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Prefacio

UM SALVE

Confia no teu corre

e fica de boa.

Afia teu trampo

nas laminas das incertezas,
todo mundo certo

ndo quer dizer

que vocé estd errado.

Nao ande com caranguejos

e sonhe com as mdos,

deixa o corag¢do no presente

e os olhos no futuro.

Muitas vezes o sucesso fica no passado
e ser importante é para sempre.
Cuide da raiz e lapide as asas,

porque abaixo do radar também se voa.

Sérgio Vaz.



RESUMO

O presente estudo teve como objetivo avaliar a condigdo hematoldgica de uma populagio
de Tartaruga-tigre-d’agua (Trachemys dorbigni) do extremo sul do Brasil frente a
degradacdo de seu habitat natural em virtude de um processo acelerado de urbanizag¢ao
associado ao despejo irregular de efluentes domésticos. O local de estudo foi um canal
urbano localizado no municipio de Pelotas/RS (latitude: -31.7608741, longitude: -
52.3162444), sendo caracterizado pela presenca de empreendimentos urbanos entorno,
tais como Shopping, prédios empresariais € condominios residéncias. Exemplares de
tartarugas capturados randomicamente (n = 16) no canal entre os meses de
novembro/2021, janeiro, marco e abril/2022, foram analisados quanto a sua biometria e
presenga de enfermidades externas e, apds, tiveram amostras sanguineas para a
determinacao do perfil hematologico (eritrograma e leucograma) e analise das alteracdes
genotoxicas (microntcleo e outras anomalias nucleares). Adicionalmente, foram medidos
parametros fisico-quimicos da 4gua do local de coleta, que indicaram baixa quantidade
de oxigénio dissolvido e um alto nivel de fosforo total, estando ambos os parametros em
desacordo com a legislagdo (CONAMA 357/2005). Apesar da observancia de animais
com ectoparasitas (31,25 %) e com pequenas deformagdes no casco (56,25 %), o
comprimento maximo da carapaca e peso foram consideradas normais para a espécie.
Também em comparagdo com outros exemplares de Trachemys spp., o hematdcrito e
niveis de hemoglobina plasmatica foram baixos, enquanto niveis de leucocitos e
eosindfilos estiveram aumentados, caracterizando infecgdes parasitarias. A frequéncia de
microntcleos foi baixa, porém, a alta frequéncia de nacleos blebbed (bolhosos) ¢ um
indicativo de danos cromossdmicos em estagio inicial. Os dados, portanto, indicam que
estado fisiologico de individuos selvagens de T. dorbigni esta sendo afetada pela
urbanizagdo local e alerta para medidas de monitoramento e conservagao dessa espécie
de queldnio e outras também cujo habitat natural esta sendo invadido e deteriorado por

acoes antropicas.

Palavras-chave: efluentes domésticos, biomarcadores, pardmetros hematolédgicos,

micronucleo.



ABSTRACT

The present study aimed to evaluate the hematological condition of a population of
D'Orbigny Slider Turtle (Trachemys dorbigni) from the extreme south of Brazil in the
face of the degradation of its natural habitat due to an accelerated process of urbanization
associated with the irregular dumping of domestic effluents. The study site was an urban
channel located in the city of Pelotas/RS (latitude: -31.7608741, longitude: -52.3162444),
characterized by the presence of surrounding urban developments, such as shopping
malls, business buildings and residential condominiums. Specimens of turtles randomly
captured (n = 16) in the channel between the months of November/2021, January, March
and April/2022, were analyzed for their biometry and presence of external diseases and,
afterwards, had blood samples taken to determine the hematological profile (erythrogram
and leukogram) and analysis of genotoxic alterations (micronucleus and other nuclear
anomalies). Additionally, physical-chemical parameters of the water at the collection site
were measured, which indicated a low amount of dissolved oxygen and a high level of
total phosphorus, with both parameters not complying with the legislation (CONAMA
357/2005). Despite the observation of animals with ectoparasites (31.25%) and with small
hoof deformations (56.25%), the maximum carapace length and weight were considered
normal for the species. Also compared to other examples of Trachemys spp., hematocrit
and plasma hemoglobin levels were low, while levels of leukocytes and eosinophils were
increased, characterizing parasitic infections. The frequency of micronuclei was low, but
the high frequency of Blebbed nuclei is indicative of early stage chromosomal damage.
The data, therefore, indicate that the health of wild individuals of 7. Dorbigni is being
affected by local urbanization and alert for monitoring and conservation measures of this
species of Chelonia and others also whose natural habitat is being invaded and

deteriorated by anthropic actions.

Keywords: domestic effluents, biomarkers, hematological parameters, micronucleus.



APRESENTACAO

A presente dissertacdo esta dividida em trés segmentos. O primeiro refere-se a
introdugdo geral que apresenta a base tedrica que justifica a intengdo da pesquisa,
hipoteses e objetivos, sendo as referéncias utilizadas listadas seguindo normas da ABNT.
O segundo segmento, apresentado em formato de artigo cientifico, redigido em portugués
e seguindo as normas da revista “Ecological Indicators”, contém além de tdpico
introdutorio, os resultados da pesquisa, interpretagdo e discussdo dos dados. Por fim, o

terceiro segmento ¢ composto pelas consideracdes finais e perspectivas da pesquisa.
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INTRODUCAO GERAL

Os ambientes aquaticos continentais t€ém sido impactados por agdes antropicas,
tais como o crescimento populacional desordenado, despejo irregular dos esgotos
domésticos e industriais, € uso intensivo dos recursos naturais pela agropecudria,
silvicultura e mineragdo. E esses impactos tém afetado a biota aquatica (FERNICOLA et
al., 2003; SAMY et al., 2010; GLORIA; HORN; HILGEMANN, 2017). O nivel de
contaminacdo das dguas constitui fator limitante para os seres vivos que ocupam 0s
ecossistemas aquaticos (BRITO; LUZ, 2015). A contaminagdo pode comprometer a
saude animal por ter potencial de induzir alteragdes que transitam entre niveis
citobioquimico e genotoxico (ARIAS et al., 2007; DEL-GUERCIO;
CHRISTOFOLETTI; FONTANETTI, 2017) até efeitos no crescimento, reproducdo e
sobrevivéncia dos organismos, levando, inclusive a modificacdes na dindmica das
populagdes e na estruturacao das comunidades (COSTA et al., 2008; MONTANHA et
al., 2011). Wokoma (2019) mostrou em sua revisao como a polui¢do de corpos de dgua
doce tem afetado a biota aquatica, causando distirbios comportamentais, alteragdes
respiratorias, reprodutivas, morfologicas, histopatologicas, bioquimicas, hepatoldgicas,
e, em casos extremos, levando a morte. Especificamente com répteis, tem-se notado uma
preocupacao com o declinio de suas populagdes naturais (GIBBONS et al., 2000), diante
disso, tem havido um incremento no numero de estudos que demonstram que ameagas
toxicologicas decorrente da exposi¢ao a poluentes quimicos tém afetado negativamente
o bem estar de espécies reptilianas (e.g. CROTEAU et al., 2008; POLETTA et al., 2013;
GRILLITSCH; SCHIESARI, 2015; ZYCHOWSKI; GODARD-CODDING, 2017;
SALVARANI, 2018; UALIYEVAL; KHAN, 2022).

Dentre os varios tipos de contaminacdo dos ambientes aquaticos dulcicolas,
destaca-se o despejo de efluentes liquidos domésticos sem tratamento ou com tratamento
inadequado (LOPES, 2016; DE CAMPOS et al., 2017; FORNARI et al., 2018). O esgoto
doméstico ¢ constituido basicamente por matéria organica e microrganismos, que podem
ser agentes patogénicos. Além disso, a presenca de produtos quimicos usados
cotidianamente pelos seres humanos como firmacos ou para higiene pessoal e limpeza
doméstica, passou a ser detectada no ambiente natural juntamente com descargas de
efluentes de esgoto (MERTEN; MINELLA, 2002; ARCHELA et al., 2003; CROTEAU
et al., 2008; MANNARINO er al., 2013; DEL-GUERCIO; CHRISTOFOLETTI,
FONTANETTI, 2017).
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A coleta e o tratamento de efluentes domésticos sdo essenciais para o saneamento
basico, mas referente ao esgotamento sanitério, a situagio ainda é preocupante (TOME,
2018; BRASIL, 2021). Mundialmente, 56% das aguas residuais domésticas foram
coletadas por estagdes de tratamentos, passando por todos os processos de seguranga, no
entanto, 44% restante do fluxo de 4gua residuais nao sdo tratados por conta da falta de
coleta em instalagdes de tratamento especializadas ou fossas sépticas (UN-Water, 2021).
No Brasil, segundo o Sistema Nacional de Informacdes sobre Saneamento, um pouco
mais da metade (55,8%) dos brasileiros t€ém acesso a rede de esgoto e destes, 51,2% dos
esgotos passam por algum tipo de tratamento no pais (BRASIL, 2021).

As Estacdes de Tratamento de Esgoto (ETEs) sdo consideradas o principal local
de remocao de poluentes, incluindo, nutrientes € matéria organica das aguas residuais
(WANG; WANG, 2016; PEREIRA; GARCIA, 2017). No entanto, deve-se considerar
que inimeros compostos ndo sao totalmente removidos pelos processos convencionais €
técnicas de tratamentos adotados pelas ETEs, como por exemplos, os produtos
farmacéuticos e de cuidado pessoal, conhecidos como PPCPs, tais como
anticoncepcionais e antibidticos (MANNARINO et al., 2013; WANG; WANG, 2016;
LIMA et al., 2017; DE CARVALHO PENHA et al., 2021a). Muitos desses compostos
nao fazem parte do ambiente natural, portanto, sua presenca, na maioria dos casos,
provoca reagdes indesejaveis nos organismos, mesmo em baixas concentragdes na agua
tais como: eutrofizacdo (BARRETOS et al, 2013), declinio da riqueza e diversidade de
peixes e macroinvertebrados (POMPEU, ALVES, CALLISTO, 2005), afetam a
osmorregulagdo de crustaceos (THEUERKAUFF et al. 2018), alteragdes hematoldgicas
e genotoxicas em peixes (CORREDOR-SANTAMARIA, SERRANO GOMEZ E
VELASCO-SANTAMARIA, 2016) ¢ em répteis (SILVA, 2011).

Para proteger os ecossistemas das atividades antropicas degradantes, existem as
legislacdes ambientais que definem critérios de qualidade da 4gua e tém se aprimorado
para estabelecer limites maximos permitidos para diversas substancias e condig¢oes fisico-
quimicas adequadas (PARADA, 2015). No Brasil, a Resolu¢do n° 357 de 17 de marco de
2005 do Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) dispde sobre a classificacdo
dos corpos hidricos e as diretrizes ambientais para o seu enquadramento, estabelecendo
condigdes e padrdes de qualidade de 4gua (BRASIL, 2005). Tal resolugdo foi alterada e
atualmente ¢ complementada pela Resolu¢do n® 430 de 17 de maio de 2011 que dispde
sobre condi¢des, parametros, padrdes e diretrizes para gestdo do lancamento de efluentes

em corpos d’agua receptores (BRASIL, 2011).
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A qualidade de um determinado recurso hidrico pode ser avaliada a partir da sua
caracterizacdo fisico-quimica e bioldgica, bem como, quanto a sua condicio
ecotoxicologica. Dentre os pardmetros limnoldégicos mais comuns necessarios para
avaliagdo do estado ambiental da agua, estdo: temperatura, condutividade elétrica (CE),
solidos dissolvidos totais (SDT), potencial hidrogenidnico (pH), turbidez, oxigénio
dissolvido (OD), demanda bioquimica de oxigénio (DBO), nitrogénio total, fosforo total,
clorofila-a e os coliformes termotolerantes (CT) (PARRON; MUNIZ; PEREIRA, 2011;
ABREU; CUNHA, 2015). E apesar dessas variaveis serem um importante subsidio para
inferir sobre as condigdes da dgua, mesmo que identifiquem os diferentes compostos
presentes no corpo hidrico, sdo incapazes de fornecer dados sobre os efeitos biologicos
causados pelos mesmos (COSTA et al., 2008; MAGALHAES; FILHO, 2008;
GRAZEFFE, 2009; CURADO et al., 2018). Neste sentido, elas devem vir associadas a
estudos ecotoxicoldgicos, cuja fungdo ¢ determinar a toxicidade das diversas substancias
presentes nos recursos hidricos sobre a biota aquatica (SAMY et al., 2010; BRITO; LUZ,
2015; PARADA, 2015; WOKOMA, 2019).

As alteragdes nas respostas dos sistemas biologicos (que variam de moleculares,
celulares, fisiologicas ou comportamentais) que estdo relacionadas a exposicdo de
substancias quimicas, efeitos toxicos de um composto ou condicao de estresse ambiental
sdo denominados biomarcadores ou marcadores biologicos (VAN DER OOST; BEYER;
VERMEULEN, 2003). Os biomarcadores sdo importantes ferramentas utilizadas no
monitoramento ambiental, incluindo sistemas aquaticos, que detectam precocemente
respostas organismicas, antecipando assim, efeitos adversos em niveis hierarquicos
maiores, como populacoes e comunidades (CAJARAVILLEA et al., 2000).
Consequentemente, eles vém sendo cada vez mais usados para a determinagdo da
qualidade ambiental e da satide da biota local (e.g. FERNANDO; FERRARI; SALIBIAN,
2005; FREIRE er al., 2008; MANNARINO et al., 2013; JOSENDE et al., 2014,
CORREDOR-SANTAMARI{A; SERRANO GOMEZ; VELASCO-SANTAMARIA,
2016; BORGES et al., 2018).

Os biomarcadores de exposicao e efeito sao fundamentais na analise das relagdes
entre os diferentes poluentes do meio ambiente, na incorporacdo pelos organismos e nas
acdes toxicas ou efeitos (PEREZ IGLESIAS, 2015). Neste sentido, biomarcadores de
exposicao sdo aqueles que indicam que ocorreu a exposi¢do dos organismos ao poluente,

e que o poluente esta biodisponivel (AMORIM, 2003). Por outro lado, biomarcadores de
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efeitos indicam alteragdes em niveis bioquimicos, fisiologicos ou genéticos que,
dependendo da magnitude, podem provocar danos ou enfermidades (JHA, 2008).

Dentre os biomarcadores utilizados em répteis, tem-se destacado a analise de
parametros hematologicos, pois permite a deteccao de alteragdes bioldgicas que afetam o
organismo como um todo, levando as descobertas precoces de infeccdes ou outros
sintomas causadores de diversas patologias, além de prever prognésticos, € sem a
necessidade de eutanasiar os animais, sendo um método pouco invasivo (CAMPBELL,
2004; VENTURA; CORSINI; GABRIEL, 2015; LOPES, 2016; MORSELLI et al.,
2016). Os resultados dessas analises, todavia, podem sofrer limitacdes por fatores
externos e internos, como, idade, tamanho corporal, peso, sexo, estacdo do ano, saude,
habitat, dieta, estado fisiologico e periodo reprodutivo, além do mais, esses pardmetros
podem variar também ao longo do ciclo anual ou at¢ mesmo ao longo da vida dos
individuos, dessa forma, dificultando ainda mais o estabelecimento de valores sanguineos
de referéncia e comparagdes entre os individuos e populagdes de maneira geral
(CAMPBELL, 2006; STACY; ALLEMAN; SAYLER, 2011; ZHANG et al., 2011,
ARIZZA et al., 2014).

Como parametros hematologicos, pode-se considerar o eritrograma que € o exame
que inclui a contagem total de eritrdcitos, hematdcrito, dosagem de hemoglobina, além
do calculo dos indices hematimétricos e a determinagao de proteinas plasmaticas totais,
e por meio dessas variaveis, ¢ possivel monitorar o estado fisiologico dos animais,
principalmente, a eficiéncia da capacidade de transporte de oxigénio e do estado
nutricional (DIAZ GONZALEZ; SILVA, 2008; STACY; ALLEMAN; SAYLER, 2011;
PENG et al., 2018).

Em répteis saudaveis, os eritrocitos maduros sao nucleados e elipsoidais, com
nicleos ovais, centralmente posicionados e contendo cromatina densa (ver figura 1)
(HOSSEINZADEH; JAFARI, 2007; ZHANG et al., 2011; SYKES; KLAPHAKE, 2015;
DE CAMARGO, 2018). Assim como nos outros animais, as células vermelhas dos répteis
contém o citoplasma rico em tetrdmeros de hemoglobinas, que sdo responsaveis pelo
carreamento dos gases respiratorios (oxigénio e gas carbonico) no organismo. A analise
por meio da contagem do numero total de eritrocitos (CTE) é de muita relevancia para a
avaliacdo do estado de saude dos animais, pois retrata a estimativa do nimero de células
vermelhas que circulam em cada milimetro ctibico de sangue (ZAGO et al., 2010b;

NARDINI; LEOPARDI; BIELLI, 2013; CORNACINI, 2020).
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Figura 1 — Fotomicrografia de eritrocitos maduros e normais de exemplares de

Trachemys dorbigni corados com laranja de acridina (DA SILVA, 2023).

O hematdcrito (Hct) ou volume eritrocitario € um parametro laboratorial utilizado
para avaliar tanto o niimero de células vermelhas quanto a tamanho destas, indicando o
percentual de volume sanguineo que ¢ ocupado pelos eritrocitos circulantes em relacao
ao volume de sangue total (ZACHARY; MCGAVIN, 2012). Um Hct considerado normal
para a maioria dos répteis ¢ de aproximadamente 30%, em um intervalo que varia de 20%
a 40%, valores inferiores a este ¢ indicativo de que o animal pode estar anémico e/ou com
desnutri¢do, enquanto que valores superiores, sugerem hemoconcentragao (que dificulta
o fluxo sanguineo) ou policitemia (eritrocitose) que diminui a massa eritrocitaria
(CAMPBELL, 2006).

A hemoglobina (Hb) ¢ uma proteina complexa de estrutura quaternaria presente
no citoplasma das células vermelhas, sendo responsavel primordialmente pelo transporte
de oxigénio (O2) dos pulmdes para os varios tecidos do corpo, € a0 mesmo tempo, realiza
o transporte didoxido de carbono (CO,) dos tecidos de volta para os pulmdes (ZHANG:;
GU, LI, 2011; GELL, 2018). Sua dosagem indica principalmente, a capacidade do
organismo em transportar oxigénio, e pode ser influenciada por demasiado esforco fisico,
condigdes de estresse, estagio reprodutivo e variacdes sazonais (FERRAREZI, 2006). E
a concentracdo de Hb de muitas espécies de répteis varia entre 6 e 12 g/dl, embora os
valores encontrados sejam frequentemente inferiores a 10 g/dl (CAMPBELL, 2006;
MARTINEZ-SILVESTRE; CUENCA, 2011).

Com a obtengcdo dos valores citados acima, ¢ possivel calcular os indices
hematimétricos, sendo representados neste estudo pelos mais comumente utilizados na
veterinaria, o volume corpuscular médio (VCM) e a concentragdo de hemoglobina
corpuscular média (CHCM). Esses indices conseguem fornecer informagdes sobre o
estado osmorregulatorio no organismo, relacionado ao comportamento do eritrocito

diante de alteragdes no volume de dgua, bem como também, a quantidade de ions
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presentes no sangue e a fungao respiratdria (SOUZA, 2004). O VCM representa o volume
médio dos eritrocitos no momento da retirada de sangue do animal (GRADELA et al.,
2017). Este indice ¢ ttil para a avaliagdo de quadros de anemias e esta diretamente
influenciado pelo Hct e pelo CTE, sendo expresso em fentolitros (fL) (SILVA, 2011;
RODRIGUEZ-ALMONACID et al., 2022). Ja o CHCM, trata-se de um indice que mostra
a propor¢do (em %) de hemoglobina em gramas por 100 de hemacias (gHb/100 RBC). O
valor médio deste indice para répteis é de 30%, com uma variagdo de 22% a 41%
(CAMPBELL, 2006; MARTINEZ-SILVESTRE; CUENCA, 2011; SILVA, 2011).

O plasma sanguineo ¢ constituido principalmente por agua e por uma variedade
de substancias valiosas para a manutencao do metabolismo, por isso que a determinacao
da proteina plasmatica total (PPT) € o principal indicador nutricional do animal, e para
além disso, ajuda também a avaliar o grau de desidratacdo (TAVARES-DIAS et al., 2009;
MEDEIROS et al., 2012; BERGAMINI, 2016). Geralmente niveis baixos de proteinas
plasmaticas estao associados a ma nutricdo, mas outros fatores devem ser considerados,
como disturbios de metabolismo (MORSELLI et al., 2016).

Através do leucograma ¢ possivel avaliar os leucocitos ou globulos brancos, que
sdo células que atuam no mecanismo de defesa do organismo, na qual sdo responsaveis
pela resposta generalizada do sistema imunologico (MORSELLI et al., 2016). Por
intermédio dessas células, ¢ possivel monitorar infecgdes ou agressdes nos tecidos
(THOME; DA SILVA; DOS SANTOS, 2016; AGUIAR et al., 2018). Sendo que, a
varia¢ao do nimero e do tipo de leucocitos pode ser acionado por estresse fisiologico por
meio de exposicdo a toxinas ambientais ou quimicas, que possuem o potencial de
prejudicar os componentes do sistema imune, na qual esta diretamente relacionada a
processos infecciosos (VAN DER OOST; BEYER; VERMEULEN, 2003; MARTINEZ-
SILVESTRE; CUENCA, 2011; MORSELLI et al., 2016; THOME; DA SILVA; DOS
SANTOS, 2016).

As células brancas apresentam classificagdo controversa em répteis, pois variam
entre os estudos por conta dos diferentes nimeros e morfologia dos granulos, padrdes de
coloragdo citoquimica e concentragdo relativa no sangue periférico, diante disso, existe
uma certa dificuldade de categorizar essas linhagens celulares, além de depender da
espécie e do género que esta sendo analisado (PITOL et al., 2008; ZHANG; GU; LI,
2011). Por exemplo, algumas literatura identificaram a presenga de azurdfilos (e.g.
KNOTKOVA et al., 2002; ZAGO et al., 2010b; OLIVEIRA et al., 2011; LEWBART et
al., 2014; RODRIGUEZ-ALMONACID et al., 2022), mas a existéncia desse tipo
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especifico de leucocito ainda € um grande debate, pois alguns cientistas ndo classifica-os
como uma célula leucocitaria independente, mas os consideram como uma forma de
mondcito imatura, pelo fato de serem ultraestrutural e citoquimicamente semelhantes, por
isso que, alguns pesquisadores destacam a pouca vantagem clinica em separar os
azur6filos de mondcitos na contagem diferencial (CAMPBELL, 2006; ZHANG; GU; LI,
2011; NARDINI; LEOPARDI; BIELLI, 2013).

Diante disso, os leucocitos estdo divididos em granuldcitos e ndo granuldcitos
(células mononucleares). Entre os granuldcitos, os heterofilo e os eosinofilos sdo
caracterizados por granulos acidéfilos, enquanto os basofilos apresentam granulos
basofilicos; ja as células mononucleares, estdo aqui subcategorizadas somente por
linfocitos € monocitos (CAMPBELL, 2006; NARDINI; LEOPARDI; BIELLI, 2013; DE
CAMARGQO, 2018).

Referentes aos granuldcitos, os heterofilos sdo equivalentes aos neutrofilos
encontrados em mamiferos, sendo considerados o tipo de leucocitos predominante no
sangue periférico da maioria dos quelonios, normalmente representam aproximadamente
40% do diferencial leucocitario, podendo chegar até 50%. A concentragdo de heterofilos
em répteis ¢ influenciada por fatores sazonais e sua determinagdo estd associada a
processos inflamatodrios, especialmente a resposta de infecgdes microbianas e parasitarias
ou lesdo tecidual, além disso, pode aumentar significativamente por outros motivos, como
em casos de processos estressantes ou neoplasicos (CAMPBELL, 2006; MARTINEZ-
SILVESTRE; CUENCA, 2011; STACY; ALLEMAN; SAYLER, 2011; ZHANG; GU;
LI, 2011; JOSEPH, 2015; SYKES; KLAPHAKE, 2015; BERGAMINI, 2016; DE
CAMARGQO, 2018).

Os eosinofilos representam cerca de 7% a 20% da contagem total de leucocitos
em répteis saudaveis, mas podem encontrar percentuais maiores em algumas espécies de
quelonios de vida livre (31-55%) (ARCILA et al., 2005; STACY; ALLEMAN;
SAYLER, 2011). Assim como os heterofilos, o numero de eosinofilos presentes no
sangue periférico ¢ influenciado por fatores ambientais, como mudangas sazonais; e sua
mensuracdo contribui para o diagnostico de processos infecciosos parasitarios e
estimulagdo do sistema imune (CAMPBELL, 2006; MARTINEZ-SILVESTRE;
CUENCA, 2011; ZHANG; GU; LI, 2011; JOSEPH, 2015; SYKES; KLAPHAKE, 2015).

J& os basofilos, sdo células altamente variaveis no sangue periférico, sendo
geralmente as menos comuns dos tipos leucocitarios, mas dependendo da espécie, como

por exemplo, em algumas tartarugas de dgua doce, tém porcentagens significativamente
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altas (e. g. STEIN et al., 2015). Estas células podem representar de 0 a 40% do total de
leucocitos, porém em alguns quelonios, podem apresentar uma porcentagem que varia de
50 até 65% de basofilos, e aparentemente sem a presenca de qualquer alteragdo, além de
ndo ser sensivel as mudancas sazonais igual aos outros granuldcitos. Sua fungdo ainda
ndo ¢ tao esclarecida em répteis, mas a basofilia pode estar associada a infecgdes virais e
parasitarias, como a ocorréncia de hemoparasitas, tais como a hemogregarina ¢ o
tripanossomas (CAMPBELL, 2006; PERPINAN et al., 2008; MARTINEZ-SILVESTRE;
CUENCA, 2011; STACY; ALLEMAN; SAYLER, 2011; ZHANG; GU; LI, 2011;
JOSEPH, 2015; DE CAMARGO, 2018).

Em relacdo as células mononucleadas, os linfocitos sdo comuns no sangue
periférico dos Testudines, podendo variar entre 15% e 40% do total de leucocitos,
dependendo das condicdes fisioldgicas, tais como sexo, idade e estado nutricional;
condi¢cdes ambientais, principalmente, variagdes conforme as estagdes do ano. Tem como
principal fungdo a producdo de imunoglobulinas que participam do processo de
estimulagdo imunologica mediante quadro de infec¢do viral, mas a linfocitose pode
também ocorrer em casos que haja cicatrizacdo de feridas, infecgdes parasitarias e
doencas inflamatorias; ja a linfopenia estd associada a condigdes que causam estresse €
imunossupressao e também por ocorréncia de ma nutricio (CAMPBELL, 2006; ZAGO
et al., 2010; MARTINEZ-SILVESTRE; CUENCA, 2011; STACY; ALLEMAN;
SAYLER, 2011; MARTINS et al., 2016; ZHANG; GU; LI, 2011; JOSEPH, 2015;
BERGAMINI, 2016; DE CAMARGO, 2018).

E os mondcitos sdo células grandes, sendo os leucocitos de maior tamanho e
geralmente apresentam-se em baixo nimero no sangue periférico, sendo responsaveis por
0-10% da contagem diferencial de leucocitos de quelonios, porém, ndo estd presente em
todas as espécies de tartarugas (ARCILA et al., 2005; MARTINEZ-SILVESTRE;
CUENCA, 2011; ZHANG; GU; LI, 2011; ARIZZA et al., 2014). Em relacao as outras
células leucocitarias, a concentracdo de mondcito varia pouco com a variagdo sazonal;
essas células tém capacidades fagocitdrias e sua mensuragdo sdo ativos em condigdes
inflamatorias cronicas e no diagndstico de doengas infecciosas de origem bacteriana, além
de processos que envolvem a formagdo de granulomas teciduais (STACY; ALLEMAN;
SAYLER, 2011; JOSEPH, 2015; SYKES; KLAPHAKE, 2015).

Existem ainda, biomarcadores que indicam danos, como os marcadores de
genotoxicidade. Os danos genotoxicos sdo expressos como alteracdes no material

genético, como a formacdo de substincias quimicas estranhas de DNA, lesdes na fita,



21

sintese de material genético ndo programada e trocas entre cromatides irmas
(DEARFIELD et al., 2002), e quando ndo reparados, resultam em efeitos deletérios, que
podem se manifestar, especialmente, em neoplasias (BRITO; LUZ, 2015). Além do mais,
muitas das alteragdes genéticas tendem a ser irreversiveis e continuar a se manifestar nas
futuras geragdes por meio da hereditariedade, assim, além de genotoxico, o efeito pode
ser mutagénico, ¢ embora os efeitos genotdxicos possam ser transitorios, os efeitos
mutagénicos podem ser permanentes, por isso, podendo colocar em risco a sobrevivéncia
de populacdes de ecossistemas impactados (DEARFIELD et al., 2002; OBIAKOR et al.,
2012).

Neste sentido, a analise sobre a frequéncia de micronucleo e outras aberragdes
nucleares fornecem informagdes que indicam danos cromossdmicos decorrentes da
presenca de contaminantes toxicos em ecossistemas aquaticos impactados
(ANBUMANI; MOHANKUMAR, 2011; ARALDI et al., 2015). Diante disso, o teste do
microntcleo encontrou seu lugar no biomonitoramento, como um teste que oferece um
procedimento técnico rapido, de facil clareza nas respostas e de baixo custo, além de que,
pode ser aplicado a qualquer populagdo de células nucleadas em proliferacao,
independentemente de seu caridtipo (HAYASHI et al., 1998; FONSECA, 2014;
JOSENDE et al., 2014; DE CARVALHO PENHA et al., 2021b).

Os micronucleos sao formados (ver figura 2 e 3) por fragmentos cromossomicos
Ou por Cromossomos inteiros que se atrasam na divisao celular (anafase) por consequéncia
do reparo incorreto de quebras de DNA ou segregacao cromossomica nao reparadas, e,
portanto, ndo se incorporam ao novo nucleo da célula-filha (FENECH, 2000; 2011).
Diante disso, o teste do MN tem a capacidade de fornecer uma avaliagdo do potencial
clastogénico (quebra cromossdmica) e aneugénico (segregacdo cromossdomica anormal
relacionado ao aparato do fuso) das espécies expostas a agentes nocivos ambientais
(CAVAS, 2008; OBIAKOR et al., 2012; BUENO et al., 2017).

Esses erros podem ser induzidos por defeitos genéticos no ciclo celular, estresse
oxidativo e/ou exposi¢do a contaminantes (FENECH, 2000; CAVAS, 2008;
IARMARCOVALI et al., 2008). Para além da formag¢do de microntcleos, pode haver
também a formacdo de outras alteragdes induzidas por poluentes, conhecidas como
Anomalias Nucleares Eritrocitarias (ANE) (ver figura 3). O processo de formacao dessas
alteragdes ndo ¢ totalmente compreendido, mas sugere-se que ocorra quando uma parte
do material genético fica atrasada no ciclo celular, fazendo com que o niicleo apresente

algumas protuberancias em sua cromatina (AYLLON; GARCIA-VAZQUEZ, 2000;
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BOMBAIL et al., 2001; CAVAS; ERGENE-GOZUKARA, 2003; CAVAS, 2008).
Mesmo sua origem ndo sendo bem descrita, essas anormalidades ainda sim, sdo
consideradas indicadores de danos genotoxicos e, portanto, podem complementar a
pontuagdo de micronucleos em pesquisas de genotoxicidade de rotina (ERGENE er al.,
2007; CAVAS, 2008, SANTANA; ABRE; ABESSA, 2020). Diante disso, as
anormalidades nucleares, incluindo nucleos blebbed, lobed, notched e células
binucleadas, vém sendo usadas por varios autores como biomarcador de genotoxicidade
(AYLLON; GARCIA-VAZQUEZ, 2001; BOMBAIL et al., 2001; CAVAS; ERGENE-
GOZUKARA, 2003; ERGENE et al., 2007; CAVAS, 2008; SUMMAK et al., 2010;
CORREDOR-SANTAMARIA er al., 2016).

Agentes fisicos
ou quimicos

ONGEANCIIORGNORO
(A) (B)

Figura 2 — (A) Divisdo celular normal. (B) Divisdo celular anormal com formagao de

micronucleos. Fonte: Brito e Luz (2015) adaptado de Fenech (1997).

Figura 3 — Fotomicrografias de anormalidades eritrocitarias coradas com laranja de
acridina. (A) micronucleo, (B) nicleo lobado (lobed) (C) nucleo entalhado (notched), (D)
nucleo  bolhoso  (blebbed) e (E) célula binucleada (MITKOVSKA;
CHASSOVNIKAROVA, 2020).

Nas ultimas décadas varios estudos foram realizados para avaliar danos
genotoxicos e mutagénicos através das andlises do aparecimento de MNs e ANEs,
sobretudo, em ambientes aquaticos deteriorados por agdo antropogénica (UDROIU,
2006; ALL; EL-SHEHAWTI; SEEHY, 2008; OBIAKOR er al., 2012; BRITO; LUZ, 2015;

AGUIAR er al., 2018). Esses testes foram realizados especialmente com o uso em peixes
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(e.g. ALIL EL-SHEHAWI; SEEHY, 2008; GALINDO; MOREIRA, 2009;
CABANELAS; MOREIRA, 2012; DEL-GUERCIO; CHRISTOFOLETTI,
FONTANETTI, 2017; ALENCAR et al., 2018; ALVIM; DOS REIS MARTINEZ, 2018).
Posteriormente, varios protocolos foram desenvolvidos ampliando o uso do teste para
outros organismos e em linhagens celulares diversas (CABANELAS; MOREIRA, 2012).

Recentemente tem-se verificado uma vasta gama de interesses em estudos
ecotoxicologicos e hematologicos em répteis, pois suas caracteristicas fisiologicas e
ecologicas permitem avaliar o estado de contaminagdo/polui¢do de um ambiente
(SPARLING et al., 2010; GRILLITSCH; SCHIESARI, 2015; BAENA, 2017,
ZYCHOWSKI; GODARD-CODDING, 2017; CASTANO et al., 2020; QUIROZ
HERRERA; UALIYEVAL; KHAN, 2022). Diante disso, varios estudos nos tltimos anos
tém utilizado o teste MN como biomarcador de eventos genotdxicos em diversas espécies
de répteis expostos a diferentes produtos quimicos (e.g. STRUNJAK-PEROVIC et al.,
2010; CAPRIGLIONE e al., 2011; SCHAUMBURG et al., 2012; GONZALEZ et al.,
2013; HAYRETDAG et al., 2014; DA COSTA ARAUIJO et al., 2019; DE OLIVEIRA et
al., 2020; ZAMORA-PEREZ ef al., 2021). Mas ainda, estes estudos com Testudines de
vida livre habitando ambientes contaminados sdo bastante escassos e limitados (e.g.
MATSON et al., 2005; ZAPATA et al., 2016; LABRADA-MARTAGON; TENERIA;
ZENTENO-SAVIN, 2019; CASTANO et al., 2020; FROSSARD, 2020), porém, alguns
estudos foram previamente conduzidos, por exemplos, Fonseca (2014) detectou uma
maior ocorréncia de micronticleos em eritrocitos em tartarugas-verdes (Chelonia mydas)
portadoras da fibropapilomatose, sugerido que o teste serviu como um bom marcador de
alteracdo ambiental e carcinogénica. Swartz et al. (2003) mostrou uma alta contagem de
eritrocitos micronucleados em espécies de tartarugas europeias de uma lagoa adjacente a
uma estagdo de tratamento de agua residudrias industriais em comparacao a tartarugas de
uma lagoa de um local de referéncia. Matson ef al. (2005) encontrou aumento nas
frequéncias de MNs em cagado de carapaca estriada (Emys orbicularis) que habitavam
ambientes contaminados em relagdao a um local de referéncia. Da mesma forma, o estudo
de Silveira (2016), analisando 16 quelonios marinhos debilitados, obteve como resultado
uma elevada incidéncia de micronucleos, que pode ter relagdo com a exposi¢ao intensa a
poluente sofrida por estes animais, assim como a ineficiéncia dos seus sistemas de reparo
em lidar com quebras cromossdmicas, este mesmo autor, ainda enfatiza que existe uma
escassez de estudos relacionados a danos genéticos em quelonios, principalmente com

aplicagdo do ensaio de micronucleos, tendo, portanto, a necessidade de mais estudos nesse
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sentido. No entanto, especificamente com Trachemys dorbigni, ndo encontramos na
literatura nenhum relato de biomarcadores de genotoxicidade utilizando essa espécie,
sendo que, determinar os valores basais de danos ao DNA de espécies sentinelas fornecem
uma alternativa particularmente promissora de crescente interesse e relevancia para medir
os efeitos genotoxicos ocasionados pela exposicao a diferentes contaminantes ambientais
(POLETTA et al., 2013).

No Rio Grande do Sul, o quelonio mais abundante ¢é a espécie Trachemys dorbigni
(Duméril & Bibron, 1835) conhecida popularmente como tartaruga tigre d’agua, sendo
identificada pela coloracdo com listras verdes e amarelas na cabeca, além do casco
ornamentado, principalmente nas fémeas (QUINTELA; LOEBMANN, 2009; BUIJES,
2010). Essa espécie de agua doce vive naturalmente em ambientes como rios, lagos e
corregos com abundancia de vegetagdo (BUIJES, 2008). Também ¢ comumente
encontrada em areas urbanas poluidas por esgoto domésticos e industriais, em areas de
drenagem de plantagdes de arroz ou cavas decorrentes da extracao ilegal de areia (BUJES;
VERRASTRO 2008; FAGUNDES; BAGER; CECHIN, 2010). A espécie apresenta
habitos diurnos, com dimorfismo sexual acentuado (Figura 4), sendo as fémeas maiores
que os machos, porém os machos apresentam uma cauda longa (BOSSLE, 2010). Sua
dieta ¢ generalista do tipo onivoro oportunista (HAHN, 2005; SILVEIRA et al., 2019).
A estimativa de vida na natureza ¢ da ordem de aproximadamente 30 a 40 anos
(CLEITON; GIULIANO-CAETANO, 2008). Embora o estado de conservagao de T.
dorbigni ndo seja um motivo de preocupagdo atual, pois essa espécie nao esta listada
como ameagada de extingcdo pela Portaria MMA n° 148/2022 que atualiza a Lista
Nacional de Espécies Ameagadas de Extingdo (BRASIL, 2022), nos tltimos anos, ela tem
sido fortemente afetada por atividades antropicas como contaminagdo de rios,
fragmentacao dos habitats, comercializacdo ilegal de filhotes como pets, mortalidade por
atropelamento e interferéncia dos locais de nidificacdo por atividades agricolas,
principalmente pelas plantagdes de arroz irrigado, dessa forma, constituindo risco a
sobrevivéncia de suas popula¢des naturais (BAGER; 2003; BAGER; DE FREITAS;
KRAUSE, 2007). Neste sentido, ressaltamos a relevancia de estudos sobre indicadores
fisiologicos de quelonios que vivem em ambientes alterados, uma vez que a poluicio
pode afetar negativamente os organismos e, por consequéncia, acarretar a reducdo da
espécie em ambientes naturais, além de que, esse tipo de estudo oferece um rapido

diagnodstico com muitas informagdes sobre o estado de satide dos animais (LOPES, 2016).
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Figura 4 — Exemplares adultos de Trachemys dorbigni. Fonte: (A) Bujes; Verrastro,
2008. (B) Da Silva, 2023.

Em suma, processos de urbanizacdo tém levado a degradacdo de ambientes
aquaticos naturais, tanto por alteragdo de paisagem, canalizacdo de corpos hidricos e
destruicao da vegetagdo de entorno, como pelo despejo de efluentes, onde destaca-se
efluentes domésticos que contaminam os ambientes ndo apenas com bactérias e matéria
organica, mas outros tipos de contaminantes como os PPCPs, cuja grande maioria ainda
nao ¢ legislado. Visto que, a exposi¢cao cronica dos répteis a estes ambientes degradados
e possiveis contaminantes de origem antropica pode alterar o funcionamento dos
organismos e, inclusive causar danos permanentes, afetando seu desenvolvimento,
crescimento e, até mesmo, provocar alteragdes na estabilidade genética (POLETTA et al.,
2013). Nesse sentido, o presente estudo teve como objetivo geral relatar o perfil
morfométrico e hematologico de exemplares de Trachemys dorbigni de vida livre
habitando um ambiente urbanizado. Tendo como objetivos especificos:

- Realizar andlise fisico-quimica da agua para a caracterizag¢do do local de estudo e

comparar os resultados frente ao CONAMA 357/2005.

- Verificar as condigdes morfométricas dos exemplares de 7. dorbigni de vida livre.

- Relatar valores sanguineos para a espécie 7. dorbigni por meio da andlise da série
vermelha e branca.

- Avaliar a presenca de eventos genotdxicos através da observacdo da frequéncia
de micronucleo e outras anomalias nucleares eritrocitarias.

- Realizar andlise de componentes principais com parametros bioticos.
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RESUMO

O presente estudo teve como objetivo avaliar de acordo com a literatura se a degradagao
de corpos d’agua por efluentes liquidos domésticos afetam indices morfométricos e
hematoldgicos, e se causam genotoxicidade e mutagenicidade em exemplares de
Tartarugas-tigre-d’agua (Trachemys dorbigni) em vida livre. Os animais foram
capturados randomicamente (n = 16) em um canal urbano sob fortes pressdes antropicas
onde ocorre o despejo irregular de efluentes domésticos. As tartarugas foram analisadas
quanto a sua biometria e presenga de enfermidades externas e, apos, foram coletadas
amostras sanguineas da veia subcarapacial para determinacdo do perfil hematoldgico
(eritrograma e leucograma) e analise das alteracdes genotoxicas (microntcleo e outras
anomalias nucleares). Amostras de 4gua também foram coletadas para medigdes fisico-
quimicas. O baixo teor de oxigénio dissolvido e elevada concentragdo de fosforo total na
agua sdo indicios da contaminagdo do ambiente estudado por efluente doméstico e
eutrofizacdo. Os animais possuiam ectoparasitas (31,25 %) e pequenas deformagdes no
casco (56,25 %), porém o comprimento maximo da carapaca e peso medidos foram
consideradas normais para a espécie. Os resultados do perfil sanguineo mostraram baixa
concentracdo de hemoglobina e hematocrito e elevada quantidade de leucécitos totais
com diferenciagdo predominante de eosindfilos, caracteristicos de infec¢des parasitarias.
Quanto a danos genotoxicos, a frequéncia de micronucleo foi considerada basal (0,12%)),
mas a frequéncia das outras anomalias eritrocitdrias foram bastantes evidentes,
principalmente de nucleos blebbed (bolhosos) (63,79%), portanto, um indicativo de danos
cromossomicos em estagio inicial. Os resultados deste estudo indicam que ambientes
degradados por agdes antrdpicas, decorrentes de urbanizagdo, invadem habitat naturais

de tartarugas e afetam seu estado fisioldgico, colocando popula¢des em risco.

Palavras-chave: biomonitoramento, efluentes domésticos, pardmetros hematolégicos,

teste do micronucleo, satide animal.

1. Introducao

A poluicdo dos recursos hidricos ¢ uma preocupacdo ambiental crescente em areas
urbanas (Singh et al., 2022). O aumento desenfreado de atividades antropogénicas
intensifica o despejo de aguas residuais sem tratamento prévio ou efetivo (Lopes, 2016;
Fornari et al., 2018), perturbando a estrutura e o funcionamento dos ecossistemas

aquaticos naturais, constituindo assim, uma ameaca a biodiversidade aquatica (Fleeger et
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al., 2003; Cavas; Ergene-Goziikara, 2005). A exposi¢ao cronica dos organismos a estas
misturas que sdo aguas residuais / efluentes pode interferir em processos bioquimicos e
fisiologicos, estabilidade genética, bem como, no desenvolvimento e crescimento (Poletta
et al., 2013), o que em maior escala, pode afetar, inclusive, a manuteng¢do de populagdes
naturais (De Lemos et al., 2007; Costa et al., 2008; Croteau et al., 2008; Montanha et al.,
2011; Lopes, 2016).

Neste sentido, o biomonitoramento ¢ um método sistematico que utiliza respostas
biolégicas de bioindicadores para avaliar a qualidade ambiental (Buss et al., 2003). As
alteracdes nas respostas dos sistemas biologicos (que variam de moleculares a
comportamentais) que estao relacionadas a exposicao a substancias quimicas ou aos seus
efeitos toxicos sao denominados biomarcadores ou marcadores biologicos (Van Der Oost
et al.,, 2003). Os biomarcadores de exposicao e efeito sdo fundamentais na andlise das
relacdes entre os diferentes poluentes do meio ambiente, na incorporagdao pelos
organismos e na agao toxica ou efeito sobre eles mesmos (Pérez Iglesias, 2015). Assim,
os biomarcadores detectam precocemente respostas organismicas ao estresse ambiental,
antecipando efeitos adversos em niveis hierdrquicos maiores, como em nivel de
populagdes e comunidades (Cajaraville et al., 2000).

Analises sanguineas sao essenciais para monitorar € medir disturbios fisiologicos
em populacdes de Testudines em vida livre, por se tratar de um método pouco invasivo
que nao requer a eutandsia dos animais, tém sido muito utilizado por atuar no diagndstico
precoce de doencas queldnicas, que podem estar associados a fatores de estresse causados
pela exposicdo a contaminantes, enfermidades ou até pela invasao de espécies exoticas,
além disso, possibilitando a determinagdo do prognéstico de patologias. Além do mais,
observagoes feitas sobre o estado clinico de saude fornecem informagdes valiosas que
auxiliam nos esforcos para a conservagao e gerenciamento das espécies de quelonios, bem
como o uso desses animais como bioindicadores da qualidade dos ecossistemas
impactados (Matson et al., 2005; Metin et al., 2006; Hidalgo-Villa et al., 2007; Chaffin et
al., 2008; Oliveira-Junior; Tavares-Dias; Marcon, 2009; Zhang; Gu; Li, 2011; Arizza et
al., 2014; Silveira, 2016; Zapata et al., 2016; Castao et al., 2020).

A avaliagdo de danos no DNA ¢ usada para medir eventos genotdxicos de
contaminantes presentes nos ambientes aquaticos degradados. Diante disso, o ensaio para
a observacao da presenca de eritrocitos com micronucleo e outras alteragdes eritrocitarias
¢ um método simples e eficiente que tem a capacidade e de fornecer evidéncias do

potencial genotdxico e mutagénico, pois permite examinar a exposicdo cronica dos
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diferentes compostos em animais, visto que, a elevada contagem de eritrocitos
micronucleados (MN) e anormalidades nucleares eritrociticas (ANEs) pode evidenciar
problemas de saude, pois quanto maior o nimero de MN ou ANEs, maior o dano ao
material genético (Fenech, 2000; Ergene et al., 2007; Hosseinzadeh; Jafari, 2007; Metin
et al., 2008; Anbumani; Mohankumar, 2011; Labrada-Martagon; Tenerid; Zenteno-Savin,
2019;0sende et al., 2014; Zapata et al., 2016; De Carvalho Penha et al., 2021; Zamora-
Perez et al., 2021).

O presente trabalho teve como foco a avaliacdo da condicao de saide de uma
populacdo do quelonio Trachemys dorbigni (Duméril & Bibron, 1835) conhecida
popularmente como tartaruga tigre d’agua, que € a espécie mais abundante do Rio Grande
do Sul, e que vive naturalmente em ambientes dulcicolas como rios, lagos e corregos que
vem sofrendo constante degradacdo antropica em decorréncia da urbanizagado.
Especialmente no local de estudo, a degradagdo ocorre por lancamento clandestino de
esgoto doméstico, sendo esta a principal fonte poluidora. O estado de conservagao de 7.
dorbigni ndo ¢ considerado um motivo de preocupagdo atual, pois essa espécie nao esta
listada como ameagada de extingdo pela Portaria MMA n° 148/2022 que atualiza a Lista
Nacional de Espécies Ameagadas de Extingdo (Brasil, 2022). No entanto, os animas desta
espécie tém sido afetados pela contaminacao das aguas, fragmentagao dos habitats, além
de outros fatores como comercializacao ilegal de filhotes, mortalidade por atropelamento
e interferéncia dos locais de nidificagdo por atividades agricolas, principalmente pelas
plantagdes de arroz irrigado. Este conjunto de fatores constitui risco a sobrevivéncia de
populagdes naturais de 7. dorbigni (Bager; De Freitas; Krause, 2007). Cabe ressaltar que
a redugao da abundancia ou perda de tartarugas em sistemas aquaticos pode resultar em
alteragdes significativas no funcionamento do ecossistema (Lindsay et al., 2013).

Nesse sentido, o objetivo do presente estudo ¢ avaliar de acordo com a literatura
consultada se a degradacdo de corpos d’agua por efluentes liquidos domésticos afetam
indices morfométricos e hematoldgicos, e se causam genotoxicidade e mutagenicidade

em exemplares de Tartarugas-tigre-d’agua (Trachemys dorbigni) em vida livre.

2. Materiais e Métodos
2.1. Local de amostragem, captura e biometria dos animais

O estudo foi conduzido em um canal a céu aberto localizado no perimetro urbano

da cidade de Pelotas/RS (latitude: -31.7608741, longitude: -52.3162444). Este local vem
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sofrendo intensa antropizagao pelo crescimento imobilidrio e existem registros de despejo
irregular de esgoto doméstico no canal. Nos meses de novembro/2021, janeiro, margo e
abril/2022 foram capturados 16 exemplares adultos de 7. dorbigni (13 f€meas e 3 machos)
utilizando-se armadilhas do tipo covo com iscas atrativas e auxilio adicional de puga.
ApoOs a captura, os animais foram contidos manualmente e marcados com um corte no
escudo marginal da carapaca com auxilio de um arco de serra, também foram tiradas as
medidas dos pardmetros biométricos (ver Tabela 2), tais como, comprimento e largura
maxima da carapaca e do plastrao, massa corporal, registrada com uso de uma balanca
digital (precisdo 0,1 g); e o sexo identificados visualmente pelo dimorfismo evidente
conforme descrito por Bager (2003). Outras alteragdes visuais como a ocorréncia de

erupgoes cutaneas, deformagdes na carapaca e presenca de parasitas foram anotadas.

2.2. Andlise fisico-quimica da dgua

A coleta e o armazenamento das amostras da dgua seguiram as orientagdes do
Guia Nacional de Coleta e Preservacdo de amostras publicadas pela CETESB/ANA
(Brandao et al., 2011). Para a amostragem in loco de alguns parametros fisico-quimicos
da agua foram medidos utilizando a sonda de multiparametros Horiba (Modelo U-53), a
fim de obter resultados para turbidez, temperatura, condutividade elétrica, solidos totais
e pH (ver Tabela 1). No laboratério de Limnologia da Universidade Federal do Rio
Grande (FURG), foi realizada a analise da Clorofila-a utilizando o método de
espectrofotometria segundo Mackinney (1941) com adaptagdes de Paranhos (1996) e
Chorus e Bartram (1999); para determinagao do Oxigénio dissolvido foi utilizado o
método de Winkler (Golterman et al., 1978); e para as analises de Nitrogénio total e do
Fosforo total foi realizada pelo método de Kjeldahl (Mackereth et al., 1978). Os
resultados foram interpretados frente aos padrdes estabelecidos pela Resolugdo n°

357/2005 do CONAMA (Brasil, 2005).

2.3. Parametros hematologicos

Amostras de sangue foram coletadas dos animais em campo, sob contencao fisica,
pelo acesso da veia subcarapacial utilizando seringa plastica descartavel (3mL) com
agulha de calibre 40 x 12. No caso de contaminagdo do sangue com linfa, as amostras
eram descartadas, o material de pungdo substituido, e procedia-se uma nova coleta. As
amostras de sangue foram acondicionadas em microtubos contendo heparina de litio,

homogeneizadas gentilmente e mantidas sob refrigeracdo até o seu processamento. As
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extensdes sanguineas foram feitas no local, logo apos a coleta das amostras. A contagem
numérica manual das hemadcias e leucocitos foi feita em cdmara hematimétrica apos
macrodiluicdo do sangue com solugdo diluente isotdnica desenvolvida por Natt e Herrick
(1952). A contagem diferencial leucocitaria e avaliagdo morfolégica celular foram
realizadas por microscopia optica, apos coloragdo dos esfregacos sanguineos pelo método
de Wright. O hematocrito (Hct) foi determinado através da técnica de microhematdcrito
por 5 min a 11.000 rpm. A proteina plasmatica total (PPT) foi mensurada através do
método de refratometria. A dosagem de hemoglobina (Hb) foi realizada através do
método cianometahemoglobina (Labtest, Lagoa Santa, BR) com centrifuga¢do por 5
minutos, para remog¢do dos nucleos livres, antes da leitura das absorbancias do
sobrenadante em espectrofotometro semi automatico. Os indices hematimétricos (VCM

e CHCM) foram calculados de acordo com Jain (1986).

2.4. Ensaio do microniicleo e outras anormalidades nucleares eritrociticas

A determinagdo de micronucleos (MNs) e anormalidades nucleares eritrociticas
(ANEs) também foram analisadas no tecido sanguineo, de acordo com a técnica descrita
por Ueda et al. (1992). Para tanto, trés esfregagos de sangue periférico para cada animal
foram preparados em laminas limpas, fixados com metanol absoluto por 10 min e corados
com laranja de acridina (0,003%) dissolvido em tampdo de Sorenson (KH2PO4, NaHPOs,
pH 6.8) seguindo Alvim; Martinez (2018).

Logo apds, as laminas com o esfregago sanguineo ja fixado foram examinadas
sob microscopio de fluorescéncia (Olympus [X81) com aumento de 100x utilizando 6leo
de imersao. Um total de 3000 eritrocitos por animal foram pontuados quanto a presenga
de MNs e ANEs. Para a classificacdo de micronutcleos, foram seguidos alguns critérios
descritos por Fenech (2000): 1) estrutura corpuscular circular ou oval, 2) mesma
coloragao do nucleo principal e 3) tamanho até 1/6 ou 1/3 do tamanho do nucleo principal.
Outras anormalidades nucleares foram observadas e classificadas seguindo Carrasco et
al. (1990), sendo elas descritas como: nucleos blebbed que apresentam uma projecao
relativamente pequena da membrana nuclear parecendo conter eucromatina ou
heterocromatina. Essas “bolhas” variam em forma de uma ligeira protuberancia a uma
estrutura pedunculada com um terminal redondo completamente circunscrito; niicleos
lobed: sdo aqueles que apresentam evaginacdes maiores do que as descritas para os
blebbed, podendo apresentar a formag¢do de um unico ou de multiplos 16bulos; nucleo

entalhado (notched): apresenta uma fenda bem definida de largura uniforme que se
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estendia a uma profundidade apreciavel em um nticleo que ndo contém material nuclear
e parecem ser delimitados pela membrana nuclear. Além dessas anomalias, também foi
avaliada a presenca de nticleos binucleados, que sdo células que apresentam dois nicleos
no citoplasma, interligados ou ndo e que estdo dispostas no mesmo plano e com tamanho
semelhante (Yasui et al., 2015). A avaliagao do potencial genotoxico foi determinada
separadamente para cada tipo de anomalia eritrocitaria seguindo a formula mostrada por
Zapata et al. (2016), onde a frequéncia (%) foi calculada como = (nimero de células
contendo anormalidades x 1000) / nimero total de células contadas. O resultado de
microntcleo também foi expresso por média e desvio padrao.

Todos os procedimentos experimentais foram previamente aprovados pelo

Comité de Etica no Uso de Animais da FURG (autorizagdo n° 23116.001406/2021-41).

2.5. Andlise estatistica

Foram realizadas estatisticas descritivas com resultados expressos por média e
desvio padrao. O teste t de Student foi usado para determinar se houve diferengas
significativas nos dados biométricos (comprimento maximo da carapaga e massa
corporal) entre fémeas e machos. Uma matriz de correlacao foi utilizada para determinar
o grau de similaridade entre as variaveis, para posterior ordenag¢ao utilizando o método
de analise de componentes principais (PCA), a fim de visualizar a distribui¢do das
associacoes entre as variaveis selecionadas. Um nivel de significancia 95% foi adotado

para indicar diferenca estatistica, usando o programa software R- Studio (p < 0,05).

3. Resultados e Discussao
3.1. Condigdes fisico-quimicas da dgua no local de coleta

Os resultados dos parametros fisico-quimicos da dgua sdo apresentados na Tabela
1 e foram comparados e classificados de acordo com a resolugdo n° 357 de 17 de margo
de 2005 do Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA), que dispde sobre a
classificagdo dos corpos hidricos e as diretrizes ambientais para o seu enquadramento,

estabelecendo condigdes e padrdes de qualidade de agua do Brasil (Brasil, 2005).
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Tabela 1 — Parametros fisico-quimicos de amostras coletadas do local de estudo. Os

dados sdo expressos como média + desvio padrao (DP).

Parametros Limnolégicos Média + DP
Oxigénio Dissolvido (mg/L) 1,09 + 0,26
pH 7,11+ 0,30
Fosforo Total (mg/L) 1,18 £0,10
Nitrogénio Total (mg/L) 9,77 £ 1,75
Turbidez (UNT) 7,41 £1,08
Solidos Totais Dissolvidos (mg/L) 175,33 + 54,26
Condutividade Elétrica (uS/cm) 276,67 = 77,17
Clorofila-a (ng/L) 6,90 + 3,04

De acordo com o CONAMA 357/2005, a classificacao do corpo hidrico ¢ definida
pelos usos preponderantes mais restritivos da agua, atuais ou futuros. Levando em conta
que atualmente ndo existe uma proposta de enquadramento especifica para o ambiente
foco deste estudo e, tampouco para o Canal Sao Gongalo de acordo com o Relatério Anual
de Qualidade Ambiental do municipio de Pelotas no qual ele desagua (RAMB, 2020),
foram seguidas as diretrizes do art. 42 da Resolugdo CONAMA 357/2005, na qual
estabelece que "enquanto ndo aprovados os respectivos enquadramentos, as dguas doces
serdo consideradas classe 2”. Neste contexto, a maioria dos parametros analisados e
expressos na Tabela 1 se encaixaram nas determinacdes da classe 2, com exce¢do do
fosforo total (Pt) e do oxigénio dissolvido (OD) que estdo em desacordo com os padrdes
de qualidade exigidos pela legislacdo vigente.

Neste sentido, cabe ressaltar que concentragdes inferiores a 5 mg/L de OD ja
podem afetar o ecossistema aquatico, sendo capazes de causar a mortalidade de alguns
organismos quando esses ambientes alcancam teores inferiores a 2 mg/L (Embrapa,
2020). Da mesma forma, foi verificado baixa taxa de OD no canal em estudo, com média
de 1,09 mg/L, corroborando os resultados de outros autores os quais evidenciaram que

este canalete recebe direta e indiretamente esgoto sem tratamento prévio de maneira a
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potencializar o aumento de microrganismos que a diminuem a taxa de oxigénio dissolvido
na dgua (Rangel; Sanches Filhos, 2014).

O foésforo (P) € o principal fator limitante da produtividade primaria nos corpos
hidricos de dgua doce e, assim como o nitrogénio (N), constitui-se em um dos principais
nutrientes para os processos metabolicos dos seres vivos (Esteves, 2011). Por isso que,
uma concentragdo de fosfato de 0,01 mg/L ¢ suficiente para sustentar o fitoplancton e
concentragdes de 0,03 a 0,1 mg/L ou mais provavelmente promoverdao o bloom de algas
(WHO, 2002). Por ser nutriente essencial para processos bioldgicos, o excesso de fosforo
ocasionado por esgotos sanitarios devido principalmente a presenca de detergentes
superfosfatados e matéria fecal, conduz a processos de eutrofizacdo das aguas naturais,
sendo assim, a concentracdo de fosforo na agua pode determinar também o estado trofico
de um corpo d’agua (Esteves, 2011; Buzelli; Cunha-Santinho, 2013). O valor maximo de
Pt permitido pela Resolugio CONAMA 357/2005 para o enquadramento de ambientes
1€nticos de dgua doce classe 2 ¢ de 0,030 mg/L, sendo que o valor médio encontrado para
esta variavel no canal de estudo foi de 1,18 mg/L. Foi verificado também por outros
estudos que amostras de agua coletadas nos corpos hidricos da cidade de Pelotas e no
Canal Sao Gongalo, apresentaram concentragcdes muito elevadas de Pt, demonstrando um
alto grau de eutrofizag¢do. Tais estudos inferem que a deterioracao desses corpos d’agua
sdo influenciadas pelo despejo inadequado de efluentes urbanos (domésticos) e
industriais, que muitas vezes nao recebem tratamento prévio adequado antes do descarte
(Coradi et al., 2009; De Souza, 2015).

No Brasil, segundo o Sistema Nacional de Informagdes sobre Saneamento,
51,2% dos esgotos passam por algum tipo de tratamento (Brasil, 2021), sendo a outra
parte do esgoto bruto, lancada sem tratamento prévio nos cursos d’agua (Barreto et al.,
2013). Esta eutrofizagdao cultural (artificial ou antropica) ¢ atualmente a principal
problematica de qualidade da agua enfrentada pelos sistemas de dgua doce do mundo,
pois as atividades humanas tém alterado as taxas de entrada, exportagdo e ciclagem de
nutrientes (N e P), desta forma, acelerando o produtividade primdria e causando efeitos
ecologicos adversos, como o desequilibrio na cadeia alimentar que resulta em altos niveis
de biomassa fitoplanctonica que pode levar a proliferagdo de algas nocivas, com isso,
aumentar a produgdo de carbono orgéanico, que induz a respiracdo, € que por sua vez,
causa consequéncia direta na reducdo da concentracdo de OD, por fim, podendo levar a
mortandade de peixes e a reducdo da diversidade de outras espécies aquaticas (Smith;

Schindler, 2009; US EPA, 2000; 2010; WHO, 2002).
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3.2. Pardametros biométricos

A Tabela 2 traz os parametros bidticos medidos dos 16 exemplares de Tartarugas-
tigre-d’agua coletadas para este estudo. Os individuos coletados estavam cobertos de
lodo, alguns possuiam cicatrizes na carapaca e/ou plastrdo, ¢ outros larvas de
ectoparasitas, principalmente ao redor do pescogo e patas, além disso, observamos uma

fémea cega do olho esquerdo.

Tabela 2 — Resultados médios, madximos e minimos (+ desvio padrdo) de biometria de
fémeas e machos adultos de T. dorbigni analisados no presente estudo. As medidas sao

comprimento maximo e largura maxima da carapaca e do plastrao, peso e sexagem dos

animais.
Total (n=16) Fémeas (n=13) Machos (n=3)

Parametros morfométricos Média £+ DP  Max-Min | Média + DP Max-Min

CMC (mm) 232,3+ 11,66 250-210 200+ 10 210-190

CMP (mm) 2154 +8,77 230-200 180+ 10 190-170

LMC (mm) 200+ 8,16 210-190 160 + 0 160-160

LMP (mm) 179,2 + 8,62 190-170 150+ 10 140-160

Peso (g) 1498,5 £229,20 1880-1150 | 903,3 +100,2 1000-800

Observacdes. Comprimento maximo da carapaca (CMC); comprimento maximo do plastrdo (CMP);

largura maxima da carapaga (LMC) e largura maxima do plastrdo (LMP).

Como ja esperado, por conta do dimorfismo evidente da espécie estudada, as
fémeas mostraram uma tendéncia a serem mais pesadas € maiores que os machos, porém
essa diferenca ndo foi estatisticamente significativa, possivelmente, por conta do reduzido
numero amostral. Os exemplares analisados apresentaram tanto a massa corporal quanto
o comprimento maximo da carapaca semelhante aos dados biométricos encontrados na
literatura com 7. dorbigni em vida livre coletados também no Sul do Brasil, evidenciando
que apesar destes animais ndo estarem em boas condi¢des fisicas externas, eles se
encontram com boas medidas corporais (e.g. Bager, 2003; Fagundes, 2007; Bujes, 2008;
Bager et al., 2010; Bossle, 2010; Silveira, 2010; Bujes et al., 2011; Silveira et al., 2012).
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3.3. Parametros hematologicos

Os resultados hematoldgicos estdo apresentados na Tabela 3 juntamente com um
compilado dos valores encontrados para diferentes espécies do género Trachemys para
efeitos de comparacdo. Deve-se considerar que intervalos de referéncia para parametros
hematolégicos ainda ndo foram estabelecidos para muitas espécies de tartarugas,
inclusive para a espécie em questdo, ¢ mesmo quando determinados, sofrem muitas
limitagdes por conta de multiplos fatores que os influenciam como idade, sexo, estado
reprodutivo, estresse, temperatura, sazonalidade, habitat e sua distribuicdo geografica,
além de técnicas de coleta e métodos de andlise. Por isso que, para comparagdo do perfil
hematologico entre espécies e trabalhos diferentes € importante descrever em detalhes os
fatores e condi¢des envolvidas (Campbell, 2006; Allender; Mitchell, 2013; Boned et al.,
2015). No presente estudo, machos e fémeas foram considerados conjuntamente, devido
a diferenca no nimero amostral (4 vezes mais fémeas do que machos foram coletados),
assim como fizeram os trabalhos com hematologia de quelonios de dgua doce de Stein et

al. (2015) e Lopes (2016).

Tabela 3 — Dados de perfil hematologico de diferentes espécies do género Trachemys.

VALORES HEMATOLOGICOS

T. dorbigni e

T. scripta T. scripta
Parametros/Espécies 7. dorbigni T. dorbigni T. scripta
elegans elegans
elegans
CTE (x106/pL) 0,47 0,43 ¢ 0,387 ok 53e4,8 ok
22,68 ¢
Hct (%) 19,63 18,79 e 18,36 18 ¢ 18 ok
23,54
Hb (g/dL) 5,3 4,4 € 3,65 7,57 e 7,85 7,1e7,2 ok
442,86 ¢ 41,73 e 4583 ¢
VCM (fL) 428,99 NA
487,81 39,89 431,1
CHCM (%) 26,34 23,69 € 19,99 ok NA ok
4392,86 ¢ 13,833 ¢
Lt (pL) 8250 ok ok
5071,43 9,708
Heterofilos (%) 31 12,85 e 15,92 NA 42 e 39 50,2 e 34,2
Eosinéfilos (%) 43 41,14 € 43,92 NA 37¢e39 12e11,5
Baséfilos (%) 9 29 e 23,64 NA 4e4 27¢36,8

T. callirostris

0,79 ¢ 0,99
25,08 € 32,60
5,20 € 3,80
321 e 330,28
21,20 e 13,20

kk

29,80 ¢ 30
18,50 € 29
3,30 ¢ 3,34



54

Linfécitos (%) 10 10,71 e 10,57 NA 10e11 9e12,8 33,90 e 27,60
Mondcitos (%) 6 6,28 € 5,92 NA 9e¢9 32¢4,2 14,50 e 10,06
Seio venoso
Canal urbano Verao e o
) ) supraoccipital Verao e
antropizado inverno o ) ) In situ e Ex
Especificacoes o Cativeiro e veia mverno
por efluentes (animais de o situ
) o coccigea (Cativeiro)
domésticos vida livre)
dorsal
Carrascal Vel
Autores, Stein et al., Gradela et Medeiros et Hernandez
Referéncias asquez et al.,
2023 2014 al., 2017 al., 2012 et al., 2017

2014

Observacoes. CTE: contagem total de eritrocitos; Hct: hematocrito; Hb: hemoglobina; VCM: volume
corpuscular médio; CHCM: concentragdo de hemoglobina corpuscular média: Lt: Leucocitos totais.
NA: ndo disponivel.

**ynidade de medida diferente.

Em queldnios, a avaliagdo eritrocitos (série vermelha) pode ser interpretada como
um indice comparativo da condicao de transporte de oxigénio, nutricdo ou de saude de
modo geral (Campbell, 2004). A média da contagem total de eritrocitos (CTE) dos
individuos adultos de 7. dorbigni aqui analisados foi de 0,47 x 10%/uL, dado semelhante
ao trabalho de Stein et al. (2015) com a mesma espécie capturada em um lago artificial
em diferentes estagoes do ano, sendo de 0,43 % 10%uL no verao e de 0,387 x 10%uL no
inverno. Valores parecidos também foram encontrados por Carrascal Veldsquez et al.
(2014) que analisou individuos de 7. callirostris (Tartaruga deslizante Colombiana) em
condicoes in situ (0,79 x 10%/uL) e ex situ (0,99 x 10%/uL). Mas que difere dos valores de
CTE encontrados no estudo de Medeiros et al. (2012) utilizando individuos de T. dorbigni
com o sangue coletados em diferentes vias de puncao, tendo média de 5,3 x 10/puL via
seio venoso supraoccipital e 4,8 x 10%uL via veia coccigea dorsal, dessa forma,
reforcando que diferentes vias de coleta sanguinea podem expressar resultados diferentes,
reiterando que a via de pun¢do coletada neste trabalho, foi a veia subcarapacial.

O valor de referéncia do hematocrito de répteis varia entre 20 e 40%, sendo que
valores inferiores a 20% podem ser um indicativo de anemia e, quando superiores a 40%,
podem representar diminuicdo na quantidade do plasma (hemoconcentra¢do) e/ou
aumento da massa eritrocitaria (policitemia) (Campbell, 2006). O Hct dos animais

coletados para este estudo foi de 19,63%, estando no limite inferior daquilo que ¢
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considerado referéncia. Esses resultados sdo corroborados pelos observados por Stein et
al. (2015) para T. dorbigni capturadas em um lago artificial em area urbana no Sul do
Brasil nas estagcdes do verdo e inverno, tendo respectivamente a média de 18,79% e
18,36%; os autores deste trabalho, afirmam também que ndo ¢é possivel determinar se os
animais estudados estavam anémicos, pois os pardmetros hematologicos sdo
influenciados por grandes variacdes e ainda ndo foi determinado o intervalo de referéncia
para a espécie. Por outro lado, o valor de hematocrito encontrado em nosso trabalho foi
inferior aos analisados por Gradela et al. (2017) em espécies de Trachemys spp. criadas
em cativeiro, na qual foram vistos Hct de 22,68% para T. dorbigni e de 23,54% para T.
scripta elegans; inferior também ao observado por Carrascal Velasquez et al. (2014) com
mdividuos de T. callirostris, determinado Hct de 25,08% in situ € 32,60% ex situ, e esses
valores maiores que os nossos foram considerados dentro dos determinados para
referéncia, indicando auséncia de hemoconcentragdao ou anemia.

O valor encontrado para a concentragdo média de hemoglobina (Hb) de
exemplares adultos de 7. dorbigni analisados foi de 5,3 g/dL, estando também um pouco
abaixo da média determinada para maioria dos répteis clinicamente saudaveis, que
apresentam Hb na faixa de 5,5-12 g/dL (Stacy et al., 2011). O valor médio deste estudo
foi semelhante aos valores encontrados por Stein et al. (2015) para a mesma espécie
coletada no verdo (4,4 g/dL) e inverno (3,65 g/dL) e ao encontrado por Carrascal
Velasquez et al. (2014) para T. callirostris (4 g/dL). Mas, nosso dado ¢ inferior aos
encontrados por Gradela et al. (2017) para T. scripta elegans (Tartaruga-de-Orelhas-
Vermelhas) (7,85 g/dL) e T. dorbigni (7,57 g/dL), e por Medeiros et al. (2012) com T.
scripta elegans (7,1g/dL - seio venoso supraoccipital e 7,2 g/dL - veia coccigea dorsal).
E tais discrepancias na concentra¢do de hemoglobina variaram de acordo com a espécie,
mas também podem ocorrer devido ao esforgo fisico excessivo, condigdes de estresse,
estagio reprodutivo e variagdes sazonais (Ferrarezi, 2006).

O volume corpuscular médio (VCM) representa o tamanho médio dos eritrocitos,
no presente estudo foi encontrado um valor de 428,99 fL, sendo muito parecido com os
valores mostrados por Stein et al. (2015) com individuos de 7. dorbigni, sendo um valor
de 442,86 fL no verdo e de 487,81 fL no inverno; e por Hernandez et al., 2017 com T.
scripta elegans, onde encontrou um VCM de 458,3 fLL e 431,1 fL respectivamente nas
estagdes do verdo e inverno também. Porém, no trabalho de Gradela et al. (2017) foram
relatados valores baixissimos de VCM para T. dorbigni (41,73 fL) e T. scripta elegans

(39,89 fL) em cativeiro, estes autores afirma que estes resultados ja eram esperados, visto
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que observaram valores menores para CTE e maiores para Hct em seu trabalho. Além do
mais, essa diferenga significativa dos valores de VCM do nosso trabalho com o do
Gradela et al. (2017) pode ter ocorrido por conta dos distintos ambientes que esses
animais estavam inseridos, que sofre muitas variagdes por conta da temperatura, dieta,
estresses entre outros, e tudo isso, podendo afetar direta ou indiretamente os resultados
do VCM de tartarugas. E sobre o outro indice hematimétrico analisado, a concentracao
de hemoglobina corpuscular média (CHCM), designa o indice médio da porcentagem de
hemoglobina por heméacia (em %) e possui uma variacdo de 22% a 41% para répteis
(Campbell, 2006; Silva, 2011), sendo encontrada no presente estudo uma porcentagem
de 26,34%, parecido com o de 7. dorbigni com variagdo sazonal (Stein et al., 2015);
inferiores aos valores médios de 7. dorbigni e T. scripta elegans (Gradela et al., 2017); e
superiores aos de 7. callirostris (Carrascal Velasquez et al., 2014) (ver Tabela 3).

A verificacdo de proteinas plasmaticas totais (PPT) fornece informacgdes sobre a
situacdo do estado nutricional dos individuos, no qual, niveis baixos podem estar
associados a ma nutricdo, mas outros fatores também devem ser considerados, como
disturbios do metabolismo (Morselli et al., 2016; Tavares-Dias et al, 2009). A
concentragcdo média de PPT de todos os individuos foide 4,05 g/dL e mostrou semelhanca
ao valor relatado por Rossini et al. (2012) com a Tartaruga da Amazonia (Podocnemis
expansa) (4,2 g/dL). Porém, valores superiores foram relatados por Medeiros et al. (2012)
utilizando duas vias de pungdo diferentes com a espécie 7. scripta elegans; por Morselli
et al. (2016) com P. expansa, por Pessoa (2015) com individuos de Cagado-de-barbicha
(Phrynops geoffroanus) negativos e positivos para hemogregarina (parasitas sanguineos)
e também ao valor encontrado por Pires et al. (2006) com Caretta caretta utilizando a
mesma técnica para andlise que em nosso trabalho, a refratometria. De maneira geral,
todos estes estudos supracitados apresentaram valores baixos de PPT, indicativo de
hipoproteinemia, que comumente esta associada com desnutricdo, mas também pode estar
relacionada com uma absor¢do ou digestdo deficiente, parasitismo, perda de sangue
intensa ou doengas hepaticas e renais cronicas (Campbell, 2006), sendo que com os
exemplares aqui estudados, apresentaram ocorréncia de ectoparasitas.

Enquanto a andlise da série vermelha diz sobre a condi¢ao fisiologica de demanda
e distribuicdo de oxigénio (mais energética), a séria branca diz respeito a condi¢do
imunologica dos animais (Allender; Mitchell, 2013). A média da contagem de leucdcitos
totais no presente estudo foi de 8250 pl (+ 2625), estando muito superior aos valores

encontrado na literatura por Stein et al. (2015) utilizando a mesma espécie coletadas no
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verdo e inverno; porém com valores semelhantes aos encontrados por Medeiros et al.
(2012) em um criadouro comercial utilizando a espécie T. scripta elegans com amostras
coletadas em diferentes pungdes (ver Tabela 3). Sendo que, um quadro de leucocitose
pode estar relacionado a processos inflamatorios e neoplasicos, desnutrigdo e situacao de
estresse (Campbell 2004).

A contagem diferencial dos leucocitos permite identificar a variedade de globulos
brancos e estabelecer suas propor¢des relativas na ativacao do sistema imune (Silva,
2011). A ordem encontrada de predominancia numérica dos leucdcitos foi a seguinte:
eosindfilos (43%), heterofilos (31%), linfocitos (10%), basofilos (9%) e mondcitos (6%).
Corroborando com o trabalho de Stein et al. (2015) analisando a mesma espécie, onde os
eosinofilos foram os mais abundantes ¢ os mondcitos menos. Para além disso, foi
observado por Pires et al. (2009) que a contagem relativa e absoluta de eosinéfilos
apresentaram um niamero mais elevado em tartarugas cabegudas de vida livre do que as
em cativeiro, isso se vale, pelo fato dos animais de vida livre possuirem um estimulo
parasitario maior para a producdo de eosindfilos, vale ressaltar que, a maioria dos
individuos de 7. dorbigni analisados no presente estudo apresentavam ocorréncia de
larvas de ectoparasitas, confirmando portanto, a contagem elevada de eosinéfilos, pois,
de acordo com Pitol et al. (2007), o aumento deste tipo celular estd relacionado a casos
de parasitismo, ja que uma das suas principais funcdes ¢ participar da defesa contra
infecgOes parasitarias.

Geralmente os valores mostrados na literatura para a contagem diferencial de
leucocitos sdao bastante discordantes, isso se vale, em parte pela dificuldade de
classificacao dos leucécitos, pois possuem morfologia variavel entre os répteis em geral,
e também pelo fato de sofrerem alteracdes de fatores intrinsecos e extrinsecos (De Deus
Santos et al., 2009; Pires et al., 2009). Além disso, os Testudines apresentam uma
importante adaptabilidade a diferentes ambientes e essas caracteristicas podem ser
atribuidas as diferencgas na contagem de leucocitos observadas dentro da mesma espécie
e também para espécies diferentes. E por conta disso, que essas variagdes na contagem
de leucocitos representa uma limitacdo nas comparagdes entre quelonios (Rossini et al.,

2012).

3.4. Ensaio do microniicleo e outras anormalidades nucleares eritrociticas
O ensaio para a observagdo da presenga de eritrocitos com micronucleo e outras

alteragdes eritrocitarias ¢ um método simples e eficiente que tem a capacidade de fornecer
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evidéncias do potencial genotdxico de poluentes em ambientes degradados, pois permite
medir danos cromossomicos (Fenech, 2000; Josende et al., 2014). A Figura 1 mostra as
diferentes anomalias nucleares encontradas no presente estudo: micronucleos (MN),
nucleos lobulados (“lobed’); nucleos entalhados (“notched”) e nucleos bolhosos
(“blebbed”), além de células binucleadas, cujas frequéncias estdo dispostas nas Tabelas 4
e 5, respectivamente. Assim como os resultados hematologicos, os dados de MNs,
expressos por média e desvio padrdo, foram comparados com resultados disponiveis na

literatura para diferentes espécies de queldnios (ver Tabela 4).

Figura 1 — Fotomicrografias de anormalidades nucleares eritrocitarias de 7. dorbigni

corados com laranja de acridina. (A) MN; (B) Lobed; (C) Notched; (D) Blebbed, (E)

Binucleada.

O surgimento de MN representa estagios finais de danos genéticos, sendo
resultante da perda cromossomica pela eliminagdo do DNA excedente do nucleo durante
a divisdo do ciclo celular (Crott; Fenech, 2001; Fenech, 2000). No presente estudo, foi
relatada baixa indugdo de formag¢do de MN nos individuos analisados, tendo frequéncia
em torno de 0,12%, com média e desvio padrdo de 0.38 £ 0.6, inferior ao encontrado em
outros estudos. Borges et al. (2022) relataram que a baixa incidéncia de MN pode indicar
uma condi¢do normal de reparo do ciclo celular e de replicagdo do material genético, por

isso, uma frequéncia baixa pode ser considerada valores basais e normais.

Tabela 4 — Resultados de teste de micronucleo do presente estudo e de outros realizados
com espécies de quelonios adultos. Dados de microntcleos expressos por média e desvio

padrdo (DP).

Espécies Local de coleta N amostral  Médias + DP Referéncias

T. dorbigni Canal urbano 16 0,38 +£ 0,60 Presente estudo
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8,04+ 7,08 e
12,19 £ 12,94

3,33+£0,62¢
2,00 £ 0,36

1,47 £0,74 ¢

1,44 £ 0,59

15,82 £ 15,16

0,6 +0,6
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Zapata et al., 2016

Castano et al., 2020

Borges et al., 2022

Casini et al. 2018
Quiroz Herrera; Baena,

2017

Apesar da auséncia de niveis significativos de MN neste estudo, detectamos maior

incidéncia de alteragdes morfologicas nos eritrocitos de 7. dorbigni, apresentando uma

frequéncia total de 75.42%, sugerindo assim, a ocorréncia de falhas nos estagios iniciais

dos processos de divisao celular dos individuos analisados.

Tabela 5 — Média, desvio padrao e frequéncia de anormalidades nucleares eritrociticas

de individuos adultos de 7. dorbigni em vida livre analisados no presente estudo.

Animais Lobed Notched Blebbed Binucleados
1 9 59 219 6
2 3 12 138 4
3 9 36 188 5
4 3 73 249 1
5 2 22 289 3
6 1 13 251 2
7 12 25 362 0
8 0 20 257 3
9 2 6 77 1
10 19 30 227 4
11 44 28 277 7
12 2 5 47 0
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13 0 7 58 0
14 4 9 91 0
15 0 36 180 3
16 6 22 152 1
Total de
anomalias 116 403 3062 40
Média + DP 7.25+£11.09 25.19+19.03 191.38+91.48 2.5+2.25
% Anomalias* 2.41% 8.39 % 63.79 % 0.83 %

* Frequéncia de anormalidades eritrocitarias.

Dentre as ANEs observadas, nucleos tipo “blebbed” foi a anormalidade
encontrada com maior frequéncia (63,79%), lembrando que estes sao os nucleos com
pequenas evaginagdes da membrana nuclear que lembram bolhas, as quais parecem
conter eucromatina ou heterocromatina (Anbumani; Mohankumar, 2011). E podem ser
considerados precursores de MNs e de fendmenos de binucleacao (Mesak et al., 2019).
Todavia, ¢ importante salientar, que ainda ndo ha consenso sobre os tipos de
irregularidades na morfologia nuclear que podem ser consideradas analogas aos
microntcleos (Azevedo; Braga; Ribeiro, 2012). Tem sido sugerido que complicagdes na
separagao de cromossomos emaranhados ou ligados podem induzir nicleos “lobed” e
“blebbed” ao mesmo tempo que ocorre perda do material genético amplificado do nucleo
durante o ciclo celular (Shimizu et al. 1998; Cavas, 2008; Fenech et al. 2011). A
ocorréncia de nucleos “notched” também tem sido atribuida a presenga de substancias
capazes de induzir citotoxicidade, sendo importante quantificar esse tipo de anormalidade
(Bolognesi; Hayashi 2011). Corredor-Santamaria et al. (2016), relatou uma maior
incidéncia de eritrdcitos binucleados em um ponto que recebe esgoto doméstico sem
tratamento; Ferraro et al. (2004) sugeriu que esse tipo de anormalidade nuclear, assim
como notched, sao manifestadas a partir dos efeitos dos xenobioticos.

Vale ressaltar que, embora o nimero de individuos analisados possa ser
considerado baixo, esses animais foram encontrados em liberdade, naturalmente expostos
as condi¢cdes dos ambientes em que habitam (Castafio et al., 2020). Além do mais, essa
espécie possui uma dieta onivora oportunista, podendo estar no topo da cadeia alimentar
e com capacidade de bioacumular diferentes substancias € muitos contaminantes, mesmo
em baixas concentragoes, podem colocar em risco a fisiologia e sobrevivéncia de espécies

expostas (Grisolia et al., 2009; Silveira, 2015). Dessa forma, a reduzida frequéncia das
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anomalias nucleares ndo significa auséncia de efeitos genotdxicos no despejo de efluentes
domésticos, pois o esgoto pode ainda sim indicar um risco genotéxico, mesmo que seja

em propor¢do menor que outros contaminantes (Grisolia et al., 2001).
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Figura 2 — Analise de Componentes Principais (PCA) baseada na matriz de correlagao

Observacdes. A: PCA e B: Matriz de correlacao.
Variaveis: comprimento maximo da carapaga (CMC); contagem total de eritrocitos (CTE); Hemoglobina
(Hb); Hematocrito (Hct); Leucocitos totais (Lt); proteinas plasmaticas totais (PPT); eritrocitos

micronucleados (MN).

A Analise de Componentes Principais (PCA) foi realizada a fim de visualizarmos
graficamente a ordenagdo de possiveis similaridades dos parametros biométricos (CMC
e Peso), hematoldgicos (CTE, Hb, Hct, Lt e PPT) e genotoxicos (MN, lobed, notched,
blebbed e binucleadas). Verificamos que os eixos PC1 e PC2 sumarizam 57,10% da
variacao total dos resultados, sendo que o PC1 contribui com 33,3% e o PC2 com 23,8%.
As variaveis Hct, Hb e Blebbed que estdo bem posicionadas proximas a circunferéncia
do circulo de correlagdo, tém cos2 muito alto, o que implica em uma boa qualidade de
representacao nos primeiros componentes, portanto, responsaveis pela maior explicagao
das variancias encontradas.

Os resultados da PCA aplicada para os parametros genotoxicos mensurados em
T. dorbigni mostraram que nao houve relagdes significativas com os parametros
morfométricos (tamanho e peso dos individuos), apesar de, em tartarugas, as dimensoes
corporais serem um importante fator associado as respostas biologicas, pois esta
relacionado a idade e, possivelmente, ao tempo de exposi¢do a substancias toxicas
(Schneider et al. 2011). Dados semelhantes foram relatados com outras espécies de
quelonios, nos quais também nao foram encontradas relagdes entre peso e frequéncia de
MN (e.g. Boned et al., 2015; Zapata et al., 2016; Quiroz Herrera e Baena, 2017). Essa
falta de correlagdo ainda ndo ¢ bem esclarecida, embora se saiba que alteracdes na
estrutura e composicao nuclear sdo altamente relevantes para o desenvolvimento normal
e diferentes funcdes fisiologicas, podendo contribuir para o aparecimento de inlimeras
doengas (Van der oost et al., 2003; Zwerger et al., 2011). Além disso, Quiroz Herrera e
Baena (2017) relatam que alteracdes nos eritrocitos podem afetar as medidas
morfométricas nas fases iniciais do crescimento e por isso, que teve uma auséncia de
correlagdo nos individuos estudados, que pode ter ocorrido pelo fato de que os exemplares
eram todos adultos, ou seja, ja totalmente desenvolvidos; o mesmo pode ter acontecido
em nosso trabalho, na qual utilizamos individuos adultos de 7. dorbigni.

Ainda em relagdo as anormalidades, foi verificado também uma ligeira correlacao

negativa entre blebbed e MN (1= -0.6), isso de fato pode ter ocorrido porque blebbed foi
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o tipo de alteragdes eritrociticas com maior frequéncia (63.79 %) e MN com menor
frequéncia (0.12%), sendo que, alteragcdes do tipo blebbed pode ser mais evidente em
estagio iniciais de genotoxicidade (Crott e Fenech, 2001) e também ser precursores de
eritrocitos micronucleados (Mesak et al., 2019).

Os parametros derivados da série vermelha (CTE, Hb e Hct) foram evidenciados
pela forte correlagdo positiva (r= 0.9), corroborando os achados de Gradela et al. (2017)
0s quais observaram uma maxima correlagdo entre Hb e Het nas espécies 7. dorbignie T.
scripta elegans e CTE ligeiramente correlacionado com Hct em somente 7. dorbigni. J&
os resultados da PCA dos biomarcadores hematologicos em relagdo as variaveis
biométricas, foram relativamente correlacionados, porém ndo significativos, assim como
observado por Gradela et al. (2017) com espécies do género Trachemys e com Morselli
et al. (2016) com P. expansa em criatdrio, que nao identificaram correlagdo significativa
entre os parametros corporais € hematologicos, indicando que os animais apresentam
estado de saude relevante, independentemente da massa corporal.

A forte correlacdo positiva (= 0,9) entre a massa corporal e o comprimento
maximo da carapaca (Peso e MCL) corrobora estudos usando outras espécies de
tartarugas (Omonona et al., 2011; Gradela et al., 2017; de Mello e Alvarez, 2020),

indicando um desenvolvimento harmonico do corpo dos exemplares amostrados.

4. Conclusao

Os resultados encontrados no presente estudo para os valores biométricos,
hematologicos e genotoxicos fornecem informagdes valiosas para monitorar o estado de
saude de individuos selvagens de 7. dorbigni, representando informagdes incipientes e
essenciais para a sugestdo de medidas de conservacao desta espécie de quelonios, bem
como, para propor sua utilizagdo como espécie bioindicadora para avaliar o
monitoramento da qualidade dos ecossistemas antropizados.

Quanto ao perfil hematoldgico, sdo sugestivos a ocorréncia de alteragcdes, mas nao
sdo suficientes para conclusdo de diagnostico, como por exemplo, ndo € possivel
confirmamos que nossas espécimes estavam anémicas, mas em relagdo a diferenciacdo
leucocitaria, a eosinofilia foi evidente, caracterizando que os individuos analisados
estavam sofrendo por algum tipo de infeccdo parasitaria, sendo que ¢ necessario mais
estudos para comprovacdo e para determinar quais ectoparasitas estavam acometendo

esses animais. Portanto, se faz necessario fomentar mais estudos nesse sentido, visto que,
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os relatos sobre os valores hematolodgicos para 7. dorbigni tanto em vida livre quanto em
cativeiro sdo limitados.

Quanto ao aos eventos genotoxicos, este estudo representa possivelmente o
primeiro no Brasil a investigar a incidéncia de microntcleos e outras anomalias
eritrocitarias em 7. dorbigni, portanto faz-se necessario a producdo de mais trabalhos na
area para que os padroes encontrados neste estudo sejam elucidados com mais clareza,
visto que, a frequéncia de MN foi basal, mas a frequéncia de outras alteragdes eritrociticas
foi mais evidente, indicando que os individuos analisados estdo sofrendo danos

cromossomicos em estagio inicial em decorréncia dos efluentes domésticos.
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CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS

Atualmente o estado de conservagdao de 7. dorbigni ndo ¢ um motivo de
preocupacdo, pois essa espécie ndo esta listada como ameagada de extingdo, mas pelo fato
de que nos ultimos anos ter sido fortemente afetada por atividades antropicas, se faz
necessario o fomento de pesquisas que visam analisar o estado fisiologico dessa espécie
de quelonio.

No presente estudo, os dados preliminares demonstraram que estudos em conjunto
de biomarcadores do sangue para determinar variaveis hematologicas e/ou alteracdes de
genotoxicidade em populagdes de vida livre de T. dorbigni em areas antropizadas, se fez
util para realizar um panorama inicial de investigagdo sobre o estado de satde desses
animais, bem como, realizar o monitoramento da qualidade ambiental, além de ser um
passo inicial para propd-la como organismo sentinela.

Sugere-se realizar mais estudos com analise de multiplos biomarcadores com esta
espécie, tanto em vida livre quanto em cativeiro, além da utilizagao de uma metodologia
mais ampla, com comparacdes entres locais e aumento na quantidade de individuos
amostrados, € com isso, contribuir com eficacia para a melhor compreensdao das
caracteristicas fisiologicas e sugerir medidas para a conservagao e utilizagao sustentavel
dessa espécie, a fim de prevenir contra futuras ameacas de extingao.

Para além disso, vale ressaltar, que a crescente urbaniza¢do, que culmina
sobretudo, pelo langamento de aguas residuarias de atividades domésticas tém acarretado
a deterioracdo de ambientes aquaticos naturais, e estd degradacdao ¢ evidenciada pela
analise dos parametros fisico-quimicos da agua do local de estudo, na qual identificaram
baixo teor de OD e elevado de Pt, estando estes parametros fora da legislagdao e
identificando a ocorréncia de processos de eutrofizacao artificial. E apesar desses dados
caracterizar deterioragdo do ambiente, ndo ¢ necessariamente causas dos efeitos
fisiologicos observados nos individuos analisados, mas ¢ um indicativo da contaminacao
ambiental por efluentes domésticos, sendo que esses efluentes além da presenca de
matéria organica e microrganismos, possuem forte aporte de PPCPs (produtos
farmacéuticos e de higiene pessoal) e que existe varios que ndo estdo legislados, mas ja
existe trabalhos realizados na regido que comprovam a toxicidade desses compostos no

ambiente natural.
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