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Resumo: Este estudo teve como objetivo investigar a ocorréncia de micronucleos (MN) e anormalidades
nucleares eritrocitarias (ANEs) em popula¢des naturais e de cativeiro de Kinosternon scorpioides e comparar
suas frequéncias com o tipo de ambiente, sexo e periodo sazonal em uma area de protecao ambiental no
estado do Maranhao, Amazonia. O sangue foi coletado de 112 espécimes de regides com influéncia antropica
direta e dreas indireta e de controle para produzir esfregacos de sangue para posterior anélise citolédgica em
microscopio éptico. Encontramos MN (N=91) e ANEs como nucleos binucleados (N=14), entalhados (N=81),
lobulados (N=35), segmentados (N=16) e deslocados (N=253) em animais in situ. Nenhuma anormalidade
foi registrada nos eritrocitos dos espécimes em cativeiro. A média (+ desvio padrao) de MN (1,13+0,47)
diferiu daquelas dos outros quelénios do ambiente natural, e os nucleos deslocados e binucleados se
manifestaram em frequéncias maiores (51,6%) e menores (2,8%), respectivamente. A frequéncia de
nucleos lobulados foi significativamente diferente entre as 4reas (p<0,05); nucleos segmentados (p<0,05)
e deslocados (p<0,05) apresentaram frequéncias maiores durante os periodos seco e chuvoso. O sexo
ndo afetou essas anormalidades. Nenhum MN significativo foi encontrado; no entanto, eritrécitos com
nucleos lobulados, segmentados e deslocados foram documentados em animais de diferentes ambientes e
periodos sazonais. Nosso estudo fornece dados pioneiros sobre MN e anomalias nucleares nos eritrocitos de
K. scorpioides e demonstra as diferencas e relacoes significativas entre eles. A ocorréncia de anormalidades
em animais silvestres confirma a necessidade de manutencdo de areas protegidas e a continuidade das
acoes de conservacao voltadas para os queldnios amazonicos. Isso contribui para a reducdo do impacto em
Unidades de Conservacao que utilizam a biodiversidade de forma sustentavel no Brasil.

Palavras-chave: biomarcadores; estressores ambientais; microntcleos; quelénios.

Abstract: This study aimed to investigate the occurrence of micronuclei (MN) and erythrocyte nuclear
abnormalities (ENAs) in natural and captive Kinosternon scorpioides populations and compare their
frequencies with the environment type, sex, and seasonal period in an environmental protection area
in the state of Maranhdo, Amazon. Blood was collected from 112 specimens from regions with direct
anthropogenic influence and indirect and control areas to produce blood smears for subsequent cytological
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analysis under an optical microscope. We found MN (N=91) and ENAs such as binucleated nuclei (N=14),
notched (N=81), lobulated (N=35), segmented (N=16), and displaced (N=253) in animals in situ. No
abnormalities were recorded in the erythrocytes of the captive specimens. The mean (+standard deviation)
MN (1.13£0.47) differed from those of the other chelonians from the natural environment, and the displaced
and binucleated nuclei manifested themselves at higher (51.6%) and lower (2.8%) frequencies, respectively.
Lobulated nuclei frequency was significantly different between the areas (p<0.05); segmented nuclei
(p<0.05) and displaced (p<0.05) had higher frequencies during the dry and rainy periods. Sex did not affect
these abnormalities. No significant MN were found; however, erythrocytes with lobulated, segmented,
and displaced nuclei were documented in animals from different environments and seasonal periods. Our
study provides pioneering data on MN and nuclear anomalies in the erythrocytes of K. scorpioides and
confirms the significant differences and relationships between them. The occurrence of abnormalities in
wild animals demonstrates the need to maintain protected areas and the continuity of conservation actions
aimed at Amazonian turtles. This contributes to reducing the impact on conservation units that employ the
sustainable use of biodiversity in Brazil.

Key-words: biomarkers; environmental stressors; micronuclei; turtle.

1. Introducao

Kinosternon scorpioides (Linnaeus, 1766) é uma espécie semiaquatica de ampla distribuicdo que
pode ser afetada por variacdes sazonais e pela disponibilidade de alimento. A espécie é conhecida como
“jurard” ou“mucguad” no Brasil, possui ampla area reprodutiva e pode ser encontrada em lagos, lagoas, rios
e no solo ", Estudos sobre os aspectos morfofisioldgicos, reprodutivos, comportamentais, ecolégicos,
ambientais e fisioldgicos desta e de outras espécies de tartarugas ja apresentaram resultados claros
e animadores. Tais informacdes sao essenciais para a compreensao da biologia deste taxon e podem
servir de norte para politicas ambientais voltadas a conservacgao e recuperacao de ecossistemas e as
populagdes naturais de tartarugas amazonicas.

Manter populagdes vidveis de tartarugas em ecossistemas requer esforcos de protecdo, manejo e
monitoramento, queenvolvemindividuos, medidas praticas, técnicaseficazesdemanejo conservacionista
e biomonitoramento populacional, que devem ser aplicados com o apoio da comunidade ©. Pressées
antrépicas, como caca excessiva, queimadas e desmatamento em areas protegidas, impactam K.
scorpioides e outras tartarugas . Na regiao amazodnica, diversos espécimes de K. scorpioides tém
sido submetidos a degradacao. Nesse cendrio, compreender o impacto dos estressores ambientais é
relevante e permite uma compreensao qualitativa de sua saude e do meio ambiente. Apesar das sutis
alteracoes em seu DNA, elas precisam ser mais bem elucidadas, pois a exposicao a agentes mutagénicos

pode causar danos irreversiveis ao material genético, colocando sua saude em risco ©.

Assim, biomarcadores bioldgicos representam instrumentos cruciais que sinalizam alteracées
moleculares, bioquimicas, fisioldgicas, celulares ou outras nos tecidos e/ou érgaos de um organismo,
indicando exposicao direta ou indireta aos efeitos nocivos de poluentes ambientais ©’#. O teste do
micronucleo (MN), uma técnica de baixo custo, simples e de facil aplicacao, é crucial para avaliar os efeitos
mutagénicos em células sanguineas, e tem sido frequentemente utilizado em estudos ambientais para
analisar alteracdes estruturais e estabilidade do DNA na fauna aquatica ©.

Os MNs sao elementos citoplasmaticos contendo cromatina que surgem durante a divisao celular,
guando fragmentos cromossémicos acéntricos sdo deixados para tras, dificultando sua conexao com o
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nucleo principal das células-filhas. Sua formacao resulta de alteracdes genéticas que se manifestam como
anormalidades cromossémicas ou do fuso mitético. Esse processo irreversivel é transmitido as geracdes
futuras, reduzindo a diversidade genética das populacdes e prejudicando os animais que residem nas
regides afetadas '%. Nesse contexto, a avaliacdo dos MNs é essencial na pesquisa de biomonitoramento,
pois fornece dados confidveis sobre a qualidade ambiental.

Nesse sentido, estudos nessa area sdao importantes, pois as tartarugas sao excelentes indicadores
da qualidade ambiental e de potenciais perigos para a saude humana e a biodiversidade, devido a
sua ampla distribuicdo e sensibilidade a poluentes. Em muitos casos, sua fisiologia, comportamento e
ecologia sao influenciados por fatores ambientais globais 7.

Portanto, este estudo teve como objetivo investigar a presenca de MN e anormalidades nucleares
eritrocitarias (ANEs) em populacdes de K. scorpioides de vida livre e de cativeiro e comparar suas
frequéncias com o tipo de ambiente, sexo e sazonalidade em uma Area de Protecio Ambiental (APA)
localizada no estado do Maranhao, que faz parte da Amazonia.

2. Material e métodos

2.1 Area de estudo

A Area de Protecdo Ambiental da Baixada Maranhense esté localizada no estado do Maranhao, que
faz parte da Amazdnia e foi incluida na lista Ramsar em 29 de fevereiro de 2000 "2, Esta entre os mais
importantes sitios Ramsar brasileiros e foi inserida no Plano Estratégico Nacional de Areas Protegidas -
PNAP (3,

Com base no nivel de interferéncia humana e nos efeitos ambientais diretos e indiretos, evidenciados
pela presenca ou auséncia de desmatamentos, queimadas, devastacao de manguezais e campos, caca
predatéria e lixo urbano, bem como pela distribuicdo dos espécimes por regido e diferentes ambientes,
agrupamos os pontos de coleta em trés categorias: A1 (area urbanizada, influéncia antrépica direta), A2
(area com vegetacao, influéncia indireta) e A3 (criadouro cientifico da UEMA, grupo controle).

A categoria A2 é marcada pela presenca abundante de arvores, arbustos e outras espécies vegetais
nativas que ocupam o local, as quais protegem o solo contra a erosdo e contribuem para a preservacao
do equilibrio ecoldgico. A drea é rica em biodiversidade, apresentando diversas espécies vegetais e
animais, caracteristicas da regido amazonica brasileira. A flora local impacta diretamente o clima, o ciclo
hidrolégico, a qualidade do ar e o habitat de animais e outros organismos vivos. Esta regiao apresenta
minima ou nenhuma interferéncia humana.

Em contraste, a atividade humana é intensa na categoria A1, impactando consideravelmente os
recursos naturais. Hd uma infraestrutura desenvolvida com mudancas no uso do solo, poluicdo e efeitos
ambientais perceptiveis de atividades industriais, comerciais e residenciais que se desenvolveram em
seu entorno. A densidade populacional é alta, alterando assim a paisagem natural, onde a vegetacao
nativa é substituida por areas urbanas e outras construcées que afetam diretamente o ambiente natural
original. As atividades econémicas e sociais nesta regiao sao acentuadas e constantes. Geralmente, ela
é caracterizada por forte interferéncia no ambiente natural, acbes humanas e mudancas na paisagem.
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Os animais do grupo controle foram mantidos no criadouro cientifico da UEMA sob a autorizagdo do
Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA-MA), n° 1899339/2008
(Figura 1). O criadouro tem uma &rea de 159,92 m” e é composto por cinco baias com paredes de tela
de ferro galvanizado, incluindo o teto. Cada baia ocupa uma area de 13,94 m? formando uma parte da
area total construida de aproximadamente 91 m? Além disso, possui uma area livre de 68 m? um tanque
de alvenaria revestido de ceramica, uma rampa para acesso dos animais, agua disponivel e um sistema
de drenagem. O criadouro contém &rvores, cascalho, areia e um grande espaco aberto com ventilacdo
natural, proporcionando um ambiente semelhante ao habitat natural da espécie. Em dias alternados,
os animais adultos foram manuseados para renovar a dgua nos tanques, receberam alimentacao e
monitoramento da sua saude. Eles foram identificados individualmente e alimentados diariamente,
preferencialmente pela manha. Durante a limpeza da area, o uso de produtos de limpeza foi evitado e

todos os animais foram removidos de suas baias para esse fim.
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Figura 1. Localizacdo dos pontos amostrais agrupados em areas urbanizadas (1, 3 e 7) e com vegetacao (2, 4, 5,6, 8 e 9) em
Pinheiro (MA), Sao Bento (MA) e Sao Jodo Batista (MA) na Baixada Maranhense, além do criadouro cientifico da UEMA, Séo Luis,
Maranhao, Brasil. (Para - PA; Maranhao - MA; Piaui - Pl e Tocantins - TO).

Os nove pontos de coleta estao em regides estratégicas cobertas pela APA. Isso foi pensado para
melhor amplitude de dados, bem como mapeamento de regides antropizadas ou nao antropizadas,
como os municipios de Pinheiro, Maranhao (P1 - Maria Santa 2°32'5"S 45°4'19"W; P2 - alto Rio Pericuma
2°35'38"S 45°5'1"W; P3 — Comporta 2°27'16"S 45°0'44"W; P4 — baixo Rio Pericuma 2°28'51"S 45°2'48"W;
P5 — médio Rio Pericuma 2°27'29"S 45°1'5"W); Sdo Bento, Maranhdo (P6 - Campo do Chagas 2°40'49"S
44°50'26"0; P7 — Campo do Alegre 2°42'3"S 44°51'37"0; P8 — Defunto 2°40'20"S 44°48'1"0); Sao Joao
Batista, Maranhdo (P9 — Pucao do Meio 3°0'22"S 44°47'41"0).
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2.2 Parametros ambientais da agua e do solo

As varidveis abioticas da dgua do lago e do campo préximos aos locais de captura dos animais
foram medidas entre 8 e 10 horas da manha. O pH, a temperatura (T) e o oxigénio dissolvido (OD) foram
medidos utilizando um medidor multiparametro (Akso, AK88°®), imerso em dgua a 4 m de profundidade.
A agua do lago foi dividida em trés colunas d'dgua (trés réplicas amostrais) e os valores médios foram
calculados. Esses parametros sao importantes do ponto de vista ecotoxicolégico, pois oferecem uma
avaliacao segura da qualidade dos corpos d'agua, além de serem comumente utilizados em analises
integradas a outros biomarcadores de interesse ambiental.

Amostras de solo foram coletadas para analise quimica completa, considerando os elementos K, Ca,
Mg, Al, complexo H+Al, saturacao por bases (SB), capacidade de troca cationica (CTC) e micronutrientes
como Fe, Mn, Cu, S, Zn e matéria organica (MO). Cinco amostras simples foram coletadas em zigue-
zague em cada ponto para uma unica composicdo de amostra composta. Para tanto, uma sonda foi
posicionada a 20 cm de profundidade ¥, Por¢ées individuais foram misturadas para obter um composto
homogéneo e 600 g foram removidos para obter a amostra final representativa dos pontos de coleta.
Posteriormente, as amostras foram armazenadas em sacos plasticos fechados, etiquetados e enviadas
ao laboratério para analise.

2.3 Testes para MN e ANEs em K. scorpioides

O protocolo de pesquisa para analises bioldgicas foi submetido ao Comité de Etica e Experimentacao
Animal (CEEA) da Universidade Estadual do Maranhao (UEMA), aprovado sob o parecer n.° 10/2021, e
seguiu todos os principios de bem-estar animal recomendados. Para a captura dos animais, o estudo foi
licenciado através do Sistema de Informacdo e Autorizacdo para a Biodiversidade (SISBIO), registro n.c
85805-1. Os animais foram capturados individualmente com armadilhas de funil circulares artesanais em
agosto e outubro de 2021; abril, junho, outubro e dezembro de 2022; e marco de 2023. Foram capturados
112 animais, incluindo 89 de vida livre e 23 em cativeiro, dos quais 50 eram machos e 62 fémeas.

O teste de MN foi conduzido de acordo com o protocolo proposto por Grisolia et al. ™ com
algumas modificagbes. Diversas anomalias estdo associadas ao nucleo eritrocitario de K. scorpioides,
incluindo nucleos lobulados, entalhados, segmentados, binucleados e deslocados, além de MN. Antes
da coleta de sangue, todas as precaucdes necessarias foram tomadas para evitar estresse nos animais e
contaminac¢ao da amostra. O sangue foi entdo coletado por puncao do seio venoso occipital com seringa
e agulha hipodérmica (0.7x25 mm?), apds relaxamento da musculatura do animal. O uso de anestésicos
foi evitado, pois poderia interferir nos resultados dos biomarcadores.

Duas laminas foram produzidas por animal para 224 esfregacos sanguineos. Em cada um deles,
foi utilizada uma aliquota de aproximadamente 30 uL de sangue, que foi posteriormente seco a
temperatura ambiente (entre 25 °C e 32 °C) por 24 h, seguido de fixacdo em metanol 10% gelado por
20 min e coloragdo com solugao de Giemsa 10% diluida em tampao fosfato 0,2 M (KH_PO,). As laminas
foram lavadas em agua corrente e secas a temperatura ambiente, com leituras realizadas em microscépio
Optico pela técnica de visualizacdo em zigue-zague com aumento de 100x. Um esforco amostral de
30 min foi utilizado para cada lamina, examinando 1.000 eritrécitos por lamina, totalizando 2.000 por
tartaruga 9.
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2.4 Analise dos dados

Os dados foram submetidos aos testes de Shapiro-Wilk e Levene para verificar a normalidade e a
homocedasticidade da variancia, respectivamente. Foi realizada analise de variancia (ANOVA one-way)
para avaliar as diferencas entre os ambientes, periodo sazonal e sexo, bem como estatisticas resumidas
das médias e desvio padrao; quando encontrada diferenca significativa, foram submetidas ao teste de
Tukey utilizando 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 da dgua e do solo da Baixada Maranhense

As concentragdes de OD nas dguas em A1 e A2 (tabela 1), quando relacionadas aos dois periodos de
coleta (seco e chuvoso), foram baixas e ndo atenderam aos valores permitidos pelo Conselho Nacional
do Meio Ambiente (CONAMA) (1718,

Nas amostras de solo, os teores médios de K e Ca foram elevados em A1 no periodo de seca,
enquanto Mg, SB, Al, H+Al e CTC foram elevados em A2 no mesmo periodo (Tabela 2). Os teores médios
de Fe, Mn, Cu e Zn foram elevados em A2 no periodo de seca. O teor médio de S também foi elevado em
A1 durante esse periodo (Tabela 2).

Estudos granulométricos revelaram que A1 apresentou o maior teor médio de areia (453,67+206,00
g/kg) no periodo chuvoso, e A2 altos teores de silte/argila em ambos os periodos climaticos (Tabela 3).

Tabela 1. Estatisticas resumidas das variaveis fisico-quimicas da agua dos diferentes ambientes de captura (A1
e A2) de Kinosternon scorpioides na Baixada Maranhense nos meses de agosto e outubro de 2021; abril, junho,
outubro e dezembro de 2022; e marco de 2023 nos periodos seco e chuvoso na Baixada Maranhense. DP = Desvio-
padrao; pH = Potencial hidrogenidnico; OD = Oxigénio dissolvido.

Variaveis abiéticas Al A2

seco chuvoso seco chuvoso

Minimo 2.60 2.50 0.80 0.30

OD (mg/L) Maximo 6.00 4.30 6.90 3.10
Média + DP  4.24+1.41* 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 (°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

*Para valores em desacordo com o Conselho Nacional do Meio Ambiente - CONAMA (7'® (valores de referéncia para agua:
OD>5,0 mg/L; pH 6,0 a 9,0; Temperatura <40 °C).
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Tabela 2. Concentracbes de elementos quimicos e micronutrientes presentes no solo correspondentes aos
diferentes ambientes de captura (A1 e A2) de Kinosternon scorpioides na Baixada Maranhense em agosto e
outubro de 2021; abril, junho, outubro e dezembro de 2022; e margo de 2023 nos periodos seco e chuvoso.

Variaveis abidticas Al
seco chuvoso seco chuvoso
Elementos (cmol/dm3)*
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¢
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 Maximo 12.88 - 35.94 24.05
Média + DP 7.94+4.67¢ - 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 Maximo 22.01 - 47.90 30.30
Média + DP 17.07+8.02f - 29.94+1.26f 26.42+4.00
Micronutrientes (mg/dm?3)
Minimo 270.23 - 27475 151.21
Fe 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
Mn 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
Cu 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
S 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
Zn Maximo 3.87 - 7.92 8.58
Média + DP 2.48+1.37 - 5.29+2.21 4.08+£3.91

Classes de interpretacdo do conteudo do solo para K: muito baixo (0-30), 2 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,
dalto >5,0. BS: baixo <2,0, médio 2,0-5,0, ¢ alto >5,0. CTC: baixo <4,5, médio 4,5-1,0, f alto >10. Diferentes letras minusculas
indicam a concentracdo dos elementos quimicos nos solos nos pontos de coleta (p<0,05), conforme definido por Prezotti e
Guaconi "9, SB - Saturagao por Bases; CTC - Capacidade de Troca Cationica.
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Tabela 3. Granulometria do solo dos habitats (A1 e A2) dos espécimes amostrados de Kinosternon scorpioides,
obtidos durante as coletas entre os meses de agosto e outubro de 2021; abril, junho, outubro e dezembro de 2022;
e marco de 2023 nos periodos seco e chuvoso na Baixada Maranhense.

Granulometria (g/kg) Al A2
seco chuvoso seco chuvoso

Minimo 248.00 - 110.00 170.00

Areia Méximo 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 Méximo 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 Maximo 530.00 - 750.00 580.00
Média+DP 370.00+165.23 - 475.00+174.79 496.67+104.08

O nivel médio de MO em A2 (29,16 g/kg) foi maior do que em A1 (15,95 g/kg). Os nimeros em A2
aumentaram a CTC (21,94 para 47,93 cmol /dm?). Em A1, variaram de 7,82 a 21,38 cmol /dm?>.

3.2 MN e ANE em K. scorpioides

Os resultados dos testes de MN revelaram que 26,7% (60/224) dos esfregacos sanguineos
apresentaram alguma alteracdo na morfologia nuclear dos eritrécitos, além de MN. Dessas amostras,
33,3% (20/60) e 95% (57/60) apresentaram MN e alguma forma de ANE, respectivamente. Mais
eritrécitos com MN foram encontrados nos animais de A2 (N=71) do que naqueles de A1 (N=20). As
ANEs identificadas foram eritrocitos com nucleos binucleados (Bl), entalhados (NE), lobulados (NL),
segmentados (NS) e deslocados (ND; Figura 2). Nao identificamos MN ou outras ANEs nas amostras dos
46 animais em cativeiro. Os valores na Tabela 4 referem-se aos encontrados nos animais das areas A1 e
A2.
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Figura 2. Eritrocitos de Kinosternon scorpioides. Apresentacao das anormalidades do micronucleo (MN) e do nucleo
eritrocitario (ANEs) de espécimes capturados nas areas A1 e A2 na Baixada Maranhense, com o uso da coloracdo de Giemsa a
10% e visualizagdo em aumento de 100x. As setas pretas indicam: A — Eritrécitos normais; B — Eritrocitos com microntcleo; C -
Eritrocitos binucleados; D — Nucleo entalhado; E - Nucleo lobulado; F — Ntcleo segmentado e G — Nucleo deslocado.

Entre os 490 eritrécitos contados, a ocorréncia de ND (N=253; 51,63%) foi mais frequente do que a
de Bl (N=14; 2,85%; Tabela 4). Eritrocitos com anormalidades de NS, NL e ND foram os mais recorrentes
na maioria das amostras.
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Tabela 4. Analise quantitativa dos tipos de anomalias nucleares eritrocitarias (ANEs) registradas em amostras de
Kinosternon scorpioides capturadas em A1 e A2 na Baixada Maranhense, Maranhao, Brasil.

Abreviagdo Variavel N°. de Frequéncia (%)
eritrocitos

MN Micronucleos 91 18.57

BI Binucleado 14 2.85

NE Nucleo entalhado 81 16.53

NL Nucleo lobulado 35 7.14

NS Nucleo segmentado 16 3.26

ND Nucleo deslocado 253 51.63
Total 490 100

A comparagao das médias das varidveis correspondentes a MN e ANE de acordo com o ambiente,
sexo e periodo sazonal indicou que o numero de ND foi maior nos animais de A1 (4,66+0,81). No entanto,
o numero de NL foi significativamente diferente entre os animais de A1 e A2 (p<0,05; Tabela 5). Quando
as médias das variaveis foram verificadas de acordo com o periodo sazonal, os numeros de NS e ND
em eritrocitos de K. scorpioides foram significativamente maiores na estacao seca (5,27+0,90, p<0,05;
Tabela 5). Portanto, as condicbes ambientais e climaticas afetam diretamente a ocorréncia de anomalias
eritrocitarias. O sexo ndo interferiu na formacédo dessas anormalidades, e as maiores médias detectadas
mostraram valores semelhantes entre machos (4,30+0,76) e fémeas (4,36+0,79) com ND em eritrocitos.
A média e o desvio padrao dos MN detectados em espécimes adultos de K. scorpioides (1,13+0,47)
diferiram daqueles encontrados em outros quelénios (Tabela 6).

Tabela 5. Estatisticas resumidas das frequéncias de micronucleos e anormalidades nucleares eritrocitarias (ANEs)
em machos e fémeas de Kinosternon scorpioides (N=60) da Baixada Maranhense (A1 e A2), em diferentes periodos
(seco e chuvoso), nos meses de agosto e outubro de 2021; abril, junho, outubro e dezembro de 2022 e margo de

2023.
Ambiente Sexo Periodo
Variavel A1 A2 macho fémea seco chuvoso
Média £ DP p-valor Média £ DP p- valor Média £ DP 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 0.26+0.08 0.9590 0.27+0.08 0.27+0.08 0.6536 0.34+0.11 0.22+0.09  0.02949*
Bl 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*

Abreviacoes: MN: Micronucleo; NE: Nucleo entalhado; NL: Nucleo lobulado; NS: Nucleo segmentado; Bl: Binucleado; ND:
Nucleo deslocado; T ANOVA one-way/*Diferenca significativa (p<0,05).

Tabela 6. Comparacdo entre médias e desvio padrdao (DP) de MN encontrados em eritrécitos de Kinosternon
scorpioides com aqueles de outras espécies de quel6nios em ambientes marinho e de d4gua doce no Brasil.

Espécies Média DP Estagio Referéncia
de vida

Kinosternon scorpioides 1.13 0.47 Adulto Presente estudo
Trachemis callilostris Aqua d 1.25 0.91 Adulto Zapata et al.®)
Phrynops hilarii guadoce  n62 0.18  Juvenil/Adulto Latorre et al.?)
Podocnemis expansa 0.60 0.60 Filhote Frossard et al.®?)
Chelonia mydas 0.78 0.58 Filhote Frossard et al.®)

Chelonia mydas . 3.56 1.59 Juvenil Silva et al.®)

Lepidochelys olivacea Marinho 10.0 3.60 Adulto Herrera and Baena®)
Caretta caretta 15.82  15.16  Juvenil/Adulto Casini et al®

Fonte: Frossard et al. @2, Intervalo de Confianga (IC) de 95%.
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4. Discussao

A frequéncia estimada de MN em K. scorpioides coincidiu com a de outras tartarugas, como
Trachemys callirostris, que apresentou 79 MN em eritrdcitos. Além dos MN, nossos achados revelaram
outras anomalias nos eritrdcitos de K. scorpioides, contradizendo os resultados da maioria dos estudos
gue se concentraram apenas na andalise de MN, particularmente em mamiferos aquaticos 227, Estudos
anteriores demonstraram que o teste de MN detecta efetivamente alteragcdes em eritrocitos de répteis
e aves, fornecendo informacgodes bioldgicas pertinentes, além de atuar como um sinal de efeitos nocivos
em animais aquaticos. Nesse cenario, os resultados deste estudo sao particularmente importantes, visto
gue nao ha evidéncias disponiveis de MN ou outras anomalias eritrocitarias na espécie em estudo.

Nossos resultados nao revelaram MN em K. scorpioides de cativeiro. Um fator associado a ocorréncia
dessas anormalidades é o nimero reduzido de animais na area “®. Além disso, fatores de estresse que
alteram o nucleo celular sao incomuns em animais de cativeiro. Em relacao a propor¢ao de animais em
cativeiro e de vida livre, Zapatta et al. ?° e Latorre et al. ?" relataram proporcdes semelhantes as deste
estudo (20 e 32 animais, respectivamente). Estudos anteriores relataram nimeros reduzidos e auséncia
de MN em Macroclemys temminckii e Kinosternon subrubum ?° em cativeiro e em vida livre.

O numero médio de MN em animais de A2 foi maior do que A1, embora a diferenca ndo tenha sido
estatisticamente significativa. Esses achados confirmam os resultados relatados por Castafio et al. &3
para espécimes coletados em regides com vegetacao (3,33%0,62) e sdao semelhantes aos relatados por
Zapata et al. ?%, que identificaram uma média maior (8,04+7,08) em T. callirostris capturados em rios e
submetidos a fatores de estresse. A escassez de MN em individuos de vida livre pode ser atribuida a sua
capacidade de adaptacao as condi¢dées e mudancas ambientais regionais ©°.

Embora os animais deste estudo tenham sido capturados em areas urbanas e com vegetacao
em uma APA no Maranhao, que apresentou niveis variados de interferéncia humana, nossos relatos
indicaram uma baixa incidéncia de MN, sugerindo que impactos ambientais diretos ainda nao se
manifestaram nessas regioes. Esses dados sao semelhantes aos apresentados por Moron et al. " sobre
Podocnemis expansa em uma APA no Tocantins, Brasil. Em estudos anteriores conduzidos com P. hilarii
e Caretta caretta “®, Casini et al. ® demonstraram que os MN apresentaram respostas significativas do
ponto de vista ambiental e indicaram possiveis efeitos sobre essas espécies. A mudanca na origem dessa
anomalia indica a qualidade do ambiente, pois € comum em animais de regides afetadas por problemas
e desequilibrios ambientais, que comprometem sua sobrevivéncia ©2.

Matson et al. © relataram que efluentes industriais atuam como tensores ambientais nos
ecossistemas impactados. Eles identificaram os valores absolutos de MN em Emys orbicularis e C. mydas
(N=23 e 1.254, respectivamente) quando submetidos aos impactos negativos de atividades agricolas
em areas urbanas. Esses valores excederam os relatados em nosso estudo para A1 (N=20). Além disso,
Castano et al. ®¥ sugeriram que as altas taxas de anomalias nucleares em animais de regides urbanas
e com vegetacdo podem estar ligadas a atividades humanas e agricolas que tém efeitos consideraveis
sobre esses animais.

Os resultados do teste de MN nao revelaram diferenca significativa entre os sexos, confirmando que
se trata de um elemento que néo influencia as alteracdes nucleares. Estudos semelhantes confirmaram
essa mesma tendéncia, como o realizado por Borges et al. ¥, que analisaram a saide de Podocnemis
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unifilis mantidos em uma reserva de desenvolvimento sustentadvel no estado do Amazonas, Brasil,
e identificaram eritrécitos com NS e NL. Ao examinarmos diferentes ambientes e épocas do ano,
observamos diferencas notaveis nas anormalidades nucleares de eritrécitos com NL em K. scorpioides.
Isso diferencia os dados relatados por Borges et al. ¥ aos deste estudo.

A descricao de anomalias nucleares em nosso estudo revelou um alto ndmero de eritrécitos com
ND, o que parece ser frequente em K. scorpioides de vida livre capturados em areas urbanas. Isso
sugere que, em contraste com tartarugas de regides com grande vegetacao, aquelas que habitam areas
urbanas sao mais propensas a apresentar essa anomalia. Além disso, a alta frequéncia observada em K.
scorpioides pode estar relacionada as condicdes ambientais, particularmente durante a estacao seca
no Maranhao.

Embora estudos anteriores sugiram que essa anomalia seja rara, evidéncias em aves indicam a
ocorréncia frequente de ND quando expostas a poluentes. Esses eritrécitos exibem diferentes rotacdes
e deslocamentos do nucleo no citoplasma 39, o que também foi confirmado em K. scorpioides. Araujo
et al. ® relataram anomalias notaveis em células de P. expansa afetadas por fatores de estresse e
neonatos expostos a nanoparticulas de éxido de zinco. Essas informacdes ressaltam a importancia de
estudos adicionais para detectar poluentes no sangue de tartarugas, a fim de melhor caracterizar seus
efeitos sobre as populacées de quelonios, particularmente K. scorpioides.

Os NEs foram a terceira anomalia mais frequente nessa espécie. Segundo Carrasco et al. ®®, essa foia
segunda maior taxa de anomalias em peixes de areas poluidas. Isso também foi relatado por Quero et al.
59 ao estudar aves, onde 74% dos espécimes de uma drea protegida na Argentina foram representados
pelos NEs, que sdo vistos como um biomarcador especifico de dano genético em passeriformes, uma vez
gue sao comuns em ambientes impactados.

Nosso estudo revelou um nimero reduzido de eritrécitos binucleados em K. scorpioides. Esse tipo
de eritrécito possui dois nucleos na célula, que podem estar separados ou associados, com dimensées
e cores semelhantes “. Diversos elementos abidticos podem afetar a existéncia ou auséncia de
anormalidades nucleares em eritrocitos de répteis. Em nosso estudo, pequenas alteracdes natemperatura
da dgua foram observadas nos pontos de captura dos animais. Cavas e Ergene-Goziikara “” constataram
que o aquecimento da dgua causou danos ao DNA em Mugil cephalus, o que foi confirmado pela
presenca de MN e nucleos binucleados.

Uma avaliacdo conjunta de diversas metodologias utilizadas em biomonitoramento ambiental,
combinada com biomarcadores mutagénicos, fornece conclusdes solidas e confidveis sobre a saude
animal e o meio ambiente. Isso pode auxiliar na selecao de medidas a serem tomadas em areas
afetadas por atividades humanas. Devido a influéncia desses parametros no metabolismo, crescimento,
disponibilidade de nutrientes e toxicidade, a pesquisa em biomonitoramento ambiental deve utilizar
animais aquaticos como biomonitores “2,

Nesse contexto, regides afetadas pelo crescimento populacional descontrolado apresentam
recursos ambientais comprometidos por fontes antrépicas, como residuos domésticos e industriais,
que prejudicam o solo, a fauna, a flora e os recursos hidricos “*. Além disso, 0 mesmo autor registrou a
influéncia desses fatores em um ambiente aquatico localizado em uma regido urbanizada, o que teve
impacto significativo na qualidade da dgua e na vida animal. Neste estudo, os niveis de OD detectados
no ambiente natural ndo estavam em conformidade com os padrées ambientais, diferentemente do
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que observamos para o pH. Do ponto de vista ambiental, esses parametros sao indicadores cruciais,
pois, quando presentes em baixas concentracdes na dgua, a sobrevivéncia de diversas espécies pode se

tornar impossivel 4,

Além dos corpos d'agua, o solo também é eficaz na deteccdo de poluentes “*4), Eles podem reter
elementos-traco, como xenobidticos, que impactam a vida aqudtica. Para monitorar dreas impactadas,
seus elementos quimicos devem ser analisados. Apesar da baixa presenca de Al, Pb, Fe, Cu, Mn e Zn
na natureza, eles sao téxicos por serem reativos e mutagénicos, causando estresse oxidativo e danos

irreparaveis ao DNA quando em baixas concentracbes 647,

Registramos altas concentracdes de Ca e Mg em dreas urbanas, bem como de H+Al em regides com
vegetacao. A auséncia desses componentes pode indicar solo contaminado, pois, quando combinados,
impedem que essas substancias causem danos téxicos as plantas, que servem de alimento para diversos
animais. O transporte superficial de elementos quimicos no solo, facilitado pela chuva, permite o acesso
aos corpos d'adgua e, consequentemente, a poluicao, além de causar desequilibrios ecossistémicos.

Altos niveis nas regides verdes indicam que o solo ainda nao foi afetado por poluentes e que esta
bem preservado. Segundo Silva et al. ¥, a alta CTC do solo permite a retencdo de nutrientes e poluentes
idnicos, reduzindo assim a poluicdo das dguas e afetando negativamente a saide animal.

Neste estudo, os niveis de MO no solo foram elevados. Santos e Zanello “® também relataram altos
niveis de MO em solos do Maranhé&o, confirmando que seu possivel acimulo resulta em alta CTC, como
encontrado neste estudo. O Cu é comumente encontrado em solos argilosos devido a sua facilidade de
lixiviacdo de nutrientes. Eles sdo componentes vitais para a reproducdo de tartarugas, particularmente
producao de ovos, transporte de oxigénio, geracdo de energia e atividade enzimatica 9.

Em contraste, as deficiéncias de Zn foram mais frequentes em solos argilosos em areas urbanas.
Prezotti e Garconi " argumentaram que altas doses de fertilizantes, particularmente fosfatos, poderiam
reduzir consideravelmente a presenca de Zn em Acrisols. Altos niveis de Cu e Zn sao essenciais para as
funcdes enzimaticas dos organismos vivos. No entanto, em baixas concentracdes, podem prejudicar a
saude animal.

Os altos niveis de Fe e Na documentados em areas urbanas podem indicar a presenca de poluentes.
Embora sejam naturalmente encontrados no solo, ainda podem ser introduzidos diretamente por meio
de atividades humanas e industriais. Lima et al. “Y observaram altas concentracdes de Fe em solos de
uma regiao com vegetacao no estado de Minas Gerais, Brasil. No entanto, a auséncia de parametros
legais para a deteccao e andlise desses elementos em ecossistemas dificulta a implementacdo de acbes
gue preservem e mitiguem seus efeitos diretos sobre esses recursos.

5. Conclusao

Nosso estudo fornece dados pioneiros sobre alteracdes nucleares e MN nos eritrécitos de K.
scorpioides,demonstrando diferencas e relacdes significativas entre espécimes capturados em diferentes
ambientes e estacdes climaticas. Documentamos a auséncia dessas anormalidades em individuos
cativos, diferentemente daqueles de vida livre, sem diferencas nas respostas mutagénicas entre os sexos.
E importante enfatizar que um tamanho amostral adequado, uma delimitacdo geografica clara e o uso
de biomarcadores citoldgicos confidveis, como os utilizados neste estudo, sdo essenciais para a obtencédo
de dados precisos, representativos e robustos, auxiliando na conservacao e na compreensao da saude
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e biologia das tartarugas amazénicas em diferentes ambientes e estacdes do ano. Embora anomalias
nucleares tenham sido detectadas nos espécimes de vida livre, elas nao sinalizam necessariamente
impactos ambientais graves. No entanto, indicam a necessidade de biomonitoramento continuo das
areas protegidas e da manutencao de medidas de conservacgao voltadas para as tartarugas amazonicas,
a fim de reduzir os efeitos em dreas protegidas que praticam o uso sustentavel da biodiversidade no
Brasil.
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