de metais em trés tipos de tecidos de fémeas e filhotes de P. expansa,

assim como no sedimento de seus ninhos, localizados em um trecho do médio rio Araguaia. O
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objetivo do trabalho foi testar as hipoOteses de transferéncia materna e transferéncia entre
compartimentos (biotico e abidtico). Portanto o presente estudo possibilitou identificar a presenca
de possiveis contaminantes para individuos de P. expansa que, por ser uma espécie longeva, tem
potencial na bioacumulacdo de substancias e, possivelmente, de transferi-los a sua prole.
Consequentemente, 0 mesmo contribuird com informacGes sobre a presenca de metais em um
queldnio da regido, assim como inferir indiretamente sobre a qualidade dos ambientes utilizados por
esta espécie em diferentes fases do seu ciclo de vida (ex.: agua e sedimentos das praias). Tais
informacdes poderdo ser aplicadas em politicas publicas voltadas para 0 manejo e conservacao das

espécies e comunidades, dentro e fora de unidades de conservacéo.
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2 OBJETIVOS
2.1 Geral

Ampliar o conhecimento sobre a presenca e concentracdo de metais e sobre a biologia

reprodutiva de P. expansa em um trecho do médio rio Araguaia.

2.2 Especificos

Avaliar aspectos biométricos e reprodutivos de fémeas de P. expansa;
Verificar a concentracdes de metais nas fémeas e filhotes de P. expansa;
Avaliar os efeitos genotdxicos nas células sanguineas das fémeas;

Relacionar os aspectos biométricos e genotoxicos das fémeas com as concentragdes de
metais em seu organismo;

Verificar a concentracBes de metais nos sedimentos das praias de nidificacdo e a sua
relagdo com os filhotes.

15



3 MATERIAL E METODOS
3.1 Areade estudo

O estudo foi realizado na praia do Abradozinho, no rio Araguaia, localizada entre as
coordenadas geograficas 9°40'08"S - 9°50'35"S e 50°08'56"W - 50°12'28"W (Figura 1). Esta € uma
das praias monitoradas pelo Programa Quel6nios da Amazénia (PQA), que é coordenado pelo
IBAMA/TO e executado em parceria com a Universidade Federal do Tocantins. A area de atuacao
do PQA/TO é circundada, em sua margem direita, pelo Parque Estadual do Cantdo (PEC) e pelo
Parque Nacional do Araguaia (PARNA), e sua margem esquerda é composta por propriedades
rurais. Essa regido é formada por um complexo ecotono que apresenta elementos do Cerrado,
Floresta Amazonica e Pantanal, localizada entre duas importantes areas protegidas da Amazonia
brasileira.

A bacia do rio Araguaia abrange uma area de 343.000 km?, com sua nascente na regifo
Centro-Oeste do Brasil, e 2.600 km de extensédo, constituindo-se o maior tributario do rio Tocantins,
pertencente a bacia Amazonica. O rio Araguaia faz divisa entre os estados do Mato Grosso e Goias
e entre o Paré e Tocantins (AQUINO et al., 2009). A regido da llha do Bananal constitui-se em uma
extensa planicie formada por sedimentos terciarios e quaternarios, periodicamente inundada pelas
cheias dos rios Araguaia e Javaés (FERREIRA JUNIOR, 2003). A regido estad sob o dominio
climatico tropical umido, com temperaturas médias anuais de 24°C e precipitacao de 1.750mm, com
duas estagdes bem definidas: uma seca de maio a outubro e outra chuvosa de novembro a abril
(PEEL et al., 2007).

Figura 1: Mapa de localizagdo da praia monitorada no ano de 2021. Os pontos pretos marcam a distribui¢éo
dos ninhos de P. expansa na Praia do Abradozinho. Imagem satélite Landsat 8.
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Fonte: CAPRONI, A. A. (2023).
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3.2 Captura, biometria e aspectos reprodutivos

As coletas foram realizadas entre os meses de setembro e dezembro de 2021, periodo
reprodutivo da espécie no rio Araguaia. A captura das fémeas de P. expansa foi realizada durante a
noite (entre 00h00 e 06h00), por meio de caminhadas pela praia. Logo apos, a fémea ser localizada,
aguardou-se a finalizagdo do processo de nidificacdo e, em seguida, o individuo foi colocado na
posicdo de decubito dorsal (viragdo) para os procedimentos de morfometria. Os valores biométricos
foram aferidos utilizando fita métrica (1 mm) e a massa corporal obtida com balanca digital (0,5
0), realizando-se medidas de comprimento curvilineo e largura curvilinea da carapaca (Ccar e Lcar)
e do plastrédo (Cpla e Lpla) (MALVASIO et al., 2005). A condicdo corporal foi calculada pelo
indice de Fulton (ICC = massa/comprimento da carapaca). Apds esta etapa, 0s ninhos foram
identificados com uma estaca de madeira devidamente numerada, seguindo o procedimento padrao
adotado pelo IBAMA (2016), e monitorados até a eclosdo dos ovos. Todos os procedimentos
realizados durante os estudos estdo regulamentados e devidamente licenciados (SISBIO: N. 80428 e
CEUA: 23.101.001.214/01-66). As atividades do projeto contaram com o apoio logistico da
Universidade Federal do Tocantins, do IBAMA e do NATURATINS durante as atividades em
campo.

Os aspectos reprodutivos de P. expansa foram investigados por meio da contagem do
nimero de ovos ndo-eclodidos, do numero de filhotes vivos, e natimortos ap6s o periodo de
incubacdo dos ninhos. Ademais, o sucesso de eclosdo foi calculado como: [(numero de filhotes
vivos/tamanho de postura) x 100)]. Para determinar o tempo de incubacdo, os ninhos foram
monitorados diariamente pela equipe de campo até a eclosdo dos ovos.

3.3 Obtencado das amostras
3.3.1 Fémeas

Apos os procedimentos de morfometria das fémeas e identificagdo de seus respectivos
ninhos, foi realizada a coleta de sangue por puncéo do seio dorsal na regido da cauda (SANTOS et
al., 2011), onde foram coletados 2,0 mL de cada individuo e armazenados em tubos com EDTA. O
sangue coletado foi utilizado para realizar o teste de genotoxicidade (teste de micronicleo) e na
quantificacdo de metais. O tecido adiposo foi coletado da membrana interdigital dos membros
posteriores do animal (MOSQUERA-MARTINEZ, 2017) e armazenado em tubos criogénicos.
Todas as amostras foram resfriadas imediatamente em gelo e, posteriormente, conservadas em
freezer -20°C para as futuras andlises de quantificacdo de metais. A coleta do sangue e do tecido foi
realizada para fémeas adultas e filhotes recém-eclodidos.
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3.3.2 Filhotes

Durante o periodo de eclosdo (hovembro-dezembro), os ninhos das fémeas estudadas, foram
visitados e, aleatoriamente, selecionados trés filhotes recém-eclodidos para a coleta das amostras
bioldgicas. Os filhotes foram eutanasiados, seguindo as diretrizes do Comité de Etica de Uso de
Animais da Universidade Federal do Tocantins (CEUA-UFT). Apds a eutanasia, amostras de
sangue e de tecido hepatico (figado) foram coletadas. O sangue foi coletado por puncéo da veia
coccigea, que corre ao longo da linha média dorsal da cauda, com seringa de insulina (B-D U-100)
de 0,1 ml, seguindo Bulte et al. (2006). O volume de sangue obtido foi de 0,05 ml e o figado foi
retirado da cavidade celomaética, ap6s incisdo do plastréo.
3.3.3 Sedimentos dos ninhos

As amostras dos sedimentos (areia) dos ninhos foram coletadas em trés profundidades
(superficie: 10 cm; meio: £50 cm; e fundo: £100 cm), que apds homogeneizacdo formou uma
amostra de 200 g para cada ninho. Os sedimentos foram armazenados em sacos plasticos
individuais descontaminados e resfriados em gelo para posterior congelamento em freezer -20°C.
3.4  Atividades de laboratdrio

3.4.1 Quantificacdo de metais

As anélises laboratoriais para detectar a presenca e concentracdo dos metais na agua,
sedimentos, tecidos e ovos coletados foram realizadas no Laboratério de Pesquisa em Quimica
Ambiental e de Biocombustiveis (LAPEQ/UFT). Foi analisado dez metais distintos: aluminio (Al),
Cadmio (Cd), Cromo (Cr), Cobre (Cu), Ferro (Fe), Chumbo (Pb), Manganés (Mn), Niquel (Ni),
Estanho (Sn) e Zinco (Zn). Em todos os procedimentos foram observados os cuidados analiticos
necessarios para evitar a contaminacdo externa das amostras, cuidados como: armazenamento e
transporte correto das amostras, Descontaminacdo e limpeza dos materiais, processo de extracao,
preparacdo dos tecidos e solugdes padrdes para as analises (GUADAR, 2020). As amostras
bioldgicas (sangue, tecido adiposo e tecido hepético) foram digeridas em &cido nitrico (HNO3)
durante 24h; logo apds esse procedimento, as amostras foram aquecidas em bloco digestor a 70°C
por 2h, até um volume total de 2 mL, seguindo a metodologia adotada por Santos et al. (2021) e
Frossard et al. (2021). As amostras de sedimentos foram enviadas para o Laboratorio de Analises
Quimicas (LACHEM), na Universidade Federal de Santa Maria (UFSM). As amostras de
sedimentos foram digeridas em sistema fechado, com acido nitrico (HNO3) e acido cloridrico
(HCI), utilizando a metodologia EPA-3050b. Apos a digestdo, as amostras foram filtradas com um
filtro quantitativo e transferidas para um tubo falcon de 15 mL e o volume ajustado com &agua
ultrapura tipo 1 (MilliQ®). Para determinar os limites de deteccdo e quantificagdo foram utilizadas

amostras em branco compostas somente por &cido nitrico (HNOs) e agua ultrapura tipo 1
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(MilliQ®). Os procedimentos para quantificacdo dos metais foram conduzidos utilizando um
Espectrometro de Emissdo Atdémica de Plasma de arg6nio acoplado indutivamente (Agilent 4210

MP-AES). Os limites de deteccdo e quantificacdo foram calculados para todos os metais (Tabela 1).

Tabela 1: Valores dos limites de deteccéo (LD) e quantificagdo (LQ) para cada metal estudado.

Metais LD ma/L LQ ma/L
Al 0,00003 0,00011
Cd 0,00000 0,00000
Cr 0,00000 0,00000
Cu 0,00000 0,00000
Fe 0,00002 0,00006
Mn 0,00001 0,00002
Ni 0,00001 0,00002
Sn 0,00005 0,00018
Zn 0,00000 0,00000

Fonte: CAPRONI, A. A. (2023).

3.4.2  Analise genotdxica - Teste de micronucleo

O sangue de cada animal foi coletado e gotejado em duas laminas para a realizagdo de
esfregaco sanguineo. As laminas foram secas a temperatura ambiente por um periodo de 24 h e,
posteriormente, fixadas em metanol (100%) por 30 min. Apds a fixacdo, as amostras foram coradas
com solucdo de Giemsa a 5% por 40 min, lavadas com agua destilada e secas em temperatura
ambiente por 24h, conforme Frossard et al. (2021). Apds a secagem, o material foi observado em
microscopio de luz. Os micronucleos foram identificados seguindo o critério proposto por Fenech
(2000). Em cada lamina foram contabilizados 1.000 eritrécitos, totalizando 2.000 por fémea, a
contagem foi realizada com o auxilio de contadores numéricos. A frequéncia de micronucleos de
cada fémea foi calculada da seguinte forma: quantidade de micronucleos / total de eritrécitos
contados x 1000 (HERRERA E BAENA, 2017).
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3.5  Andlise de dados

Optou-se por utilizar modelagem Bayesiana hierarquica, pois esse tipo de ferramenta vem
ganhando forca no meio académico por otimizar a anélise de extensos bancos de dados, dispensar
0s pressupostos de normalidade, assim como abandonar a necessidade de um p-value, que vem
sendo amplamente questionado. Os Modelos Bayesianos hierarquicos usam como pressuposto a
verossimilhanga das hipdteses e foram construidos utilizando o pacote “brms” no software livre R
(PAUL-CHRISTIAN BURKNER, 2017; PAUL-CHRISTIAN BURKNER, 2018; PAUL-
CHRISTIAN BURKNER, 2021). Quatro modelos foram construidos para cada hipotese, sendo um
deles um modelo nulo. A verossimilhanca entre esses modelos foi comparada utilizando o pacote
loo (leave-one-out), sendo que, quanto maior o valor de loo, maior é a verossimilhanca do modelo.
Foram apresentados apenas 0s modelos com a maior verossimilhanca.

Para comparar as concentracdes dos metais entre as fémeas e os filhotes, e também entre as
diferentes amostras (sangue, tecido adiposo e tecido hepatico) de ambos grupos (fémeas e filhotes),
foram utilizados modelos bayesianos hierarquicos. Com os modelos foi testada, também, a hipdtese
de correlacdo da concentracdo total de cada metal entre as fémeas e os filhotes. Para isso,
agrupamos os valores obtidos para cada tipo de tecido e sangue separadamente em ambas categorias
(fémeas e filhotes) em uma Unica variavel para criagdo do modelo. Os Modelos Bayesianos
hierarquicos também foram utilizados para correlacionar a quantidade de microndcleos presentes
em células sanguineas das fémeas com as concentracdes de cada metal em seu sangue, assim como
correlacionar quantidade de microndcleos com os valores biométricos (Ccar e ICC).

Uma andlise de componentes principais (PCA) foi realizada para comparar as concentracfes
dos metais entre as fémeas e os filhotes, e também entre as diferentes amostras (sangue, tecido
adiposo e tecido hepatico) de ambas categorias (fémeas e filhotes). A PCA também foi utilizada
para correlacionar a concentracdo total de cada metal em fémeas e filhotes com as concentragdes
obtidas nas amostras de sedimento dos ninhos. Um teste de correlacdo de Spearman foi realizado
para comparar as concentraces dos metais entre os sedimentos e os filhotes, com o intuito de testar
a hipotese de transferéncia do compartimento abidtico (areia da praia) para o bidtico (filhote de P.
expansa) durante o periodo de incubagdo dos ovos. O nivel de significancia considerado para esta
analise foi de p<0,05. As analises estaticas foram realizadas no software livre R v.3.5.1 (R CORE

TEAM, 2018). Os valores biométricos sdo apresentados como média + desvio padrao.
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4 RESULTADOS
4.1 Aspectos reprodutivos

Foram capturadas 17 fémeas de tartaruga-da-Amazonia ap6s 0 momento de nidificacdo no
més de setembro de 2021. Obteve-se um comprimento médio curvilineo da carapaca (Ccar) de 70,9
cm £ 5,05 (min-max: 63,0-84,0 cm) e para o comprimento médio curvilineo do plastrdo (Cpla) 56,7
cm £ 3,82 (min-max: 50,5-67,5 cm). A largura media curvilinea da carapaca (Lcar) foi de 60,6 cm +
4,82 (min-méax: 52,0-72,0 cm), ja a média da largura curvilinea do plastrdo (Lpla) foi de 41,3 cm +
3,68 (min-méx: 35,2-51,5 cm). A massa corporal das fémeas capturadas variou de 18,6 a 48,9 kg,
apresentando uma média de 27,7 kg * 6,82. O célculo do indice de massa corporal dos individuos

capturados resultou em uma média de 0,39 (variacdo: 0,30-0,58).

Os ninhos das 17 fémeas capturadas foram monitorados ao longo de todo o periodo de
incubacdo dos ovos (setembro-dezembro). Devido as cheias antecipadas que ocorreram nos meses
de novembro e dezembro de 2021 no rio Araguaia, houve a perda de quatro ninhos por inundagao.
Foi necessario, também, realizar a translocacdo de um ninho para minimizar a mortalidade de
filhotes. O tempo médio de incubacdo dos ovos foi de 59 dias. Para os 17 ninhos monitorados,
foram contabilizado um total de 815 ovos, que resultaram em 447 filhotes vivos (55%), 54 filhotes
mortos (7%) e 314 ovos ndo eclodidos (38%). O sucesso de eclosdo médio para 0s ninhos
monitorado foi de 54,85%.

4.2 Quantificacdo de metais

Foram realizadas quantificacbes de metais para o sangue e tecidos das fémeas e filhotes.
Foi realizado a digestdo de 86 amostras, sendo 32 de sangue, 54 de tecidos (adiposo e hepatico).
Entre os dez metais propostos, somente o Pb ndo foi quantificado. O elemento Ni ndo foi detectado
no figado dos filhotes. Para os sedimentos foram digeridas 17 amostras, uma para cada ninho
estudado.

Foram quantificados nove metais no sangue e tecido adiposo das fémeas de P. expansa
(Tabela 2). O sangue das fémeas apresentou valores mais elevados para os metais Zn, Al e Sn,
sendo o menor valor encontrado para o Cr. No tecido adiposo das fémeas os maiores valores
encontrados foram para 0s metais Zn, Mn e Sn, ja os menores valores foram para o Cd e Fe. Nas
amostras de sangue dos filhotes, os metais com as maiores concentraces foram: Zn, Al e Sn. No
tecido hepatico (figado) dos filhotes de P. expansa, 0s metais que apresentaram as maiores
concentragdes foram o Zn, Al, Cu, e o Fe apresentou a menor concentracdo (Tabela 2).
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Tabela 2: Valores de mediana das concentracfes dos metais detectados no sangue e nos tecidos de

fémeas e filhotes de P. expansa. * maior valor de mediana, ** segundo maior valor de mediana, *** terceiro

maior valor de mediana.

Sangue (ml/L) Tecidos (mg/Kg)

Metais Valores Fémeas Filhotes Metais  Valores  Fémeas Filhotes
Al Mediana  0,02126** 0,01598*** Al Mediana 0,00127 0,00590**
Cd Mediana 0,00035 0,00053 Cd Mediana  0,00010 0,00009
Cr Mediana 0,00007 0,00003 Cr Mediana 0,00035 0,00011
Cu Mediana 0,00043 0,00016 Cu Mediana 0,00087  0,00218***
Fe Mediana 0,00027 0,00026 Fe Mediana  0,00010 0,00004
Mn Mediana 0,00017 0,00019 Mn Mediana  0,00326** 0,00063
Ni Mediana 0,00037 0,00039 Ni Mediana 0,00081 -

Sn Mediana  0,01879*** 0,01731** Sn Mediana 0,00222***  0,00114
Zn Mediana 0,02252* 0,02268* Zn Mediana  0,01025* 0,00735*

Fonte: CAPRONI, A. A. (2023).

Foi realizada uma analise de componentes principais (PCA) entre as concentracGes dos

metais no sangue e nos diferentes tecidos das fémeas e filhotes. Os valores dos componentes

principais explicam, coletivamente, a 39,87% da variagdo dos dados (Figura 2). Foi possivel

observar que ha uma segregacdo entre os tipos das amostras, onde com maior presenca de Al, Fe,

Sn e Zn no sangue das fémeas. No sangue dos filhotes é possivel observar uma tendéncia de

concentragcdes mais altas dos metais Fe e Zn. J& para o grupo tecido (adiposo das fémeas e hepatico

dos filhotes), nota-se que o Cr e 0 Mn foram o0s metais mais presentes nestes (Figura 2). No entanto,

o Cr esteve mais concentrado no tecido adiposo das fémeas, e 0 Mn no tecido hepatico dos filhotes.
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Figura 2: Diagrama da andlise de componentes principais com as concentracdes dos metais no

sangue e nos tecidos de fémeas e filhotes de P.expansa.
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Fonte: CAPRONI, A. A. (2023).

Na intencdo de explicar a possivel variacdo das concentracdes dos metais, entre as amostras
de sangue e tecidos, de fémeas e filhotes, foram construidos Modelos Bayesianos hierarquicos para
cada metal, e em cada tipo de amostra. Analisando os graficos gerados pelo modelo, pode-se
observar que o Al, Sn e Zn apresentaram valores superiores no sangue das fémeas em comparacgéo
com os tecidos (Figuras 3A e 3C). J& os metais Cr Mn e Ni, estiveram mais concentrados nos
tecidos adiposos do que no sangue das fémeas (Figuras 3B; 3F 3G). Os metais Cd e Fe
apresentaram pouca variacdo nas concentracdes entre as amostras de sangue e tecido adiposo da
fémea (Figuras 3B; 3E). Nos filhotes, os metais Al, Cd, Fe, Sn e Zn apresentaram maior
concentragdo no sangue do que no tecido hepético (Figuras 3A; 3B; 3E; 3H e 31). O metal Cu foi o
unico que apresentou concentragdes mais elevadas no tecido hepéatico do que no sangue dos filhotes
(Figura 3D). Os metais Cr e Mn apresentaram concentragdes muito proximas entre 0 sangue e 0
tecido hepaético, apesar de mostrar uma maior tendéncia de prevaléncia no tecido hepatico (Figura

3C e 3F).
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Figura 3 A: Grafico de pontos com intervalo de confianga 95% estimados por um modelc
hierarquico Bayesiano, entre as concentragdes no sangue e tecidos de fémeas e filhotes. Ponto central indice

média central e as barras os limites superiores e inferiores. Os pontos menores sdo os valores observados.
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Figuras 3B; 3C; 3D; 3E: Gréaficos de pontos com intervalo de confianca 95% estimados por um modelo hierarquico Bayesiano, entre as

concentracdes no sangue e tecidos de fémeas e filhotes. Ponto central indica média central e as barras os limites superiores e inferiores. Os pontos

menores sdo os valores observados.
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Figuras 3F; 3G; 3H; 3I: Gréaficos de pontos com intervalo de confianca 95% estimados por um modelo hierarquico Bayesiano, entre as

concentragdes no sangue e tecidos de fémeas e filhotes. Ponto central indica média central e as barras os limites superiores e inferiores. Os pontos

menores sao os valores observados.
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Os Modelos Bayesianos indicaram que a concentracdo de seis metais do sangue de fémeas e filhotes apresentaram algum tipo de correlacéo

(Figura 4). Nas fémeas, o Cd e o Mn foram correlacionados positivamente. J& para os filhotes, os metais Fe, Ni e Sn, apresentaram correlagdes

negativas; portanto, altas concentragdes nos filhotes, refletiam em baixas concentragdes nas fémeas.

Figura 4: Grafico de dispersdo de pontos, com os valores obtidos nos modelos bayesianos entre as concentragGes dos metais em fémeas e filhotes. Os valores no

eixo x e y, sdo valores de regressdo. Os pontos representam a interse¢do das concentracfes entre as fémeas e filhotes. A faixa cinza é a amplitude dos resultados.
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4.2.1 Biometria e Metais

Foi realizada uma andlise de componentes principais (PCA) considerando as concentragdes
dos metais presentes nas fémeas e seus parametros biométricos (Ccar, Cpla, Lcar, Lpla), massa
corporal e indice de condicdo corporea (ICC). O resultado da PCA explicou 94,29% da variancia
dos dados, e ndo houve uma relacdo aparente entre as concentragdes dos metais e os valores
biométricos das fémeas. A auséncia de correlacdo entre as variaveis biométricas e as concentracfes
dos metais nas Fémeas, também foi confirmada através dos modelos bayesianos hierarquicos, sendo

o efeito nulo o melhor resultado obtido.
4.3 Analise genotoxica - teste de micronucleo

Foram preparadas 34 laminas histoldgicas (duas para cada fémea) para a realizacdo do teste
de microndcleo (MN). Dessas, apenas 20 laminas foram utilizadas na analise, pois as demais
possuiam liquido da medula espinhal, impossibilitando a contagem de eritrocitos. Foram
contabilizadas 20.000 células, com um total de 231 MN. A frequéncia média de MN foi de 11,55%o.

Quando analisado cada individuo, observou-se uma varia¢do de 5%o a 21%eo.

Para testar a correlacdo entre a quantidade de micronucleos, com as concentracdes de cada
metal presente no sangue das fémeas de P. expansa, utilizamos modelos bayesianos hierarquicos.
Os modelos indicaram que as concentragdes dos metais Cr, Sn e Zn apresentaram uma tendéncia
positiva com a quantidade de micronucleos presentes nas células sanguineas (Figura 5). Os metais
Al, Cd, Cu e Mn apresentaram uma tendéncia negativa (Figura 5). J& 0s metais Fe e Ni
apresentaram uma relacdo nula entre a presenca de micronicleos e as concentragdes desses metais
(Figura 5). Apesar de alguns metais apresentarem tendéncia positiva ou negativa entre o0s
micronucleos e suas concentragfes, 0 modelo geral indica que ndo ha uma relagdo concreta entre

essas variaveis.
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Figura 5: Grafico de dispersdo de pontos, com os valores obtidos nos modelos bayesianos entre as
concentracdes dos metais no sangue das fémeas com a quantidade de microndcleos em 2000 células. Os
valores no eixo y sdo a quantidades de microndcleos, e no eixo x os valores de regressdo dos metais. Os
pontos representam a intersecdo das concentragdes metais com a quantidade de micronicleos. A faixa cinza

é a amplitude dos resultados.
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Os modelos bayesianos hierarquicos, foram utilizados para correlacionar os valores de
micronucleos com os valores do comprimento da carapaca (Ccar) e do indicie de condic¢ao corporea
(ICC) das fémeas. Modelos hierarquicos que relacionaram a quantidade de microndcleos e o
comprimento da carapaca (Ccar) demonstraram uma tendéncia positiva, sendo esperado um maior
namero de microndcleos em células de individuos maiores (Figura 6A). No entanto, foi observada

uma relacdo nula entre os micronucleos e o indicie de condicao corporea (ICC; Figura 6B).

Figura 6: Gréfico de dispersdo de pontos, com os valores obtidos nos modelos bayesianos entre a
quantidade de microndcleos em 2000 células, com valores biométricos: comprimento da carapaca (Ccar) e
indice de condicdo corpérea (ICC). Os valores no eixo y sdo a quantidades de micronucleos, e no eixo X 0s
valores biométricos. Os pontos representam a intersecdo da quantidade de micronucleos com os valores

biométricos. A faixa cinza é a amplitude dos resultados.
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4.4 Sedimentos dos ninhos

Foi realizada a analise de sete metais, sendo eles; Al, Cd, Cr, Fe, Pb, Mn, Ni. O Cd ndo foi
detectado em nenhum dos ninhos (Tabela 3). O Ni foi detectado e quantificado em apenas quatro
ninhos e obteve a menor concentragdo entre todos os metais. O metal com a maior concentragéo foi

o0 Fe, seguido por Al e Mn (Tabela 3).

Tabela 3: Valores da mediana, minimo e maximo das concentragdes em mg/kg, de sete metais no

sedimento dos ninhos de Podocnemis expansa em um trecho do médio rio Araguaia.

Concentragdo de metais no Sedimentos

Metais Mediana Min-Méax
Al (mg/kg) 92,358 12,17 - 210,057
Cd (mg/kg) - -

Cr (mg/kg) 1,455 0,73 - 8,928
Fe (mg/kg) 361,851 260,20 - 456,25
Mn (mg/kg) 2,400 1,45 - 6,054
Ni (mg/kg) 0,185 0,05 - 0,252
Pb (mg/kg) 0,464 0,24 - 0,786

Fonte: CAPRONI, A. A. (2023).

A PCA utilizando as concentracfes dos metais presentes no sedimento, € nas Fémeas e
Filhotes explicou 57,61% da variacdo entre esses trés grupos (Figura 7). Os metais Al, Cr e Fe
estavam mais presentes no sedimento, quando comparados com os tecidos de fémeas e filhotes.
Ademais, observou-se que o Cd e o Ni estdo mais associados as fémeas e filhotes, sendo o Cd mais
relacionado aos filhotes, e o Ni as fémeas (Figura 7). O resultado do teste de Spearman indicou que
apenas o metal Mn, apresentou correlacdo entre as concentracdes encontradas para o figado dos

filhotes e os sedimentos (rho = 0,68; p-value = 0,011).
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Figura 7: Diagrama da analise de componentes principais com as concentracdes dos metais

presentes em fémeas e filhotes, e nos ninhos de Podocnemis expansa.
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5 DISCUSSAO

5.1 Biometria e reproducéo

Os resultados biomeétricos das fémeas de P. expansa obtidos nesse trabalho estdo dentro do
esperado para fémeas reprodutivas da espécie. Segundo Ferrara et al. (2017), as fémeas de P.
expansa alcancam maturidade sexual com comprimento médio de carapaca de 45 cm, e a menor
fémea capturada neste estudo apresentou 63 cm de comprimento de carapaca. Outros trabalhos
apresentaram valores biométricos proximos aos encontrados no presente estudo, como Salera-Jr. et
al. (2009) e Portelinha et al. (2014) para o rio Javaés e Alho e Padua (1982) para o rio Trombetas.

O sucesso reprodutivo encontrado na area de estudo foi muito inferior aos valores
encontrados em outros trabalhos (CARNEIRO, 2019; FERREIRA JUNIOR e CASTRO, 2010;
IBAMA, 2016; RUEDA-ALMONACID et al., 2007; VOGT, 2008). No ano de 2021, a reproducao
de P. expansa na area estudada foi influenciada negativamente pelas variaveis hidrometeoroldgicas.
Neste ano, o periodo reprodutivo da espécie foi marcado por uma seca extrema entre 0s meses de
agosto e outubro, seguidas por cheias repentinas nos meses de novembro e dezembro. A falta de
chuvas afeta a disponibilidade de alimento, que influencia na taxa energética investida na
reproducdo dos répteis (CAMPOS e MAGNUSSON, 1995; CRUZ et al.,1999), além de restringir o
deslocamento das fémeas das lagoas para o rio (DE LA OSSA e VOGT, 2011; FACHIN-TERAN et
al., 2006). A precipitacdo e o nivel do rio também podem interferir diretamente no sucesso reprodutivo
de P. expansa, como proposto por Simoncini et al. (2022). Portanto, variagdes ambientais podem
explicar a reducdo no numero de desovas na area estudada em 2021. As altas taxas de ovos ndo
eclodidos e filhotes mortos, que resultaram no baixo sucesso de eclosdo, estdo diretamente
relacionadas as cheias repentinas, que alagaram parcialmente ou totalmente os ninhos. Pela grande
interferéncia de fatores ambientais na reproducdo de P. expansa, ndo foi possivel correlacionar

efeitos deletérios na reproducédo P. expansa induzidos pelas concentragfes dos metais estudados.

5.2 Quantificacédo de metais

5.2.1 Fémeas e filhotes

O chumbo néo foi quantificado nas amostras bioldgicas. Tal fato poderia indicar a auséncia
deste elemento em fémeas e filhotes de P. expansa, ou que o método de digestdo utilizado néo foi
eficaz para esse metal. As concentracdes de Ni no tecido hepatico dos filhotes estavam abaixo dos
limites de deteccdo e quantificacdo. Foi possivel observar uma grande variacdo nas concentragdes
dos metais analisados nos diferentes tecidos de fémeas e filhotes quando comparados com valores
reportados para outros quel6nios aquaticos, como o estudo de Burger et al. (2010). Estes autores
quantificaram, no sangue, a concentracdo de Cd e Cr para quatros espécies de queldonios amazonicos

(P. erythrocephala, Podocnemis sextuberculata, Peltocephalus dumerilianus e Chelus fimbriata). O
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Cd apresentou valores inferiores aos encontrados no presente estudo para P. expansa. Ja para o Cr,
as concentracOes apresentas por Burger et al. (2010) foram superiores as que encontramos tanto no

sangue das fémeas quanto no sangue dos filhotes (ANEXO 1).

No presente estudo, foi possivel observar que no sangue das fémeas de P. expansa 0s
metais Al, Sn e Zn apresentaram concentracdes mais elevadas, e os metais Cr, Cu, Mn e Ni
concentragdes inferiores, quando comparadas com a espécie Phrynops geoffroanus para a bacia do
rio Piracicaba no estado de S&o Paulo (PINA et al., 2009). O Cd no sangue das fémeas de P.
expansa capturadas no Araguaia foi superior apenas em uma das trés localidades apresentadas por
Pifia et al., (2009). Quando observamos as concentracfes no sangue dos filhotes de P. expansa, 0s
metais Al, Cd, Sn e Zn, apresentaram concentracGes mais elevadas, enquanto os metais Cr, Cu, Mn
e Ni apresentaram concentracfes inferiores as apresentadas para P. geoffroanus (ANEXO 1). O
trabalho de Pifia et al. (2009), aborda concentragfes de metais em um ambiente que reflete
inimeras acdes antropicas, tais como: agricultura, urbanizacdo e industrializagdo. Encontrar
concentragfes de metais superiores a ambientes altamente antropizados (e.g. Pifia et al., 2009) é
extremamente preocupante, tendo em vista que nossa area de estudo estd proxima a duas
importantes unidades de conservacdo: o PEC (Parque Estadual do Cantdo) e o PARNA (Parque

Nacional do Araguaia).

Santos et al. (2021) quantificaram cinco metais (Al, Cd, Cr, Fe e Ni) no sangue de espécies
da herpetofauna aquatica (Crocodylia e Testudines) no reservatorio Tapacurd (Pernambuco), e
encontraram concentracfes superiores no sangue de Crocodylia para todos os metais, quando
comparadas as das fémeas e filhotes de P. expansa. Para as concentracdes em Testudines estudados
por Santos et al. (2021), os metais Al, Cr, Fe e Ni foram superiores aos de P. expansa. Entretanto,
no presente estudo, as concentracfes de Cd foram mais elevadas em P. expansa em relacdo aos

apresentados por Santos et al. (2021).

O ambiente marinho apresentar caracteristicas fisico-quimicas diferentes dos ambientes
fluviais, além de caracteristicas fisiologicas Unicas para 0s organismos que o habitam, dificultando
comparacOes diretas, tanto das concentracbes quanto do efeito toxicoldgicos nesses individuos.
Entretanto, trabalhos realizados para Chelonia mydas ao longo da costa brasileira (AGOSTINHO et
al., 2020; PRIOSTE et al., 2015) apresentaram valores mais elevados de metais no sangue, em

relacdo aos encontrados para P. expansa, para Cd Cu, Cr, Fe, Mn, Ni e Zn (ANEXO ).

Quando comparamos as concentracfes dos metais no figado dos filhotes com outros
estudos, tanto em répteis de ambientes fluviais quanto marinhos, foi observado uma grande variacao
em suas concentragdes. O trabalho realizado por Frossard et al. (2021) com filhotes de P. expansa

nos rios Araguaia e Crixas-agu no estado de Goias, utilizou um conglomerado de tecidos (figado,
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rim e casco), para indicar as concentragdes nos filhotes. Os metais (Al, Cd, Cr, Cu, Fe, Mn e Zn)
estudados para os filhotes de P. expansa por Frossard et al. (2021) apresentaram valores superiores
em relacdo aos encontrados no presente estudo, tanto para o tecido adiposo das fémeas quanto para
o0 tecido hepético dos filhotes. Entretanto, os filhotes do rio Araguaia (FROSSARD et al., 2021)
apresentaram concentracdes de Sn entre 4,44 e 2,88 vezes inferiores as concentragdes encontradas

no tecido adiposo das fémeas e tecido hepaticos dos filhotes no presente estudo (ANEXO I1).

Quando comparamos trabalhos com queldnios de ambiente marinho, observamos que em
sua maioria tendem a apresentar concentragdes mais elevadas de metais em comparagdo com 0S
valores que encontramos. A exemplo disso, Barbieri (2009) analisou a concentracdo de Cd, Cu, Mn
e Ni, em filhotes e juvenis de Chelonia mydas, no litoral da Bahia, e todos 0os metais apresentaram
valores mais elevados em relagdo aos encontrado no presente estudo para P. expansa. Macedo et al.
(2015), também reportaram concentracfes mais elevadas de Al, Cd, cobre, (Cu), Cr, Fe, Mn, Ni e
Zn em individuos das espécies C. mydas e Eretmochelys imbricata no litoral do estado da Bahia.
Destaca-se, também, os resultados apresentados para C. mydas no litoral do Rio de Janeiro
(BRUNO et al., 2021), onde relataram valores extremamente elevados para Al, Cd, cobre, (Cu), Fe,
Mn, Ni e Zn. Concentracdes de metais no figado e no tecido adiposo de quatro espécies de
tartarugas marinhas estudas por Gardner et al. (2006) apresentaram valores mais elevados em

relacdo aos encontrados para P. expansa, com excecdo do manganés Mn (ANEXO I1).

As concentracOes de metais nos tecidos de fémeas e filhotes de P. expansa, aparentemente,
sdo inferiores aos apresentados para outros vertebrados de ambientes de agua doce. Lima et al.
(2015), apresentaram concentracdes de Cd, cobre, (Cu), Cr e Zn para varias espécies de peixes de
diferentes niveis tréficos no estado do Amapa. A maioria das espécies apresentou valores superiores
aos de P. expansa, com excecdo das espécies Astyanax sp e Pygocentrus nattereri, com
concentrages inferiores de Cr, Cu e Zn. O estudo realizado com a espécie Cyprinus carpio em um
reservatorio no estado do Parana, apresentou concentracfes mais altas para os metais Al, Cd, Cu,
Fe, Mn, Ni e Zn no tecido muscular dessa espécie (VOIGT et al., 2016). Concentracfes elevadas
para os metais Al, Cd e Cu, também foram relatadas em trés espécies de peixes coletados na APA
Rio Gelado, no estado do Para (BARROS et al., 2010) (ANEXO I1).

No geral, os metais Al, Cd, Sn e Zn em P. expansa apresentaram concentracOes elevadas em
relacdo a outros trabalhos com répteis em ambientes com fortes interferéncias antropicas. Relatar
valores superiores a essas areas € extremamente preocupante e gera inumeros questionamentos
sobre a origem, emissdo e transporte desses metais entre 0s compartimentos abiético e bidtico,
assim como o0s possiveis efeitos a médio-longo prazo para a biodiversidade no médio rio Araguaia.

Destaca-se aqui, 0s metais Cd e Sn como prioritarios para intensificar os esforcos em conhecer o0s
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efeitos toxicolégicos nos organismos, assim como identificar e mitigar as fontes de emissdo na area
de estudo. O Cd é considerado um elemento altamente toxico, sendo descrito como um dos metais
mais perigosos, pois exerce efeitos deletérios sobre os rins, sistema esquelético, sistema respiratorio
e alto potencial carcinogénico (BAYRAMOGLU E ARICA, 2011; STRUMYLAITE et al., 2011).
Dentre as atividades antropogénicas que inserem Cd no ambiente, destacam-se as operacdes
industriais, vazamentos de aterros sanitarios e fertilizantes utilizados na agricultura. O Sn é um dos
metais menos estudados no mundo. O levantamento realizado por Santos et al. (2021) apresentou
104 trabalhos que quantificaram metais em répteis em diferentes regies no mundo, e apenas cincos
reportaram concentracGes para o Sn. Este metal possui diversas aplicacdes, sendo seu maior uso em
tintas destinadas ao casco de embarcacdes para protegé-las da acdo de organismos incrustantes,
além de serem empregados como estabilizantes em plasticos e pesticidas (LINTELMAN,
KATAYAMA E KURIHARA, 2003).

Os resultados do modelo hierarquico, que comparam as concentracdes de metais entre as
amostras (sangue e tecidos) e as grupos (fémeas e filhotes), indicam que o Al, Cd, Fe, Sn e Zn
estavam mais concentrados no sangue em ambos os grupos (Figuras 3A; 3B; 3E; 3H e 31). Para os
tecidos, observou-se que o Cr, Mn e Ni estavam mais presentes no tecido adiposo das fémeas, e 0
Cu no figado dos filhotes. A presenca de metal pesado no sangue é um indicativo de que o animal
foi submetido a algum tipo de exposigéo recente (GARCIA-FERNANDEZ, 1996) enquanto que a
acumulacdo em tecidos moles, como o figado, indica uma exposi¢cdo em longo prazo (PEREZ-
LOPEZ et al., 2008). Portanto, podemos presumir que na area de estudo fémeas e filhotes de P.
expansa podem estar expostas a contaminagdes recentes e recorrentes. Portanto, torna-se necessario
acompanhar e monitorar as concentragcdes dos metais Cr, Cu, Mn e Ni assim, como adotar medidas
para identificar e mitigar as fontes de emissdo desses metais na area de estudo.

As concentracfes de metais que encontradas pode estar relacionada com a disponibilidade
natural destes elementos no solo (FERNANDES et al. 2018), assim como pela influéncia antropica
na regido (e.g. agropecuaria e mineragdo). Concomitante a este fator, observou-se que os metais Fe,
Ni e Zn apresentaram concentracGes mais elevadas nos filhotes (Figuras 3E; 3G e 3l), sendo um
possivel indicativo da transferéncia destes contaminantes do compartimento abidtico (sedimento)
para o bidtico (sangue e tecidos) durante o processo de incubagdo dos ovos, assim como observado
por Frossard et al. (2021).

Com os resultados obtidos no presente estudo ndo é possivel determinar ou afirmar uma
relacdo direta das concentragdes dos metais entre as fémeas e filhotes, mas ndo podemos
desconsiderar a hipdtese da transferéncia materna somada a transferéncia do ambiente (e.g. agua e
sedimento do ninho), ambos reportados para répteis (FROSSARD et al., 2021; LEMAIRE et al,
2021; SINAEI e BOLOUKI, 2017). Portanto, se torna essencial que futuros estudos na mesma area
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testem essa hipdtese de transferéncia de contaminantes, entre fémeas e filhotes, assim como a
transferéncia pelo ambiente.

5.2.2 Biometria e Metais

Contrariamente a outros estudos realizados para tartarugas marinhas que reportaram uma
relacdo entre o tamanho corporal e a concentracdo média de determinados metais (FRANZELLITTI
et al., 2004; GARCIA-Fernandez et al., 2009; JEREZ et al., 2010; MAFFUCCI et al., 2005;), n&o
foi encontrada qualquer relacdo entre as concentracGes dos metais e 0s aspectos biométricos (Ccar,
massa e ICC) das fémeas de P. expansa. Apesar dos aspectos biométricos em répteis estarem
intimamente ligados ao tempo de vida desses individuos, aparentemente, as concentragdes ndo estao
relacionadas com o tempo de exposicdo (acumulacdo), mas sim com 0s niveis de concentracdes

presentes nos diferentes ambientes frequentado pela espécie.
5.3 Analise genotoxica - teste de micronucleo

A concentra¢do de micronucleos (média de 11,55%0) presente nas células sanguineas de
fémeas de P. expansa foram semelhantes aos reportados em outros trabalhos com Testudines:
Frossard et al. (2021) encontrou valores entre 10%o € 15%0 em filhotes de P. expansa; Hernandez-
Guzmén et al. (2015) 15%0 para Kinosternon leucostomum. No entanto, os mesmos valores
encontrados em P. expansa foram superiores aos descritos por Frossard et al. (2020), com 1,3%o em
filhotes de Chelonia mydas e Moron et al. (2019), que reportou valores de 0,23 ¢ 0,28%o para P.
expansa no rio Javaés, nas proximidades da regido do médio Araguaia. Os valores de microndcleo
encontrados neste estudo foram superiores aos reportados para outros vertebrados, como: anfibios
(0,982%0: JOSENDE et al., 2014; 1,42%.: POLLO et al., 2016), peixes marinhos (6,25%o:
MAJONE et al., 1987); lagartos (0,95 %o: SCHAUMBURG et al., 2012). A grande quantidade de
micronucleos observados no sangue das fémeas de P. expansa é um forte indicativo de possiveis
efeitos de degeneracéo celular da toxicidade causada por contaminantes presentes na area de estudo.
O dano genotoxico tem sido associado a carcinogénese, efeitos deletérios sobre a reproducéo e
longevidade de seres vivos (THEODORAKIS, 2000).

N&o foi encontrada relacdo entre o grupo de metais e a frequéncia de micronucleos
presentes no sangue das fémeas (Figura 5). No entanto, quando observados individualmente, alguns
metais (Cr, Sn e Zn) apresentaram correlacdo positiva entre essas variaveis, mesmo que o modelo
ndo tenha confirmado essa hipotese de correlacdo. A alta frequéncia de microndcleos presente no
sangue P. expansa, também, pode estar relacionada a interacdo quimica dos metais analisados com
outros metais ndo quantificados, ou até mesmo outros tipos de contaminantes presentes na area de
estudo. Talvez a possivel interacdo entre diferentes metais, ou com outras substancias quimicas,

possa resultar em uma soma de efeitos toxicos, influenciando as frequéncias de micronucleos, assim
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como foi observado e proposto por Frossard et al. (2021).

Foi possivel identificar uma relagdo entre os valores biométricos (Ccar) e a frequéncia de
micronucleos (Figura 6A), corroborando com a hipotese de efeitos genotdxicos cumulativos em
individuos maiores (ou mais velhos). Como houve relacdo entre o tamanho e a frequéncia de
microndcleo, pode-se inferir que as altas frequéncias de micronucleo estdo relacionadas com o
tempo de exposicdo a algum tipo de contaminacdo, sendo um possivel indicativo da presenca de
altas concentragdes de contaminantes no ambiente, ou até mesmo de contaminantes como uma alta

capacidade de provocar efeitos deletérios nos seres vivos.
5.4 Sedimentos dos ninhos

As concentraces de Al, Cr, Fe, Mn e Ni presentes nos sedimentos dos ninhos de P.
expansa apresentaram grande variacdo em relacdo aos valores apresentados para sedimentos de
diferentes localidades do Brasil. Os metais Al, Cr e Fe encontrados nos sedimentos dos ninhos do
presente estudo apresentaram valores superiores em relacdo as concentra¢fes dos ninhos da mesma
espécie para os rios Araguaia e Crixas-acu (FROSSARD et al., 2021; ANEXO III).

As concentracOes de Al e Fe encontradas no sedimento dos ninhos de P. expansa foram
superiores aos apresentados por Guarda et al. (2021) para solos no rio Formoso, que compreende a
bacia hidrografica do rio Araguaia, no estado do Tocantins. Ja os metais Cr, Mn e Pb apresentaram
valores inferiores aos encontrados nos solos do rio Formoso. Os metais Cr, Mn e Ni apresentaram
menor concentracdo em relacdo aos valores reportados para os rios Branco e Mariana no estado do
Espirito Santo (CARMO et al., 2011). Voigt et al. (2016) apresentou valores de Cr Mn, Ni e Pb
superiores ao que encontramos no sedimento dos ninhos de P. expansa. Entretanto, os metais Al e
Fe, foram mais concentrados nos sedimentos dos ninhos, em relagdo aos valores apresentados no
reservatorio de Alagados estado do Parana (VOIGT et al., 2016).

Conforme resolugdo 420/2009 do Conama, os VRQs (Valor de Referéncia de Qualidade)
podem ser definidos a partir dos percentis 75 e 90. Sendo que percentis de 75 representam valores
com maior seguranca e menor risco & salde dos animais e das plantas, ja os valores de percentis 90
representam menor seguranga e maior risco aos seres vivos. Comparando as concentracdes
encontradas no sedimento dos ninhos com os valores apresentados de VRQ para o estado do Para
(FERNANDES et al.,, 2011). Os metais Al, Fe e Mn, apresentaram valores bem inferiores ao
VRQ75. O metal Cr apresentou concentracgdes entre os valores do VRQ75 e VRQ90, e os metais Ni

e Pb apresentaram valores muito proximos ao limite do VRQ75 (ANEXO I11).

Segundo Fernandes et al. (2011), os valores de VRQ definidos para o estado do Para estdo

entre 0s mais baixos comparados com outras regides do Brasil. O mesmo foi observado para o
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sedimento dos ninhos de P. expansa, que apresentaram valores inferiores em compara¢do com
estudos de diversas localidades do pais. Entretanto, os metais Al, Cr e Fe apresentaram valores
superiores aos encontrados em dois trabalhos na mesma bacia hidrografica (FROSSARD et al.,
2021; GUARDA et al., 2021), porém, & montante da nossa area de estudo. Esse fator pode ser um
indicativo do acimulo desses metais ou ao aumento da emissdao dos mesmos ao longo de toda a
bacia hidrografica do rio Araguaia, impulsionado pelo aumento da urbanizacao e producéo agricola
na regido Norte.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Os metais apresentaram maiores concentragdes no sangue em relacdo aos tecidos de fémeas
e filhotes. Entretanto, os metais com maior concentragdo nos tecidos sdo, também, aqueles que
possuem uma maior capacidade de causar efeitos deletérios. O Cd, apesar de ndo estar dentre 0s
metais com as maiores concentra¢Ges que analisamos, seus niveis sao superiores aos encontrados
em outros vertebrados de ambientes fluviais conservados e contaminados; com isso, torna-se
essencial o monitoramento deste metal no longo prazo, tendo em vista que altas concentracdes
trazem efeitos deletérios aos organismos. Os metais Fe, Ni apresentaram concentra¢cbes mais
elevadas em filhotes, tornando-se um indicativo da transferéncia destes do compartimento abiotico
(sedimento ou agua) para o compartimento biético (organismos).

Os resultados genotoxicos (MN) indicam uma alta frequéncia de dano genético em P.
expansa, e que esta relacionada ao tamanho dos individuos, apesar da impossibilidade identificar a
origem direta ou associar esse dano ao material genético a concentracdo dos metais presentes neste
estudo. Entretanto, a alta frequéncia de dano genético em P. expansa € indicativo de uma possivel
contaminacdo na area de estudo por algum metal ndo analisado aqui, ou até mesmo por outros
poluentes oriundos da agricultura e urbanizagdo que ocorrem ao longo da bacia.

Os metais presentes no sedimento, em sua maioria, apresentaram valores inferiores em
comparagdo com outras areas do pais. Entretanto, os metais Al, Cr e Fe apresentaram um aumento
de suas concentracfes ao longo da bacia hidrografica do Araguaia, 0 que € preocupante, pois indica
um possivel aumento na emissdo/acimulo desses metais. O metal Mn apresentou correlacdo
positiva entre o sedimento e o figado dos filhotes, e esse resultado contribui para a hipdtese de
transferéncia de metais dos sedimentos para os filhotes.

Os resultados sdo preliminares, e a futura quantificacdo de metais em ovos, juvenis e
machos da espécie se torna imprescindivel, pois, poderdo elucidar a real interacdo desses metais
com as populacbes na area de estudo, apontando possiveis efeitos deletérios a saude e reproducgéo
desses individuos. Estudos que apresentam valores de concentracdo de contaminantes em
organismos Vvivos e no meio ambiente, sdo de extrema importancia para compreender os efeitos da
contaminacdo ambiental, que podem causar efeitos deletérios em todos os seres vivos, incluindo as
populagbes humanas, pois depende diretamente do meio ambiente para sua sobrevivéncia. Por fim,
podemos concluir que P. expansa, pode ser considerada como bioindicador na avaliagdo de riscos

ambientais.
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ANEXOS
ANEXO | - SANGUE

Referéncia Al Cd Cr Cu Fe Mn Ni Sn Zn
Este estudo Fémeas 0,02126 0,00035 0,00007 0,00043 0,00027 0,00037 0,00017 0,01879 0,02252
Filhotes 0,01598 0,00053 0,00003 0,00016 0,00026 0,00039 0,00019 0,01731 0,02268
Burger et al. (2010) Podocnemis erythrocephala - 0,00012 0,00549 - - - - - -
Burger et al. (2010) Podocnemis sextuberculata - 0,00001 0,00661 - - - - - -
Burger et al. (2010) Peltocephalus dumerilianus - 0,00001 0,00469 - - - - - -
Burger et al. (2010) Chelus fimbriata - 0,00001 0,00409 - - - - - -
Pifia et al. (2009) Phrynops geoffroanus 0,00892 0,00042 0,00101 0,21946 - 0,00445 0,00605 0,00060 0,21838
Pifia et al. (2009) Phrynops geoffroanus 0,01113 0,00034 0,00075 0,11544 - 0,00351 0,00536 0,00060 0,11660
Pifia et al. (2009) Phrynops geoffroanus 0,00938 0,00037 0,00110 0,13913 - 0,00492 0,00558 0,00057 0,14997
Santos et al. (2021) Crocodylia 0,31800 0,07200 0,04800 - 13,436 - 0,07900 - -
Santos et al. (2021) Testudines 0,89300 0,01500 0,10600 - 11,820 - 0,13700 - -
Prioste et al. (2015) Chelonia mydas (PE) - 0,00097 - - - - - - 0,6
Prioste et al. (2015) Chelonia mydas (CE) - 0,00101 - - - - - - 0,6619
Prioste et al. (2015) Chelonia mydas (ES) - 0,00056 - - - - - - 0,8493
Prioste et al. (2015) Chelonia mydas (SP) - 0,00026 - - - - - - 0,6630
Agostinho et al. (2020) Chelonia mydas (Atol das Rocas) - 0,0100 0,001  0,16300 40,110 0,009  0,00200 - 2,3120
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ANEXO Il - Tecidos

Referéncia Al Cd Cr Cu Fe Mn Ni Sn Zn
Este estudo F_émeas 0,00127 0,00010 0,00035 0,00087 0,00010 0,00326 0,00081 0,00222 0,01025
Filhotes 0,00590 0,00009 0,00011 0,00218 0,00004 0,00063 - 0,00114 0,00735
Filhote de P.expansa
Frossard et al. (2021) Rio Araguaia 1,000 0,00760 0,03000 0,80000 4,000 0,15000 - 0,00050 3,000
Filhote de P.expansa
Frossard et al. (2021) Rio Crixa-Agu 0,75000 0,00030 0,02000 0,10000 4,000 0,12000 - 0,00640 2,000
BARBIERI, (2009) Adulto Chelonia mydas - 0,09570 - 3,990 - 0,43200 0,02800 - -
BARBIERI, (2009) Juvenil Chelonia mydas - 0,02790 - 2,070 - 0,48100 0,01300 - -
MACEDO et al. (2015) Figado C. mydas 2,020 1,830 0,06000 3,670 454,200 0,87300 0,07900 - 13,200
MACEDO et al. (2015) Figado E. imbricata 8550 2,010 0,06800 2,180 556,600 0,79700 0,07500 - 14,400
GARDNER et al. (2006) Figado C. mydas - 3,300 - 60,40 14,350 0,06000 0,01000 - 62,910
GARDNER et al. (2006) Figado Caretta caretta - 1,750 - 33,940 301,00 1,290 0,35000 - 69,140
GARDNER et al. (2006) Figado L. olivacea - 17,890 - 36,730 731,00 0,10000 0,58000 - 47,140
GARDNER et al. (2006)  Figado E. imbricata - 0,49000 - 2,470 71,880 0,74000 2,480 - 25,890
GARDNER et al. (2006) Adiposo C. mydas - 0,00200 - 0,01000 2,630 0,00300 0,02000 - 48,820
GARDNER et al. (2006) Adiposo Caretta caretta - 0,50000 - 0,69000 1,330 1,820 0,17000 - 12,660
GARDNER et al. (2006)  Adiposo L. olivacea - 0,69000 - 0,83000 27,910 2,100 0,03000 - 3,700
GARDNER et al. (2006) Adiposo E. imbricata - 0,43000 - 0,72000 11,140 2,530 - - 42,390
BRUNO et al. (2021) C. mydas Rio de Janeiro 532,10 2067,60 - 249,200 7315,30 107,10 0,03490 - 4382,4
LIMA et al. (2015) Astyanax sp - 0,00070 0,00020 0,00180 - - - - 0,09990
LIMA et al. (2015) Pygocentrus nattereri - 0,00460 0,00530 0,00360 - - - - 0,01820
LIMA et al. (2015) Curimata cyprinoides - 0,00080 0,00820 0,00680 - - - - 0,02670
LIMA et al. (2015) Pimelodella cristata - 0,00060 0,01310 0,00470 - - - - 0,04080
Voigt et al. (2016) Cyprinus carpio 25,984 0,35700 - 3,732 241,131 0,29000 0,13000 - 33,856
Barros et al. (2010) Branquinha 72,530 2,160 0,99000 - - - - - -
Barros et al. (2010) Piranha 62,630 1,740 0,6000 - - - - - -
Barros et al. (2010) Tucunareé 45,29 1,59 1,06 - - - - - -
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ANEXO 111 - sedimentos

Referéncia Al Cr Fe Mn Ni Pb

Este estudo Sedimentos Ninhos 92,358 1455 361851 2,400 0,185 0,464
Frossard et al. (2021) Ninhos Rio Araguaia 4,345 0,029 18,468 0,213 - 0,028
Frossard et al. (2021) Ninhos Rio Crixa-Acu 15,190 0,085 84,139 2,498 - 0,042

Carmo et al. (2011) Rio branco - 236,83 - 413,75 32,450 -

Carmo et al. (2011) Rio Mariana - 18,80 - 79,920 6,570 -
Voigt et al. 2016 Reservatorio de Alagados-PR 7,544 4,018 5,308 33,639 2,765 6,593
Fernandes et al. (2011) VRQ PARA 75 500,00 1,640 640,00 10,270 0,150 0,450
Fernandes et al. (2011) VRQ PARA 90 740,00 3,580 780,00 22,650 0,520 0,640
Fernandes et al. (2011) VRQ MT e RO 75 - 4,480 - - 0,210 0,900
Fernandes et al. (2011) VRQ MT e RO 90 - 5,910 - - 0,320 1,270
Guarda et al. (2021) Solos Rio Formoso-TO 17,500 42,380 16,270 260,77 - 14,920
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