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RESUMO

Os biomarcadores sdo necessdrios em estudos de biomonitoramento para detectar respostas
bioldgicas a partir da andlise dos niveis de exposicdo de espécies aqudticas a poluentes em
seu ambiente natural. O objetivo do estudo foi analisar respostas bioquimicas e mutagénicas
em Kinosternon scorpioides (Linnaeus, 1766) como indicadores da qualidade ambiental de
uma Area de Protecio Ambiental localizada na Amazdnia Oriental do Maranhdo.
Examinamos alteracdes nas enzimas Glutationa S-Transferase (GST) e Catalase (CAT), bem
como andlises citolégicas de esfregacos sanguineos de espécimes de K. scorpioides
coletados em uma regido urbanizada (Al) e vegetada (A2) em uma area protegida na
Amazonia maranhense, além do criadouro cientifico (A3). Encontramos correlacdes lineares
positivas entre as atividades de GST e CAT e a biometria. A concentracdo da GST foi maior
em individuos de criadouro do que aqueles in situ, ndo observando diferencas estatisticas
entre as atividades das enzimas de animais das areas Al e A2. Ao contrario do sexo, o
ambiente e o periodo sazonal afetaram simultaneamente as atividades das enzimas. Em
relacdo as reacOes mutagénicas, registramos anormalidades nucleares como microntcleos
(n=91), eritrécitos binucleados (n=14), nicleos entalhados (n=81), lobulados (n=35),
segmentados (n=16) e deslocados (n=253). Os animais de criadouro ndo apresentaram
anomalia nuclear. A média e desvio padrao (1,13+0,47) de microntcleos foram diferentes
de outras espécies de queldonios de ambiente natural. Nucleos deslocados e binucleados
obtiveram maior frequéncia (51,63%) e menor frequéncia (2,85%), respectivamente. Os
nucleos lobulados mostraram diferencas significativas entre os ambientes (p=0,02839),
enquanto os segmentados (p=0,02949) e deslocados (p=0,0008336) mostraram diferencas
significativas nos periodos de estiagem e chuvoso. A quantidade de micronucleos encontrada
em K. scorpioides ndo foi significativa. Nosso estudo forneceu dados pioneiros sobre as
respostas bioquimicas e mutagénicas de uma espécie de tartaruga amazonica, mostrando que
as respostas enzimdticas e anomalias nucleares mudam conforme o tipo de ambiente e
estacdo climdtica, indicando como a manuten¢do de dreas protegidas € vital para a

conservacgdo das tartarugas de 4gua doce na Amazodnia.

Palavras-chave: enzimas, micronucleo, Maranhdo, tartaruga-do-lodo.



ABSTRACT

Biomarkers are necessary in biomonitoring studies to detect biological responses based on
the analysis of exposure levels of aquatic species to pollutants in their natural environment.
The objective of the study was to analyze biochemical and mutagenic responses in
Kinosternon scorpioides (Linnaeus, 1766) as indicators of environmental quality in an
Environmental Protection Area located in the Eastern Amazon of Maranhdo. We examined
changes in the enzymes Glutathione S-Transferase (GST) and Catalase (CAT), as well as
cytological analyzes of blood smears from K. scorpioides specimens collected in an
urbanized (A1) and vegetated (A2) region in a protected area in the Maranhdo Amazon, in
addition to the scientific breeding site (A3). We found positive linear correlations between
GST and CAT activities and biometrics. The GST concentration was higher in breeding
individuals than in situ, with no statistical differences being observed between the enzyme
activities of animals from areas Al and A2. Unlike sex, environment and seasonal period
simultaneously affected enzyme activities. Regarding mutagenic reactions, we recorded
nuclear abnormalities such as micronuclei (n=91), binucleated erythrocytes (n=14), notched
(n=81), lobulated (n=35), segmented (n=16) and displaced (n =253). Breeding animals did
not present nuclear anomalies. The mean and standard deviation (1.13+£0.47) of
micronucleus were different from other species of chelonians from the natural environment.
Displaced and binucleated nuclei had the highest frequency (51.63%) and lowest frequency
(2.85%), respectively. The lobulated nucleus showed significant differences between
environments (p=0.02839), while the segmented (p=0.02949) and displaced (p=0.0008336)
showed significant differences in the dry and rainy periods. The amount of micronucleus
found in K. scorpioides was not significant. Our study provided pioneering data on the
biochemical and mutagenic responses of an Amazonian turtle species, demostrating that
enzymatic responses and nuclear anomalies change depending on the type of environment
and climatic season, indicating how maintaining protected areas is vital for turtle

conservation freshwater in the Amazon.

Keywords: enzymes, micronucleus, Maranhao, scorpion mud turtle.
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1 INTRODUCAO

Kinosternon scorpioides (Linnaeus, 1766) € uma espécie de quelonio comum no
Brasil ¢ em todo o mundo. E conhecido como “jurard” ou “mucui”, com hébito
semiaqudtico, e vive em locais terrestres e alagados (Cabrera; Colantonio, 1997; Castro,
2006). Pertence a familia Kinosternidae com 22 espécies ja descritas (Fritz; Havas, 2007,
Lopez-Luna et al., 2018; Loc-Barragan, et al., 2020; Uetz et al., 2022). Kinosternidae é uma
das familias de quelonios menos estudada, apesar de sua grande variedade.

Na Area de Protecio Ambiental (APA) da Baixada Maranhense, a exploracio do K.
scorpioides tem sido potencializada pelas atividades antropicas através da pesca artesanal,
queimadas, extracdo de madeira e criagdo de animais, principalmente bufalos. Essas a¢cdes
ttm um grande efeito na estabilidade e sobrevivéncia dos organismos nesses locais.
Comumente observado, comportamentos como esses prejudicam a fauna local e para
preservar os recursos naturais da regido, medidas mitigadoras sdo necessarias para promover
estratégias de preservagdo e conservacao da APA.

Nesse contexto, os estudos de biomonitoramento ambiental no meio aqudtico sio
cruciais porque ajudam a preservar a fauna, particularmente os quelonios. Nesse ponto de
vista, a ecotoxicologia serve como ferramenta para gerar respostas por meio de anélises
ambientais com o uso de espécies bioindicadoras como peixes, quelonios e invertebrados
(Venancio, 2012). Além de permitir a implementagao de politicas ambientais que melhorem
os ecossistemas e ajudam a identificar contaminacdo, perda e mudancas de habitat, que
afetam as condi¢Oes bioldgicas e fisiologicas dos animais (Venancio, 2012).

A eliminagdo dos efeitos da poluicdo, da perda de habitat e degradagdo ¢ dificil na
Baixada Maranhense. Portanto, o incentivo de praticas ambientais e de protecdo do
ecossistema a partir da cooperagdo com o governo e a comunidade, bem como parcerias com
as universidades, resulta em beneficios diretos para a sociedade e para o meio ambiente.

InvestigacOes ambientais que se concentram na qualidade dos ecossistemas e na
saide dos animais fornecem informacgdes importantes sobre o estado do conhecimento dos
ambientes e das espécies de interesse ambiental, particularmente K. scorpioides, um tdxon
vital para muitas familias ribeirinhas na APA da Baixada Maranhense. E notivel que esses
animais sao constantemente expostos a estressores ambientais causados pela intensa
atividade antrépica, o que causa mudancas sutis no DNA. Alteragdes genéticas como essas
tém consequéncias permanentes para o organismo, incluindo mutagdes e aberragdes

cromossOmicas agressivas, que permitem o desenvolvimento de doencgas (Costa; Menk,
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2000). Nessa linha, o uso de biomarcadores em sistemas hidricos em &dreas impactadas é
fundamental para fornecer respostas seguras para o meio ambiente.

Através de sua eficdcia, os biomarcadores propostos nesta pesquisa permitirdo
diagnédsticos precisos e confidveis da qualidade ambiental da APA e da saide de K.
scorpioides. Os dados podem ajudar nas abordagens para conservar e gerenciar esse tdxon
in situ, além de fornecer novos dados sobre a espécie usando as enzimas Glutationa S-
Transferase (GST), Catalase (CAT) e testes de micronicleos como biomarcadores
essenciais, fornecendo dados pioneiros para o Maranhao. Esses biomarcadores, a partir do
desenvolvimento de testes bioquimicos e genéticos, sdo comumente utilizados antes ou
depois de um evento de poluicao ocorrer. Sdo ferramentas preditivas de impactos ambientais
que ajudam a investigar como uma substincia afeta a biota, os ecossistemas e a saide animal
e ambiental (Magalhdes; Filho, 2008).

Diante disso, este trabalho estd organizado em trés capitulos. No Capitulo 1
apresentamos o estado do conhecimento sobre os biomarcadores como recursos para o uso
em estudos de conservacdo e biomonitoramento de uma espécie do género Kinosternon.
Nesse caso, esse tdxon pode ser usado como um biomonitor em ambientes impactados. No
Capitulo 2 analizamos as respostas bioquimicas de Glutationa S-Transferase e Catalase em
K. scorpioides (Testudines: Kinosternidae) como biomarcadores do impacto ambiental em
uma area protegida na AmazoOnia maranhense, Sitio Ramsar Brasileiro. Os resultados foram
obtidos a partir de um estudo com sangue de 106 espécimes de K. scorpioides oriundos de
areas urbanizadas e vegetadas da Baixada Maranhense e criadouro em diferentes estagcdes
climéticas. Finalmente, no Capitulo 3, investigamos a presenca de micronicleos (MN) e
outras Anormalidades Nucleares Eritrocitarias (ANE’s) em esfregacos sanguineos de
populacdes naturais e em cativeiro de K. scorpioides, comparando suas frequéncias com o

ambiente, sexo e sazonalidade.
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2 OBJETIVOS

2.3 Objetivo geral

e Analisar respostas bioquimicas e mutagénicas em K. scorpioides como indicadores
da qualidade ambiental de uma Area de Protecio Ambiental na Amazonia Oriental

Maranhense.

2.4 Objetivos especificos

e Utilizar a espécie K. scorpioides como biomonitor em estudos de avaliacdo dos
efeitos da contaminag@o ambiental por meio do uso de biomarcadores bioquimicos e
genéticos;

e Identificar respostas bioquimicas por meio das enzimas Glutationa S-Transferase e
Catalase em sangue de K. scorpioides de ambiente natural e controlado;

e Determinar a frequéncia genética de microndcleos e alteracdes nucleares nos
eritrocitos de K. scorpioides;

e Comparar as respostas bioquimicas frente as variacdes sazonais, biometria e sexo
dos animais oriundos de ambiente natural e controlado e;

e Quantificar os elementos quimicos, micronutrientes e granulometria presentes nos

solos da Baixada Maranhense, assim como varidveis abidticas da dgua.
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CAPITULO 1

Biomarcadores bioquimicos e genotoxicos em tartarugas (Reptilia: Testudines):

abordagem metodoldgica para uma espécie do género Kinosternon

Capitulo publicado no e-Book:

Monitoramento Ambiental: metodologias e estudos de casos!

IRodrigues, C. A. L., Medeiros, A. M., Pereira, E. P., Carvalho-Neta, R. N. F., Sousa, A. L. Biomarcadores
bioquimicos e genotdxicos em tartarugas (Reptilia: Testudines): abordagem metodoldgica para uma espécie do
género Kinosternon. In: Sousa, D. B. P.; Castro, J. S.; Jesus, W. B. (Orgs). Monitoramento Ambiental:
Metodologias e Estudos de Casos. 1 Ed. Sdo Luis: i-EDUCAM, 2022. p. 81-97. DOI:
https://doi.org/10.29327/576562. (Anexo A).
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INTRODUCAO

Apresentamos o estado da arte sobre 3 (trés) principais biomarcadores bioquimicos
e genotoxicos que podem ser utilizados numa abordagem de biomonitoramento para uma
espécie do género Kinosternon. Esse género apresenta 22 espécies, conforme informacdes

disponiveis no Banco de Dados de Répteis do mundo (UETZ et al., 2022).

Reino Animalia

Filo Chordata

Subfilo Vertebrata

Classe Reptilia

Ordem Testudines

Familia Kinosternidae

Subfamilia Kinosterninae

Género Kinosternon (Spix, 1824)
Kinosternon acutum (Gray, 1831)
Kinosternon alamosae (Berry; Legler, 1980)
Kinosternon angustipons (Legler, 1965)
Kinosternon arizonense (Gilmore, 1923)
Kinosternon baurii (Garman, 1891)
Kinosternon chimalhuaca (Berry; Seidel; Iverson, 1996)
Kinosternon cora (Loc-Barragan et al., 2020)

Kinosternon creaseri (Hartweg, 1934)
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Kinosternon dunni (Schmidt, 1947)
Kinosternon durangoense (Iverson, 1979)
Kinosternon flavescens (Agassiz, 1857)
Kinosternon herrerai (Stejneger, 1925)
Kinosternon hirtipes (Waglr, 1830)
Kinosternon integrum (LeConte, 1854)
Kinosternon steindachneri (Siebenrock, 1906)
Kinosternon leucostomum (Duméril; Bibron, 1851)
Kinosternon oaxacae (Berry; Iverson, 1980)
Kinosternon scorpioides (Linnaeus, 1766)
Kinosternon sonoriense (LeConte, 1854)
Kinosternon abaxillare (Baur, 1925)
Kinosternon subrubrum (Bonnaterre, 1789)

Kinosternon vogti (Lopez-Luna et al., 2018)

Kinosternon scorpioides (Linnaeus, 1766) é um cdgado Kinosternidae, género
Kinosternon (Fig. 1). Apresenta ampla distribuicdo geogrifica com registros desde o
México a Argentina, incluindo a Regido Amazdnica, Escudo das Guianas e Guianas. No
territorio brasileiro, o taxon ocorre em varios estados, sobretudo no dominio amazonico até
os biomas cerrado e mata atlantica no nordeste do pais (COSTA; BERNILS, 2018). Entre

as espécies do género, apenas K. scorpioides ocorre no Brasil. No presente contexto,

indicamos a possibilidade de uso desse tdxon como biomonitor de ambientes impactados.

Figura 1. Espécime adulto de Kinosternon scorpioides.
Fonte: acervo dos autores (2019).

A espécie € conhecida pelos maranhenses como “jurard” e paraenses de “mucud”.
Possui habito semiaqudtico e sobrevive em locais secos e alagados (CABRERA;
COLANTONIO, 1997). O epiteto especifico “scorpioides” surgiu a partir da morfologia da

cauda, pois se apresenta no formato do ferrdo de escorpido. A morfologia da cauda facilita
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a insercdo do pénis na cloaca da fémea, possibilitando o apoio com maior precisao e eficicia
durante o acasalamento entre macho e fémea (CASTRO, 2006).

O acasalamento pode ocorrer no periodo chuvoso e € ausente no periodo de
estiagem, fase em que as fémeas realizam a ovipostura. A cépula acontece na dgua, com o
macho cortejando a fémea, seguida da persegui¢do, dominio e monta, apoiando as quatro
patas sobre a carapaca e com movimentos da cauda em busca da abertura cloacal até a
introducao do pénis (CHAVES, 2011).

Kinosternon scorpioides tem dimorfismo sexual evidente, sendo os machos maiores
que as fémeas, com tamanho médio de 16,5 cm de comprimento de carapaga, enquanto as
fémeas possuem 13,8 cm. Elas possuem carapaca mais arredondada enquanto os machos,
alongadas. Em machos, o plastrdo é concavo e nas fémeas, ele é reto. A cauda € diferenciada
nesses animais e em machos apresenta-se maior que nas fémeas (ACUNA-MESEN, 1994).

Outro aspecto notdvel € a sazonalidade, que exerce forte influéncia na reprodugio
de K. scorpioides, podendo o ciclo ser sincronizado por fatores climdticos, alimentares e
hormonais, com destaque para a temperatura, que influencia a incubacdo dos ovos e,
consequentemente, a determinacdo sexual desses animais (FERREIRA-J UNIOR, 2009;
VIANA et al., 2013). A diferenciacdo no sexo € evidente e ocorre nas primeiras fases do
desenvolvimento embriondrio, correspondendo ao primeiro terco (1* a 9* semana de
incubacgdo). Nesse momento, o processo de definicio do sexo ainda pode ser reversivel
(BULL; VOGT, 1981; MROSOVSKY; PIEAU, 1991; MOELLER, 2013). E destacado por
Ferreira-Junior (2009) que os machos se originam a uma temperatura proxima de 26 °C e
as fémeas, a 30 °C.

Populagdes de K. scorpioides costumam viver em grupos € compartilhar o mesmo
nicho. Deslocam-se em movimentos lentos e colonizam diferentes espacos para se alimentar
e reproduzir. Estudos t€ém mostrado que a morfologia do casco dos machos e das fémeas
pode sofrer modificagdes de acordo com o ambiente, cujas caracteristicas ecoldgicas sdo
diferenciadas frente a sazonalidade regional (ROCHA; MOLINA, 1987; DELDUQUE,
2000).

Como caracteristica ecoldgica, na estiagem, quando as condi¢des climdticas e
alimentares sao desfavoraveis a espécie, enterram-se no solo como estratégia fisiol6gica que
caracteriza um estado de baixo metabolismo e gasto energético. Esse mecanismo é
conhecido como “estivagdo” e estd relacionado as oscilacdes de calor no ambiente,
regulando assim, a temperatura corporal, de modo a evitar o estresse térmico (PEREIRA et

al., 2007).
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Por habitar areas umidas, K. scorpioides sao conhecidos como “tartaruga-do-lodo”
e sdo capazes de liberar substancias odoriferas através da superficie corporal quando se
sentem ameacados ou diante da presenca humana (ROCHA; MOLINA, 1990). A espécie
possui hédbito alimentar carnivoro e sao oviparas, tendo uma dieta variada, se alimentando
de girinos, peixes, matéria organica e vegetais (PRITCHARD, 1979).

K. scorpioides possui grande importancia ecoldogica e ambiental para as
comunidades tradicionais, principalmente aquelas de pescadores e ribeirinhas que
comumente as utilizam como recurso alimentar, além de contribuir com a renda de muitas
familias por meio da venda clandestina desses animais, que € considerada proibida pela Lei
n°® 5.197, de 03 de janeiro de 1967 que dispde sobre a protecdo a fauna e da outras
providéncias. A fauna silvestre tem a sua prote¢do assegurada pela Lei de Crimes
Ambientais (Lei n° 9.605, de 12 de fevereiro de 1998). Diante da importancia e valor
ambiental para as populacdes, K. scorpioides pode ser utilizado em abordagens de
biomonitoramento, visto que apresenta muitos requisitos necessarios a um biomonitor
adequado para andlises de biomarcadores bioquimicos e genotdxicos na indicacdo de
ambientes poluidos, além de sua manutencdo nos ecossistemas para as atuais e futuras
geracoes.

Nesse ambito, esse trabalho constitui-se de uma breve revisdo de literatura que
destaca aspectos importantes sobre o uso de biomarcadores em espécies de tartarugas da
ordem Testudines. O estudo € de cunho descritivo e bibliografico, com consulta as principais
bases de dados cientificos como PubMed, Scientific Electronic Library Online - Scielo,
Portal de Periédicos Capes, Directory of Open Access Journals — DOAJ, Repositérios
Cientificos de Acesso Aberto de Portugal - RCAAP e Google Académico.

O objetivo principal foi discutir o uso de biomarcadores bioquimicos € genotoxicos
em tartarugas com foco em uma abordagem metodolégica para uma espécie do género

Kinosternon.
O uso de quelonios em estudos de biomonitoramento

A contaminacao dos sistemas aquaticos nos ultimos anos tem se intensificado através
de acdes antrdpicas que contribuem de forma expressiva para os desequilibrios nos
ecossistemas. Os impactos antropicos causados ao meio ambiente tém despertado a atengao
dos pesquisadores, pois fontes poluidoras podem contribuir para a contaminacdo dos
sistemas aquaticos, entre as quais destacam-se as oriundas do ar e do solo. Os contaminantes,

conhecidos como “estressores ambientais” podem agregar-se no ambiente em sua forma
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original ou como resultado do processo de biotransformacdo (BERTOLETTI, 1990;
CAJARAVILLE et al., 2000). Para elucidar o conhecimento e obter respostas a
determinados fendmenos ao nivel bioldgico e ambiental, ensaios ecotoxicoldgicos sdo
capazes de avaliar os efeitos nocivos gerados por contaminantes, sejam eles originados pela
acdo humana ou ndo, em individuos, populacdes e/ou comunidade animal (AZEVEDO;
CHASIN, 2003).

E vilido destacar diferencas importantes entre organismos biomonitores e
bioindicadores. Biomonitores sao utilizados frequentemente em estudos de
biomonitoramento, que estdo pautados em um acompanhamento constante dos organismos
de um determinado local. Esse monitoramento de drea fornece informacgdes importantes
sobre mudancas ocorridas no ambiente, em consequéncia da poluicio ou agressao
antropogénica e, isso, pode acarretar sérios riscos aos animais de um dado ecossistema
(ANDREA, 2008).

Ja os bioindicadores correspondem a uma espécie, grupos de espécies ou
comunidades bioldgicas relacionando-se diretamente com a presenga, abundancia e
distribuicdo delas, indicando o nivel dos impactos gerados no ambiente (CALLISTO;
GONCALVES]J UNIOR, 2002). Nesse contexto, animais sdo utilizados como biomonitores
em estudos de monitoramento ambiental a partir do uso de biomarcadores, que respondem
a medidas de exposi¢do ou a dose dos agentes poluentes. Entre esses animais, destacam-se
os moluscos, crustidceos e peixes, que sdo de uso comum, e grande parte dos estudos sdo
com a utilizacao deles como biomonitores de qualidade ambiental em dreas poluidas ou que
recebem grande impacto ambiental (SOUSA; NETA, 2014; CASTRO et al., 2014;
RIBEIRO et al., 2016; CARVALHO NETA et al., 2019; OLIVEIRA et al., 2019).

Diante desse cendrio, os queldonios sdo um grupo entre os vertebrados, que também
sdo estudados com o intuito de gerar respostas frente as interacOes constantes entre oS
espacos terrestres e aquaticos. Esses organismos sofrem influéncia do ambiente externo, que
refletem no comportamento fisiolégico e ecoldgico, regido, em muitas vezes, pelo ciclo
hidrolégico local, pela sazonalidade regional, e por ser um grupo diversificado que vive em
locais diversos. Essa flexibilidade de sobrevivéncia em vérios ambientes faz deles um grupo
essencial para estudos de biomonitoramento ambiental (MOLL; MOLL, 2004).

Algumas espécies de queldnios sofrem forte pressao de caca e pesca, e com isso, sao
vulnerdveis aos impactos antropicos. Os contaminantes muitas vezes sdo prejudiciais a
saude animal e geram influéncias sobre as populagdes, ocasionando declinio populacional

e grandes efeitos que, muitas vezes, sdo irreversiveis. Isso pode agravar ainda mais a
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situacdo de vulnerabilidade desses animais frente aos estressores ambientais (KELLER et
al., 2004b). A sensibilidade dos quelonios aos contaminantes pode variar entre espécies,
mas elas respondem aos potenciais riscos dos estressores a reprodugdo, fisiologia,
comportamentos e sobretudo, a saide humana (GOLET; HAINES, 2001; STORELLI,
MARCOTRIGIANO, 2003; KELLER et al., 2004a; KELLER et al., 2004b).

Apesar das pesquisas envolvendo a contaminagdo por poluentes em quelonios serem
ainda pouco desenvolvidas e difundidas no Brasil, ha relatos na literatura da utilizagao de
quelonio como biomonitor em andlises de contaminac¢io por agrotéxicos e mercirio na
Bacia do Rio Xingu (Pard) e com a tartaruga de dgua doce Podocnemis unifilis (PIGNATI,
2017). A abordagem e avaliacdo do impacto geraram respostas tteis a comunidade, uma vez
que essa espécie € um recurso alimentar das comunidades tradicionais da regido de entorno
do estudo. Isso vem ao encontro dos relatos sobre K. scorpioides oferecidos nesta revisao,
pois € uma espécie que também possui importancia alimentar para muitas familias em
municipios da Baixada Maranhense, estado do Maranhdo (CASTRO, 2006). Devido ao
valor que esses animais apresentam para as comunidades, sobretudo do consumo
tradicional, torna-se fundamental o conhecimento dos efeitos que os contaminantes causam
nesses animais.

O estudo de Silva (2011) também complementa as informacdes com dados sobre
alteracoes bioquimicas e hematoldgicas em resposta aos estressores ambientais em
Phrynops geoffroanus (cagado-de-barbicha). Os achados revelaram que a exposi¢ao dessa
espécie a contaminantes geraram respostas seguras acerca da qualidade ambiental e da saide
animal, pois constatou-se o potencial citotoxico dos compostos presentes no ambiente
urbano e o aumento da capacidade antioxidante e atividades de enzimas funcionais de varias
vias de detoxificacdo de compostos quimicos. Dessa forma, esses relatos sdo fundamentais
para o entendimento de que a contamina¢@o ambiental pode aumentar os danos oxidativos
e fornecer respostas importantes por meio de alteragdes fisioldgicas e comportamentais em
uma espécie de testudineo de dgua doce. Phrynops geoffroanus tem sido considerado um
modelo para ecotoxicologia evolutiva num estudo com abordagem sobre contaminacao
ambiental, condi¢do e variabilidade genética, sendo demonstrada uma possivel adaptacdo a
contaminacdo ambiental (VENANCIO, 2012).

Pesquisas com quelonios de dgua doce sdo menos frequentes e destacam-se as
desenvolvidas por Oliveira (2020) que avaliou o efeito potencial de agrotoxicos em
individuos recém-eclodidos de tartaruga Podocnemis expansa (tartaruga-da-amazonia); os

resultados comprovaram a influéncia direta dos agrotéxicos nas populacdes e evidenciou
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que pouco se sabe sobre os reais efeitos desses estressores a0 meio ambiente e/ou a saide
humana em longo prazo.

Assim sendo, frente aos poucos trabalhos disponiveis, essa revisao oferece
perspectivas de novas pesquisas e contribui¢cdes cientificas sobre aspectos bioldgicos dos
queldnios, numa abordagem detalhada e ttil dos processos de contaminacdo e influéncia
ambiental na fisiologia, comportamentos e reproducdo de espécies de ambiente dulcicola.
Isso pode gerar informacdes titeis para o monitoramento ambiental, especialmente a partir

de abordagens com biomarcadores bioquimicos e genotxicos nos animais.

Biomarcadores bioquimicos e mutagénicos: alteracoes na atividade da Glutationa S-

Transferase, Catalase e Teste do Micronucleo

A ecotoxicologia ¢ uma drea do conhecimento capaz de contribuir com avaliagdo dos
niveis de impactos nos ecossistemas, especialmente no que se refere a: identificar os efeitos
adversos de poluentes a partir de fendmenos que ocorrem antes ou depois de um evento de
polui¢do e investigar as consequéncias que uma substancia ou a mistura delas podem causar
as comunidades bioldgicas em um corpo hidrico, podendo ser utilizados diversos testes
para avaliacio do grau de toxicidade sobre a biota aquatica (MAGALHAES; FILHO, 2008).
Esses conhecimentos podem ser empregados como instrumentos de controle e vigilancia
continuos capazes de detectar, a curto € em longo prazo, os reais impactos ambientais em
uma regidio (MAGALHAES; FILHO, 2008).

O biomonitoramento da contamina¢do em um determinado local pode ser efetivado
a partir do uso de metodologias de cunho biolégico, capazes de fornecer respostas acerca da
qualidade do ambiente, além de mensurar os efeitos que os poluentes podem causar. Entre
as abordagens metodoldgicas destacam-se os biomarcadores, que consistem em alteracdes
bioldgicas (moleculares, fisioldgicas, comportamentais, celulares, fluidos, tecidos ou
Orgdos) de um organismo e indicam uma possivel exposi¢cdo a um estressor ambiental, como
poluentes quimicos, industriais, domésticos, dentre outros (RYAN et al., 2007).

Nas andlises de biomonitoramento, sugere-se a utilizacdo de diversos
biomarcadores, uma vez que uma Unica resposta ndo reflete com precisdo os efeitos
causados aos organismos em ambiente impactado, assim como escolher a melhor espécie
indicadora, capaz de fornecer resultados seguros sobre o que estd sendo avaliado. Nesse
contexto, € necessdrio ter o conhecimento das fungdes bioldgicas dos organismos, da
dinamica vital, das variacOes naturais locais e da influéncia de fatores ambientais como

sazonalidade e parametros abidticos. Esses elementos ajudam a diferenciar os efeitos da
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poluicdo, daqueles relacionados a influéncia de outros parametros ambientais, fisiologicos
e sazonais de um biomarcador (LINKS; GROOPMAN, 2010).
A Organizacdo Mundial de Satide - OMS (1993) recomenda que os biomarcadores
podem ser utilizados para vérios fins, e destaca os objetivos principais de seu uso: avaliar a
exposicdo do organismo a um xenobidtico, bem como o efeito deles e a suscetibilidade dos
organismos. A utilizacdo dos indicadores biolégicos tem por finalidade responder a relagdao
causa-efeito e dose-efeito em estudos de riscos, monitoramento ambiental e diagndstico
clinico.
Segundo a OMS (1993) e Rudiger (1999), independente da finalidade e
aplicabilidade, os biomarcadores podem ser classificados em 3 tipos principais:
e Biomarcadores de exposicao: utilizados para avaliar a exposi¢ao individual
ou coletiva de um organismo a dada substancia, estabelecendo relacdo entre
exposicao externa e quantificagdo interna da substancia;
e Biomarcadores de efeito: usados para identificar alteracdes pré-clinicas ou
demais efeitos a saude frente a exposicao a uma substancia e;
e Biomarcadores de suscetibilidade: elucida o nivel de resposta da exposi¢cao
de uma substancia em um determinado individuo.
Entre os biomarcadores comumente empregados nos estudos de campo, pode-se
destacar as alteracdes nos niveis das enzimas Glutationa S-Transferase e Catalase, bem como
o teste de micronucleo. Sugere-se que todas essas técnicas podem ser aplicdveis em estudos

com K. scorpioides.
Glutationa S-Transferase (GST)

Um biomarcador bioquimico bastante abordado na literatura tem sido a alteragdo na
atividade da GST (RUDIGER, 1999; CARVALHO-NETA et al., 2012; PINHEIRO-SOUSA
et al.,, 2021). Essa enzima possui um papel fundamental na detoxificagdo de compostos
endobidticos e xenobidticos e sdo essenciais no processo de catalisagdo e conjugacdo com
outras moléculas (CHELVANAYAGAM et al., 2001). A GST recebe esse nome por atuar
na catélise em conjugacdo de compostos eletrofilicos com o tripeptideo Glutationa Reduzida
(GSH), diminuindo as chances de associagdo desses elementos as células (HUGGETT et al.,
1992).

As GSTs ocorrem em todos 0s organismos procariotos e eucariotos, como plantas,
moluscos, crustdceos, insetos, peixes, anfibios, répteis e mamiferos. Nos vertebrados, de

modo geral, elas estdo presentes em maior nivel no figado (VAN DER OOST et al., 2003;
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SANTOS, 2013). E encontrada no citosol e matriz mitocondrial e, juntamente com a
catalase, s3o um dos mais importantes antioxidantes ja estudados e atuam fortemente na
eliminacdo de produtos primdrios de oxigénio parcialmente reduzidos, prevenindo a
peroxidacao lipidica e defesa antioxidante (VAN DER OOST; BEYER; VERMEULEN,
2003; BAKER et al., 2007; LIMONPACHECO; GONSEBATT, 2009).

Trabalhos tém demonstrado a elevagdo da atividade de GST em tecidos de véarios
organismos, desde invertebrados e vertebrados, entre os quais cita-se os crusticeos, peixes e
répteis (SILVA, 2015; OLIVEIRA, 2018; CARVALHO NETA et al., 2019). Em quel6nios,
ha estudos com Chelonia mydas (tartaruga-verde) onde analisaram a atividade das enzimas
GST e CAT, vistas como principais biomarcadores de estresse oxidativo presentes no sangue
de animais vitimas de ingestdo de lixo plastico e foi possivel detectar taxa de mortalidade de
alguns deles em decorréncia da debilidade do sistema de defesa antioxidante ocasionadas
pelo estresse oxidativo relacionado ao processo de isquemia-reperfusio do trato
gastrointestinal (YOSHIDA, 2012). Frossard (2020) também realizou uma avalia¢io
ecotoxicoldgica de metais em ovos e filhotes recém eclodidos de espécies de testudines como
Podocnemis expansa, Chelonia mydas e Caretta caretta como bioindicadores da presenga
de metais nos ambientes marinho e dulcicola. Constatou-se que os dois ambientes sdao
afetados por metais a partir da identificacdo desses compostos em ovos e filhotes, sendo,
portanto, dreas impactadas por agdes antropicas.

Diante dos estudos ja realizados com o uso de determinadas espécies de tartarugas e
da auséncia de dados sobre essa temdtica com o K. scorpioides, esta investigacao traz novos
saberes sobre o tdxon, sendo, portanto, uma abordagem nova para 0s ecossistemas

maranhenses.
Catalase (CAT)

As catalases sdo um conjunto de enzimas capazes de auxiliar as células na
detoxificagcdo de espécies que reagem ao oxigénio disponivel, atuando na -catdlise,
convertendo o peréxido de hidrogénio (H20>) em dgua e oxigénio (BELO; SOUZA, 2016).
E uma enzima antioxidante capaz de atuar na decomposi¢io do HO» quando produzidos em
grandes quantidades nos processos de biotransformacdo nos peroxissomos, sendo
considerada uma das mais importantes enzimas ja encontradas nos vertebrados (VENTURA
et al., 2002).

Quando expostas a xenobidticos, as células desenvolvem meios que as protegem dos

danos oxidativos e a CAT exerce uma funcao essencial na defesa das células e 6rgaos contra
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os danos gerados pela acdo do H,O> (DONG et al., 2018). Quando, por exemplo, o sistema
de defesa € insuficiente para proteger as células contra os danos causados pelas Espécies
Reativas de Oxigénio (EROs), isso gera estresse oxidativo, seguido da oxidagao de lipidios,
proteinas e DNA. A CAT atua na defesa do organismo durante os processos fisioldgicos
normais e em casos de estresse oxidativo (CARVALHO-NETA; ABREU-SILVA, 2010).
Dessa maneira, estudos com anélises de CAT em quelonios de dgua doce, a exemplo de P.
geoffroanus tém sido conduzidos no Brasil (SILVA, 2011; SILVA; SILVA; ALMEIDA,
2016). Entretanto, sdo necessdrias mais informacdes para adicionar novos saberes para o

biomonitoramento em ambientes dulcicolas, especialmente com uso de K. scorpioides.
Teste de microntcleo

O Teste do Micronticleo (MN) é uma abordagem genotéxica que identifica possiveis
alteracoes cromossOmicas utilizando-se como parametros, o aumento de frequéncia de
eritrocitos policrométicos com presenca de micronucleos quando as células estdo expostas a
determinados agentes quimicos (CARRARD et al., 2007). A compreensao e entendimento
desse teste € essencial para identificar alteragdes celulares relacionadas a frequéncia de
mutacoes quando expostas a diversas fontes poluidoras, sobretudo, aos agentes genotoxicos
que afetam diretamente o nicleo da célula (UCHOA; MAGALHAES, 2020).

A formagdo dos microntcleos € resultante da quebra de cromossomos acéntricos ou
do atraso deles em relacdo aos outros cromossomos durante a divisdo celular, e podem se
formar a partir da exposicdo a agentes que provocam a quebra da molécula de DNA
(BUCKER; CARVALHO; ALVES-GOMES, 2006). Heddle et al., (1991) apontam para
quatro situagdes em que os micronucleos podem surgir: (1) perda de fragmento mitético
acéntrico, (2) variedade mecéanica de quebra e troca de cromossomos, (3) perda de
cromossomos mitéticos internos e (4) apoptose.

O teste do micronucleo € vantajoso, pois € uma técnica citogenética conhecida e de
facil aplicabilidade, além de ser muito indicada em estudos de avaliagdo de danos nos
cromossomos causados pela exposicio a estressores ambientais. E uma metodologia de fécil
desenvolvimento, sendo necessdrio apenas o uso de microscopio Optico para leitura das
laminas e contagem dos eritrcitos com presenga de um ou mais microndcleos
(BOLOGNESI et al., 2006; VIARENGO et al., 2007).

Andlises de micronidcleos ja foram documentadas para uma espécie de jabuti,
Chelonoidis carbonarius (CASTRO, 2020) e P. geoffroanus (SILVA, 2011). Varios sdo os

relatos que confirmam a eficdcia do teste como um importante indicador citogenético, de
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baixo custo, rdpido, ndo invasivo, que pode ser replicado com o intuito de avaliar possiveis
danos e monitorar a exposi¢cdo de individuos a agentes genotdxicos, sobretudo aos
carcinogénicos (CARVALHO et al., 2002). Assim, sugere-se que K. scorpioides possa

também ser utilizado como espécie biomonitora para andlises de biomarcadores genotdxicos.
CONCLUSAO

Os biomarcadores bioquimicos e genotéxicos apresentados nesta investigacao (GST,
CAT e Teste do Microntcleo) sdo instrumentos praticos que sinalizam respostas tuteis em
nivel bioldgico e ambiental acerca dos impactos gerados por fontes poluidoras e substancias
nocivas a fauna e aos ecossistemas marinho e dulcicola. O status do conhecimento
apresentado demonstrou que o uso desses biomarcadores em testudineos, entre eles o K.
scorpioides € possivel e contribuem com novos conhecimentos no ambito da tematica, além
de oferecer op¢des para o estabelecimento de medidas protetivas e de conservacdo que
implicam diretamente em melhorias na satide do ambiente e dos animais, mitigando
possiveis impactos, a extingdo de espécies e desequilibrios nos ecossistemas. Os estudos
com biomarcadores em queldonios de regides amazodnicas ainda sdo considerados
insuficientes e por isso, € imprescindivel o desenvolvimento de pesquisas que trazem novas
informacdes cientificas para a drea e que promovam o incentivo aos habitos sustentdveis e

de conservacgdo das tartarugas in situ.
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CAPITULO 2

Respostas bioquimicas em Kinosternon scorpioides (Linnaeus, 1766) (Testudines:
Kinosternidae) como indicadores de impacto ambiental em uma drea protegida na

AmazOnia maranhense, Sitio Ramsar Brasileiro?

2Artigo Cientifico a ser submetido a Revista Chemosphere, Qualis Al e ja se encontra nas normas do
periddico (Anexo B).
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RESUMO

Espécies de queldnios sdo conhecidas por estarem constantemente expostas a contaminagao
ambiental. A avaliagdo da saide das populagcdes de tartarugas amazodnicas € primordial
porque sdo animais habitualmente usados como fonte proteica pelas comunidades ribeirinhas
da regido amazonica maranhense. O presente estudo analisou respostas bioquimicas de
Glutationa S-Transferase e Catalase em Kinosternon scorpioides (Linnaeus, 1766)
(Testudines: Kinosternidae) como biomarcadores de impacto ambiental em uma &rea
protegida na AmazoOnia maranhense, Sitio Ramsar Brasileiro. Analisamos alteragdes nas
atividades das enzimas presentes no sangue de 106 espécimes de K. scorpioides capturados

em drea urbanizada (A1), vegetada (A2) e criadouro cientifico (A3). Desse modo, nosso
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estudo gerou dados pioneiros sobre o uso de biomarcadores em uma espécie de tartaruga de
dgua doce de regido amazodnica e criadouro. O sexo ndo interferiu nas respostas bioquimicas
dos animais. A ocorréncia de correlagdes lineares positivas da biometria e atividades de GST
e CAT foram evidentes. Em individuos de criadouro, a concentracdo da GST foi superior
aqueles in situ, ndo constatando diferencas estatisticas entre as atividades nos animais de
drea urbanizada e vegetada. O ambiente e periodo sazonal influenciaram simultaneamente
nas atividades das enzimas. Nosso estudo gerou dados pioneiros sobre o uso de
biomarcadores em uma tartaruga de d4gua doce da regido amazonica, fornecendo uma sintese
geral das respostas bioquimicas, que podem ser tteis em ensaios ecotoxicoldgicos futuros
com outras espécies de quelonios amazonicos. Além disso, os dados fornecem informacgdes
bioldgicas e ambientais para os 6rgdos gestores e fiscalizadores que elaboram politicas
publicas para a conservacdo de tartarugas, garantindo assim a saude das pessoas que
consomem esses animais. Essas respostas biologicas mostram novas evidéncias da
correlagdo entre enzimas e tipos de ambientes e estacOes climaticas nos animais da Baixada

Maranhense, uma Unidade de Conservacdo de Uso Sustentdvel no Maranhao.

Palavras-chave: Baixada Maranhense, biomarcadores, enzimas, tartaruga-do-lodo.

1. Introducio

A Baixada Maranhense é uma Area de Protecio Ambiental (APA) localizada na
Amazonia Oriental do Maranhdo. Foi reconhecida e incluida na Lista Ramsar em 29 de
fevereiro de 2000 (MMA, 2000). Corresponde a um dos Sitios Ramsar Brasileiros mais
importantes do Brasil, sendo uma das dreas que fazem parte do Plano Estratégico Nacional
de Areas Protegidas (PNAP) aprovado pelo Decreto n.° 5.758/06, e também é uma zona
umida de importancia internacional. A APA compde a Amazodnia Legal, que é composta
pelos Estados do norte do Brasil (Acre, Amapd, Amazonas, Pard, Rondonia, Roraima e

Tocantins), centro-oeste (Mato Grosso) e nordeste (parte do Maranhdo) (IBGE, 2021).
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No Brasil, considera-se como Sitio Ramsar, zonas timidas preservadas, rica em
biodiversidade, com importancia ecoldgica de reconhecimento e validade internacional,
sendo aspectos fundamentais a serem considerados para a valorizagdo dessas dreas. Os
atributos ecoldgicos conferidos a essas regides devem ser preservados com o intuito de
garantir suas funcdes e servicos ambientais (ICMBio, 2021).

A espécie Kinosternon scorpioides (Linnaeus, 1766), € um queldnio amazonico
conhecido pelos maranhenses como “jurard”. Ele distribui-se em uma variedade de paises,
incluindo a Coldmbia, Panama, Costa Rica, Nicardgua, Honduras, El Salvador, bem como
Estados brasileiros como Maranhao, Pard, Minas Gerais, Amazonas, Alagoas e Ceara
(Berry e Iverson, 2011). No Maranhio, é encontrado em municipios que abragem a APA
da Baixada Maranhense que incluem Pinheiro, Sdo Bento, Sdo Jodo Batista, Cajari, e
outros (Cabrera e Colantonio, 1997; Berry e Iverson, 2011; IUCN, 2012; Rodrigues et al.,
2017).

A aplicagdo de biomarcadores na fauna aqudtica é fundamental porque fornece
informacdes sobre os niveis de resposta biolégica dos animais a poluicdo ambiental. Neste
contexto, os dados apresentados sdo positivos e podem ajudar a elaborar politicas ambientais
que melhorem os ecossistemas, principalmente na APA da Baixada Maranhense.

O uso do solo, o descarte de residuos quimicos e organicos, as pastagens € as
queimadas aumentam a degradacdo da APA, afetando a flora e fauna local. Além disso, é
importante enfatizar os efeitos nocivos de estressores fisicos, quimicos e/ou bioldgicos,
especialmente aqueles que podem causar danos permanentes aos organismos aquaticos.

Espécies de quelonios amazonicos sdo conhecidas, como Chelonia mydas (Linnaeus,
1758), Lepidochelys olivacea (Eschscholtz, 1829) e Phrynops geoffroanus (Schweigger,
1812), por estarem constantemente expostas a poluentes quimicos, industriais e antropicos
em seus habitats naturais (Labrada-Martagén, 2011; Herrera e Baena, 2017). Assim,

pesquisas tém sido conduzidas no Brasil com o intuito de avaliar a qualidade dos
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ecossistemas e com foco na utilizagc@o de técnicas bioquimicas e mutagénicas que empregam
enzimas Catalase (CAT) e Glutationa S-Transferase (GST) e teste de microntcleos para
analisar a exposicdo das espécies a agentes toxicos. A maioria dos estudos foi realizada com
espécies da ictiofauna brasileira (Freire et al., 2008; Bueno et al., 2017).

Sobre as enzimas, a GST ¢ um biomarcador de suscetibilidade que desempenha um
papel importante na detoxificacdo de componentes endobidticos e xenobidticos essenciais,
bem como na catalisacdo e conjugacao com outras moléculas. Além disso, a GST atua na
catélise e conjugacdo de compostos eletrofilicos com o tripeptideo Glutationa Reduzida -
GSH (Huggett et al., 1992; Chelvanayagam et al., 2001). Por outro lado, a CAT compde um
conjunto de enzimas capazes de auxiliar as células na inibi¢cdo de Espécies Reativas de
Oxigénio - EROs, atuando na catélise, convertendo o Per6xido de Hidrogénio (H202) em
4gua e oxigénio (Belo e Souza, 2002). E uma enzima antioxidante que atua na decomposi¢io
do H202 quando produzidos em grandes quantidades nos processos de biotransformagao nos
peroxissomos, sendo considerada uma importante enzima ja encontrada em vertebrados
(Ventura et al., 2002).

Os testes de ecotoxicidade com o uso de biomarcadores bioquimicos, como os citados
acima, sdao essenciais para avaliar ndo apenas a saude dos animais, mas também a
contaminacdo global dos ecossistemas. Eles podem detectar vérias fontes de polui¢do, como
efluentes agricolas, domésticos, industriais, quimicos, medicamentos e outros, que agridem
diretamente os corpos hidricos e consequentemente a saide da fauna aquética (Lombardi,
2004).

Kinosternon scorpioides é classificado na categoria de ameaca "Menos Preocupante
— LC" pelo Sistema de Avalia¢dao do Risco de Extingdo — SALVE (ICMBio, 2023). Assim,
diante das constantes ameacas aos queldnios, € imperativo desenvolver técnicas de
conservagdo e protecdo da fauna que usem biomarcadores bioquimicos integrados aos

parametros ambientais. Essas técnicas permitirdo uma andlise profunda do assunto. A
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utilizacdo de enzimas para avaliar as respostas bioquimicas € essencial porque servem como
ferramentas de controle e vigilancia ao nivel ambiental, que podem ser usadas a curto, médio

e longo prazo para identificar impactos nos ecossistemas (Magalhaes e Filho, 2008).

A espécie K. scorpioides foi escolhida como biomonitor principalmente porque € um
animal comumente usado como fonte de proteina pelas comunidades ribeirinhas da regido
amazOnica maranhense, tem dimorfismo sexual aparente e € a tinica espécie registrada na APA
entre as 22 descritas para o género Kinosternon (Spix, 1824) (Rodrigues et al., 2022). Assim,
as informacdes sobre os biomarcadores bioquimicos estdo alinhadas com as descri¢des iniciais
do taxon in situ e de criadouro. Logo, o objetivo deste estudo foi analisar respostas bioquimicas
de Glutationa S-Transferase e Catalase em K. scorpioides (Testudines: Kinosternidae) como
biomarcadores de impacto ambiental em uma drea protegida na Amazonia maranhense, Sitio

Ramsar Brasileiro.

2. Material e Métodos
2.1. Area de estudo

As areas selecionadas localizam-se na extensao da APA da Baixada Maranhense,
Amazonia maranhense, Estado do Maranhao, nordeste brasileiro. Para melhor caracterizagdo
dos dados, agrupamos os pontos de coleta em trés grandes dreas diferenciadas, sendo elas
Al = édrea urbanizada, A2 = area vegetada (Regido Protegida - Baixada Maranhense) e A3
= criadouro cientifico para K. scorpioides (localizado na Universidade Estadual do

Maranhdo - UEMA), grupo controle deste estudo (Fig. 1 e Tabela 1).
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Fig.1. Mapa das areas com localizagdo dos pontos de captura dos animais agrupados em Al = drea

urbanizada) e A2 = 4rea vegetada dos municipios de Pinheiro, Sdo Bento e Sdo Jodo Batista, na APA da

Baixada Maranhense, Maranhdo, Brasil e A3 = criadouro cientifico.

Tabela 1

Georreferenciamento dos pontos de amostragem na Baixada Maranhense e Criadouro (UEMA), Maranhio,

Brasil.
Coordenadas geograficas

Pontos Cidade Ambiente Local S w

1 (A1) Pinheiro Urbanizada Maria Santa 2°32°5” 45°4°19”
2 (A2) Pinheiro Vegetada Alto Pericuma 2°35°38” 45°5°1”
3 (A1) Pinheiro Urbanizada Comporta 2°27°16 45°0°44”°
4 (A2) Pinheiro Vegetada Baixo Pericuma 2°28°51” 45°2'48"”
5(A2) Pinheiro Vegetada Médio Pericuma 2°27°29” 45°1°5”
6 (A2) Sdo Bento Vegetada Campo do Chagas 2°40°49” 44°50°26”
7 (A1) Sao Bento Urbanizada Campo do Alegre 2°42°3” 44°51°37”
8 (A2) Sdo Bento Vegetada Defunto 2°40°20”’ 44°48°1”’
9 (A2) SaoJ. Batista Vegetada Pugdo do Meio 3°0°22” 44°47°41”
10 (A3) Séo Luis Grupo Controle  Criadouro Cientifico  2°34°56.255”’ 44°12°28.033”
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2.2. Caracterizacido do criadouro e manejo dos animais

O grupo controle, identificado como A3, é formado pelos espécimes de K.
scorpioides do criadouro cientifico, situado no Campus Paulo VI da Universidade Estadual
do Maranhao (UEMA), licenciado pelo Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos
Recursos Naturais Renovaveis — IBAMA (n.° 1899339/2008/IBAMA), sendo mantidos sob
monitoramento didrio 79 animais (24 machos e 55 fémeas). O espago possui extensdo de
159,92 m?, composto de cinco baias de paredes teladas em ferro galvanizado, incluindo o
teto. Cada baia apresenta 13,94 m?2, sendo parte de uma area construida de aproximadamente
91 m?, tendo ainda uma regido livre com 68 m? e um tanque de alvenaria revestido em
ceramica, rampa de acesso aos animais, dgua disponivel e drenagem. Internamente ao
recinto, ha arvores, cascalho, areia e ampla drea aberta com ventilagdo natural de modo a
permitir uma ambiéncia proxima ao habitat natural. Os animais adultos sao manejados em
dias alternados para a renovacdo da dgua dos tanques, alimentados e acompanhados
continuamente quanto a sua sanidade. Eles apresentam marcacdo individual e sdo
alimentados com ragdo balanceada, com proteina de peixe e enriquecida com vitaminas e
minerais, com frequéncia de uma vez ao dia, preferencialmente pela manha. Durante os
procedimentos de higienizacdo do recinto, evitou-se utilizar produtos de limpeza e todos os
animais foram retirados das baias para esse fim.
2.3. Captura dos animais e obtencao de amostra bioldgica in situ

O manejo dos animais e a coleta de amostra bioldgica foram feitos cuidadosamente
de modo a evitar o estresse para ndo comprometer os resultados. Para isso, considerou-se
todos os aspectos éticos e legais referentes aos protocolos e procedimentos propostos pelo
Comité de Etica em Experimentacio Animal da Universidade Estadual do Maranhdo
(CEEA/UEMA), protocolo n.° 10/2021 (Anexo C). O estudo possuiu permissiao via
licenciamento do Sistema de Informagao e Autoriza¢do em Biodiversidade — SISBIO para

coleta de animais in situ, registro n.° 85805-1 (Anexo D).
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Capturamos espécimes adultos de K. scorpioides em ambiente natural (Tabela 2) com
auxilio de armadilha de pesca artesanal circular do tipo covo (hoop traps) com aros metalicos
que sustentam uma rede de ndilon ou metal em seu entorno (Bernhard et al., 2016), entre os
meses de agosto e outubro/2021, abril, julho, outubro e dezembro/2022 e marco/2023 para
coleta de amostra sanguinea e afericdo das medidas biométricas. Além disso, eles foram
marcados por meio de método tradicional de marcac¢do de queldnios a partir de cortes nos
escudos marginais da carapagca com codificacdo numérica estabelecida a partir dos cortes
nos escudos marginais da carapaca com cada escudo recebendo até duas numeracdes (Cagle,
1939). Esse método foi seguido como forma de controle de possiveis recapturas. Apds isso,
foram devolvidos ao ambiente. Realizou-se duas coletas semestrais em diferentes estacoes
climéticas (periodos estiagem e chuvoso). Segundo o Instituto Nacional de Meteorologia
(INMET), no Maranhao as 4 estacdes climédticas ndo sao bem definidas, sendo caracterizadas

em dois periodos: estiagem e chuvoso.

Tabela 2
Descri¢do do niimero amostral (N) dos animais (macho e fémea) correspondentes aos grupos Al e A2 na
Amazonia maranhense e A3 (criadouro cientifico) capturados entre os meses de agosto e outubro/2021; abril,

junho, outubro e dezembro/2022 e mar¢o/2023 nos periodos de estiagem e chuvoso.

Grupos
Sexo Al (N=33) A2 (N=50) A3 (N=23) Total
Macho 12 (36,37%) 24 (48,00%) 11 (47,83%) 47 (44,34%)
Fémea 21 (63,63%) 26 (52,00%) 12 (52,17%) 59 (55,66%)
Total 106 (100%)

Durante as coletas, ainda em campo, aferiu-se medidas corporais dos animais,
considerando o Comprimento de Carapaga (CC), Comprimento do Plastrdo (CP), Largura
de Carapacga (LC), Largura do Plastrdao (LP), peso, altura e identificacdo do sexo (Legler,
1990). Aferiu-se a biometria com auxilio de paquimetro digital de precisdo 1 milimetro.
Esses procedimentos foram realizados rotineiramente durante a captura dos espécimes nos

locais de coleta. Para andlise bioquimica, 2 mL de sangue foi coletado com auxilio de seringa
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com agulha hipodérmica, 3 mL de calibre 22 mm na regido occipital da cabeca, estando o
animal com a musculatura relaxada. O sangue foi armazenado em tubos com heparina,
identificados e congelados em freezer.
2.4. Parametros ambientais da agua e solo

Verificou-se em campo, varidveis abidticas da dgua: pH, temperatura (T) e oxigénio
dissolvido (OD) com auxilio de Medidor Multiparimetro AK88®. Além disso, de modo a
complementar os resultados das andlises bioquimicas e genéticas com os biomarcadores,
amostras de solo dos pontos foram coletadas para verificagdo granulométrica (silte, argila e
areia) e quimica completa, com leitura das seguintes varidveis: potdssio (K), célcio (Ca),
magnésio (Mg), aluminio (Al), H + Aluminio (H + Al), saturagcdo por bases (SB), capacidade
de troca cationica (CTC) e micronutrientes como ferro (Fe), manganés (Mn), cobre (Cu) e
zinco (Zn), além de matéria organica (MO). Essas andlises foram necessdrias, pois
complementaram os resultados dos biomarcadores ao nivel ambiental. As afericdes de todos
os parametros, incluindo os de dgua e solo, ocorreram nos periodos estiagem e chuvoso. Para
obtencdo do solo e maior precisdo nas andlises, coletou-se 5 amostras em cada ponto
amostral seguindo um formato zigue-zague com auxilio de um trado manual numa
profundidade de 20 cm no solo. Apds isso, misturou-se todas as amostras para a producao
de uma mistura homogénea final unica. 600 g dessa mistura foi considerada representativa
do local conforme metodologia proposta por Martinhdo e Lobato (2004). Em seguida, ela
foi armazenada em saco plastico em temperatura ambiente, fechada, identificada e
encaminhadas para andlise conforme recomendacgdes de laboratdrio especializado.
2.5. Analise das enzimas Catalase e da Glutationa S-Transferase

Nos procedimentos bioquimicos, diluiu-se em dgua Millig, aliquotas de sangue na
propor¢do de 1:5. Determinou-se a atividade da catalase a partir da decomposicdo do
Per6xido de Hidrogénio (H2O> 10 mM) em espectofotometro (UV-M51, UV — Visible

Espectrophotometer Bel Engineering®) com absorbincia de 240 nm em 120 segundos
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através da enzima presente na amostra, expressa em U/mg prot conforme Aebi (1984) e Silva
(2011) com adaptagdes para a espécie K. scorpioides (Anexo F). A atividade da GST foi
determinada também em espectofotdmetro em absorbancia de 340 nm em 120 segundos,
expressa em U/mg prot de acordo com Aebi (1984) com adaptagdes. Utilizou-se GSH e 1
Cloro-2-4 di-nitrobenzeno (CDNB 100 mM) como substrato. Esse método se baseia na
reacio do CDNB ao grupo -SH de Glutationa Reduzida catalisada e pela GST. A
quantificacdo de proteinas totais foi determinada considerando o método de coloracdo do
biureto e albumina (Proteinas Totais Monorreagente 250 mL - Bioclin®) com padronizagdo
de leitura em espectofotdmetro em 545 nm em 10 segundos seguindo protocolo do
fabricante.
2.6. Analise estatistica

As relacoes entre as atividades de CAT e GST e as varidveis biométricas foram
testadas pela Andlise de Componentes Principais (PCA) e para verificacdo do padrdo de
relacdo entre as atividades enzimadticas com o sexo, periodo sazonal e os ambientes foi
utilizada a Andlise de Varidncia Main-effects. Previamente, foram testados os pressupostos
de homogeneidade de variancias (Teste de Levene) e normalidade dos dados (Teste de
Shapiro-Wilk). Como pos-técnica, empregou-se os testes de Tukey (amostras com variancias
presumidas) e Games-Howell (amostras de variancias ndo presumidas). Para avaliar os
possiveis efeitos de interagdo entre as médias das atividades enzimdticas em fun¢dao do
periodo e ambiente, realizou-se o teste de Anélise de Variancia Fatorial (ANOV A fatorial).
Os mesmos pressupostos do teste acima também foram testados. Comparagdes entre as
médias das varidveis abidticas do solo e da dgua em fun¢do do tipo de ambiente (Al e A2)
foram realizadas pelo teste de MANOVA. Organizou-se os dados em tabelas e/ou gréaficos
descritivos para melhor visualizacdo e interpretacio a partir dos softwares estatisticos SPSS

v. 23 e Statistica v. 7.0, com um nivel de significancia de 5% (p<0,05) nas anélises.
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3. Resultados
3.1. Biometria dos animais

As areas Al e A2 compdem a Baixada Maranhense e apresentam caracteristicas
diversificadas. A1 apresenta pontos localizados dentro do perimetro urbano dos municipios
de coleta, com residéncias em seu entorno e visiveis impactos antrépicos nos corpos hidricos
e no solo, com despejo de residuos s6lidos e intensas atividades agropecudrias com a criagao
de bubalinos, porcos e/ou outros animais. A2 refere-se a zonas vegetadas, adjacentes ao
perimetro urbano das cidades, afastadas a uma distancia de 9-18km das cidades e apresenta
uma ampla vegetacdo que caracterizam a flora tipica da Baixada Maranhense.

A estatistica sumdria dos parametros biométricos dos animais dos pontos de coleta e
sexo estdo descritos na Tabela 3. A2 apresentou as afericOes da biometria superiores, com
excecao da LP, cujo maior valor médio e desvio padrao foi de 7,77 £ 0,92 cm em Al, 7,74
+0,86 cmem A2 e 7,37 = 1,39 cm em A3. Separando-se a biometria em relagdo ao sexo em

cada ponto amostral, as fémeas do grupo A3 obtiveram as maiores médias.
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Tabela 3

Estatistica sumdria das varidveis biométricas (cm) por sexo e ponto de coleta dos espécimes de K. scorpioides amostrados entre os meses de agosto e outubro/2021; abril,

junho, outubro e dezembro/2022 e mar¢o/2023 nos periodos de estiagem e chuvoso nas dreas Al e A2 na Baixada Maranhense e A3 (criadouro cientifico).

Pontos de coleta

Sexo Ponto/Variavel A3 Al A2
N=12 N=21 N =26
Média + DP Maximo  Minimo Média + DP Maximo  Minimo Média + DP Maximo Minimo
CC 14,13 £ 1,40 16,50 12,70 13,68 £ 1,15 15,50 11,40 14,64 + 1,30 17,70 12,00
LC 9,60 £ 0,45 10,50 9,20 9,30 + 1,42 13,50 7,60 9,67 £ 0,99 11,70 7,60
Fémea CP 13,33 £1,43 16,00 12,00 12,43 + 1,62 15,00 8,00 13,28 +2,36 17,00 3,00
LP 7,37 + 1,39 9,50 5,70 7,77 £0,92 9,60 6,00 7,74 £ 0,86 9,00 6,30
Alt 5,04 £0,45 5,70 4,20 4,98 +0,42 5,80 4,20 5,43 £ 0,66 6,80 4,10
Peso (g) 418,33 £ 108,61 615 310 344,48 + 67,68 455 234 441,73 £ 125,11 770 215
N=11 N=12 N=24
CC 13,72 £ 0,90 14,50 11,40 14,27 + 0,80 15,40 13,20 14,96 + 1,63 17,70 11,20
LC 8,99 +0,32 9,50 8,30 9,00+ 1,19 12,50 7,90 9,26 £ 0,78 11,10 7,60
Macho CP 12,10 £ 0,68 13,00 11,00 12,35+ 1,33 14,00 9,00 13,01 + 1,39 15,00 10,00
LP 6,21 £0,44 6,70 5,50 7,49 £ 0,62 8,30 6,40 7,09 + 0,88 8,70 5,50
Alt 4,46 +0,22 5,00 4,20 4,58 0,52 5,80 3,90 4,95 +0,42 5,70 4,10
Peso (g) 304,55 + 44,19 375 225 344,58 +4495 415 290 375,42 £104,88 545 165

N = Niumero Amostral; CC = Comprimento da Carapaga, LC = Largura da Carapaga; CP = Comprimento do Plastrdo; LP = Largura do Plastrdo; Alt = Altura do Espécime

e Peso = Peso do Espécime.
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3.2. Parametros ambientais da agua e solo

Os parametros fisico-quimicos da dgua e solo dos ambientes podem ser visualizados
na Tabela 3. Em A1 foram observadas médias elevadas de OD, pH e temperatura. Os valores
de OD foram maiores em periodo de estiagem para os dois ambientes (4,24 + 1,41 e 3,71 +
1,86, Al e A2 respectivamente). O pH apresentou média superior em Al (6,28 + 0,82) na
estiagem, enquanto em A2 essa varidvel foi superior no periodo chuvoso (6,70 + 0,82)
(Tabela 4). Apesar da estatistica descritiva demonstrar maiores médias dos parametros
ambientais da dgua em Al, essas diferencas ndo foram significativas (Wilks lambda =
0,93136; F (3,17) =0,41761; p = 0,74264). Dessa forma, OD, pH e temperatura ndo variaram
estatisticamente entre os dois ambiente ao longo do estudo.

Conforme a Tabela 4, no solo, considerando-se apenas o tipo de ambiente, os
elementos K, Ca, Mg e SB registraram concentracOes superiores em Al. Enquanto
Aluminio, H + Al e CTC mostraram maiores médias em A2. No que se refere aos niveis de
MO, verificamos altos valores em solos de A2 (média de 29,16 g/kg) quando comparados a
Al (média de 15,95 g/kg). Os teores elevados de MO em A2 gerou valores de CTC (21,94
a 47,93 cmolc/dm?) também superiores. A CTC em Al variou de 7,82 a 21,38 cmol/dm’.
Nos solos, conforme o periodo, os maiores valores foram verificados para CTC no periodo
de estiagem em Al e A2 (17,07 £ 8,02 € 29,94 £+ 1,26 cmole/dm?, respectivamente). Quanto
aos demais parametros, o complexo H + Al apresentou concentragdo superior em periodo
chuvoso em A2 (20,53 + 3,89 cmolc/dm?).

Entre os micronutrientes no solo, os valores médios de Mn, Cu e Zn foram superiores
em A2 (Tabela 4). Enquanto o Fe e S apresentaram médias elevadas em A1l. Na descri¢ao
por periodo, os maiores indices ocorreram na concentracdo de Fe em Al e A2 (587,47 +
369,70 mg/dm3 e 622,15 + 363,61 mg/dm3, respectivamente). Dados de média e desvio

padrao demonstram valores elevados em amostras de solo de A2 na estiagem (Tabela 4).
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Na granulometria, em Al, a média foi superior para areia (453,67 + 206,00),
enquanto em A2, os valores de silte e argila foram elevados. No periodo chuvoso, em A2,
essas texturas apresentaram altas concentracdes (Tabela 4).

Quando se analisou diferencas entre as médias dos elementos do solo, o teste de
MANOVA demonstrou que essas diferencas sao devidas ao acaso (Wilks lambda =0,11788;
F (7,3) = 3,2072; p = 0,18340), ou seja, a média dos elementos aferidos no solo sao
estatisticamente iguais entre Al e A2. Os micronutrientes também ndo apresentaram
diferencas significativas entre os grupos Al e A2 (Wilks lambda = 0,53853; F (5,6) = 1,0283;
p =0,47703). Ademais, ndo foram observadas diferencas estatisticas na granulometria para
os dois ambientes (Wilks lambda = 0,682; F (2,0) = 2,095; p = 0,179) (Tabela 4).

Tabela 4

Variaveis fisico-quimicas da d4gua; concentragdes dos elementos quimicos, de micronutrientes e
granulométricas dos solos correspondentes ao habitat dos exemplares de K. scorpioides na Baixada
Maranhense, coletadas nos meses de agosto e outubro/2021; abril, junho, outubro e dezembro/2022 e

mar¢o/2023 nos periodos de estiagem e chuvoso na Baixada Maranhense (Al e A2).

Variaveis abiéticas - Al - A2
Estiagem Chuvoso Estiagem Chuvoso

Minimo 2,60 2,50 0,80 0,30

OD (mg/L) Maximo 6,00 4,30 6,90 3,10
Média=DP 424 +1,41* 3,40+ 1,27* 3,71 £ 1,86* 2,20 £ 1,28*

Minimo 5,60 6,00 3,70 5,70

pH Maiximo 7,70 6,30 7,20 7,70
Média = DP 6,28 £ 0,82 6,15 +0,21 5,79 £ 0,94 6,70 £ 0,82

Minimo 28,95 28,20 27,30 28,20

Temperatura (°C) Maximo 30,40 29,00 30,80 30,40
Média + DP 29,60 +£0,64 28,60 £ 0,57 28,87 + 1,26 29,30 £ 0,91

Elementos™*

Minimo 0,21 - 0,04 0,09

K Maximo 0,87 - 0,81 0,75
Média + DP 0,48 £ 0,35° - 0,47 £0,29* 0,34 +0,36*

Minimo 1,19 - 1,17 0,31

Ca Maximo 6,66 - 5,93 7,59
Média = DP 3,89 +2,74° - 3,86 + 1,58 2,81 +4,14°

Minimo 2,82 - 1,90 0,73

Mg Maximo 6,50 - 7,59 5,60
Média = DP 4,76 + 1,85°¢ - 5,62 +£2,00° 2,73 £2,55¢
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Minimo 0,17 2,33 2,13
Al Maximo 1,69 26,58 9,64
Média + DP 0,80 £ 0,79 6,79 £9,71 6,69 £ 4,01
Minimo 3,59 13,09 16,36
H+ Al Miximo 12,88 35,94 24,05
Média = DP 7,94 + 4,674 19,99 + 8,04¢ 20,53 + 3,89¢
Minimo 4,22 3,30 1,10
SB Maximo 14,00 12,90 13,90
Média + DP 9,12 +4,89° 9,91 + 3,50° 5,87 £ 6,99¢
Minimo 7,82 21,90 22,30
CTC Miximo 22,01 47,90 30,30
Média + DP 17,07 + 8,02f 29,94 + 1,26" 26,42 + 4,00°
Micronutrientes
Minimo 270,23 - 274,75 151,21
Ferro Miximo 993,47 - 1131,20 853,32
Média + DP 587,47 £369,70 - 622,15 £363,61 416,11 +381,46
Minimo 7,68 - 30,04 7,08
Manganés Maximo 35,65 - 134,67 47,01
Média + DP 23,72 £ 14,43 - 72,55 + 37,92 21,54 £ 22,13
Minimo 0,27 - 0,48 0,42
Cobre Maximo 0,83 - 1,18 0,83
Média + DP 0,63 +£0,31 - 0,80 = 0,25 0,65 +£0,21
Minimo 102,75 - 102,75 2,92
Enxofre Maximo 188,80 - 199,37 79,95
Média = DP 158,07 £48,01 - 136,80 £ 40,44 35,31 £39,95
Minimo 1,14 - 2,32 1,49
Zinco Maximo 3,87 - 7,92 8,58
Média + DP 2,48 + 1,37 - 5,29 +2.21 4,08 £3,91
Granulometria
Minimo 248,00 - 110,00 170,00
Areia Maximo 660,00 - 540,00 236,00
Média + DP 453,67 £ 206,00 - 275,33 £ 148,93 197,33 £34,43
Minimo 140,00 - 110,00 234,00
Silte Miximo 222,00 - 505,00 384,00
Média + DP 176,33 £41,79 - 249,67 £ 155,87 306,00 £ 75,18
Minimo 200,00 - 330,00 380,00
Argila Miximo 530,00 - 750,00 580,00
Média + DP 370,00 £+ 165,23 - 475,00 £ 174,79 496,67 £ 104,08

*Para valores fora do padrdo legislativo ambiental brasileiro (CONAMA), Resolucdo n.° 357/2005 e n.°
430/2011 (Valores de referéncia para dgua: OD > 5.0; pH 6.0 a 9.0; Temperatura < 40°C). Classe de
interpretacdo de teores em solo para K: muito baixo (0-30), * baixo (31-60), médio (61-120), alto (121-235) e
muito alto (>235). Ca: baixo <1,5, " médio 1,5-4,0, alto >4,0. Mg: baixo <0,5, médio 0,5-1,0, “alto >1,0. H+Al:
baixo <2,5, médio 2,5-5,0, 4alto >5,0. SB: baixo <2,0, médio 2,0-5,0, alto >5,0. CTC: baixo <4,5, médio 4,5-

1,0, falto >10. Letras mintsculas diferentes indicam a categoria do nivel de concentragio do elemento quimico

nos solos dos pontos de coleta (p<0.05) conforme definido por Prezotti e Guagoni (2013).
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3.3. Parametros biolégicos e atividade enzimatica

A andlise exploratoria de possiveis correlagdes entre as atividades enzimaticas e
varidveis biométricas dos animais, para o primeiro e segundo fator, demonstrou uma
variac¢do nos dados em 61,68%. Pdde-se verificar correlagdo linear positiva entre LC, altura
e peso. Assim como entre CC, CP e LP. Ou seja, cada um desses grupos de varidveis
biométricas aumentou seus valores diretamente (Fig. 2A). Por sua vez, encontramos
correlagdes negativas entre a concentragdo de CAT e as medidas de LC, altura e peso, assim
como entre GST e CC, CP e LP (Fig. 2A). Entdo, maiores atividades de CAT estdo
relacionadas a medidas menores de LC, altura e peso; e atividades de GST elevadas
relacionam-se a menores tamanhos de CC, CP e LP.

Na anélise de primeiro e terceiro fator, a técnica pode explicar 60,23% da variacio
dos dados (Fig. 2B). Existem correlacdes lineares positivas entre LP, LC e altura; entre peso,
CC e CP; e entre as atividades enzimaticas CAT e GST. Dessa forma, esses valores
aumentam diretamente entre si. Conjuntamente, hd correlacOes lineares negativas entre as
atividades de CAT, GST em relacdo a LC, LP e altura. Portanto, quanto maiores forem as

atividades de CAT e GST, menores serao os valores de LC, LP e altura.
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Fig. 2. - Andlise de Componentes Principais entre as atividades enzimadticas e biometria para o primeiro e
segundo fator (A) e primeiro e terceiro fator (B) em K. scorpioides de ambiente natural e criadouro. Onde:
[CAT] = atividade de catalase; [GST] = atividade de Glutationa S-Transferase; CC = comprimento da carapaga;

LC = largura da carapaga; CP = comprimento do plastrdo; LP = largura do plastrdo e Alt = altura.
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Quando se comparou as médias das atividades enzimaticas nos animais considerando
o tipo de ambiente, detectou-se diferengas estatisticamente significativas apenas para GST
(F (2, 101) = 17,000; p = 0,00000) (Fig. 3). Os valores de CAT nado foram estatisticamente
significativos (p = 0,97325). Na pds-técnica de Tukey concluiu-se que em A3, a
concentracdo de GST nos organismos foi superior aqueles in situ, ndo sendo observadas

diferengas estatisticas na atividade dessa enzima entre animais dos grupos Al e A2.

6.0

[GST] (U/mg prot) Log

A3 A2 Al
Ambiente

Fig. 3. Comparagdes entre as médias de concentragdo de Glutationa S-Transferase (GST) em espécimes de K.
scorpioides em fungdo do tipo de ambiente (Al, A2 e A3).

Na comparagao por periodo, tanto para CAT, quanto para GST detectou-se diferencas
significativas nas médias (F (1, 101) = 12,036; p = 0,00077 e F (1, 101) = 7,9732; p =
0,00572, respectivamente) (Fig. 4A e 4B). Valores superiores foram registrados em época
chuvosa, indicando que esse periodo pode influenciar nas atividades enzimadticas dos

organismos. Além disso, ndo foram encontradas diferencas significativas por sexo (p>0,05).
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Fig. 4. Comparagdes entre as médias de atividade enzimadtica nos espécimes de K. scorpioides em fungdo do

periodo sazonal. A - catalase (CAT) e B - Glutationa S-Transferase (GST).
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O teste de ANOVA fatorial ndo demonstrou efeito de interacdo entre o tipo de
ambiente e periodo sazonal nas médias de concentragdo de CAT (F (2, 100) = 0,20899, p =
0,81176) (Fig. 5A). Isso significa que o ambiente ndo interfere na diferenca de média da
enzima nos animais de periodo chuvoso, ou seja, ¢ uma diferenca de forma geral,
independentemente do tipo de ambiente. J4 na avaliacdo da interagao entre o ambiente e o
periodo em razdo da atividade de GST em K. scorpioides, registrou-se um efeito significativo
(F (2, 100) = 4,9908; p = 0,00859) (Figura 5B). Dessa forma, o periodo e o ambiente
influenciam simultaneamente na diferenca de concentracdo observada para GST, com

médias elevadas em animais do grupo A3 no periodo chuvoso.
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Fig. 5. Comparagdes entre as médias de atividade enzimdtica nos espécimes de K. scorpioides em funcio do
tipo de ambiente e periodo sazonal por ANOVA fatorial (p < 0,05). A - catalase (CAT) e B - Glutationa S-

Transferase (GST).

Fatores ndo considerados nas analises, como dieta, idade dos animais, histérico de
exposicdo deles a poluentes ou estresse, podem estar influenciando nas respostas das
atividades enzimaticas.

4. Discussao

Neste estudo, observamos que os machos eram maiores em comprimento de
carapaca. No entanto, as fémeas foram maiores em todas as outras medidas, incluindo peso;
as fémeas de criadouro e ambiente natural registraram maiores médias corporais e de peso.

Esses dados concordam com Bager (2006) que afirmou que a maior dimensao das fémeas
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pode ser atribuida a producdo e armazenamento de ovos dentro delas. Por outro lado, os
machos diminuem em tamanho apds o amadurecimento sexual e s3o menores que as fémeas,
pois precisam de energia para a reproducdo (Fagundes et al., 2010).

A compreensdo da biometria € essencial para entender a biologia animal, pois inclui
mecanismos bioquimicos, fisiol6gicos e comportamentais que indicam a satide do espécime
durante o desenvolvimento. Isso ajuda a entender as reacdes bioldgicas de organismos
aqudticos quando expostos a contaminacdo, o que reflete negativamente na saude
(Magalhaes e Filho, 2008).

A literatura ndo fornece dados s6lidos ou parametros biométricos padronizados sobre
a classificacdo etdria das tartarugas amazonicas em condi¢des in sifu; no entanto, alguns
autores concordam que as tartarugas amazonicas podem ser categorizadas por tamanho ou
peso (Bernhard et al., 2016).

Sobre a propor¢do sexual, manter um maior nimero de f€meas que machos €
necessario para o manejo de criadouros. Isso se deve ao fato de que o comportamento
agonistico dos machos em disputa pelas fémeas diminui, o que evita lesdes e 6bitos, como
observado em Chrysemys picta em cativeiro (Moldowan; Brooks; Litzgus, 2020). Como os
machos estdo ativos e perseguindo as fémeas para acasalar, é comum que haja uma
propor¢do sexual elevada de machos durante a época reprodutiva. Isso estd relacionado a
fatores externos, como métodos de captura, comportamento sexual e temperaturas de
incubacdo dos ovos (Vogt, 1980; Fachin-Téran et al., 2003; Famelli et al., 2011).

Em criadouro, Rodrigues et al. (2023) relataram propor¢ao sexual de 1:2 (um macho
para duas fémeas) e isso favorece o acasalamento, disputa por fémeas, reproducio,
alimentacgdo e produtividade nesse local. Isso é semelhante ao que foi descrito por Barreto
et al. (2020) que registraram 1,3 machos: 1,0 fémeas e Forero-Medina et al. (2007)
descrevendo um padrao de proporcionalidade semelhante em espécimes de K. scorpioides

albogulare in situ. Em ambiente natural, essas diferencas na razdo sexual ndo s@o comuns
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para queldonios. A variagdo no nimero de animais nos recintos pode ser atribuida a fatores
como predadores ndo naturais, pisoteio de animais e interferéncia antrépica (Rodrigues e
Silva, 2015).

Sobre o indicador OD, os valores foram baixos para Al e A2 na estiagem (4,24+1,41
e 3,71+1,86 respectivamente). Esses valores ndo correspondem aos padroes do CONAMA
n.° 357/2005 e Portaria n.° 2914/2011 do Ministério da Saudde, cujo indice deve ser > 5,0
mg/L. No entanto, no que diz respeito ao pH, os dados apresentados foram consistentes com
a legislacdo brasileira (6,0 2 9,0) (A1 —estiagem 6,28+0,82 e A2 - chuvoso 6,70+0,82). Dessa
forma, sabe-se que os efluentes organicos e fertilizantes descartados nos lagos de areas
urbanizadas s@o as principais fontes poluidoras e as causas podem, inclusive, gerar baixos
niveis de OD (Nunes, 2011).

Observamos o impacto direto de esgoto doméstico e elevado teor de matéria organica
em regides urbanizadas deste estudo, sendo registradas concentragcdes diminuidas de OD
nessas areas. Isso pode estar relacionado a poluicdo. Estudos mostram que o OD € um
parametro crucial da qualidade hidrica que pode ser usado para avaliar os impactos
ambientais, causando mortandade de diversos organismos aquaticos (Oliveira, 2014).

A temperatura média no periodo de estiagem foi de 29,60 + 0,64 em Al e 29,30 +
0,91 em A2 no chuvoso. Pinto et al. (2010) afirmaram que essas variagcOes sao comuns €
fazem parte do regime climdtico local. Eles também afirmaram que a elevagdo da
temperatura em determinadas regides € frequentemente atribuida as atividades antrépicas.
Neste estudo, quando consideramos apenas as diferentes €pocas do ano, observamos
pequenas variagdes na temperatura da dgua dos ambientes, com amplitudes térmicas de
3,4°C (chuvoso) e 3,1°C (estiagem). Esses dados estdo em linha com Costa-Neto et al.
(2001/2002), que encontraram em lagos na bacia do Rio Pericuma, um dos pontos focais

deste estudo, amplitudes térmicas de at¢ 10°C com méaxima de 36°C e minima de 26°C.
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As mudangas climadticas extremas sao uma ameagca real para o Brasil, especialmente
no nordeste € na Amazonia. Para entender os efeitos a longo prazo nos corpos hidricos,
principalmente na saide animal e na qualidade dos ecossistemas causados pelo aumento da
temperatura, é necessdrio o conhecimento da dinadmica climética e hidrolégica (Marengo,
2007; Ambrizzi et al., 2007; Marengo et al., 2007).

As dguas da Baixada Maranhense sdo tipicamentes tropicais, com poucas mudancas
térmicas e baixas variacdes ao longo do ano. Devido a influéncia significativa da Floresta
AmazoOnica, os parametros meteoroldgicos da regido sdo extremamente instaveis (Costa-
Neto, 2001/2002). Além disso, existem outras varidveis como a intensidade da radia¢ao
solar, os ventos e outros parametros que afetam diretamente a hidrologia local. Um exemplo
€ o fendmeno La Nifha, que pode causar baixas precipitagcdes na Amazonia brasileira e,
embora seja um fendmeno metereoldgico global, ele também pode afetar o clima da regido
(Costa et al., 2022).

No solo, foram observados niveis elevados de Ca e Mg em Al e H+Al em drea
vegetada e os valores variaram de 13,09 a 35,94 cmole/dm? estando ao nivel alto (> 5,0
cmolc/dm?®), conforme a classe de interpretacdo para acidez potencial (H+Al) definida por
Prezotti e Guarconi (2013). Estudos recentes de Sousa et al. (2019) mostram que a
combinagdo de Al, Ca e Mg € prevalente em solos argilosos na Baixada Maranhense. A falta
deles pode indicar toxicidade, pois quando encontrados em niveis elevados, impedem que as
plantas sejam danificadas, que sdo o alimento de muitos animais. Cardoso; Fernandes;
Fernandes (2009) enfatizam o fato de que a presencga de substancias quimicas substanciais
no solo pode resultar em desequilibrios significativos, como aqueles nutricionais a flora
regional, contaminacdo hidrica e leng¢dis fredticos. Esses desequilibrios podem ter um
impacto direto na fauna residente, especialmente quelonios aquaticos.

Além de influenciar o aumento da CTC, os altos niveis de MO indicam um solo

produtivo. Isso permite que as plantas absorvam muitos nutrientes. Embora os solos
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argilosos tenham concentracdes de Cu mais altas do que solos arenosos, eles geralmente
apresentam deficiéncias de Zn (Prezotti e Guarconi, 2013). Os solos de A2 podem ndo ter
sido afetados diretamente por poluentes locais, de acordo com os dados do nosso trabalho.
Além disso, nosso estudo, que encontrou altas concentragdes de Cu em solo argiloso de A2,
discorda dos relatos dos autores. Um metal pesado essencial para as tartarugas, o cobre afeta
o crescimento, a formagdo de ovos, o transporte de oxigénio, atividade de enzimas e
reproducdo. O excesso desse elemento e de chumbo pode ser téxico para os animais e reduzir
os nutrientes essenciais vitais (Prezotti e Guargoni, 2013; Sousa et al., 2018).

Em relagdo ao Zn, o uso frequente de fertilizantes, como os fosfatados, reduz a
quantidade desse elemento em solos argilosos, caracteristicos do ponto A2, o que pode
explicar as variacdes nos valores em areas vegetadas (Prezotti e Gargconi, 2013). A divisdo e
a diferenciacdo celular s@o dois dos processos biologicos que podem ser afetados pela
presenca desse elemento no organismo. Isso pode resultar em respostas mutagénicas
perigosas (Grungreiff et al., 2016).

Apesar da presenca natural de ferro e s6dio no solo, esses elementos podem adentrar
por vias ndo naturais. Concentragdes elevadas desses metais foram encontradas em areas
urbanizadas, o que pode indicar contaminagdo. Para avaliar &dreas potencialmente
impactadas, € essencial ter conhecimento das diversidades e concentracdes desses elementos
quimicos (Rebélo et al., 2020). Esses autores argumentam que o pH do solo pode afetar as
altas concentragdes de elementos metdlicos, como o ferro; isso pode resultar na formagao de
cations metalicos, reduzindo seus valores.

De acordo com a granulometria, os altos niveis de silte e argila encontrados em A2
indicam que o solo e de tipo argissolo, caracteristico da Baixada Maranhense. De acordo
com autores como Klein (2014) e Dou et al. (2016), os solos argilosos sdo mais pesados

devido a presenca significativa de argila, que excede 35%. Eles também demonstram maior
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propensdo a compactacdo e capacidade de reter mais matéria organica. Por reter um volume
elevado de 4gua e outros componentes, os solos argilosos sdo mais produtivos.

A granulometria e as caracteristicas dos solos da Baixada Maranhense sio essenciais
em estudos de impacto ambiental, pois os solos podem acumular particulas e substancias
quimicas com o tempo, permitindo sua associagdo com corpos hidricos. Como podem ser
uma fonte potencial de contamina¢io aos organismos aqudticos, sdo importantes carreadores
de contaminantes no meio aquatico (Nizolli e Silva, 2009). De acordo com Filizola et al.
(2002) a contaminacdo quimica e a textura do solo afetam negativamente a qualidade da
dgua e a saude dos humanos e dos animais.

Ja houve investigacdes em alguns répteis que relacionam as respostas dos
biomarcadores com o tamanho do animal (Amaral et al., 2012). O presente estudo encontrou
uma correlac@o entre as respostas dos organismos as atividades de GST superiores as de
CAT e o crescimento, mostrando atividades de GST reduzidas em comparagdo com medidas
corporais maiores. Isso pode estar relacionado a exposi¢do do animal a fatores externos, com
atuacdo da GST, que € altamente reativa a poluicio ambiental. A relacdo entre a
bioacumulacdo de chumbo e atividade enzimdtica foi observada em Trachemys scripta e
Caiman latirostris. Isso sugere os efeitos possiveis do chumbo no crescimento dessas
espécies, pois pode acumular-se no sangue € nos ovos de fémeas (Pdez-Osuna et al., 2010;
Quintela et al., 2019).

A diferenga nos valores de metais encontrados neste estudo, particularmente o ferro
em Al, sugere que K. scorpioides pode estar exposto a contaminantes do solo e
micronutrientes excessivos. No entanto, esses valores ndo sdo significativos entre as areas
porque foram confirmados pela correlagdo inversa entre medidas corporais e atividade

enzimatica, com uma forte correlacdo com o crescimento. Existem evidéncias de que a

exposicdo continua a metais pesados, particularmente ao aluminio, pode prejudicar o
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desenvolvimento de organismos aqudticos. Esses metais podem adentrar ao ambiente por
vdrias vias, bioacumulando no organismo (Marques e Américo-Pinheiro, 2018).

Nesta investigacao, optou-se por correlacionar a maioria dos dados sobre a biometria
e a atividade enzimética de queldnios com espécies de peixes (Carvalho-Neta e Abreu-Silva,
2013; Carvalho-Neta et al., 2014; Pinheiro-Sousa et al., 2021) e caranguejos (Carvalho-Neta
et al., 2019; Oliveira et al., 2019) capturados em dreas potencialmente impactadas.

Registramos atividades de CAT diminuidas, estando préximas a zero e, em GST ela
foi menor em animais dos grupos Al e A2. A CAT pode ser regulada pelas necessidades do
organismo e pelo aumento da formacdo de EROs, que eleva sua atividade como um
mecanismo de defesa contra fatores externos e estressores. Monteiro et al. (2009) sugerem
que a exposi¢do de animais a xenobidticos, que resulta em estresse oxidativo, pode ser
indicada, dependendo do nivel de atividade das enzimas.

Além de servir como principal linha de defesa na protecao contra radicais livres, a
CAT induz ou ativa as enzimas de biotransformagado, como a GST, que reduz diretamente o
dano causado pelos estressores. Yan e Forster (2011) e Monteiro et al. (2010) destacam que
o estresse oxidativo produz EROs frente a atuacdo de enzimas de biotransformagdo, que
controlam esse processo nos animais. Além disso, o excesso de EROs, ocasionalmente
causados por contaminantes, geram desequilibrios no organismo.

Fémeas do grupo A3 neste estudo demonstraram atividade alterada préximas a zero
de CAT e GST. Elas estdo mais dispersas e ativas no criadouro durante a fase reprodutiva,
que € anual. Em K. scorpioides, Chaves et al. (2012) descobriram partir de observagdes
morfoldgicas de massa ovariana (6,25+4,23g e 2,27+1,42g) e indice gonadossomético
(2,06% 1,79% na estiagem e chuvoso respectivamente), que fémeas de criadouro estavam
em periodo reprodutivo vitelogénico e as variagdes climdticas ndo tiveram grande impacto,
enquanto os machos apresentaram sazonalidade reprodutiva, com niveis hormonais variando

ao longo do ano, como a testosterona, especialmente em periodo chuvoso (Viana et al.,
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2014). Isso pode explicar os baixos niveis de GST e CAT nos animais de Al e A2, o que
indica que as atividades das enzimas diferem em relagcao a sazonalidade reprodutiva in situ.

Os resultados mostraram que um dos fatores que pode interferir no nivel de atividade
das enzimas em organismos de criadouro € o ambiente. Experimentos com P. geoffroanus
que avaliaram as enzimas GST e CAT foram realizados usando esse local como referéncia
(Silva et al., 2016; Bonini-Domingos e Oliveira, 2017). De acordo com Case et al. (2005) e
Ruiz et al. (2002) esses locais podem ser estressantes, da mesma forma que urbanos e os
impactados. Este estudo demonstrou que os fatores externos podem alterar a atividade de
GST nos organismos do criadouro e, fatores como condicdes de manutencio do recinto, a
dgua tratada e usada para irrigar os tanques, o manejo didrio dos animais e presenca humana
no local podem influenciar isso.

A CAT nado mostrou diferengas notdveis entre os animais. O tamanho da amostra, a
variabilidade dos dados ou a sensibilidade do processo de anélise sdo algumas das muitas
razdes para isso. Nesse contexto, a literatura ainda ndo menciona valores de referéncia de
normalidade para quel6nios aquéticos.

Acredita-se que K. scorpioides ndo esteja em estresse oxidativo devido a diminui¢ao
das atividades de CAT e a falta de diferencas significativas entre os animais dos grupos Al
e A2 no periodo chuvoso e estiagem. De acordo com Campbel (2006/2015), varios fatores,
incluindo idade, sexo, ambiente, estacdo climética, fisiologia e reproducdo, influenciam
principalmente essa reacdo e alteram os parametros bioquimicos do sangue. O tamanho da
amostra, as condi¢des climaticas e hidroldgicas especificas, a localizacdo geografica da
Baixada Maranhense e as caracteristicas ambientais Unicas da APA sdo algumas das
limitacdes que podem afetar simultaneamente os niveis de atividade das enzimas nos animais
deste estudo. Verificamos que a relacdo entre o sexo e a atividade enzimdtica ndo foi

significativa nao tendo nenhuma influéncia nas respostas bioquimicas. Na mesma linha,
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Borges et al. (2022) estudaram P. unifilis de uma drea protegida da Amazodnia brasileira e
também descobriram uma correlacdo nio significativa dessa varidvel com as enzimas.

O Maranhio é diferente dos demais Estados brasileiros em termos de sazonalidade,
pois ndo possui estagdes climdticas definidas, com o predominio de periodos de estiagem e
chuvoso. Apresenta periodos climaticos variados devido ao seu extenso limite territorial.
Essas variagdes sdo fortemente influenciadas pelas diferengas nos sistemas metereoldgicos
como a Zona de Convergéncia Intertropical (ZCIT), que causam grandes chuvas na regiao
(Sema, 2023).

Na estiagem, K. scorpioides costuma estivar, época em que as condi¢gdes climaticas
e alimentares sdo desfavoraveis e pouco disponiveis. Eles se enterram durante a estagdo seca,
usando isso como mecanismo fisioldgico para reduzir seu metabolismo e gasto de energia.
A espécie torna-se ativa e volta a procura de alimentos na chegada do periodo chuvoso.
Segundo Pereira et al. (2007) e Bernhard et al. (2016), a estivacdo regula a temperatura
corporal dos animais reduzindo o estresse térmico. E possivel que esse evento fisioldgico
tenha impacto nas respostas bioquimicas em K. scorpioides in situ.

Experimentos realizados com P. geoffroanus de local impactado mostraram aumento
nas atividades de enzimas. Isso indica exposicao a poluentes, que pode levar a ativagdo ou
inducdo de enzimas de biotransformacdo. Isso também permite mudangas nas atividades de
GST e CAT para evitar danos bioquimicos e citogenéticos (Silva et al., 2016). Durante a
estiagem, Carvalho-Neta et al. (2019) encontraram valores reduzidos de GST e CAT em U.
cordatus, mas durante o chuvoso, Jesus et al. (2021) registraram valores mais altos de GST
em caranguejos da drea portudria de Sao Luis, Maranhio.

A elevagdo ou diminuicdo da atividade da CAT nos organismos pode sofrer
oscilagdes e estar relacionada a mudanga do habitat e polui¢ao. Os animais dos grupos Al e
A2 apresentaram alteracdes sutis dessa enzima em diferentes periodos do ano, apesar da

auséncia de diferencas estatisticas significativas. Devido a sua indugdo, a CAT pode iniciar
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com mais atividade na presenca de poluentes e, em seguida, diminuir (Viarengo et al., 2007).
Ja foram observadas essas oscilagdes em organismos de ambientes poluidos e o tempo de
exposicdo e a duragdo do xenobidtico estdo associados a isso (Tsangaris et al., 2010).

Era esperado que os organismos dos grupos Al ou A2 apresentassem atividade
enzimdtica diferente, mas aqueles do grupo A3 tiveram elas alteradas e altas. Individuos de
ambiente contaminado podem apresentar atividade reduzida que aqueles de ambiente
controlado, e isso pode ser atribuido a presenca de substincias inibitérias que impedem o
funcionamento das enzimas, como pesticidas e oxigénio (Fibach e Rachmilewitz, 2008;
Vioque-Fernandez et al., 2009).

Nosso estudo gerou dados pioneiros sobre o uso de biomarcadores em uma tartaruga
de dgua doce da regido amazonica. Demonstramos alteracOes nas respostas bioquimicas
(GST e CAT) no sangue de vdrios animais em diferentes épocas do ano. Os resultados dos
biomarcadores ndo foram afetados pelo sexo. Essas respostas mostram novas evidéncias da
correlagdo entre enzimas e tipos de ambientes e estacdes climaticas nos animais da Baixada
Maranhense, uma Unidade de Conservacdo de Uso Sustentdvel no Maranhdo. No entanto,
A saude das populagdes animais ainda ndo estd sendo impactada pela exploracdo sustentdvel
desses recursos, que as comunidades ribeirinhas usam como alimento.

Os resultados fornecem uma sintese geral das respostas de biomarcadores, que
podem ser tteis em ensaios ecotoxicolégicos futuros com outras espécies de quelonios
amazonicos. Além disso, os dados fornecem informagdes bioldgicas e ambientais para os
orgdos gestores e fiscalizadores que elaboram politicas publicas para a conservacdo das
populacdes de tartarugas, garantindo assim a saide das pessoas que consomem esses
animais. Ensaios bioquimicos mais robustos com o uso de outros biomarcadores como
glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH), superéxido dismutase (SOD), glutationa redutase

(GR), glutationa peroxidase (GPx) e lipoperoxidacdo (TBARS) sdo sugeridos para serem
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realizados em andlises subsequentes com K. scorpioides e outras espécies de quelonios
amazonicos.
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CAPITULO 3

Teste de micronicleos e anormalidades nucleares eritrocitarias em tartaruga amazonica
Kinosternon scorpioides (Linnaeus, 1766) (Testudines: Kinosternidae) de uma Area de

Protecdo Ambiental na Amazonia Maranhense, Sitio Ramsar Brasileiro?

3Artigo Cientifico a ser submetido 2 Environmental Research, Qualis Al e se encontra adaptado as normas

do peridédico (Anexo E).
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Destaques

e O ambiente e estacdo climdtica sdo fatores influenciadores de danos genéticos
irreversiveis aos animais.

e O sexo ndo interfere em respostas mutagénicas em K. scorpioides.

e As respostas mutagénicas mostraram ser um importante biomarcador em estudos
envolvendo o K. scorpioides.

e O uso de biomarcadores mutagénicos em K. scorpioides requer estudos genéticos
adicionais e mais robustos.

e Kinosternon scorpioides mostrou ser um bom biomonitor, pois gerou respostas

mutagénicas em uma espécie silvestre amazonica.
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Resumo

O estudo objetivou investigar a presenca de micronticleos (MN) e Anormalidades Nucleares
Eritrocitarias (ANE’s) em populacdes naturais e de cativeiro de Kinosternon scorpioides,
comparando suas frequéncias com o ambiente, sexo e sazonalidade em uma Area de
Prote¢ao Ambiental da Amazo6nia Maranhense. Coletamos sangue de 112 espécimes de areas
urbanizada, vegetada e cativeiro para confec¢do de esfregacos sanguineos e andlise
citologica, feita em microscopio Optico. Encontramos MN (n=91) e ANE’s do tipo
binucleados (n=14), nicleos entalhados (n=81), lobulados (n=35), segmentados (n=16) e
deslocados (n=253) em animais in situ. Nao registramos anomalias em eritrcitos de
espécimes de cativeiro. A média e desvio padrdo (1,13+0,47) de MN diferiram de outros
queldnios de ambiente natural, e nucleos deslocados e binucleados apareceram em maior
(51,63%) e menor (2,85%) frequéncias. Nicleo lobulado apresentou diferenca significativa
nos ambientes (p=0,02839), seguido de seguimentados (p=0,02949) e deslocados
(p=0,0008336) na estiagem e chuvoso. O sexo ndo interferiu no surgimento das anomalias.
N3ao encontramos valores significativos de MN, mas um nimero consideravel de eritrocitos
com nucleo lobulado nos ambientes e seguimentados e deslocados entre os periodos sazonais
foi confirmado. Disponibilizamos dados pioneiros sobre MN e ANE em uma espécie de
tartaruga amazoOnica, demonstrando diferencas e relacdes significantes com o tipo de
ambiente e estacdo climdtica. As respostas mutagénicas mostraram ser um importante
biomarcador em K. scorpioides, sugerindo que ndao ha evidéncias de danos a saide de
espécimes de cativeiro e que a ocorréncia de anomalias nucleares em individuos in situ
sinaliza para a importancia da manutencdo das dreas protegidas para a conservacdo de

tartarugas de d4gua doce em regido amazonica contribuindo na redu¢do dos impactos na APA.

Palavras-chave: Baixada Maranhense, biomarcadores, eritrécitos, micronticleo, respostas

mutagénicas, tartaruga-do-lodo.
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1. Introducio

Abordagens sobre biomarcadores sdo necessdrias e podem ser instrumentos simples
que geram respostas a partir das andlises dos niveis de exposi¢cdo a poluentes, usando
organismos bioindicadores como queldnios, a exemplo de Kinosternon scorpioides
(Linnaeus, 1766), além de peixes e invertebrados aquaticos, fornecendo respostas uteis a
longo prazo sobre a saide ambiental e animal, embora os peixes sejam os mais utilizados
em estudos de biomonitoramento (Matson et al., 2005; Ramsdorf et al., 2012).

A linha de pesquisa com quel6nios ja produziu resultados claros e promissores. Esses
dados contribuem fortemente para a compreensdo do conhecimento sobre a espécie e servem
como parametros orientadores para politicas publicas ambientais destinadas a conservacao
dos ecossistemas aqudticos. Além disso, servem como instrumentos para detectar possiveis
impactos antrépicos por meio da contaminacdo ambiental, perda e alteragdo do habitat. Isso
altera a biologia da fauna, especialmente quelonios (Venancio, 2012). A pressdo antropica
continua a afetar a espécie K. scorpioides e outras espécies de testudines por causa da caca
excessiva, queimadas e desmatamentos na APA (Pereira, 2007).

O teste de micronucleos (MN), uma técnica de baixo custo, simples e facil de usar.
E uma maneira de encontrar efeitos mutagénicos. Esse teste tem sido amplamente utilizado
em pesquisas ambientais para avaliar alteracOes estruturais e estabilidades no DNA de
organismos (Arslan et al., 2015).

Os microntcleos sdao elementos citoplasmaticos com cromatina formados durante a
divisdo celular quando os fragmentos de cromossomos acéntricos se atrasam, dificultando
sua associacdo ao nucleo principal das células filhas. O surgimento deles € o resultado de
alteracOes genéticas que se manifestam por meio de anormalidades cromossdmicas ou do
fuso mitético. Esse processo irreversivel € transmitido as geragdes futuras, resultando em
uma diminuicdo da diversidade genética nas populagdes e danos aos organismos nos locais

afetados (Obiakor et al., 2012). Em tal situacdo, o teste € essencial para estudos de
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biomonitoramento porque fornece a sociedade, respostas confidveis sobre os niveis de
qualidade ambiental.

Como resultado, estudos nessa linha sdo pertinentes, tendo os quelonios como
biomonitores, pois muitos deles sofrem com os efeitos do ambiente externo que afetam sua
fisiologia, ecologia e comportamento. Esses efeitos sdo, na maioria, regulados pelo ciclo
hidroldgico local e pela sazonalidade. Além disso, os quelonios sdo animais encontrados em
varios locais e sdo extremamente importantes para estudos de qualidade ambiental (Moll e
Moll, 2004).

Entre os queldnios, destaca-se K. scorpioides (Linnaeus, 1766), espécie semiaquatica
conhecida no Brasil como jurard ou mucud, com ampla distribuicdo geogréfica e variedade
reprodutiva, sendo facilmente encontrada em ambientes lacustres, rios e terrestres (Cabrera
e Colantonio, 1997; Castro, 2006). Muitos espécimes estdo expostos as degradagdes
provocadas por agdes antropicas. Desse modo, o estudo dos efeitos de tensores ambientais €
util e permite uma melhor compreensdo da saide e qualidade do habitat. Ainda que as
mudancas no DNA de uma espécie sejam sutis, elas precisam ser melhor explicadas porque
a exposicdo a substancias mutagénicas pode causar danos permanentes no material genético,
colocando em risco a saide dos animais (Valente et al., 2017).

Nesse sentido, o estudo foi conduzido para investigar a presenca de micronucleos
(MN) e Anormalidades Nucleares (AN) nos eritrocitos de populacdes naturais e de cativeiro
de K. scorpioides, comparando suas frequéncias com o tipo de ambiente, sexo e sazonalidade

em uma Area de Protecao Ambiental (APA) na Amazdnia Maranhense.

2. Material e Métodos
2.1. Area de estudo
A Baixada Maranhense é uma APA localizada na Amazodnia Oriental Maranhense,

reconhecida e inserida na Lista Ramsar em 29 de fevereiro de 2000 (MMA, 2000). Encontra-
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se entre os Sitios Ramsar Brasileiros de grande importancia, incluida no Plano Estratégico
Nacional de Areas Protegidas (PNAP) aprovado pelo Decreto n.° 5.758/06. Faz parte da
Amazonia Legal brasileira, sendo uma zona imida de interesse internacional (IBGE, 2021).

Conforme o grau de influéncia antrépica e impactos ambientais diretos e indiretos
visiveis a partir da ocorréncia ou ndo de desmatamentos, queimadas, destruicio dos
manguezais e campos, caga predatdria e lixo urbano, agrupamos os pontos amostrais em trés
categorias: Al — drea urbanizada, A2 — drea vegetada (Baixada Maranhense) e A3 —
criadouro cientifico (animais oriundos do criadouro UEMA) utilizados como grupo controle
deste estudo, mantidos sob autoriza¢do do Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e Recursos

Renovéveis (IBAMA-MA), n.° 1899339/2008 (2°34°56.255°° 44°12°28.033"") (Figura 1).
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Figura 1. Localizacio dos pontos de captura dos animais agrupados em Area Urbanizada (1, 3 ¢ 7) e
Vegetada (2, 4, 5, 6, 8 € 9) em Pinheiro, Sdo Bento e Sao Jodo Batista na Baixada Maranhense, além do
Criadouro Cientifico UEMA, Sao Luis, Maranhao, Brasil.

Os nove pontos de coleta localizam-se em regides estratégicas que abrange a APA
da Baixada Maranhense, para melhor amplitude dos dados, bem como mapeamento de

regides antropizadas ou ndo, como Pinheiro/MA (P1 - Maria Santa 02°30'55.008"
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45°04'19.056"; P2 - alto pericuma 02°35.631' 045°05.053"; P3 — comporta 02°27.287'
045°00.715'; P4 - baixo pericuma 2.480615 45.046769; P5 - médio pericuma 2.458325
45.018187); Sao Bento/MA (P6 - campo do chagas 02°40.820' 044°50.441"; P7 - campo do
alegre 02°42'03.3" 044°51'37.1"; P8 - defunto 2.671926 44.800434); Sdo Jodo Batista/MA
(P9 - pucdo do meio 03°00.348' 044°47.686").

2.2. Parametros ambientais de agua e solo

Variédveis abidticas da 4gua foram obtidas ainda em campo nos lagos, proximas aos
locais de captura dos animais, sempre no turno da manha. Aferimos os parametros pH,
Temperatura (T) e Oxigénio Dissolvido (OD) com auxilio de Medidor Multipar@metro
AK88®, sendo imerso numa profundidade de 4 metros divididos em 3 colunas d’dgua (3
replicatas), retirando-se a média dos valores obtidos das varidveis. Esses parametros sdao
importantes do ponto de vista ecotoxicolégico, uma vez que oferecem uma avaliacdo mais
robusta sobre a qualidade dos corpos hidricos, além de serem elementos abordados em
andlises integradas com outros biomarcadores.

Coletou-se amostras de solo para andlise quimica completa, considerando-se os
elementos potéssio (K), calcio (Ca), magnésio (Mg), aluminio (Al), complexo H+Al,
saturacao por bases (Sb), capacidade de troca catidnica (CTC) e micronutrientes como ferro
(Fe), manganés (Mn), cobre (Cu), enxofre (S), zinco (Z) e matéria organica (MO). Para isso,
foram necessdrias 5 amostras simples, coletadas em zigue-zague em cada ponto para a
formacdo de amostra composta. Utilizou-se um trado em uma profundidade de 20 cm
conforme proposto por Martinhdo e Lobato (2004). As amostras simples foram misturadas,
originando um composto homogéneo, retirando-se desse, 600g de amostra, sendo, portanto,
a amostra final representativa de cada ponto. Posteriormente, foram armazenados em saco

plastico, fechado, identificado e encaminhados a laboratério especializado para andlises.
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2.3. Teste de micronucleos e anormalidades nucleares eritrocitarias em K. scorpioides

Para as andlises bioldgicas, o protocolo de pesquisa foi submetido ao Comité de Etica
e Experimentacdo Animal (CEEA) da Universidade Estadual do Maranhdao (UEMA), n.°
10/2021 e seguimos todos os principios de bem-estar animal recomendados. Para captura
dos animais, o estudo possuiu permissao via licenciamento do Sistema de Informacdo e
Autorizacdo em Biodiversidade — SISBIO, registro n.° 85805-1. Os exemplares foram
capturados com auxilio de armadilha de pesca artesanal do tipo covo (funnel traps com
formato circular), entre os meses de agosto e outubro/2021; abril, junho, outubro e
dezembro/2022 e mar¢o/2023 na Baixada Maranhense.

Considerou-se, na pesquisa, 112 individuos de K. scorpioides (incluindo animais do
criadouro), tendo o grupo Al (N=39), A2 (N=50) e A3 (N=23).

O teste de MN foi realizado conforme metodologia de Grisolia et al., (2009) com
adaptacdes. Antes da coleta de sangue, realizou-se todos os cuidados necessdrios de bem-
estar animal, de modo a evitar o estresse deles durante os procedimentos e contaminac¢ao
cruzada das amostras. Para isso, higienizacdo dos equipamentos cirirgicos, bem como do
local foram realizados. Apés esses cuidados, os animais foram submetidos a extracdo de
amostra sanguinea por meio de punc¢do de veia na regido occipital da cabeca, estando ele
com a musculatura relaxada, com auxilio de seringa com agulha hipodérmica 3 mL de calibre
22 mm. Dispensamos o uso de anestésico, uma vez que interferi nos resultados do teste.

Foram produzidas duas 1aminas por animal, totalizando 224 esfregacos sanguineos.
Em cada uma delas pingou-se aproximadamente 30 uL. de sangue, sendo posteriormente
secas em temperatura ambiente por 24 horas, seguidas de fixagdo em metanol gelado a 10%
por 20 minutos e posteriormente coradas em solugdo Giemsa 10%, diluida em tampao
fosfato 0.2M KH;PO4. As laminas foram lavadas em dgua corrente e secas em temperatura
ambiente e posteriormente verificadas em microscopio Optico, estabelecendo a técnica de

visualizagdo da lamina por zigue-zague em objetiva com aumento 100x, com esforco
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amostral de 30 minutos para cada lamina, examinando-se 1.000 eritrécitos por lamina,
totalizando 2.000 por tartaruga (Fonseca et al., 2014) (Anexo G).
2.4. Analise de dados

Realizamos Andlise de Variancia (ANOVA one-way) para avaliar diferengas entre
os ambientes, periodo sazonal e sexo, além de estatistica sumaria de média e desvio padrao.
Organizamos os dados em tabelas descritivas para melhor visualizacdo e interpretagdo.
Utilizamos o programa estatistico Past 4.08 (Paleontological Statistics Software),

considerando um nivel de significancia de 5% (p<0,05).

3. Resultados
3.1. Parametros ambientais de agua e solo da Baixada Maranhense

As variaveis fisico-quimicas da 4gua em que os exemplares de K. scorpioides foram
amostrados em diferentes pontos de coletas de Al, apresentaram médias inferiores de OD
em Al e A2, nas duas estacOes climdticas; baixo pH em A2 na estiagem e temperatura dentro

dos limites tolerdveis pela legislaggo CONAMA (Tabela 1).

Variaveis abiéticas - Al - Az
Estiagem Chuvoso Estiagem Chuvoso

Minimo 2,60 2,50 0,80 0,30

oD Maéximo 6,00 4,30 6,90 3,10
Média+ DP 4,24 +141* 3,40 £ 1,27* 3,71 £ 1,86% 2,20 +1,28*

Minimo 5,60 6,00 3,70 5,70

pH Maximo 7,70 6,30 7,20 7,70
Média + DP 6,28 +£0,82 6,15 +0,21 5,79 £ 0,94%* 6,70 £ 0,82

Minimo 28,95 28,20 27,30 28,20

Temperatura Maximo 30,40 29,00 30,80 30,40

Meédia + DP 29,60 + 0,64 28,60 £ 0,57 28,87 £ 1,26 29,30 £ 0,91
*Para valores em desacordo com a Resolugdo CONAMA n.° 357/2005 e n.° 430/2011 (Valores de referéncia

para dgua: OD > 5,0; pH 6,0 a 9,0; Temperatura < 40 °C. **Dados ndo publicados.

Tabela 1. Estatistica sumdria das varidveis fisico-quimicas da dgua de diferentes ambientes (Al e A2) de
captura de K. scorpioides na Baixada Maranhense nos meses de agosto e outubro/2021; abril, junho, outubro
e dezembro/2022 e margo/2023 nos periodos de estiagem e chuvoso na Baixada Maranhense. DP = desvio

padrio; pH = potencial hidrogenionico; OD = oxigénio dissolvido.
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No solo, os elementos K e Ca apresentaram maiores médias em Al na estiagem. Mg
e a saturacdo por bases registraram médias maiores em A2 na estiagem, enquanto Al, H +
Al e CTC houve maiores médias em A2 no periodo de estiagem (Tabela 2). Sobre os
micronutrientes, os valores médios de Fe, Mn, Cu e Zn foram superiores em A2 na estiagem.

Enxofre também apresentou maior média em A1 nessa estacdo (Tabela 2).

Variaveis abioticas - Al - A2
Estiagem Chuvoso Estiagem Chuvoso
Elementos*
Minimo 0,21 - 0,04 0,09
K Maiximo 0,87 - 0,81 0,75
Média + DP 0,48 +£0,35* - 0,47 £0,29° 0,34 +0,36*
Minimo 1,19 - 1,17 0,31
Ca Maximo 6,66 - 5,93 7,59
Média = DP 3,89 +2,74b - 3,86 + 1,58 2,81 +4,14°
Minimo 2,82 - 1,90 0,73
Mg Maximo 6,50 - 7,59 5,60
Média + DP 476 + 1,85°¢ - 5,62 +£2,00° 2,73 £2,55¢
Minimo 0,17 - 2,33 2,13
Al Miximo 1,69 - 26,58 9,64
Média = DP 0,80 0,79 - 6,79 £9,71 6,69 +£4,01
Minimo 3,59 - 13,09 16,36
H + Al Maiximo 12,88 - 35,94 24,05
Média + DP 7,94 + 4,674 - 19,99 + 8,04¢ 20,53 + 3,89¢
Minimo 4,22 - 3,30 1,10
SB Maximo 14,00 - 12,90 13,90
Média = DP 9,12 + 4,89¢ - 9,91 + 3,50° 5,87 £ 6,99¢
Minimo 7,82 - 21,90 22,30
CTC Maiximo 22,01 - 47,90 30,30
Média = DP 17,07 + 8,02¢ - 29,94 + 1,26 26,42 + 4,00
Micronutrientes
Minimo 270,23 - 274,75 151,21
Ferro Maximo 993,47 - 1131,20 853,32
Média = DP 587,47 £369,70 - 622,15 £363,61 416,11 + 381,46
Minimo 7,68 - 30,04 7,08
Manganés Maximo 35,65 - 134,67 47,01
Média = DP 23,72 £ 14,43 - 72,55 £ 37,92 21,54 £22,13
Minimo 0,27 - 0,48 0,42
Cobre Maximo 0,83 - 1,18 0,83
Média = DP 0,63 +0,31 - 0,80 0,25 0,65 +0,21
Minimo 102,75 - 102,75 2,92
Enxofre Maximo 188,80 - 199,37 79,95
Média + DP 158,07 £ 48,01 - 136,80 + 40,44 35,31 £ 39,95
Zinco Minimo 1,14 - 2,32 1,49
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Maximo 3,87 - 7,92 8,58
Média + DP 2,48 + 1,37 - 5,29 +£2.21 4,08 £391
Classe de interpretacdo de teores em solo para K: muito baixo (0-30), ? baixo (31-60), médio (61-120), alto
(121-235) e muito alto (>235). Ca: baixo <1,5, ®médio 1,5-4,0, alto >4,0. Mg: baixo <0,5, médio 0,5-1,0, ¢alto
>1,0. H+Al: baixo <2,5, médio 2,5-5,0, Yalto >5,0. SB: baixo <2,0, médio 2,0-5,0, ¢alto >5,0. CTC: baixo <4,5,

médio 4,5-1,0, falto >10. Letras mindsculas diferentes indicam a categoria do nivel de concentracdo do
elemento quimico nos solos dos pontos de coleta (p<0,05) conforme definido por Prezotti e Guagoni (2013).

Dados néo publicados.

Tabela 2: Concentracdes dos elementos quimicos e de micronutrientes presentes no solo correspondente aos
diferentes ambientes (Al e A2) de captura de K. scorpioides na Baixada Maranhense nos meses de agosto e
outubro/2021; abril, junho, outubro e dezembro/2022 e marco/2023 nos periodos de estiagem e chuvoso na
Baixada Maranhense.

Sobre a granulometria, em Al, a maior média foi de areia (453,67 + 206.00) em

periodo chuvoso e A2 demonstrou maiores valores de silte/argila nas duas estacOes

climaticas (Tabela 3).

Granulometria - Al - A2
Estiagem Chuvoso Estiagem Chuvoso

Minimo 248,00 - 110,00 170,00

Areia Maéximo 660,00 - 540,00 236,00
Meédia + DP 453,67 +206,00 - 275,33 +£ 148,93 197,33 +34,43

Minimo 140,00 - 110,00 234,00

Silte Maéximo 222,00 - 505,00 384,00
Média + DP 176,33 £41,79 - 249,67 + 155,87 306,00 + 75,18

Minimo 200,00 - 330,00 380,00

Argila Maéximo 530,00 - 750,00 580,00
Meédia + DP 370,00 + 165,23 - 475,00 £ 174,79 496,67 £ 104,08

* Dados ndo publicados.

Tabela 3. Granulometria do solo correspondente ao habitat dos exemplares amostrados de K. scorpioides,
durante as coletas entre os meses de agosto e outubro/2021; abril, junho, outubro e dezembro/2022 e

mar¢o/2023 nos periodos de estiagem e chuvoso na Baixada Maranhense (Al e A2).

Sobre os niveis de matéria organica, encontrou-se valores elevados em A2 (média de
29,16 g/kg) quando comparados a Al (média de 15,95 g/kg). Esses valores de A2
contribuiram com a elevacao do nivel de CTC (21,94 a 47,93 cmol/dm?). Em Al, esses

ndmeros variaram de 7,82 a 21,38 cmolo/dm?>.
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3.2. Microntcleos e anormalidades nucleares nos eritrécitos de K. scorpioides

Sobre as andlises do teste de MN, no que se refere as 224 amostras de esfregacos
sanguineos produzidas, 60 (26.78%) delas mostraram pelo menos algum tipo de alteracdo
na morfologia nuclear eritrocitdria, além de MN. Dessas 60 amostras, 20 (33.33%)
evidenciaram MN e 57 (95%) algum tipo de ANE.

Contabilizmos maior nimero de eritrocitos com MN em A2 (N=71). Em Al,
registrou-se N=20. Além disso, os tipos de ANE encontradas foram: eritrdcito binucleado
(BI), nucleos entalhados (NE), lobulados (NL), segmentados (NS) e deslocados (ND)
(Figura 2). Ndo identificamos MN e outras ANE nas 46 amostras de animais de cativeiro.

Os valores na Tabela 4 referem-se as areas Al e A2.
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Figura 2. Eritrdcitos de K. scorpioides. Apresentagdo de MN e ANE’s em eritrdcitos de espécimes capturados
nas dreas Al e A2 na Baixada Maranhense com a utilizacdo de corante Giensa 10% e visualizagdo em objetiva
de 100x: as setas pretas indicam em A - Eritrocitos Normais; B - Eritrocito com Micronticleo; C — Eritrécito

Binucleado; D — Nicleo Entalhado; E — Nicleo Lobulado; F — Nicleo Segmentado e G — Nucleo Deslocado.
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Figura 2 (continuacdo). Eritrécitos de K. scorpioides. Apresentacio de MN e ANE’s em eritrécitos de
espécimes capturados nas dreas Al e A2 na Baixada Maranhense com a utilizagdo de corante Giensa 10% e
visualizacdo em objetiva de 100x: as setas pretas indicam em A - Eritrocitos Normais; B - Eritrécito com
Microntcleo; C — Eritrécito Binucleado; D — Nicleo Entalhado; E — Nicleo Lobulado; F — Nicleo Segmentado

e G — Nicleo Deslocado.

Entre os 490 eritrécitos contabilizados, ND ocorreu em maior nimero (N=253;
51,63%); diferentemente de BI que apareceram em menor quantidade (Tabela 4). Eritrécitos

com NE, NL e ND foram as anormalidades mais recorrentes na maioria das amostras.
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Abreviacio Variavel N.° de eritrécitos Frequéncia (%)
MN Microntcleo 91 18,57
BI Binucleado 14 2,85
NE Nucleo Entalhado 81 16,53
NL Nicleo Lobulado 35 7,14
NS Nicleo Segmentado 16 3,26
ND Nicleo Deslocado 253 51,63
Total 490 100

Tabela 4. Analise quantitativa dos tipos de Anomalias Nucleares Eritrocitarias (ANE’s) registradas em

amostras de K. scorpioides capturados em Al e A2 na Baixada Maranhense, Maranhdo, Brasil.

Comparando-se as médias das varidveis correspondentes ao MN e AN conforme o
ambiente, sexo e periodo sazonal, percebeu-se que ND foi superior em Al (4,66+0,81). No

entanto, verificamos diferencas significativas de NL entre Al e A2 (p<0,05) (Tabela 5).
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Quando se verificou as médias das varidveis por periodo sazonal, detectamos diferencas estatisticamente
significativas para NS (p=0,02949) e ND (p=0,0008336) nos eritrécitos de K. scorpioides, com valor superior na
estiagem (5,27£0,90) (Tabela 5). Dessa forma, notou-se que o ambiente e a estacdo climdtica interferem diretamente
no surgimento de ANE’s nos animais. O sexo nao interferiu no aparecimento dessas anormalidades, e as maiores médias

detectadas apresentaram valores aproximados entre machos (4,30+0,76) e fémeas (4,3620,79) com ND nos eritrdcitos.

Ambiente Sexo Periodo
Variavel Al A2 Macho Fémea Estiagem Chuvoso
MédiazDP p-valor! MédiazDP p-valor! MédiaxDP p-valor!

MN 1,06+0,44 1,51+0,56 0,4164 1,50+0,57  1,54+0,57 0,9088 0,97+0,58 1,13+0,47 0,8600

NE 1,44+0,41 1,35+0,33 0,8628 1,37£0,34  1,30+0,33 0,5844 1,57+0,41 1,52+0,44 0,1338

NL 0,63+0,18 0,58+0,15 0,02839*  0,59+0,15 0,59+0,15 0,7112 0,63+0,18  0,68+0,19 0,9860

NS 0,21+0,08 0,2620,08 0,9590 0,27+0,08  0,27+0,08 0,6536 0,34+0,11 0,22+0,09 0,02949*

BI 0,23+0,08 0,23+0,06 0,3521 0,22+0,06  0,23%0,06 0,2660 0,21+0,08  0,25+0,08 0,1176

ND 2,74+0,49 4,66+0,81 0,05789  4,30+0,76  4,36%0,79 0,6065 5,27+#0,90  2,63+0,52  0,0008336*
Legenda: MN: Microniticleo; NE: Nicleo Entalhado; NL: Nucleo Lobulado; NS: Nicleo Segmentado; BI: Binucleado; ND: Nicleo
Deslocado, 'Teste de ANOVA One-way/*Diferenca significativa (p<0,05).

Tabela 5. Estatistica sumaria das frequéncias de Micronucleos e Anormalidades Nucleares Eritrocitarias (ANE’s) em machos e fémeas de K.
scorpioides (N = 60) da Baixada Maranhense (Al e A2), em diferentes periodos (estiagem e chuvoso), nos meses de agosto e outubro/2021;

abril, junho, outubro e dezembro/2022 e mar¢o/2023.
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A média e desvio padrio de MN detectados em espécimes adultos de K.

scorpioides (1,13+£0,47) diferiram de outros quelonios (Tabela 6).

Espécie Ambiente Média DP Fase de vida Estudo
Kinosternon scorpioides 1,13 0,47 Adultos Presente estudo
Trachemis callilostris 1,25 0,91 Adultos Zapata et al. (2016)
Phrynops hilarii Dulcicola 0,62 0,18 Juvenis/Adultos  Latorre et al. (2015)
Podocnemis expansa 0,60 0,60 Filhotes Frossard et al. (2020)
Chelonia mydas 0,78 0,58 Filhotes Frossard et al. (2020)
Chelonia mydas Marinho 3,56 1,59 Juvenis Silva et al. (2016)
Lepidochelys olivdcea 10,0 3,60 Adultos Herrera e Baena (2017)
Caretta caretta 15,82 15,16 Juvenis/Adultos Casini et al. (2018)

Fonte: Adaptado de Frossard et al. (2020).
Tabela 6. Comparacdo entre médias e desvio padrdo (DP) de microntcleos encontrados em eritrdcitos

de K, scorpioides com outras espécies de queldnios em ambientes marinho e dulcicola do Brasil.

4. Discussao

Nossas descri¢des das frequéncias de microntcleos em sangue de K. scorpioides
foram semelhantes as de outras espécies de queldnios aquaticos; por exemplo, Trachemys
callirostris (Gray, 1855) em seu ambiente natural, apresentou 79 micronicleos nos
eritrocitos (Zapata et al., 2016). Nossos resultados mostraram outras anormalidades
nucleares em K. scorpioides, apesar da maioria dos estudos se limitarem apenas a
avaliac@o de microntcleos.

Meétodos recentes t€ém demonstrado ser eficazes na detec¢do de microntcleos e
outros danos eritrocitdrios, particularmente em répteis e aves. Essas técnicas
desempenham um papel importante no fornecimento de informacdes, pois sdo
instrumentos que respondem aos possiveis impactos na fauna aqudtica (Baos et al., 2006).
Os relatos de anomalias nucleares em quelonios ainda sdo limitados e a maioria deles
usam o teste de micronucleos. Estudos com Phrynops hilarii (A.M.C. Duméril & Bibron,
1835), Chelonia mydas (Linnaeus, 1758), Trachemys callirostris e Lepidochelys olivdcea
(Eschscholtz, 1829) tém sido difundidos e eficazes sobre essa tematica (Silva et al., 2016;

Zapata et al., 2016; Herrera e Baena, 2017; Castand et al., 2020; Frossard et al., 2020).
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Assim, os resultados deste estudo sdo particularmente interessantes porque ainda ndo ha
evidéncias ou trabalhos relacionados ao levantamento de microntucleos e outras anomalias
eritrocitarias em K. scorpioides.

O teste do microntcleo é um excelente método para detectar alteragdes genéticas
ligadas ao cromossomo, sejam numéricas ou estruturais na divisdo celular, sendo,
portanto, bons indicadores de toxicidade e dos efeitos de poluentes na integridade celular
(Azevedo et al., 2012). Segundo Udroiu (2006) e Pinheiro-Sousa (2015), embora a
maioria dos estudos sobre micronicleos se concentre em mamiferos aqudticos, essa
técnica é fundamental para buscar identificar fatores mutagénicos na fauna. Investigacoes
apontam que os MN formam-se a partir de anormalidades nucleares, como NE, NL, ND
e BI (Shimizu et al., 2000; Mesak et al., 2019).

Nossos resultados mostraram ndmeros nulos de microntcleos em K. scorpioides
de cativeiro. E possivel que um dos fatores que interferem na frequéncia dessas anomalias
seja o baixo nimero de individuos no recinto (Poletta, 2011). Além disso, os estressores
ambientais causadores de alteracdes no nticleo celular ndo estio comumente presentes em
animais de cativeiro. Sobre o nimero amostral de animais de criadouro em estudos
anteriores, comparados aos de natureza, Zapatta et al. (2016) e Latorre et al. (2015)
encontraram um quantitativo semelhante aos nossos (20 e 32 animais, respectivamente).
Ja foram documentados nimeros menores ou nulos de microntcleos em Macroclemys
temminckii (Troost, 1835) e Kinosternon subrubum (Bonnaterre, 1789) de criadouro € in
situ (Zuniga-Gonzalez et al., 2001).

Apesar de ndo haver diferenca estatistica significativa, as médias de microntcleos
dos animais de A2 foram maiores que Al. Esses resultados corroboram com os estudos
de Castaiio et al. (2020) para espécimes encontrados em dreas vegetadas (3,33+0,62) e

também sdo consistentes aos de Zapata et al. (2016), que encontraram média superior
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(8,04+7,08) em T. callirostris capturados em rio e expostos a estressores. A auséncia de
significancia e o baixo nimero de micronucleos em individuos in sifu pode ser atribuida
a capacidade da espécie de se adaptar as condi¢des e modificacdes ambientais regionais
(Cafofo-Silva et al., 2009).

Embora os animais deste estudo terem sidos capturados em dreas urbanizadas e
vegetadas de uma APA no Maranhdo, com diferentes graus de influéncia antrépica,
nossos resultados mostraram um nivel de resposta na frequéncia de micronicleos inferior,
indicando que os impactos ambientais diretos ainda ndo ocorrem nessas areas. Esses
dados sdo compardveis aos de Moron et al. (2019) em um estudo com sangue periférico
de P. expansa de uma APA no Estado do Tocantins. Em estudos anteriores, os
micronicleos mostraram melhores respostas em eritrocitos de P. hilarii e Caretta caretta
(Linnaeus, 1758) (Latorre et al., 2015; Casini et al., 2018). A variacdo no quantitativo
dessa anormalidade implica necessariamente na qualidade do ambiente, uma vez que
ocorre em maior frequéncia em animais de dreas afetadas por tensores no meio aquético,
causando desequilibrios e prejudicando a sobrevivéncia das espécies (Gabiatti, 2021).

Autores como Matson et al. (2005) descobriram que os efluentes industriais
ocasionaram valores absolutos de micronucleos em Emys orbicularis (Linnaeus, 1758)
(N = 23) e Borrat et al. (2011) para C. mydas (N = 1,254) expostas aos impactos de
atividade agricola em drea urbanizada. Os valores absolutos de micronucleos
apresentados por esses pesquisadores superam os encontrados no presente estudo em Al
(N =20). Ainda assim, a pesquisa de Castafio et al. (2020), indicou que a maior frequéncia
de anormalidade nuclear em animais de dreas urbanizadas e vegetadas estd ligada as
atividades antrépicas e agricolas, com um impacto significativo na fauna aqudtica. Assim,

os nimeros baixos de micronicleos e anomalias nucleares encontrados em organismos
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de varios locais da Baixada Maranhense podem indicar que eles ainda ndo foram expostos
a fontes de poluicao.

As respostas do teste do micronticleo ndo mostraram variacdo significativa entre
os sexos, confirmando ser um fator que ndo interfere no aparecimento de alteracdes
nucleares. Estudos semelhantes demonstram esse mesmo padrdo, como Borges et al.
(2022) que examinou a saide de Podocnemis unifilis (Troschel, 1848) em uma Reserva
de Desenvolvimento Sustentidvel no Amazonas, Amazodnia brasileira, registrando
eritrocitos com nucleos lobulados e seguimentados. Ao analisarmos diferentes ambientes
e periodos sazonais, descobrimos diferencas estatisticas significativas de anormalidade
nuclear eritrocitaria do tipo nicleo lobulado em K. scorpioides, o que torna os dados dos
autores um pouco diferente dos nossos.

As anormalidades nucleares eritrocitdrias aqui descritas, mostraram um nimero
maior de nucleos deslocados, que parece ser comum em K. scorpioides de ambiente
natural em regifio urbana. Assim, isso indica que, em compara¢do com regides vegetadas,
os animais dessas dreas estao mais propensos a apresentar essa anomalia nos eritrécitos e
o seu alto quantitativo em K. scorpioides pode ser ocasionado pelas condi¢cdes ambientais,
de acordo com as diferencas estatisticas de nicleo deslocado documentados em
espécimes capturados na estiagem.

Embora a literatura afirme que essa anormalidade € bastante incomum, ha
registros ja documentados em aves, indicando que elas reagem com maior frequéncia de
nucleos deslocados quando expostos a poluentes, apresentando eritrécitos com nucleos
com rotagdes e deslocamentos diferentes no citoplasma (Gongalves, 2022; Souza et al.,
2017), e isso também foi confirmado em K. scorpioides.

Sobre o deslocamento anormal do niicleo, Oliveira (2020) descobriu anomalias

significativas em células de P. expansa afetadas por estressores. Isso também foi
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observado em neonatos, quando expostos a nanoparticulas de 6xido de zinco (Arayjo et
al.,, 2019). Essas informagdes reforcam a necessidade de pesquisas adicionais para
identificar poluentes em sangue de tartarugas para melhor caracterizar o impacto deles
nas populacdes de queldnios, especialmente de K. scorpioides.

Niucleo entalhado foi a terceira anomalia mais comum em K. scorpioides. Nos
estudos de Carrasco et al. (1990), ela foi a segunda com maior registro em peixes de dreas
poluidas, e também por Quero et al. (2016) em aves, representando 74% dos espécimes
de uma drea protegida na Argentina, sendo considerado um biomarcador especifico de
danos genéticos em aves Passeriformes.

Nosso estudo registrou menor quantidade de eritrécitos binucleados. Essa
anomalia apresenta-se com dois nicleos dentro da célula, separados ou associados, com
tamanhos e cores semelhantes (Jindal e Verma, 2015). Corroborando com o0 nosso
trabalho, Quero et al. (2016) verificaram uma baixa frequéncia em aves. Os autores
propuseram utilizar essa anormalidade como biomarcador para avaliar a qualidade
ambiental usando os passeriformes, pois sdo animais comuns em ambientes impactados.
Na mesma linha, Souza et al. (2017) encontraram niumeros elevados de eritrocitos
binucleados em periquitos em locais de grande influéncia de tensores industriais,
sugerindo que esses estressores podem afetar a estabilidade do DNA. Em nosso estudo
encontramos uma menor frequéncia de binucleados, o que pode indicar que os animais
nido foram expostos aos impactos da APA. Para a conservacdo in situ, as principais
estratégias a serem implementadas incluem o manejo sustentivel dos campos, com
envolvimento dos setores de produgdo, governo e comunidade local; controle extensivo
da pecudria na regido; fiscalizacdo continua para evitar queimadas e desmatamentos na

APA, além de acdes de educacdo ambiental.
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Observamos pequenas variagdes na temperatura da dgua nos locais de captura dos
animais e discutimos a relacio dos parametros ambientais com as anormalidades
eritrocitarias, incluindo os microndcleos. Isso pode ter sido um dos fatores que
contribuiram para a baixa frequéncia de eritrocitos binucleados em K. scorpioides.
Autores como Cavas e Ergene-Goziikara (2005) constataram que a elevacdo da
temperatura da 4gua provocou danos ao DNA em Mugil cephalus (Linnaeus, 1758), sendo
confirmado pela ocorréncia de microntcleos e nicleos binucleados. Isso reforga a ideia
de que esse parametro pode ter certa influéncia no surgimento dessa anomalia em animais
aquéticos.

Uma andlise integrada das diferentes metodologias aplicadas em estudos de
biomonitoramento ambiental, como parametros fisico-quimicos de &4gua incluindo
oxigénio dissolvido, pH e temperatura e concentracdes de elementos quimicos no solo,
quando combinados com estudos com biomarcadores mutagénicos, produzem resultados
significativos sobre a saiide animal e ambiental, sugerindo acdes especificas em areas
afetadas por atividades humanas, especialmente na Baixada Maranhense. Como esses
parametros influenciam no metabolismo, crescimento, disponibilidade de nutrientes e
toxicidade, é imperativo que os trabalhos de biomonitoramento ambiental utilizem os
animais aqudticos para analisi-los (Moro et al., 2013).

No contexto atual, um dos pontos inseridos em Al estd localizado na cidade de
Pinheiro (MA), tendo a ocupag¢do desse municipio ocorrida de forma intensa e
desordenada, o que prejudica a qualidade do ecossistema por causa das fontes antropicas
locais, que afetam o tipo de solo, a biologia animal, os corpos hidricos e a vegetacdo
(Gomes, 2017). O despejo irregular de lixo e esgotos domésticos das residéncias que estao
proximas aos pontos amostrais sdo exemplos de impactos constantes em dreas

urbanizadas, e essas informacdes confirmam nossos resultados. Na mesma direcao,
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Gomes (2017) encontrou as mesmas fontes poluidoras em ambientes aquaticos de areas
urbanas, afetando significativamente a qualidade da dgua e, portanto, os organismos.
Como observado por Nunes (2011), os principais fatores que poluem os lagos e rios das
cidades sdo o esgoto doméstico in natura, os fertilizantes e 4guas provenientes de regioes
urbanizadas.

No presente estudo, os niveis de OD entre Al e A2 ndo atenderam aos padrdes
estabelecidos pelo CONAMA n.° 357/2005 e Portaria n.° 2914/2011do Ministério da
Saide (> a 5,0 mg/L). Os valores médios de pH, por outro lado, estdo de acordo com
legislacao ambiental mencionada, com concentracdes aceitaveis entre 6,0 a 9,0. Moron et
al. (2019) afirmaram que esses valores também se aplicam a quelonios. Para entender a
qualidade das dreas, foi necessario avaliar os niveis de OD neste estudo. Isso mostra que
¢ um indicador da saide ambiental e limita a vida aqudtica, pois a queda das
concentracdes desse indicador pode limitar a vida das espécies aquaticas.

Os solos acumulam elementos-traco que impactam a fauna aquética, o que os
torna cruciais para o transporte de xenobidticos nos ecossistemas. Isso € porque eles sdo
excelentes recursos para detectar a presenca de poluentes em corpos hidricos (Lima et al.,
2001; Jesus et al., 2004). Para o biomonitoramento de dreas impactadas, é necessario
avaliar os componentes quimicos do solo. Ainda que elementos como Al, Pb, Cu, Fe, Mn
e Zn estejam presentes em baixas quantidades na natureza, eles ainda podem ser fontes
de toxicidade, pois sdo reativos e mutagénicos, causando estresse oxidativo e danos
irreversiveis no DNA em concentracdes pequenas (Essington, 2004; Lushchak, 2011).

Observamos altas concentracdes de Ca e Mg em Al, bem como de H+Al em A2.
A falta desses elementos pode indicar que o solo estd contaminado, pois quando
combinados, impedem que os elementos sejam toxicos para as plantas, que geralmente

sao alimentos para os animais. Além disso, do ponto de vista ambiental, um excesso deles
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no solo causa escoamento superficial, que contamina os len¢dis fredticos e leva
fertilizantes ou defensivos agricolas para lagos e rios. Isso causa desequilibrios no
ecossistema, principalmente para os humanos e animais que usam a d4gua para consumo.

A presenca de CTC no solo é fundamental para avaliar a sua qualidade, pois sdao
excelentes indicadores de natureza quimica e suas concentracdes estdo ligadas ao tipo de
uso da drea, como criacdo de animais e pastagem natural (Aradjo; Goedert; Lacerda,
2007). Os valores altos em A2 sugerem que o solo ainda ndo foi afetado pelos
contaminantes, indicando solo preservado. De acordo com Silva (2016), os altos teores
de CTC permitem que o solo retenha nutrientes e poluentes idnicos, o que diminui as
chances de contaminac¢ao hidrica e efeitos negativos na saide animal.

Os dados referentes aos niveis de MO documentado neste estudo foram
considerados elevados. No estudo de Santos e Zanello (2016), os niveis de MO
encontrados na maioria dos solos do Maranhao sao elevados e o actimulo potencial desse
pardmetro contribui para os altos niveis de CTC observados em nosso estudo. Lima
(2010) verificou que os solos de regides preservadas em Minas Gerais tinham médias
maiores de MO. Isso indica que o solo apresentou uma grande capacidade de retencdo
diante da elevacdo da varidavel CTC.

Devido a facilidade de lixiviacdo dos nutrientes, o cobre € frequentemente
encontrado em solos argilosos. E crucial na reproducio de tartarugas, especialmente na
formacdo de ovos, transporte de oxigénio, energia e atividade enzimética. Isso reduz a
probabilidade de nascimento e tem um impacto negativo no tamanho corporal delas
(Sousa et al., 2018).

Por outro lado, deficiéncias de Zn mais significativas ja estdo presentes em solos
argilosos. Al apresentou médias altas para esse elemento. Prezotti e Gargoni (2013)

reforcam que altas doses de fertilizantes, particularmente os fosfatados, podem reduzir
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significativamente a concentracao de Zn em solos argilosos. Isso pode ser explicado pela
presenca de fertilizantes no solo das dreas vegetadas, que contribuem para a diminui¢ao
dos niveis no ambiente. Quando encontrados em baixas concentragdes, o cobre € 0 zinco
desempenham fun¢des nas enzimas, mas mesmo em baixas concentra¢des, causam danos
a saude animal.

A1l apresentou altos niveis de ferro e sédio, o que pode indicar a presenca de
poluentes. Ainda que esses metais estejam presentes naturalmente no solo, eles também
podem entrar por vias ndo naturais por causa da atividade antrdpica, fertilizantes
agricolas, esgotos domésticos, industriais e outros fatores. Com relacdo a isso, Lima
(2010) encontrou niveis elevados de ferro em solos em dreas vegetadas de Minas Gerais.
No entanto, como nao ha parametros legais para prevencao e investigacio, ndo € possivel

comparar esses niveis com outros locais.

5. Conclusao

Nosso estudo originou dados pioneiros da ocorréncia de micronucleos e
anormalidades nucleares eritrocitdrias em uma espécie de tartaruga amazoOnica de drea
protegida no Maranhao, demonstrando diferencas e relacdes significantes com o ambiente
e estacdo climdtica, responsdveis por danos genéticos irreversiveis aos animais.
Documentamos frequéncias nulas de micronucleos e anormalidades nucleares em
espécimes de criadouro, ao contrdrio daqueles de ambiente natural com respostas
mutagénicas ndo diferindo entre os sexos.

As respostas mutagénicas mostraram ser um importante biomarcador em estudos
envolvendo o K. scorpioides de ambiente natural e controlado, sugerindo que ndo ha
evidéncias de danos a saude desses animais mantidos em criadouro, e que a ocorréncia de
micronucleos e demais anomalias em individuos in situ sinaliza para a importancia da

manutencdo das dreas protegidas para a conservacao das espécies de tartarugas de dgua
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doce em regido amazonica, além de contribuir ecologicamente na redu¢do dos impactos
na APA. Logo, recomendamos ensaios genéticos mais robustos com o uso de
biomarcadores mutagénicos, de modo a melhor caracterizar e identificar danos genéticos
ocasionados, na grande maioria, pela exposicao a poluentes. Dessa forma, K. scorpioides
mostrou ser um bom biomonitor, pois gerou respostas mutagénicas em uma espécie

silvestre amazoOnica.
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INTRODUCAO

Apresentamos o estado da arte sobre 3 (trés) principais biomarcadores bioquimicos e
genotoxicos que podem ser utilizados numa abordagem de biomonitoramente para uma
espécie do género Kinosternon. Esse género apresenta 22 espécies, conforme informacgdes
disponiveis no Banco de Dados de Répteis do mundo (UETZ et al., 2022).

Reino Animalia

Filo Chordata

Subfilo Vertebrata

Classe Reptilia

Ordem Testudines

Familia Kinosternidae

Subfamilia Kinosterninae

Género Kinosternon (Spix, 1824)

Kinosternon acutum (Gray, 1831)

Kinosternon alamosae (Berry; Legler, 1980)

Kinosternon angustipons (Legler, 1965)

Kinosternon arizonense (Gilmore, 1923)

Kinosternon baurii (Garman, 1891)

Kinosternon chimalhuaca (Berry; Seidel; lverson, 1996)

Kinosternon cora (Loc-Barragan et al., 2020)

Kinosternon creaseri (Hartweg, 1934)

Kinosternon dunni (Schmidt, 1947)

Kinosternon durangoense (lverson, 1979)

Kinosternon flavescens (Agassiz, 1857)

Kinosternon herrerai (Stejneger, 1925)
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Kinosternon hirtipes (Waglr, 1830}

Kinosternon integrum (LeConte, 1854)
Kinosternon steindachneri (Siebenrock, 1906)
Kinosternon leucostomum (Dumeéril; Bibron, 1851)
Kinosternon oaxacae (Berry; Iverson, 1980)
Kinosternon scorpioides (Linnaeus, 1766)
Kinosternon sonoriense (LeConte, 1854)
Kinosternon abaxillare (Baur, 1925)

Kinosternon subrubrum (Bonnaterre, 1789)
Kinosternon vogti (Lopez-Luna et al., 2018)

Kinosternon scorpioides (Linnaeus, 1766) € um cagado da familia Kinosternidae, género
Kinosternon (Fig. 1). Apresenta ampla distribuicdo geografica com registros desde o México a
Argentina, incluindo a Regido Amazonica, Escudo das Guianas e Guianas. No territério
brasileiro, o taxon ocorre em varios estados, sobretudo no dominio amazénico até os biomas
cerrado e mata atlantica no nordeste do pafs (COSTA; BERNILS, 2018). Entre as espécies do
género, apenas K. scorpioides ocorre no Brasil. No presente contexto, indicamos a
possibilidade de uso desse taxon como biomonitor de ambientes impactados.

3 i

Figura 1. Espécime adulto de Kinosternon scorpioides. Fonte: Os autores (2019)

A especie e conhecida vulgarmente pelos maranhenses como “jurara” e paraenses de
“mucud”. Possui habito semi aquatico e sobrevive em locais secos e alagados (CABRERA;
COLANTONIO, 1997). O epiteto especifico “scorpioides” surgiu a partir da morfologia da
cauda, pois se apresenta no formato do ferrdo de escorpido. A morfologia da cauda facilita a
inser¢cdo do pénis na cloaca da fémea, possibilitando o apoio com maior precisdo e eficicia
durante o acasalamento entre macho e fémea (CASTRO, 2006).

O acasalamento pode ocorrer no periodo chuvoso e é ausente no periodo de estiagem,
fase em que as fémeas realizam a ovipostura. A copula acontece na dgua, com o macho
cortejando a fémea, seguida da perseguicdo, dominio e monta, apoiando as quatro patas
sobre a carapaca e com movimentos da cauda em busca da abertura cloacal até a introducao
do pénis (CHAVES, 2011).
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Kinosternon scorpioides tem dimorfismo sexual evidente, sendo os machos maiores
que as fémeas, com tamanho médio de 16,5 cm de comprimento de carapaca, enquanto as
fémeas possuem 13,8 cm. Elas possuem carapaca mais arredondada enquanto os machos,
alongadas. Em machos, o plastrdo é concavo e nas fémeas, ele é reto. A cauda é diferenciada
nesses animais e em machos apresenta-se maior que nas fémeas (ACUNA-MESEN, 1994).

Outro aspecto notavel é a sazonalidade, que exerce forte influéncia na reproducio de
K. scorpioides, podendo o ciclo ser sincronizado por fatores climaticos, alimentares e
hormonais, com destaque para a temperatura, que influencia a incubacdo dos ovos e,
consequentemente, a determinacdo sexual desses animais (FERREIRA-JUNIOR, 2009; VIANA
et al., 2013). A diferenciacdo no sexo ¢ evidente e ocorre nas primeiras fases do
desenvolvimento embrionario, correspondendo ac primeiro terco (12 & 92 semana de
incubacdo). Nesse momento, o processo de definicdo do sexo ainda pode ser reversivel (BULL;
VOGT, 1981; MROSOVSKY; PIEAU, 1991; MOELLER, 2013). E destacado por Ferreira-Junior
(2009) que os machos se originam a uma temperatura préxima de 26 °C e as fémeas, a 30 °C.

Populagdes de K. scorpioides costumam viver em grupos e compartilhar o mesmo
nicho. Deslocam-se em movimentos lentos e colonizam diferentes espacos para se alimentar
e reproduzir. Estudos tém mostrado que a morfologia do casco dos machos e das fémeas pode
sofrer modificacées de acordo com o ambiente, cujas caracteristicas ecolégicas sdo
diferenciadas frente a sazonalidade regional (ROCHA; MOLINA, 1987; DELDUQUE, 2000).

Como caracteristica ecologica, na estiagem, quando as condi¢des climaticas e
alimentares sdo desfavoraveis a espécie, enterram-se no solo como estratégia fisiolégica que
caracteriza um estado de baixo metabolismo e gasto energético. Esse mecanismo é conhecido
como “estivacao” e esta relacionado as oscilagdoes de calor no ambiente, regulando assim, a
temperatura corporal, de modo a evitar o estresse térmico (PEREIRA et al., 2007).

Por habitar areas umidas, K. scorpioides sdo conhecidos como “tartaruga-do-lodo” e
sdo capazes de liberar substancias odoriferas através da superficie corporal quando se sentem
ameacados ou diante da presenga humana (ROCHA; MOLINA, 1990). A espécie possui habito
alimentar carnivoro e sdo oviparas, tendo uma dieta variada, se alimentando de girinos,
peixes, matéria organica e vegetais (PRITCHARD, 1979).

K. scorpioides possui grande importancia ecoldgica e ambiental para as comunidades
tradicionais, principalmente aquelas de pescadores e ribeirinhas que comumente as utilizam
como recurso alimentar, além de contribuir com a renda de muitas familias por meio da venda
clandestina desses animais, que é considerada proibida pela Lei n2 5.197, de 03 de janeiro de
1967 que dispde sobre a protecdo a fauna e da outras providéncias. A fauna silvestre tem a
sua protecdo assegurada pela Lei de Crimes Ambientais (Lei n? 9.605, de 12 de fevereiro de
1998). Diante da importancia e valor ambiental para as populagées, K. scorpioides pode ser
utilizado em abordagens de biomonitoramento, visto que apresenta muitos requisitos
necessdrios a um biomonitor adequado para andlises de biomarcadores bioquimicos e
genotoxicos na indicagcdo de ambientes poluidos, além de sua manutencado nos ecossistemas

para as atuais e futuras geragdes.
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Nesse ambito, esse trabalho constitui-se de uma breve revisdo de literatura que
destaca aspectos importantes sobre o uso de biomarcadores em espécies de tartarugas da
ordem Testudines. O estudo é de cunho descritivo e bibliografico, com consulta as principais
bases de dados cientificos como PubMed, Scientific Electronic Library Online - Scielo, Portal
de Periddicos Capes, Directory of Open Access Journals — DOAJ, Repositorios Cientificos de
Acesso Aberto de Portugal — RCAAP e Google Académico.

0 objetivo principal foi discutir o uso de biomarcadores bioguimicos e genotéxicos em
tartarugas com foco em uma abordagem metodoldgica para uma espécie do género

Kinosternon.

0O uso de queldnios em estudos de biomonitoramento

A contaminagao dos sistemas aquaticos nos ultimos anos tem se intensificado através
de acdes antrdpicas que contribuem de forma expressiva para os desequilibrios nos
ecossistemas. Os impactos antrépicos causados ao meio ambiente tém despertado a atencao
dos pesquisadores, pois fontes poluidoras podem contribuir para a contaminacdo dos
sistemas aquaticos, entre as quais destacam-se as oriundas do ar e do solo. Os contaminantes,
conhecidos como “estressores ambientais” podem agregar-se no ambiente em sua forma
original ou como resultado do processo de biotransformagdo (BERTOLETTI, 1990;
CAJARAVILLE et al., 2000). Para elucidar o conhecimento e obter respostas a determinados
fenédmenos ao nivel biolégico e ambiental, ensaios ecotoxicoldgicos sdo capazes de avaliar os
efeitos nocivos gerados por contaminantes, sejam eles originados pela agdo humana ou nao,
em individuos, populacbes e/ou comunidade animal (AZEVEDO; CHASIN, 2003).

E vélido destacar diferencas importantes entre organismos biomonitores e
bioindicadores. Biomonitores sdo utilizados frequentemente em estudos de
biomonitoramento, que estdo pautados em um acompanhamento constante dos organismos
de um determinado local. Esse monitoramento de area fornece informagdes importantes
sobre mudangas ocorridas no ambiente, em consequéncia da poluicdo ou agressdo
antropogénica e, isso, pode acarretar sérios riscos aos animais de um dado ecossistema
(ANDREA, 2008).

Ja os bioindicadores correspondem a uma espécie, grupos de espécies ou
comunidades bioldgicas relacionando-se diretamente com a presenca, abundancia e
distribuicdo delas, indicando o nivel dos impactos gerados no ambiente (CALLISTO;
GONCALVES JUNIOR, 2002). Nesse contexto, animais sdo utilizados como biomonitores em
estudos de monitoramento ambiental a partir do uso de biomarcadores, que respondem a
medidas de exposicdo ou a dose dos agentes poluentes. Entre esses animais, destacam-se os
moluscos, crustaceos e peixes, que sao de uso comum, e grande parte dos estudos sao com a
utilizacdo deles como biomonitores de qualidade ambiental em d&reas poluidas ou que
recebem grande impacto ambiental (SOUSA; NETA, 2014; CASTRO et al., 2014; RIBEIRO et al.,
2016; CARVALHO NETA et al., 2019; OLIVEIRA et al., 2019).
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Diante desse cenario, os queldnios sdo um grupo entre os vertebrados, que também
sdo estudados com o intuito de gerar respostas frente as interacdes constantes entre os
espacos terrestres e aquaticos. Esses organismos sofrem influéncia do ambiente externo, que
refletem no comportamento fisiolégico e ecoldgico, regido, em muitas vezes, pelo ciclo
hidrolégico local, pela sazonalidade regional, e por ser um grupo diversificado que vive em
locais diversos. Essa flexibilidade de sobrevivéncia em vdrios ambientes faz deles um grupo
essencial para estudos de biomonitoramento ambiental (MOLL; MOLL, 2004).

Algumas espécies de queldnios sofrem forte pressio de caca e pesca, e com isso, sdo
vulneraveis aos impactos antropicos. Os contaminantes muitas vezes sdo prejudiciais a saude
animal e geram influéncias sobre as populacdes, ocasionando declinio populacional e grandes
efeitos que, muitas vezes, sdo irreversiveis. Isso pode agravar ainda mais a situacao de
vulnerabilidade desses animais frente aos estressores ambientais (KELLER et al., 2004b). A
sensibilidade dos quelonios aos contaminantes pode variar entre espécies, mas elas
respondem aos potenciais riscos dos estressores a reproducao, fisiologia, comportamentos e
sobretudo, a saide humana (GOLET; HAINES, 2001; STORELLI; MARCOTRIGIANO, 2003;
KELLER et al., 2004a; KELLER et al., 2004b).

Apesar das pesquisas envolvendo a contaminacao por poluentes em queldnios serem
ainda pouco desenvolvidas e difundidas no Brasil, ha relatos na literatura da utilizacdo de
queldnio como biomonitor em analises de contaminacdo por agrotéxicos e merctrio na Bacia
do Rio Xingu (Pard) e com a tartaruga de agua doce Podocnemis unifilis (PIGNATI, 2017). A
abordagem e avaliagdo do impacto geraram respostas Uteis a comunidade, uma vez que essa
espécie € um recurso alimentar das comunidades tradicionais da regido de entorno do estudo.
Isso vem ao encontro dos relatos sobre K. scorpioides oferecidos nesta revisao, pois é uma
espécie que também possui importancia alimentar para muitas familias em municipios da
Baixada Maranhense, estado do Maranhao (CASTRO, 2006). Devido ao valor que esses animais
apresentam para as comunidades, sobretudo do consumo tradicional, torna-se fundamental
o conhecimento dos efeitos que os contaminantes causam nesses animais.

O estudo de Silva (2011) também complementa as informagdes com dados sobre
alteragdes bioquimicas e hematoldgicas em resposta aos estressores ambientais em Phrynops
geoffroanus (cdgado-de-barbicha). Os achados revelaram que a exposicio dessa espécie a
contaminantes geraram respostas seguras acerca da qualidade ambiental e da sadde animal,
pois constatou-se o potencial citotdxico dos compostos presentes no ambiente urbano e o
aumento da capacidade antioxidante e atividades de enzimas funcionais de varias vias de
detoxificacdo de compostos quimicos. Dessa forma, esses relatos sdo fundamentais para o
entendimento de que a contaminacdo ambiental pode aumentar os danos oxidativos e
fornecer respostas importantes por meio de alteracoes fisiologicas e comportamentais em
uma espécie de testudineo de agua doce. Phrynops geoffroanus tem sido considerado um
modelo para ecotoxicologia evolutiva num estudo com abordagem sobre contaminacae
ambiental, condicdo e variabilidade genética, sendo demonstrada uma possivel adaptacdo a
contaminacio ambiental (VENANCIO, 2012).



118

MONITORAMENTO AMBIENTAL: METODOLOGIAS E ESTUDOS DE CASOS

I I I I T I I T I I O I T S R T B R T I I I I I I O I I T T O T I T O I A 1

Pesquisas com queldnios de agua doce sdao menos frequentes e destacam-se as
desenvolvidas por Oliveira (2020) que avaliou o efeito potencial de agrotéxicos em individuos
recém-eclodidos de tartaruga Podocnemis expansa (tartaruga-da-amazénia); os resultados
comprovaram a influéncia direta dos agrotdxicos nas populagdes e evidenciou que pouco se
sabe sobre os reais efeitos desses estressores ao meio ambiente e/ou 3 saide humana em
longo prazo.

Assim sendo, frente aos poucos trabalhos disponiveis, essa revisio oferece
perspectivas de novas pesquisas e contribuicdes cientificas sobre aspectos biolégicos dos
queldnios, numa abordagem detalhada e atil dos processos de contaminacdo e influéncia
ambiental na fisiclogia, comportamentos e reproducdo de espécies de ambiente dulcicola.
Isso pode gerar informacgGes Uteis para o monitoramento ambiental, especialmente a partir

de abordagens com biomarcadores bioguimicos e genotoxicos nos animais.

Biomarcadores bioquimicos e genotoxicos: alteragcbes na atividade da Glutationa §-
Transferase, Catalase e Teste do Microndicleo

A ecotoxicologia & uma area do conhecimento capaz de contribuir com avaliacio dos
niveis de impactos nos ecossistemas, especialmente no que se refere a: identificar os efeitos
adversos de poluentes a partir de fenémenos que ocorrem antes ou depois de um evento de
poluigdo e investigar as consequéncias que uma substancia ou a mistura delas podem causar
as comunidades biolégicas em um corpo hidrico, podendo ser utilizados diversos testes para
avaliacdo do grau de toxicidade sobre a biota aquatica (MAGALHAES; FILHO, 2008). Esses
conhecimentos podem ser empregados como instrumentos de controle e vigilancia continuos
capazes de detectar, a curto e em longo prazo, os reais impactos ambientais em uma regido
(MAGALHAES; FILHO, 2008).

O biomonitoramento da contaminagdo em um determinado local pode ser efetivado a
partir do uso de metodologias de cunho biolégico, capazes de fornecer respostas acerca da
qualidade do ambiente, além de mensurar os efeitos que os poluentes podem causar. Entre
as abordagens metodoldgicas destacam-se os biomarcadores, que consistem em alteragdes
biolégicas (moleculares, fisiolégicas, comportamentais, celulares, fluidos, tecidos ou érgdos)
de um organismo e indicam uma possivel exposicdo a um estressor ambiental, como
poluentes quimicos, industriais, domésticos, dentre outros (RYAN et al., 2007).

Nas analises de biomonitoramento, sugere-se a utilizacdo de diversos biomarcadores,
uma vez que uma Unica resposta ndo reflete com precisdo os efeitos causados aos organismos
em ambiente impactado, assim como escolher a melhor espécie indicadora, capaz de fornecer
resultados seguros sobre o que esta sendo avaliado. Nesse contexto, € necessario ter o
conhecimento das fungdes bioldgicas dos organismos, da dindmica vital, das variagbes
naturais locais e da influéncia de fatores ambientais como sazonalidade e parametros
abidticos. Esses elementos ajudam a diferenciar os efeitos da poluicio, daqueles relacionados



119

MONITORAMENTO AMBIENTAL: METODOLOGIAS E ESTUDOS DE CASOS

I I I I T I I T I I O I T S R T B R T I I I I I I O I I T T O T I T O I A 1

a influéncia de outros parametros ambientais, fisiologicos e sazonais de um biomarcador
(LINKS; GROOPMAN, 2010).

A Organizagiao Mundial de Saide - OMS (1993) recomenda que os biomarcadores
podem ser utilizados para varios fins, e destaca os objetivos principais de seu uso: avaliar a
exposi¢do do organismo a um xenobidtico, bem como o efeito deles e a suscetibilidade dos
organismos. A utilizacdo dos indicadores biolégicos tem por finalidade responder a relagdo
causa-efeito e dose-efeito em estudos de riscos, monitoramento ambiental e diagndstico
clinico.

Segundo a OMS (1993) e Rudiger (1999), independente da finalidade e aplicabilidade,
os biomarcadores podem ser classificados em 3 tipos principais:

o Biomarcadores de exposicdo: utilizados para avaliar a exposicdo individual ou
coletiva de um organismo a dada substancia, estabelecendo relacdo entre
exposicdo externa e quantificagdo interna da substancia;

o Biomarcadores de efeito: usados para identificar alteracGes pré-clinicas ou
demais efeitos a salde frente a exposicao a uma substdncia e;

o Biomarcadores de suscetibilidade: elucida o nivel de resposta da exposicdo de
uma substancia em um determinado individuo.

Entre os biomarcadores comumente empregados nos estudos de campo, pode-se
destacar as alterages nos niveis das enzimas Glutationa S-Transferase e Catalase, bem como
o Teste do Microntcleo. Sugere-se que todas essas técnicas podem ser aplicaveis em estudos
com K. scorpioides.

Glutationa S-Transferase (GST)

Um biomarcador bioquimico bastante abordado na literatura tem sido a alteragdo na
atividade da GST (RUDIGER, 1999; CARVALHO-NETA et al., 2012; PINHEIRO-SOUSA et al.,
2021). Essa enzima possui um papel fundamental na detoxificacdo de compostos endobidticos
e xenobidticos e sdo essenciais no processo de catalisagao e conjugagao com outras moléculas
(CHELVANAYAGAM et al., 2001). A GST recebe esse nome por atuar na catélise em conjugacdo
de compostos eletrofilicos com o tripeptideo Glutationa Reduzida (GSH), diminuindo as
chances de associacdo desses elementos as células (HUGGETT et al., 1992).

As GSTs ocorrem em todos os organismos procariotos e eucariotos, como plantas,
moluscos, crustaceos, insetos, peixes, anfibios, répteis e mamiferos. Nos vertebrados, de
modo geral, elas est3o presentes em maior nivel no figado (VAN DER OOST et al., 2003;
SANTOS, 2013). E encontrada no citosol e matriz mitocondrial e, juntamente com a catalase,
sdo um dos mais importantes antioxidantes ja estudados e atuam fortemente na eliminacao
de produtos primarios de oxigénio parcialmente reduzidos, prevenindo a peroxidacao lipidica
e defesa antioxidante (VAN DER OOST; BEYER; VERMEULEN, 2003; BAKER et al., 2007; LIMON-

PACHECO; GONSEBATT, 2009).
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Trabalhos tém demonstrado a elevagdo da atividade de GST em tecidos de varios
organismos, desde invertebrados e vertebrados, entre os quais cita-se os crustaceos, peixes e
répteis (SILVA, 2015; OLIVEIRA, 2018; CARVALHO NETA et al., 2019). Em quelénios, ha estudos
com Chelonia mydas (tartaruga-verde) onde analisaram a atividade das enzimas GST e CAT,
vistas como principais biomarcadores de estresse oxidativo presentes no sangue de animais
vitimas de ingest3o de lixo plastico e foi possivel detectar taxa de mortalidade de alguns deles
em decorréncia da debilidade do sistema de defesa antioxidante ocasionadas pelo estresse
oxidativo relacionado ao processo de isquemia-reperfusdo do trato gastrointestinal (YOSHIDA,
2012). Frossard (2020) também realizou uma avaliacdo ecotoxicolégica de metais em ovos e
filhotes recém eclodidos de espécies de testudines como Podocnemis expansa, Chelonia
mydas e Caretta caretta como bioindicadores da presenca de metais nos ambientes marinho
e dulcicola. Constatou-se que os dois ambientes sdo afetados por metais a partir da
identificacdo desses compostos em ovos e filhotes, sendo, portanto, areas impactadas por
acOes antrdpicas.

Diante dos estudos ja realizados com o uso de determinadas espécies de tartarugas e
da auséncia de dados sobre essa tematica com o K. scorpioides, esta investigacdo traz novos
saberes sobre o taxon, sendo, portanto, uma abordagem nova para os ecossistemas
maranhenses.

Catalase (CAT)

As catalases s3o um conjunto de enzimas capazes de auxiliar as células na detoxificacdo
de especies que reagem ao oxigénio disponivel, atuando na catdlise, convertendo o perdxido
de hidrogénio (H202) em &gua e oxigénio (BELO; SOUZA, 2016). E uma enzima antioxidante
capaz de atuar na decomposi¢cdo do H202 quando produzidos em grandes quantidades nos
processos de biotransformagdo nos peroxissomos, sendo considerada uma das mais
importantes enzimas ja encontradas nos vertebrados (VENTURA et al., 2002).

Quando expostas a xenobidticos, as células desenvolvem meios que as protegem dos
danos oxidativos e a CAT exerce uma funcdo essencial na defesa das células e drgdos contra
os danos gerados pela acdo do H202 (DONG et al., 2018). Quando, por exemplo, o sistema de
defesa é insuficiente para proteger as células contra os danos causados pelas Espécies
Reativas de Oxigénio (EROs), isso gera estresse oxidativo, seguido da oxidacdo de lipidios,
proteinas e DNA. A CAT atua na defesa do organismo durante os processos fisiologicos
normais e em casos de estresse oxidativo (CARVALHO-NETA; ABREU-SILVA, 2010). Dessa
maneira, estudos com analises de CAT em quelénios de agua doce, a exemplo de P.
geoffroanus tém sido conduzidos no Brasil (SILVA, 2011; SILVA; SILVA; ALMEIDA, 2016).
Entretanto, sdo necessarias mais informagdes para adicionar novos saberes para o
biomonitoramento em ambientes dulcicolas, especialmente com uso de K. scorpioides.
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Teste de micronlcleo

O Teste do Micronlicleo (MN) é uma abordagem genotéxica que identifica possiveis
alteragdes cromossomicas utilizando-se como parametros, o aumento de frequéncia de
eritrocitos policromaticos com presenca de micronticleos quando as células estdo expostas a
determinados agentes guimicos (CARRARD et al., 2007). A compreensdo e entendimento
desse teste é essencial para identificar alteractes celulares relacionadas a frequéncia de
mutacdes quando expostas a diversas fontes poluidoras, sobretudo, aos agentes genotéxicos
que afetam diretamente o niicleo da célula (UCHOA; MAGALHAES, 2020).

A formac3do dos micronlicleos é resultante da quebra de cromossomos acéntricos ou
do atraso deles em relagdo aos outros cromossomos durante a divisao celular, e podem se
formar a partir da exposicdo a agentes que provocam a quebra da molécula de DNA (BUCKER;
CARVALHO; ALVES-GOMES, 2006). Heddle et al., (1991) apontam para quatro situagdes em
que os microntcleos podem surgir: (1) perda de fragmento mitdtico acéntrico, (2) variedade
mecanica de quebra e troca de cromossomos, (3) perda de cromossomos mitéticos internos
e (4) apoptose.

O Teste do Microntcleo é vantajoso, pois & uma técnica citogenética conhecida e de
facil aplicabilidade, além de ser muito indicada em estudos de avaliagdo de danos nos
cromossomos causados pela exposicdo a estressores ambientais. E uma metodologia de facil
desenvolvimento, sendo necessario apenas o uso de microscopio Optico para leitura das
ldminas e contagem dos eritrécitos com presenga de um ou mais micronucleos (BOLOGNESI
et al., 2006; VIARENGO et al., 2007).

Analises de microntcleos ja foram documentadas para uma espécie de jabuti,
Chelonoidis carbonarius (CASTRO, 2020} e P. geoffroanus (SILVA, 2011). Varios s3o os relatos
que confirmam a eficacia do teste como um importante indicador citogenético, de baixo custo,
rapido, ndo invasivo, que pode ser replicado com o intuito de avaliar possiveis danos e
monitorar a exposi¢cao de individuos a agentes genotodxicos, sobretudo aos carcinogénicos
(CARVALHO et al., 2002). Assim, sugere-se que K. scorpioides possa também ser utilizado
como espécie biomonitora para analises de biomarcadores genotoxicos.

CONCLUSAQ

Os biomarcadores bioguimicos e genotdxicos apresentados nesta investigacao (GST,
CAT e Teste do Micronlcleo) sdo instrumentos praticos que sinalizam respostas Uteis em nivel
biologico e ambiental acerca dos impactos gerados por fontes poluidoras e substancias
nocivas a fauna e aos ecossistemas marinho e dulcicola. O status do conhecimento
apresentado demonstrou que o uso desses biomarcadores em testudineos, entre eles o K.
scorpioides é possivel e contribuem com novos conhecimentos no ambito da tematica, além
de oferecer opg¢des para o estabelecimento de medidas protetivas e de conservagdo que

implicam diretamente em melhorias na saide do ambiente e dos animais, mitigando possiveis
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impactos, a extingdo de espécies e desequilibrios nos ecossistemas. Os estudos com
biomarcadores em quelonios de regides amazdnicas ainda sdo considerados insuficientes e
por isso, é imprescindivel o desenvolvimento de pesquisas que trazem novas informacoes
cientificas para a area e que promovam o incentivo aos habitos sustentaveis e de conservagdo
das tartarugas in situ.
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Anexo B — Guia para autores (Normas CHEMOSPHERE)

Preparation
Queries

For questions about the editorial process (including the status of manuscripts under review) or for technical
support on submissions, please visit our Support Center.

NEW SUBMISSION

Submission to this journal proceeds totally online and you will be guided stepwise through the creation and
uploading of your files. The system automatically converts your files to a single PDF file, which is used in
the peer-review process.

As part of the Your Paper Your Way service, you may choose to submit your manuscript as a single file to
be used in the refereeing process. This can be a PDF file or a Word document, in any format or lay-out that
can be used by referees to evaluate your manuscript. It should contain high enough quality figures for
refereeing. If you prefer to do so, you may still provide all or some of the source files at the initial
submission. Please note that individual figure files larger than 10 MB must be uploaded separately. If you
use the Your Paper Your Way service, please make sure that you also provide your highlights and the six
suggested referees in this document.

References

There are no strict requirements on reference formatting at submission. References can be in any style or
format as long as the style is consistent. Where applicable, author(s) name(s), journal title/book title, chapter
title/article title, year of publication, volume number/book chapter and the article number or pagination
must be present. Use of DOI is highly encouraged. The reference style used by the journal will be applied
to the accepted article by Elsevier at the proof stage. Note that missing data will be highlighted at proof
stage for the author to correct.

Formatting requirements

There are no strict formatting requirements but all manuscripts must contain the essential elements needed
to convey your manuscript, for example Abstract, Keywords, Introduction, Materials and Methods,
Results, Conclusions, Artwork and Tables with Captions.

If your article includes any Videos and/or other Supplementary material, this should be included in your
initial submission for peer review purposes.

Divide the article into clearly defined sections.

Figures and tables embedded in text

Please ensure the figures and the tables included in the single file are placed next to the relevant text in the
manuscript, rather than at the bottom or the top of the file. The corresponding caption should be placed
directly below the figure or table.

Peer review

This journal operates a double anonymized review process. All contributions will be initially assessed by
the editor for suitability for the journal. Papers deemed suitable are then typically sent to a minimum of two
independent expert reviewers to assess the scientific quality of the paper. The Editor is responsible for the
final decision regarding acceptance or rejection of articles. The Editor's decision is final. Editors are not
involved in decisions about papers which they have written themselves or have been written by family
members or colleagues or which relate to products or services in which the editor has an interest. Any such
submission is subject to all of the journal's usual procedures, with peer review handled independently of
the relevant editor and their research groups. More information on types of peer review.


https://service.elsevier.com/app/home/supporthub/publishing/
https://www.elsevier.com/reviewers/what-is-peer-review
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REVISED SUBMISSIONS
Use of word processing software

Regardless of the file format of the original submission, at revision you must provide us with an editable
file of the entire article. Keep the layout of the text as simple as possible. Most formatting codes will be
removed and replaced on processing the article. The electronic text should be prepared in a way very similar
to that of conventional manuscripts (see also the Guide to Publishing with Elsevier:
https://www.elsevier.com/guidepublication). See also the section on Electronic artwork. To avoid
unnecessary errors you are strongly advised to use the 'spell-check’ and 'grammar-check' functions of your
word processor. For revised submissions: always include one copy of the new text with changes clearly
indicated (in red or bold or track change) and one version with all changes accepted, and a letter with
your response to the comments of the reviewers. When submitting the revised manuscript, please
make sure that you upload the final version of the paper. Please remove the old version(s) of the
manuscript before submitting the revised version.

Article structure
Subdivision - numbered sections

Divide your article into clearly defined and numbered sections. Subsections should be numbered 1.1 (then
1.1.1, 1.1.2, ...), 1.2, etc. (the abstract is not included in section numbering). Use this numbering also for
internal cross-referencing: do not just refer to 'the text'. Any subsection may be given a brief heading. Each
heading should appear on its own separate line.

Introduction
State the objectives of the work and provide an adequate background, avoiding a detailed literature survey
or a summary of the results.

Include specific objectives/testable hypotheses in the last paragraph of Introduction.
Material and methods

Provide sufficient details to allow the work to be reproduced by an independent researcher. Methods that
are already published should be summarized, and indicated by a reference. If quoting directly from a
previously published method, use quotation marks and also cite the source. Any modifications to existing
methods should also be described.

The QA/QC of the data must be clearly presented, particularly for low/trace concentrations or lower
recovery efficiencies of some compounds. Authors of toxicological submissions are asked to report
analytical confirmation of their experimental test concentrations.

Theory/calculation

A Theory section should extend, not repeat, the background to the article already dealt with in the
Introduction and lay the foundation for further work. In contrast, a Calculation section represents a practical
development from a theoretical basis.

Results
Results should be clear and concise.

Discussion
This should explore the significance of the results of the work, not repeat them. A combined Results and
Discussion section is often appropriate. Avoid extensive citations and discussion of published literature.

Include a paragraph dealing with study limitations in the discussion section.

Conclusions
The main conclusions of the study may be presented in a short Conclusions section, which may stand alone
or form a subsection of a Discussion or Results and Discussion section.

Appendices
If there is more than one appendix, they should be identified as A, B, etc. Formulae and equations in
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appendices should be given separate numbering: Eq. (A.1), Eq. (A.2), etc.; in a subsequent appendix, Eq.
(B.1) and so on. Similarly for tables and figures: Table A.1; Fig. A.1, etc.

Essential title page information

* Title. Concise and informative. Titles are often used in information-retrieval systems. Avoid abbreviations
and formulae where possible. Please limit your title to 20 words or below - editors may ask for titles which
are overly long to be shortened.

* Author names and affiliations. Please clearly indicate the given name(s) and family name(s) of each
author and check that all names are accurately spelled. Present the authors' affiliation addresses (where the
actual work was done) below the names. Indicate all affiliations with a lower-case superscript letter
immediately after the author's name and in front of the appropriate address. Provide the full postal address
of each affiliation, including the country name and, if available, the e-mail address of each author.

* Corresponding author. Clearly indicate who will handle correspondence at all stages of refereeing and
publication, also post-publication. Ensure that phone numbers (with country and area code) are
provided in addition to the e-mail address and the complete postal address. Contact details must be
kept up to date by the corresponding author.

* Present/permanent address. If an author has moved since the work described in the article was done, or
was visiting at the time, a 'Present address' (or 'Permanent address') may be indicated as a footnote to that
author's name. The address at which the author actually did the work must be retained as the main, affiliation
address. Superscript Arabic numerals are used for such footnotes.

Highlights

Highlights are mandatory for this journal as they help increase the discoverability of your article via search
engines. They consist of a short collection of bullet points that capture the novel results of your research as
well as new methods that were used during the study (if any). Please have a look at the example Highlights.

Highlights should be submitted in a separate editable file in the online submission system. Please use
'Highlights' in the file name and include 3 to 5 bullet points (maximum 85 characters, including spaces, per
bullet point).

Abstract

A concise and factual abstract is required, maximum length 300 words. The abstract should state briefly
the purpose of the research, the principal results and major conclusions. An abstract is often
presented separately from the article, so it must be able to stand alone. For this reason, References
should be avoided, but if essential, then cite the author(s) and year(s). Also, non-standard or uncommon
abbreviations should be avoided, but if essential they must be defined at their first mention in the abstract
itself (and then later again when used in the text, see Abbreviations).

Mandatory graphical abstract

A graphical abstract is mandatory for all Research Papers, Review Articles and Short Communications
submitted to this journal. It does not need to be uploaded with the initial submission but must be supplied
with any subsequent revisions. It should summarize the contents of the article in a concise, pictorial form
designed to capture the attention of a wide readership online. Authors must provide images that clearly
represent the work described in the article. Graphical abstracts should be submitted as a separate file in the
online submission system. Image size: please provide an image with a minimum of 531 x 1328 pixels (h x
w) or proportionally more. The image should be readable at a size of 5 x 13 cm using a regular screen
resolution of 96 dpi. Preferred file types: TIFF, EPS, PDF or MS Office files. You can view Example
Graphical Abstracts on our information site.

Keywords
Immediately after the abstract, provide a maximum of 6 keywords, using American spelling and avoiding
general and plural terms and multiple concepts (avoid, for example, 'and’, 'of’). Be sparing with


https://www.elsevier.com/researcher/author/tools-and-resources/highlights
https://www.elsevier.com/researcher/author/tools-and-resources/graphical-abstract
https://www.elsevier.com/researcher/author/tools-and-resources/graphical-abstract
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abbreviations: only abbreviations firmly established in the field may be eligible. These keywords will be
used for indexing purposes.

Abbreviations

Define abbreviations that are not standard in this field in a footnote to be placed on the first page of the
article. Such abbreviations that are unavoidable in the abstract must be defined at their first mention there,
as well as in the footnote. Ensure consistency of abbreviations throughout the article.

Acknowledgements

Collate acknowledgements in a separate section at the end of the article before the references and do not,
therefore, include them on the title page, as a footnote to the title or otherwise. List here those individuals
who provided help during the research (e.g., providing language help, writing assistance or proof reading
the article, etc.).

Nomenclature and units

Follow internationally accepted rules and conventions: use the international system of units (SI). If other
quantities are mentioned, give their equivalent in SI. You are urged to consult [UPAC: Nomenclature of
Organic Chemistry: http://www.iupac.org/ for further information.

Math formulae

Please submit math equations as editable text and not as images. Present simple formulae in line with
normal text where possible and use the solidus (/) instead of a horizontal line for small fractional terms,
e.g., X/Y. In principle, variables are to be presented in italics. Powers of e are often more conveniently
denoted by exp. Number consecutively any equations that have to be displayed separately from the text (if
referred to explicitly in the text).

Footnotes

Footnotes should be used sparingly. Number them consecutively throughout the article. Many
wordprocessors build footnotes into the text, and this feature may be used. Should this not be the case,
indicate the position of footnotes in the text and present the footnotes themselves separately at the end of
the article. Do not include footnotes in the Reference list.

Table footnotes
Indicate each footnote in a table with a superscript lowercase letter.

Artwork
Electronic artwork
General points

*Make sure you wuse uniform lettering and sizing of your original artwork.
*Preferred fonts: Arial (or Helvetica), Times New Roman (or Times), Symbol, Courier.

*Number the illustrations according to their sequence in the text.
*Use a logical naming convention for your artwork files.
eIndicate  per figure if it is a  single, 1.5 or 2-column fitting  image.

*For Word submissions only, you may still provide figures and their captions, and tables within a single
file at the revision stage.

*Please note that individual figure files larger than 10 MB must be provided in separate source files.
A detailed guide on electronic artwork is available.

You are urged to visit this site; some excerpts from the detailed information are given here.
Formats
Regardless of the application used, when your electronic artwork is finalized, please 'save as' or convert the
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https://www.elsevier.com/about/policies-and-standards/author/artwork-and-media-instructions
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images to one of the following formats (note the resolution requirements for line drawings, halftones, and
line/halftone combinations given below):

EPS (or PDF): Vector drawings. Embed the font or save the text as 'graphics'
TIFF (or JPG): Color or grayscale photographs (halftones): always use a minimum of 300 dpi.
TIFF  (or JPG): Bitmapped line drawings: wuse a minimum of 1000  dpi.
TIFF (or JPG): Combinations bitmapped line/half-tone (color or grayscale): a minimum of 500 dpi is
required.

Please do not:

* Supply files that are optimized for screen use (e.g., GIF, BMP, PICT, WPG); the resolution is too low.
*Supply files that are too low in resolution.
*Submit graphics that are disproportionately large for the content.

Figure captions

Ensure that each illustration has a caption. A caption should comprise a brief title (not on the figure itself)
and a description of the illustration. Keep text in the illustrations themselves to a minimum but explain all
symbols and abbreviations used.

Tables

Number tables consecutively in accordance with their appearance in the text. Place footnotes to tables below
the table body and indicate them with superscript lowercase letters. Avoid vertical rules. Be sparing in the
use of tables and ensure that the data presented in tables do not duplicate results described elsewhere in the
article.

References
Citation in text

Please ensure that every reference cited in the text is also present in the reference list (and vice versa). Any
references cited in the abstract must be given in full. Unpublished results and personal communications are
not recommended in the reference list, but may be mentioned in the text. If these references are included in
the reference list they should follow the standard reference style of the journal and should include a
substitution of the publication date with either 'Unpublished results' or 'Personal communication'. Citation
of a reference as 'in press' implies that the item has been accepted for publication.

Reference links

Increased discoverability of research and high quality peer review are ensured by online links to the sources
cited. In order to allow us to create links to abstracting and indexing services, such as Scopus, Crossref and
PubMed, please ensure that data provided in the references are correct. Please note that incorrect surnames,
journal/book titles, publication year and pagination may prevent link creation. When copying references,
please be careful as they may already contain errors. Use of the DOI is highly encouraged.

A DOI is guaranteed never to change, so you can use it as a permanent link to any electronic article. An
example of a citation using DOI for an article not yet in an issue is: VanDecar J.C., Russo R.M., James
D.E., Ambeh W.B., Franke M. (2003). Aseismic continuation of the Lesser Antilles slab beneath
northeastern Venezuela. Journal of Geophysical Research, https://doi.org/10.1029/2001JB000884. Please
note the format of such citations should be in the same style as all other references in the paper.

Data references

This journal encourages you to cite underlying or relevant datasets in your manuscript by citing them in
your text and including a data reference in your Reference List. Data references should include the
following elements: author name(s), dataset title, data repository, version (where available), year, and
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global persistent identifier. Add [dataset] immediately before the reference so we can properly identify it
as a data reference. The [dataset] identifier will not appear in your published article.

Preprint references

Where a preprint has subsequently become available as a peer-reviewed publication, the formal publication
should be used as the reference. If there are preprints that are central to your work or that cover crucial
developments in the topic, but are not yet formally published, these may be referenced. Preprints should be
clearly marked as such, for example by including the word preprint, or the name of the preprint server, as
part of the reference. The preprint DOI should also be provided.

References in a special issue

Please ensure that the words 'this issue' are added to any references in the list (and any citations in the text)
to other articles in the same Special Issue.

Reference management software

This journal has standard templates available in key reference management packages EndNote
(http://www.endnote.com/support/enstyles.asp) and Reference Manager
(http://refman.com/support/rmstyles.asp). Using plug-ins to wordprocessing packages, authors only need
to select the appropriate journal template when preparing their article and the list of references and citations
to these will be formatted according to the journal style which is described below.

Reference formatting

There are no strict requirements on reference formatting at submission. References can be in any style or
format as long as the style is consistent. Where applicable, author(s) name(s), journal title/book title, chapter
title/article title, year of publication, volume number/book chapter and the article number or pagination
must be present. Use of DOI is highly encouraged. The reference style used by the journal will be applied
to the accepted article by Elsevier at the proof stage. Note that missing data will be highlighted at proof
stage for the author to correct. If you do wish to format the references yourself they should be arranged
according to the following examples:

Reference style

Text: All citations in the text should refer to:

1. Single author: the author's name (without initials, unless there is ambiguity) and the year of
publication;

2. Two authors: both authors' names and the year of publication;

3. Three or more authors: first author's name followed by ‘et al.' and the year of publication.

Citations may be made directly (or parenthetically). Groups of references should be listed first
alphabetically, then chronologically.

Examples: 'as demonstrated (Allan, 2000a, 2000b, 1999; Allan and Jones, 1999). Kramer et al. (2010)
have recently shown.

List: References should be arranged first alphabetically and then further sorted chronologically if
necessary. More than one reference from the same author(s) in the same year must be identified by the
letters 'a', 'b', 'c', etc., placed after the year of publication.

Examples:

Reference to a journal publication:

Van der Geer, J., Hanraads, J.A.J., Lupton, R.A., 2010. The art of writing a scientific article. J. Sci.
Commun. 163, 51-59.

Oguro, M., Imahiro, S., Saito, S., Nakashizuka, T., 2015. Mortality data for Japanese oak wilt disease and
surrounding forest compositions. Mendeley Data, v1. http://dx.doi.org/10.17632/xwj98nb39r.1.
Reference to a book:

Strunk Jr., W., White, E.B., 2000. The Elements of Style, fourth ed. Longman, New York.

Reference to a chapter in an edited book:

Mettam, G.R., Adams, L.B., 2009. How to prepare an electronic version of your article, in: Jones, B.S.,
Smith , R.Z. (Eds.), Introduction to the Electronic Age. E-Publishing Inc., New York, pp. 281-304.
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Journal abbreviations source
Journal names should be abbreviated according to the List of Title Word Abbreviations.

Video

Elsevier accepts video material and animation sequences to support and enhance your scientific research.
Authors who have video or animation files that they wish to submit with their article are strongly
encouraged to include links to these within the body of the article. This can be done in the same way as a
figure or table by referring to the video or animation content and noting in the body text where it should be
placed. All submitted files should be properly labeled so that they directly relate to the video file's content.
In order to ensure that your video or animation material is directly usable, please provide the file in one of
our recommended file formats with a preferred maximum size of 150 MB per file, 1 GB in total. Video and
animation files supplied will be published online in the electronic version of your article in Elsevier Web
products, including ScienceDirect. Please supply 'stills' with your files: you can choose any frame from the
video or animation or make a separate image. These will be used instead of standard icons and will
personalize the link to your video data. For more detailed instructions please visit our video instruction
pages. Note: since video and animation cannot be embedded in the print version of the journal, please
provide text for both the electronic and the print version for the portions of the article that refer to this
content.

Data visualization

Include interactive data visualizations in your publication and let your readers interact and engage more
closely with your research. Follow the instructions here to find out about available data visualization options
and how to include them with your article.

Supplementary data

Elsevier accepts electronic supplementary material to support and enhance your scientific research.
Supplementary files offer the author additional possibilities to publish supporting applications, high
resolution images, background datasets, sound clips and more. Supplementary files supplied will be
published online alongside the electronic version of your article in Elsevier Web products, including
ScienceDirect: https://www.sciencedirect.com. In order to ensure that your submitted material is directly
usable, please provide the data in one of our recommended file formats. Authors should submit the material
in electronic format together with the article and supply a concise and descriptive caption for each file. For
more detailed instructions please visit our artwork instruction pages
at https://www.elsevier.com/artworkinstructions.

Data at PANGAEA

Electronic archiving of supplementary data enables readers to replicate, verify and build upon the
conclusions published in your paper. We recommend that data should be deposited in the data library
PANGAEA (http://www.pangaea.de). Data are quality controlled and archived by an editor in standard
machine-readable formats and are available via Open Access. After processing, the author receives an
identifier (DOI) linking to the supplements for checking. As your data sets will be citable you might want
to refer to them in your article. In any case, data supplements and the article will be automatically linked
as in the following example: https://doi.org/10.1016/0016-7037(95)00105-9. Please use PANGAEA's web
interface to submit your data (http://www.pangaea.de/submit/).

Research data

This journal requires and enables you to share data that supports your research publication where
appropriate, and enables you to interlink the data with your published articles. Research data refers to the
results of observations or experimentation that validate research findings, which may also include software,
code, models, algorithms, protocols, methods and other useful materials related to the project.

Below are a number of ways in which you can associate data with your article or make a statement about
the availability of your data when submitting your manuscript. When sharing data in one of these ways,
you are expected to cite the data in your manuscript and reference list. Please refer to the "References"


https://www.issn.org/services/online-services/access-to-the-ltwa/
https://www.sciencedirect.com/
https://www.elsevier.com/about/policies-and-standards/author/artwork-and-media-instructions
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section for more information about data citation. For more information on depositing, sharing and using
research data and other relevant research materials, visit the research data page.

Data linking

If you have made your research data available in a data repository, you can link your article directly to the
dataset. Elsevier collaborates with a number of repositories to link articles on ScienceDirect with relevant
repositories, giving readers access to underlying data that gives them a better understanding of the research
described.

There are different ways to link your datasets to your article. When available, you can directly link your
dataset to your article by providing the relevant information in the submission system. For more
information, visit the database linking page.

For supported data repositories a repository banner will automatically appear next to your published article
on ScienceDirect.

In addition, you can link to relevant data or entities through identifiers within the text of your manuscript,
using the following format: Database: xxxx (e.g., TAIR: AT1G01020; CCDC: 734053; PDB: 1XFN).

Research Elements

This journal enables you to publish research objects related to your original research — such as data,
methods, protocols, software and hardware — as an additional paper in a Research Elements journal.

Research Elements is a suite of peer-reviewed, open access journals which make your research objects
findable, accessible and reusable. Articles place research objects into context by providing detailed
descriptions of objects and their application, and linking to the associated original research articles.
Research Elements articles can be prepared by you, or by one of your collaborators.

During submission, you will be alerted to the opportunity to prepare and submit a manuscript to one of the
Research Elements journals.

More information can be found on the Research Elements page.

Data statement

To foster transparency, we require you to state the availability of your data in your submission if your data
is unavailable to access or unsuitable to post. This may also be a requirement of your funding body or
institution. You will have the opportunity to provide a data statement during the submission process. The
statement will appear with your published article on ScienceDirect. For more information, visit the Data
Statement page.
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Anexo C — Comissio de Etica e Experimentacdo Animal (CEEA)

UNIVERSIDADE
ESTADUAL DO Centro de Ciéncias Agrarias
MARAN HAO Curso de Medicina Veterindria

Comissdo de Etica e Experimentagdo Animal (CEEA)

Credenciamento Provisério - CONCEA/MCT
Processo 01200.002200/2015-06 (449) - Emissio 19/06/2015

DECLARACAO - PROTOCOLO N° 010/2021
Segunda Via.

Declaramos aos devidos fins, para atividade de pesquisa, que o projeto intitulado “Uso da
ecotoxicologia como ferramenta de analise dos efeitos toxicos causados por poluentes em
populacdes de Kinosternon scorpioides (Réptil: Cryptodira), espécie da fauna silvestre
Amazénica Maranhense” tem aprovacio da Comissio de Elica ¢ Experimentagio Animal -
CEEA do Curso de Medicina Veterindaria da UEMA, conforme protocolo n® 10/2021 e serd
executado pelo doutorando do Programa de Pds-Graduagio em Ciéncia Animal. o bidlogo
Carlos Alailson Licar Rodrigues, sob orientagiio da Profa. Dra. Alana Lislea de Sousa -
Docente do Departamento das Clinicas Veterindrias do Curso de Medicina Veterindria-
CCA/UEMA. O projeto submetido atende as normas de Bem-Estar Animal da Resolugio do
CFMV n® 1000/2012 e a Lei 11.794/2008, e tem autorizagao SISBIO/ICMBio, nimero 85805-1

com renovacio em 14/12/2023.

Sao Luis, 15 de junho de 2023.

_ /“”{-M

Profa. Dra. Alana Lislea de Sousa
Presidente do CEEA/CMV/UEMA

Cidade Universitaria Paule V1 - sin - Tirrical - C.P. 09 - CEP. 65055-310 - Sa0 Luis/MA - Fone: (98) 3245-5461 | Fax: (98) 3245-5882
C.N.P.J. 06.352.421/0001-68 - Criada nos termos da Lei n®. 4.400 de 300121981
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Anexo D — Licenca do Sistema de Autorizacdo e Informacao em Biodiversidade -
SISBIO

Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservacéo da Biodiversidade - ICMBio

Sistema de Autorizacéo e Informacao em Biodiversidade - SISBIO

Autorizacéo para atividades com finalidade cientifica
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Numero: 85805-1 ] Data da Emissdo: 14/12/2022 12:20:55 | Data da Revalidacao™: 14/12/2023
De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizagdo tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades
do projeto, mas d a ser lidada anualmente jlante a apl cio do relatorio de atividades a ser enviado por meio do

Sisbio no prazo de até 30 dias a contar da data do aniversario de sua

Dados do titular

Mome: ALANA LISLEA DE SOUSA J CPF: 278.736.093-91

Titulo do Projeto: Biologia e Conservagao de Quelénios da Baixada Maranhense: Uma Area de Protecao Ambiental ? Sitio Ramsar
do Brasil.

Nome da Instituigdo: UNIVERSIDADE ESTADUAL DO MARANHAQ ICNPJ: 06.352.421/0001-68

Cronograma de atividades

# |Descrigdo da atividade Inicio (més/ano) Fim (més/ano)

1 |COLETA E PROCESSAMENTO DE AMOSTRAS BIOLOGICAS 12/2022 11/2023

Equipe

# |MNome Fungdo CPF Nacionalidade
1 |ELBA PEREIRA CHAVES Pesquisadora 001.728.513-51 Brasileira

2 | Almerinda Maceira Medeiros Pesquisadora 048.458.743-93 Brasileira

3 |LIANNE POLLIANNE FERNANDES ARAUJO Pesquisadora 665.545.353-49 Brasileira

4 | Ligia Tchaicka Pesquisadora 031.220.639-89 Brasileira

5 | CARLOS ALAILSON LICAR RODRIGUES Pesquisadora 035.924.063-10 Brasileira

6 |DANIELLE ISIS SOUSA FERREIRA Pesquisadora 003.158.853-64 Brasileira

Este documento foi expedido com base na Instrucdo Normativa n® Portaria ICMBio n® 748/2022. Alravés do cddigo de autenticacdo
abaixo, qualquer cidaddo podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio//CMBio na Internet
(www.icmbio.gov. brisishio).
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De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizacio tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades
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Dados do titular

Nome: ALANA LISLEA DE SOUSA |CPF: 278.736.083-91

Titulo do Projeto: Biclogia e Conservagio de Queldnios da Baixada Maranhense: Uma Area de Protegdo Ambiental ? Sitic Ramsar
do Brasil.

Nome da Instituicdo: UNIVERSIDADE ESTADUAL DO MARANHAC |CNPJ‘. 06.352.421/0001-68

Observacoes e ressalvas

1 A autorizagdo ndo eximird o pesquisador da necessidade de obter culras ancias, como: |) do istari ario, posesiro ou morader quando as atividades forem realizadas

am drea de dominio privedo ou dentra dos limites de unidade de conservagao federal cupo processo de izagan fundidria t. em curso; Il da indigena

envolvida, cuvide o frgde indigenista elicial, quando as alividades de pesquisa forem execuladas em terra indigena; 1) do Gonselhe de Delesa Nacional, quande as atividades de pesquisa

forem am &rea indi a nacional; [V} da i maritima, quando as stividades de pesquisa forem Bm aguas jurisdi i il V) do

Departaments Macianal da Frodugio Mineral, quands a pesquisa visar a exploragio de depasilos lossiiferos ou a exiracio de espéoimes fsseis; Vi) do drgdo gestor da

unidade de conservagdo estadual, distrital ou municipal, dantre outras.

2 Deve-se abservar 28 as recomendagies de prevencan confra a GOVID-19 das autoridaces sanitanias locals e das Unidades de Consenvacho a serem acessadas.

3 Esta autorizagio MAD libera o usa da substancia com potencial agrotéxico efou inssticida @ NAD exime o pesquisador fitular @ os membros de sua equipe da necessidads de atendar
Az exigénoias e obfer as autorizagbes previstas em outros instrumentos begals relativos ao registro de agrotéxices (Lal n? 7.802, de 11 de [ulho de 1989, Decreto n? 4.074, de 4 de

janairo de 2002, entre outros)

4 Esta aulonzagio NAD libera o uso da substincia com potencial agrotdxics elou inssticida & NAD exime o pesquisador fitular & o3 membros de sua equips da necessidads de atender
As exigdnciag @ cbler as avlorizaghes provistas em oubros inslrumentos kegais relativos ao regislro de agroléwices (Lei n? 7.802, de 11 de julho de 1983, Dacreto o° 4.074, de 4 do
jansiro de 2002, entre outros)

5 As afividades de campo exercidas por pessoa natural ou juridica esirangeira, em tode o leritdrio nacional, gue impliguem o deslocamenio de recursos humanes e materlals, lendo por objelo

coletar dados, mata espacimas bioldgicos & minerais, pegas inegrantes da cultura nativa & cultura popular. presente e passada, oblidos por meio de recursos e 1écnicas que se

destinem ac estudo, & difusao ou & pesquisa, estao sujeitas a i de Ministéric de Ciéncia e Te qia,

] Este docurnento somente podera ser utilizado para os fins previstos na Portaria ICMBio n? 7482022, no que especifica esta Autorizagao. ndo podendo ser utilizado para fins comercais,

indlustrials cu esportives. O materizl Biolbgico coletado deverd ser utilizaco pasa

tividades cientificas ou diddticas no &mbito do ensing superice.

T Este docurnento ndo dispensa o curnprimento da legislagao que dispde sobre acesso a componente do patrimanio gendlico existente no teritéro nacional, na platalorma continental @

na zona econdmica exclusiva, ou &0 i an i io genética, para fins de pesquisa cientifica, bioprospecgan e desenvolvimento tecnolbgico. Yeja

raiones inlcemagies em www,mma,gev. bricgen.,

8 O ttular de licenga ou autorizagdo @ os membros da sua equipe deveréo optar por métodos da colsta @ de captura diraci sampre que possival, &0 grupo
taxondrrice de interesse. evitando & morte ou dano significalivo 3 culres grupos; & SMpesar esfongs de coletd ou caphers que nio a ill de 0 grupo

taxandmizo da interesse em condigio in situ.

a Esta NAD exime o lasdor titular & os membeos de sua equipe da necessidade de obier 28 anuénaias previatas em outrod instrumentns legais. bem como do
consentmenio do responsivel pela drea, plblica ou privada. onde serd realizada a afividads, inclusive do drgdo gestor de tarra indigena (FUNAI, da unidads de conservagéo
astadual, distrital ou municipal, ou do proprietério, arendatério. posesirn ou morader de drea dentro dos limites de unidade de conservagan faderal cujo procesan de reguladzagio

fundiduia enconira-se am curso.

10 | Em caso de pesouiza em UNIDADE DE COMSERVACAC, o peaquisadar tilular desta aulorizagio deverd contectar B administracio da unidede a fim de CONFIRMAR AS DATAS das
as i para li das coletas e de uso da infraestrulura da unidade.

11 | O tular de autorizagdo ou de licenga parmanante. assim come os membros de sua equipe. guando da viclagao da legislecio vigente, ou guando da inadequagio, omissdo ou

falsa de ind | que. a oo ato, poderd, mediante decsao molivada, ler a ou licenga au gada pelo

ICMBio, nos termos da legislagdo brasileira em vigor.

Este documento foi expedido com base na Instrugdo Normativa n® Portaria ICMBio n® 748/2022. Através do codigo de autenticagdo
abaixo, qualquer cidadio poderd verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio//CMBio na Internet
(www.icmbio.gov. brisishio).
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Dados do titular

Nome: ALANA LISLEA DE SOUSA —ICPF: 278.736.083-91

Titulo do Projeto: Biclogia e Conservagio de Queldnios da Baixada Maranhense: Uma Area de Protegdo Ambiental ? Sitic Ramsar
do Brasil.

Nome da Instituicdo: UNIVERSIDADE ESTADUAL DO MARANHAC

ICNPJ: 06.352.421/0001-68

Outras ressalvas

[+ ] RAN Goidnia-GO

Locais onde as atividades de campo serado executadas

# |Descricdo do local Municipio-UF Bioma Caverna? Tipo

1 | APA da Baixada Maranhense Santa Helena-MA Amazdnia Nao Dentro de UC Estadual
2 | APA da Baixada Maranhense Sao Joao Batista-MA Amazdnia Nao Dentro de UC Estadual
3 | APA da Baixada Maranhense 50 Bento-MA Amazdnia Nao Dentro de UC Estadual
4 | APA da Baixada Maranhense Turilandia-MA Amazdnia Nao Dentro de UC Estadual
5 | APA da Baixada Maranhense Peri Mirim-MA Amazdnia Nao Dentro de UC Estadual
6 | APA da Baixada Maranhense Palmeirandia-MA Amazdnia Nao Dentro de UC Estadual
7 | APA da Baixada Maranhense Matinha-MA Amazonia Nao Dentro de UC Estadual
& | APA da Baixada Maranhense Bacurituba-MA Amazdnia Nao Dentro de UC Estadual
9 | APA da Baixada Maranhense Pinheiro-MA Amazdnia Nao Dentro de UC Estadual
10 | APA da Baixada Maranhense Viana-MA Amazdnia Nao Dentro de UC Estadual
Atividades

# | Atividade Grupo de Atividade

1 | Celetatransporte de amostras biolégicas in situ Fora de UC Federal

2 | Captura de animais silvestres in situ Fora de UC Federal

3 |Marcagao de animais silvestres in situ Fora de UC Federal

4 | Coleta/transporte de amostras bioldgicas ex situ Atividades ex-situ (fora da natureza)

5 | Coleta/transporte de espécimes da fauna silvestre in situ Fora de UC Federal

Atividades X Taxons

# |Atividade Téxon Qtde.

1 | Coleta/transporte de espécimes da fauna silvestre in situ Dermatemydidae 10

2 | Coleta/transporte de amostras biologicas ex situ Dermatemydidae

3 | Marcagao de animais silvestres in situ Dermatemydidae

4 | Captura de animais silvestres in situ Dermatemydidae -

5 | Coleta/transporte de amostras bioldgicas in situ Dermatemydidas -

6 | Coleta'transporte de espécimes da fauna silvestre in situ Podocnemididae 10

7 | Coleta/transporte de amostras bioldgicas ex situ Podocnemididae

Este documento foi expedido com base na Instrugdo Normativa n® Portaria ICMBio n® 748/2022. Através do codigo de autenticagdo
abaixo, qualquer cidadio poderd verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio//CMBio na Internet
(www.icmbio.gov. brisisbio).
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Titulo do Projeto: Biclogia e Conservagio de Queldnios da Baixada Maranhense: Uma Area de Protegdo Ambiental ? Sitic Ramsar
do Brasil.

Nome da Instituicdo: UNIVERSIDADE ESTADUAL DO MARANHAC |CNPJ: 06.352.421/0001-68

Atividades X Taxons

# | Atividade Taxon Qtde.
B | Marcagao de animais silvestres in situ Podocnemididae =
9 | Captura de animais silvestres in situ Podocnemididae

10 | Coleta/transporte de amostras biologicas in situ Podocnemididas -
11 | Colela/transporte de espécimes da fauna silvestre in situ Emydidae 10
12 | Coleta/transporte de amostras biologicas ex situ Emydidae

13 | Marcacdo de animais silvestres in situ Emydidas -
14 | Captura de animais silvestres in sifu Emydidae

15 | Coleta/transporte de amostras bioldgicas in situ Emydidas =
16 | Coleta/transporte de espécimes da fauna silvestre in situ Chelidae 10
17 | Coleta/transporte de amostras biologicas ex situ Chelidae -
18 | Marcagéo de animais silvestras in situ Chelidas

19 | Captura de animais silvestres in situ Chelidas

20 | Coletatranspaorte de amostras bioldgicas in situ Chelidae -
21 | Coleta/transporte de espécimes da fauna silvestre in situ Gecemydidas 10
22 | Coleta/transporte de amostras bioldgicas ex situ Gecemydidae =
23 | Marcagao de animais silvestres in situ Geoemydidae

24 | Captura de animais silvestres in situ Geoemydidae -
25 | Coleta/transporte de amostras bioldgicas in situ Geoemydidae =
26 | Coleta/transporte de espécimes da fauna silvestre in situ Kinosternidae 10
27 | Coleta/transporte de amostras bioldgicas ex situ Kinosternidae =
28 | Marcagéo de animais silvestras in situ Kinosternidae

29 | Captura de animais silvestres in silu Kinosternidae =
30 | Coleta/transporte de amostras biologicas in situ Kinosternidas

A quantidade previsia s é igatdria para atividades do tipo "Cs sporte de especi da fauna sih in situ”. Essa g i abrange uma porgdo

terrifarial minima, que pode ser uma Unidade de Conservacdo Federal ou urm Municipia.

A quantidade significa: por espécie X localidade X ano.

Este documento foi expedido com base na Instrugdo Normativa n® Portaria ICMBio n® 748/2022. Através do codigo de autenticagdo
abaixo, qualquer cidadio poderd verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio//CMBio na Internet
(www.icmbio.gov. brisishio).
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Titulo do Projeto: Biclogia e Conservagio de Queldnios da Baixada Maranhense: Uma Area de Protegdo Ambiental ? Sitic Ramsar

do Brasil.

Nome da Instituicdo: UNIVERSIDADE ESTADUAL DO MARANHAC

ICNPJ: 06.352.421/0001-68

Materiais e Métodos

# |Tipo de Método (Grupo taxonomico)

Materiais

1 | Amostras bicldgicas (Répteis)

Ectoparasita, Fezes, Fragmento de tecido/6rgao.
Regurgitagdo/conteldo estomacal, Sangue, Secregéo

2 |Método de captura/coleta (Répteis)

Anzol, Armadilha tipo gaiola com atragao por iscas (;Box
Trap/Tomahawk/Shermang ), Gaptura manual, Coleta manual, Funil
trap, Puga

3 | Método de marcacio (Rég

Microchip, Corte de escudos marginais

Destino do material biologico coletado

# |MNome local destino

Tipo destino

1 | UNIVERSIDADE ESTADUAL DO MARANHAO

Laboratério

Este documento foi expedido com base na Instrugdo Normativa n® Portaria ICMBio n® 748/2022. Através do codigo de autenticagdo
abaixo, qualquer cidadio poderd verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio//CMBio na Internet

(www.icmbio.gov. brisisbio).
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Registro de coleta imprevista de material biologico

De acordo com a Instrugdo Normativa n&ordm;03/2014, a coleta imprevista de material bicldgico ou de substrato nao
contemplado na autorizagio ou na licenga permanente devera ser anotada na mesma, em campo especifico, por ocasido

da coleta, devendo esta coleta imprevista ser comunicada por meio do relatério de atividades. O transporte do material bioldgico ou
do substrato devera ser acompanhado da autorizagdo ou da licenga permanente com a devida anotagdo. O material
bioldgico coletado de forma imprevista, devera ser destinado & instituigao cientifica e, depositado, preferencialmente, em
colegdo biolégica cientifica registrada no Cadastro Nacional de Colegdes Biologicas (CCBIO).

Taxon* Qtde. Tipo de Amostra Qtde. Data

* Identificar o espécime do nivel taxonémico possivel,

Este documento foi expedido com base na Instrugdo Normativa n® Portaria ICMBio n® 748/2022. Através do codigo de autenticagdo
abaixo, qualquer cidadio poderd verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio//CMBio na Internet
(www.icmbio.gov. brisisbio).
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Anexo E — Guia para autores (Normas ENVIROMMENTAL RESEACH)

Article structure

For original full-length articles:

Introduction should be as concise as possible, without subheadings.
Materials and methods should be sufficiently detailed to enable the experiments to be reproduced.
Results and Discussion may be combined and may be organized into subheadings.

For commentaries and articles related to environmental policy, alternate formats will be accepted but should
include an Introduction describing the problem in terms that a general reader will understand. All statements
of fact need to be referenced and papers that make use of newly acquired data must include a Materials and
methods section as well as a Results and Discussion section.

Subdivision - numbered sections

Divide your article into clearly defined and numbered sections. Subsections should be numbered 1.1 (then
1.1.1, 1.1.2, ...), 1.2, etc. (the abstract is not included in section numbering). Use this numbering also for
internal cross-referencing: do not just refer to 'the text'. Any subsection may be given a brief heading.
Each heading should appear on its own separate line.

Introduction
State the objectives of the work and provide an adequate background, avoiding a detailed literature survey
or a summary of the results.

Material and methods

Provide sufficient details to allow the work to be reproduced by an independent researcher. Methods that
are already published should be summarized, and indicated by a reference. If quoting directly from a
previously published method, use quotation marks and also cite the source. Any modifications to existing
methods should also be described.

Results
Results should be clear and concise.

Discussion
This should explore the significance of the results of the work, not repeat them. A combined Results and
Discussion section is often appropriate. Avoid extensive citations and discussion of published literature.

Conclusions
The main conclusions of the study may be presented in a short Conclusions section, which may stand alone
or form a subsection of a Discussion or Results and Discussion section.

Appendices

If there is more than one appendix, they should be identified as A, B, etc. Formulae and equations in
appendices should be given separate numbering: Eq. (A.1), Eq. (A.2), etc.; in a subsequent appendix, Eq.
(B.1) and so on. Similarly for tables and figures: Table A.1; Fig. A.1, etc.

Essential title page information

* Title. Concise and informative. Titles are often used in information-retrieval systems. Avoid
abbreviations and formulae where possible.

* Author names and affiliations. Please clearly indicate the given name(s) and family name(s) of each
author and check that all names are accurately spelled. You can add your name between parentheses in your
own script behind the English transliteration. Present the authors' affiliation addresses (where the actual
work was done) below the names. Indicate all affiliations with a lower-case superscript letter immediately
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after the author's name and in front of the appropriate address. Provide the full postal address of each
affiliation, including the country name and, if available, the e-mail address of each author.

* Corresponding author. Clearly indicate who will handle correspondence at all stages of refereeing and
publication, also post-publication. This responsibility includes answering any future queries about
Methodology and Materials. Ensure that the e-mail address is given and that contact details are kept
up to date by the corresponding author.

* Present/permanent address. If an author has moved since the work described in the article was done, or
was visiting at the time, a 'Present address' (or 'Permanent address') may be indicated as a footnote to that
author's name. The address at which the author actually did the work must be retained as the main, affiliation
address. Superscript Arabic numerals are used for such footnotes.

Page 1 should contain the article title, the names and affiliations of all authors, and the name, telephone
and fax numbers, e-mail address, and complete mailing address of the person to whom all correspondence
should be sent.

Page 2 should contain an abstract and six descriptive keywords.

Page 3 provides information on funding sources supporting the work described in the manuscript. For all
papers dealing with research or studies on human subjects or experimental animals, evidence must be
provided of review and approval by an appropriately constituted committee for human subjects or animal
research. If this information is not provided upon submission, the paper will be returned without
review.

For original full-length Research Papers:
Introduction should be as concise as possible, without subheadings.

Materials and methods should be sufficiently detailed to enable the experiments to be reproduced or the
study design to be understood fully.

Results and Discussion may be combined and may be organized into subheadings.

For certain SHort Communications related to environmental policy, alternate formats will be accepted but
should include an Introduction describing the problem in terms that a general reader will understand. All
statements of fact need to be referenced and papers that make use of newly acquired data must include a
Materials and methods section as well as a Results and Discussion section.

Highlights

Highlights are mandatory for this journal as they help increase the discoverability of your article via search
engines. They consist of a short collection of bullet points that capture the novel results of your research as
well as new methods that were used during the study (if any). Please have a look at the example Highlights.

Highlights should be submitted in a separate editable file in the online submission system. Please use
‘Highlights' in the file name and include 3 to 5 bullet points (maximum 85 characters, including spaces, per
bullet point).

Abstract

A concise and factual abstract is required. The abstract should state briefly the purpose of the research, the
principal results and major conclusions. An abstract is often presented separately from the article, so it must
be able to stand alone. For this reason, References should be avoided, but if essential, then cite the author(s)
and year(s). Also, non-standard or uncommon abbreviations should be avoided, but if essential they must
be defined at their first mention in the abstract itself.


https://www.elsevier.com/researcher/author/tools-and-resources/highlights
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Abstracts should be a maximum of 300 words in length.
Graphical abstract

Although a graphical abstract is optional, its use is encouraged as it draws more attention to the online
article. The graphical abstract should summarize the contents of the article in a concise, pictorial form
designed to capture the attention of a wide readership. Graphical abstracts should be submitted as a separate
file in the online submission system. Image size: Please provide an image with a minimum of 531 x 1328
pixels (h x w) or proportionally more. The image should be readable at a size of 5 x 13 cm using a regular
screen resolution of 96 dpi. Preferred file types: TIFF, EPS, PDF or MS Office files. You can view Example
Graphical Abstracts on our information site.

Keywords

Immediately after the abstract, provide a maximum of 6 keywords, using American spelling and avoiding
general and plural terms and multiple concepts (avoid, for example, 'and’, 'of’). Be sparing with
abbreviations: only abbreviations firmly established in the field may be eligible. These keywords will be
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Anexo F — Protocolo bioquimica adaptado para Kinosternon scorpioides (jurara)

PROTOCOLO BIOQUiMICA - ADAPTADO PARA Kinosternon scorpioides (JURARA)

PREPARO DAS SOLUCOES A SEREM UTILIZADAS NOS ENSAIOS COM GST E
CATALASE EM TECIDOS DE JURARA: FIGADO E SANGUE (OS MESMOS REAGENTES
SAO USADOS NO PROTOCOLO PARA SANGUE)

1° ETAPA: PREPARACAO DAS SOLUCOES PARA ANALISES:

1* Solu¢do Tampa@o para jurard (usado na homogeneizaciao da amostra de tecido).

e Tris HCl 50mM (3,027 gramas)

e KCI10,15M, pH 7,4 (5,60 gramas)

e  Volume: 500mL de 4dgua destilada ou ideonizada (aten¢do: esse valor de 500mL ¢é dividido em 5
tubos de ensaio de 100mL).

2% Solucdo Tampao de Reacdo para jurard (ele € usado no ensaio enzimatico).

e Fosfato de potassio (KH2PO4) monobdsico (7,755 gramas).

e Fosfato de potdssio (KH2PO4) dibdsico (4,355 gramas).

e Depois desse preparo, € preciso acertar o pH da solu¢do em 7,0 usando o HCI (4cido cloridrico).
e Na solucdo, usar 500mL de 4gua destilada ou ideonizada.

3% Solugdo — 1Cloro-2-4 di-nitrobenzeno (CDNB) 100mM em etanol.

e  Preparar em um eppendorff, 0,02026 gramas de CDNB a ser dissolvido em 1mL de etanol 100%
e agitar no vortex. Atencdo: fazer 4 eppendortf cada um com o mesmo volume descrito acima.

4% Solugdo — Glutationa reduzida (GSH) 100mM em tampao fosfato de potéssio 0,1M, pH 7,0.

e Pesar em um eppendorff, 0,0305 gramas de GSH em ImL de tampao de reacdo para jurard
produzido acima. Fazer quadruplicatas (4 tubos).

2* ETAPA - PROTOCOLO PARA CATALASE EM TECIDO: FIGADO E SANGUE:

1* Solucao Tampdo para Catalase.

Usar 50mL de dgua destilada ou ideonizada.

Tris-base (6,055 gramas);

EDTA em p6 (0,07305 gramas) e dissolver os dois em 50mL de dgua destilada.
Ap6s isso, ajustar o pH da solugdo em 8,0 utilizando o HC1 com Phmetro.

2% Solugdo Meio de Reagéo.

e Colocar 100uL de H202 10mM 30% (Perdxido de Hidrogénio) em 100 mL de dgua ideonizada
ou Milli-Q.

e Dessa solugdo acima, retirar 10mL e descartar. Depois disso, adicionar SmL. de Tampdo de
Catalase nos 90mL restantes e adicionar 4mL de 4gua ideonizada ou Milli-Q.

e Atenc¢do: nunca esquecer de identificar todos os frascos das solucdes preparadas.

3 ETAPA — PARTE DA HOMOGENEIZACAO — PROCEDIMENTO APENAS PARA TECIDO:

Material necessario:

e Beckers de 50mL e Pipetas e ponteiras

e Tubos de ensaio para homogeneizacdo e  Pipetas pasteur

e (Caneta para marcagdo dos tubos e Pisseta

e Eppendorff numerados com furos e Pincas e palito

e Gelo e caixa de isopor e Vasilhame para descartes
e Estante para tubos e Homogeneizador

e Contonetes e Centrifuga

[ ] ]

Papel toalha Solucdo Tampao para jurard
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Observacao: antes de iniciar o procedimento, selecionar a quantidade e a numeracdo das amostras, além de
enumerar os tubos, eppendorffs (em duplicatas) e beckers.

Procedimentos:

1 — a solucdo tampao para jurard que for utilizar deve ficar refrigerando (caixa de isopor com gelo);

2 — Retirar as amostras e colocar em caixas de isopor com gelo;

3 — Retirar e descongelar as amostras sobre o gelo;

4 — Pesar em um Becker, 1 grama de cada amostra; guardé-la sobre refrigera¢do constante (isopor com gelo).
Atencdo: lavar a pinga de uma pesagem para a outra das amostras;

5 — Verificar se o homogeneizador estar limpo; colocar 1 grama de amostra de cada vez em um Becker limpo,
acrescentar 4mL de tamp@o para jurard (proporgado de 1:4);

Observacao: para 1 grama de tecido, colocar 4mL de solug@o tampao para jurara.

6 — Guardar o tamp@o correspondente na caixa com gelo. Manter sempre refrigerado;

7 — Colocar os homogeneizados nos tubos enumerados com o cddigo da amostra e manté-los em refrigeracio
enquanto aguarda a primeira centrifugacio;

8 — Ligar a centrifuga, adequar o programa de centrifugacdo (Programa 2; tempo de 30 minutos);

9 — Colocar os tubos enumerados na centrifuga;

10 — Equilibrar os tubos no rotor com outros contendo dgua (mesma medida) antes de iniciar a centrifugacao;
colocar os tubos em posicdes opostas;

11 — Apés a centrifugag@o, retirar os tubose coloca-los em um suporte com gelo (antes, retire de todos os tubos,
a camada de gordura (se houver) com cotonete);

12 —Em seguida, com a pipeta de pasteur, transferir todo o sobrenadante cuidadosamente (nfo sugar os residuos
- pellets) para 3 tubos limpos de eppendorffs (furados e enumerados);

13 — Colocé-los imediatemente em gelo e depois congelar para posterior leitura no espectofotometro. Obs: esta
etapa deve ser realizada somente se nao for feita imediatemente a segunda centrifugacao.

Observacdo: Lavar o homogeneizador com dgua normal + dgua destilada.

SEGUNDA CENTRIFUGACAOQ: Programa 3, tempo: 70 minutos.

1 — Descongelar em refrigeracdo (caixa de isopor com gelo) 1 tubo epperdorff de cada amostra (desconsiderar
este passo, caso o material naad esteja congelado);

2 — Retirar ImL da amostra e adicionar em tubo de ensaio enumerado contendo 4mL de solu¢do tampao para
jurard (manter os tubos em refrigeracdo, enquanto aguarda a centrifugacao); Obs: trocar as ponteiras sempre
de uma amostra para a outra.

3 — Fazer a segunda centrifugacio, apés equilibrar os tubos no rotor;

4 — Ap6s a centrifugacio, retirar os tubos da centrifuga e coloca-los sob refrigeracao (estante com gelo); o
sobrenadante resultante serd usado para calcular a GST.

4° FASE — ENSAIO ENZIMATICO PARA GST - SANGUE

1- Ligar o espectofotometro 20 minutos antes da leitura;
2 — Fazer a leitura das amostras no espectofotometro conforme condi¢des no quadro abaixo;
ATENCAQO: iniciar sempre os ensaios com a GST e depois seguir com Catalase.

Condig¢oes de Reagdo apenas para tecido — figado. Para sangue, foram adaptadas outras condi¢des de reacdo
expreessos no final deste protocolo.

Elementos Branco Amostra
Volume de Tampao de Reacdo 980 ul 940 ul
CDNB 10 uL 10 uL
GSH 10 uL 10 uL
40 uL

3 — Pipetar os volumes em cubetas de quartzo ou de vidro de ImL conforme a ordem na tabela acima. Procurar
evitar o contato com os reagentes antes do inicio da rea¢do, colocando em cada lado da cubeta;

4 — Homogeneizar o conteddo de cada cubeta por inversdo (padronizar 4 vezes);

5 —Imediatamente, registrar em um espectofotdmetro no comprimento de onda de 340 nm a 30°C durante dois
2 minutos (120 segundos). Salvar os valores gerados.

Volume final da rea¢do: 1000uL.

Fazer a leitura em 340 nandmetros (absorbancia).
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5" FASE — ENSAIO ENZIMATICO PARA CATALASE - SANGUE

Elementos Branco Amostra
Volume de Tampao Meio de Reacdo 1000 uLL 960 uL
para Catalase

40 uL

Volume final da rea¢do: 1000uL.
Fazer a leitura em 240 nandmetros (absorbancia).

Condigdes de reac@o apenas para tecido — figado. Para sangue, foram adaptadas outras condi¢des de reacdo
expreessos no final deste protocolo.

CONDICOES DE REACAO - SANGUE DE JURARA (ADAPTADO)
1° PARTE:
Diluicdo do sangue total em 1:5 (10uL de sangue total em 490uL de dgua Milli-Q, Ideonizada ou destilada).

ENSAIO ENZIMATICO — GST EM SANGUE (340 nM) — OS VALORES FORAM DUPLICADOS PARA
UM VOLUME FINAL DE 2,0 mL

Tampao de Reacgdo para jurard 940 uL x 2 1880 ulL
CDNB 10ulL x 2 20 ul
GSH 10ulL x 2 20 ul
Amostra (diluida) 40ul x 2 80 ulL
Volume Final 2,0 mL

ENSAIO ENZIMATICO — CATALASE EM SANGUE (240nM) - OS VALORES FORAM DUPLICADOS
PARA UM VOLUME FINAL DE 2,0 mL

Meio de Reacdo para Catalase 960uL x 2 1920 ulL
Amostra (diluida) 40ul x 2 80 ulL
Volume Final 2,0 mL

2° PARTE — QUANTIFICACAO DAS PROTEINAS EM SANGUE TOTAL DILUIDO

Branco Padrio Amostra
Amostra - - 80 uLL
Padrao - 50 uL -
Biureto 2,5 Ml 2,5 mL 1.920 uL

e Fazer a leitura no espectofotdmetro em 545 nm (lembrar de alterar no programa do computador).

e Homogeneizar bem e deixar em repouso por 10 minutos, acertar o zero com o branco. A cor ¢ estavel
por 30 minutos.
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Anexo G — Protocolo Teste de Microniicleos adaptado para Kinosternon scorpioides

PROTOCOLO - TESTE DE MICRONUCLEOS
PREPARO DAS SOLUCOES:

GIEMSA

e 1lgde Giemsa em p6 (Merck)

e 54 ml de glicerina

e 84 ml de metanol P. A

e Dissolver o p6 (Giemsa) em glicerina aos poucos e em banho maria a 60°C durante
1h30 a 2h, sempre mexendo. Deixar esfriar a temperatura ambiente. Colocar o
Giemsa em um frasco escuro e adicionar aos poucos 84 ml de metanol P. A, agitando
o frasco para ndo sedimentar. Deixar o frasco em ambiente escuro por 1 semana,
agitando-o 2 vezes ao dia. Antes de usar, filtra-lo e coloca-lo em outro frasco
agitando sempre (pode sobrar um pouco de pé no fundo). Este frasco serd o estoque
que deverd ser filtrado e colocado em um frasco menor e escuro para o uso. Manter

em temperatura ambiente.
TAMPAO FOSFATO

e Preparar duas solugdes A e B e guarda-las na geladeira misturadas ou ndo na

proporcdo 1:1.
SOLUCAO A: (solugio 4cida)

e 4.0827g de KH,PO4 (fosfato de potdssio nonobdsico 0.06M) e diluir em 500 ml de

dgua destilada.
SOLUCAO B: (solugio basica)

e 10.7442g de Na2HPO4 (fosfato de sédio dibédsico 0.06M) e diluir em 500 ml de dgua
destilada.

e Misturando-se as duas solu¢cdes em um erlemeyer obtém-se 1L de solu¢do tampao A

+ B, que quando medido seu pH deve ser igual a 6,8. Se der diferente acertar.
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PREPARACAO DOS ESFREGACOS

As laminas a serem utilizadas para os esfregacos devem ser mantidas em dlcool 70%.
No momento de realizar o esfregacgo e retirar a Idmina do dlcool secar rigorosamente
com pano de algodao (para evitar que fiquem felpas aderidas a 1amina).

Pingar 1pl de sangue total fresco e fazer o esfregagco com uma lamina com os cantos
lixados. Deixar secar por 24h.

Fixar em metanol 100% gelado e deixar secar por 24h.

Corar com giemsa 10% (40 ml de giemsa + 360 ml de tampao Fosfato) por 20 mim
(volumes calculados para uma cuba de vidro de volume 400 ml). Com essa solugdo

€ possivel corar até 20 laminas).



