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1 CAPITULO 1 - CONSIDERACOES GERAIS

1.1 Testudines

Existem cerca de 330 espécies de Testudines distribuidas em 13 familias,
encontradas em todos os continentes, com exce¢do da Antartida (POUGH et al.,
2008). Esses animais sao divididos em duas sub-ordens: Cryptodira e Pleudira. A
diferenca basica entre as sub-ordens encontra-se na maneira como elas retraem a
cabeca, na Cryptodira ha retracdo da cabeca por meio de uma flexdo vertical,
enquanto na Pleurodia, o pescoco é flexionado lateralmente (POUGH et al., 2003).

Quanto a estrutura fisica dos Testudines, tem-se 0 casco como a
caracteristica mais distintiva (POUGH et al., 2008), intimamente ligado a alguns
padrdes de comportamento (MOLINA, 1992). A porcéo dorsal convexa é a carapaca
e a parte ventral mais achatada € o plastréo. As vértebras toracicas e as costelas
sédo geralmente soldadas com a carapaca 0ssea (STORER et al., 1995). Os 0ssos
da carapaca sdo recobertos por escudos coérneos de origem epidérmica, que nao
coincidem em nimero e posi¢ao com 0s 0ssos subjacentes (POUGH et al., 2008).

De acordo com as caracteristicas ambientais e climaticas, os Testudines
concentram suas atividades reprodutivas em periodos sazonais curtos ou as
apresentam distribuidas ao longo do ano. Dessa forma, podem reproduzir uma Unica
vez ou varias vezes ao ano, com longos ou curtos intervalos de acasalamento
(PRITCHARD, 1979). O acasalamento € frequentemente precedido por
comportamento nupcial ritualizado, marcado por sinais tateis corporais diretos
(POUGH et al., 2008).

Todos os Testudines sao oviparos (SANTOS, 1994). Seus ovos sao
relativamente grandes, com uma casca membranosa e calcéria, podendo apresentar
casca mole e flexivel ou particularmente dura e aspera (DUK, 1990). Em geral, os
ovos com casca mole desenvolvem-se mais rapidamente que 0s ovos de casca
rigida (POUGH et al., 2003).

As fémeas depositam os ovos em numero variavel dependendo da espécie,

podendo oscilar em média, entre quatro ou cinco até 100 ovos. O numero, forma e
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dimensédo dos ovos variam de acordo com as espécies e tamanho das fémeas
(SALERA JUNIOR, 2005). Os ovos sao depositados em diversos ambientes, sendo
eles: terrestres como praias fluviais, costeiras, solo barroso e areno-argiloso préximo
aos corpos dagua ou em meio a vegetagdo (ERNST e BARBOUR,
1989).Dependendo da espécie, o tempo de desenvolvimento embrionario pode
variar de 28 a 420 dias, sendo que o longo prazo é um dos fatores que deixam os

ninhos vulneraveis a predadores (POUGH et al.,2008).

1.2 Podocnemis expansa

Conhecida como tartaruga da Amazbnia, tartaruga verdadeira, arad ou
jarara-acu, pode serencontrada no norte e centro oeste do Brasil, Guianas,
Venezuela e Colémbia. Seu habitat natural sédo as bacias de grandes rios, como a
bacia amazonica, bacia do rio Araguaia e Tocantins (VALENZUELA, 2001).

Sua alimentacdo na natureza baseia-se em vegetais e peixes, e em cativeiro
incluem-se vegetais, peixes, carne moida e racdo. Vive em grupos e tem habitos
diurnos. O periodo de reproducédo da espécie é de setembro a marco e a oviposi¢cao
ocorre em covas de aproximadamente 60 cm, cobertas com areia. Sao postos de 60

a 100 ovos e a eclosdo acontece em periodo de 45 a 60 dias. A P. expansa é
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utilizada pela populacgdo ribeirinha como fonte de alimento (carne e ovos), 6leo,
matéria prima para cosmeéticos e utensilios (SALERA JUNIOR, 2005).

Devido a exploracdo inadequada, a P. expansa esta na lista de espécies
ameacadas, segundo a International Union for Conservation of Nature and Natural
Resources (IUCN, 2014), classificada como baixo risco de extingdo e dependente de
conservacdo. Consta também no apéndice Il do Conventionon International Trade
Endangered Species (CITES), como uma espécie que ndo se encontra ameacada
de extingdo, mas que pode vir a se tornar, devido ao seu comércio descomedido.
Isto mostra a importancia de estudos biolégicos para melhorias nas praticas de
manejo e conservacgao de P. expansa.

De fato, Luz et al. (2003) e Fachin-Téran et al. (2003), afirmam que o manejo
da espécie pode ser uma importante alternativa para conservagao dessa espécie,
atuando também no desenvolvimento das regides que esses répteis habitam e seus
recursos naturais. Porém, no Brasil essa atividade é pouco difundida e a espécie é
pouco estudada.

No Brasil existem alguns 6rgdos destinados na protecédo e conservacao de
Répteis, dentre eles o (RAN) Centro Nacional de Pesquisa e Conservacdo de
Répteis e Anfibios, € um centro especializado do Instituto Chico Mendes de
Conservacdo da Biodiversidade (ICMBio), reconhecido como uma Unidade de
referéncia na geracdo e gestdo de informacdes que subsidiam a implantacdo de
medidas de conservacéo e de aprimoramento das politicas ambientais voltadas aos

répteis e anfibios.

1.3 OVOS

A grande maioria dos invertebrados, assim como muitos vertebrados,
depositam seus ovos no meio externo para que se desenvolvam. Seguindo a
terminologia proposta por Shine (1985), sdo oviparos os animais que fazem a
postura de ovos com casca.A fertilizacdo pode ser interna (os 6vulos séo fertilizados
no interior do corpo da fémea, antes que ela deposite 0s ovos), ou externa

(fertilizados pelo macho ap6s a deposicéo das fémeas).
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A maioria dos répteis, incluindo todas as tartarugas, € ovipara
(BLACKBURN, 2006). Seus ovos podem ser classificados em trés categorias com
base na estrutura da casca e na sensibilidade as variagbes no meio ambiente
hidrico. Os ovos de lagartos e cobras possuem casca em forma de pergaminhos;
algumas tartarugas possuem 0s ovos com cascas flexiveis e os ovos de todos os
crocodilianos, alguns Testudines e alguns lagartos possuem uma casca com
estrutura rigida (PACKARD, 1991a). Com relacdo as tartarugas e cagados, as
cascas de seus ovos consistem de duas partes: uma membrana fibrosa e uma
camada calcaria ligada a superficie externa da membrana. Até onde se sabe, 0
componente calcério de cascas de ovos de Testudines é o carbonato de calcio
(aragonita) (PACKARD, 1991b).

Kusuda et al. (2013) examinaram por microscopia eletronica e difracdo de
raios-X as cascas de ovos de 56 Testudines e propds uma classificacdo em seis
tipos em termos da sua estrutura de matriz de camada de calcério. A casca tipo | era
composta por uma camada fina de calcario com minerais em uma estrutura amorfa;
o tipo Il, com unidades de escudo composto de nucleos mamilares calcificadas com
cristais de aragonita; o tipo Ill e IV, com unidades de casca composta de nucleos
mamilares, além de uma camada Unica palicada também calcificada com cristais de
aragonita e com cada unidade da casca separada no Ill e concentrada na IV; V, com
unidades de casca composta de ndcleos mamilares, além de duas camadas
palicada; e o tipo VI, com uma camada de cuticula calcificado com cristais de calcite.
De acordo com essa classificacdo verificou em ovos de P. expansa semelhancas
nos arranjos tipo Il e IV. Ele afirma que as cascas se classificam em sua estrutura
fisica como cascas rigidas ou flexiveis havendo diferencas em sua espessura devido
a este fato.

Sahoo, Sahoo e Mohanty-Hejmadi (1998) afirmam que o material organico do
vitelo de um ovo detartarugaé o primeiroutilizadopara o desenvolvimento
embriondrioe, em seguida, presumivelmente, paraa manutencdo ecrescimentodo
animalrecém-eclodido. O ovo temuma complexa estrutura fisicae composicéo
guimica. Nas cascas é presente a formacado de poros, que sdo responsaveis pelas

trocas de gazes e manutencdo do ovo.Anderson (1994) destaca a existéncia de
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pouca informacdo sobre a disponibilidade de minerais e compostos quimicos das
cascas de ovos de répteis.

Diversas propriedades podem ser observadas quando se analisa a
composicdo quimica das cascas de ovos, desde disfungéo fisiologica das fémeas e
fatores nutricionais a histéricos ambientais de contaminagcdo. As cascas de ovos
também servem como indicador para investigar os efeitos de substancias lancadas
no ambiente, que podem provocar um efeito deletério em animais oviparos,
alterando formato, tamanho e estrutura da casca dos ovos. No entanto, informacdes
a respeito dos impactos de contaminantes ambientais na fauna silvestre sao
escassas (VAN DER OOST et al., 2003).

1.4 Incubacéao

A compreensao das condicOes necessarias para a incubacéo e eclosdo dos
ovos dos Testudines é fundamental, tanto para o entendimento da sua biologia e
ecologia, como para a realizacdo de trabalhos de conservacao in-situ e ex-situ.
(LISBOA et al., 2004). A manutencdo dos ovos de répteis, do ponto de vista do
manejo, deve obedecer sua correta orientacdo por ocasido da coleta, se esta ocorrer
entre o segundo e décimo-quinto dias apos a postura (WEBBet al., 2006). Antes
disso, o embrido € capaz de se reorientar corretamente, e depois o alantdide
expandido (estrutura ligada a parte posterior do intestino do embrido que armazena
excretas e permite trocas gasosas com O meio externo) parece ser capaz de
providenciar respiracao e excrecao adequadas, mesmo com o embrido sob a gema,
como foi observado por Ferguson (1981) em embrides de Alligator missipiensis.

Ovos férteis de representantes da ordem Crocodylia podem ser identificados
através da presenca de uma banda opaca, visivel na casca do ovo trans-iluminado.
Ela surge como um ponto cerca de 24 horas apds a postura, quando o embrido se
ata a superficie interna da casca e se desenvolve juntamente com ele, tomando toda
a superficie do ovo no periodo final da incubacdo (FERGUSON, 1985). O estagio de
desenvolvimento do embrido pode também ser avaliado pelo grau de
desenvolvimento da banda opaca (FERGUSON, 1981).


https://www.google.com.br/search?espv=2&es_sm=122&q=alligator+missipiensis&spell=1&sa=X&ei=RJU5U9DIOoXH0QGUkIAo&ved=0CCoQBSgA
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As condigbes apropriadas para a incubacao artificial de ovos de Testudines
sdo fundamentais para seu sucesso. Dentre as condicbes necessarias para o
sucesso reprodutivo em incubacdo artificial, destaca-se a manutencdo da
temperatura, umidade e escolha do substrato. Estdo diretamente relacionado ainda
as condic¢des do transporte dos ovos a incubadora (GRIGG, 1987). Por meio destes
estudos é possivel entender melhor a biologia e ecologia desse grupo de répteis
(LISBOA et al., 2004).

Molina e Gomes (1998) determinou que a temperatura ideal para incubacao
de Trachemys Dorbignyi (tigre d’ agua) é em torno de 20 e 34°C, o presente trabalho
apresentou sucesso com a incubadora feita de caixa de isopor e substrato
vermiculita.

Para o sucesso reprodutivo de Testudines, é considerado como adequada
uma taxa de umidade relativa acima de 90%, o que é compativel com observacgdes
feitas em ninhos em ambiente natural (FERGUSON, 1985). Os embrides podem
resistir a um periodo de até duas horas de submersdo dos ovos em agua sem
prejuizo de seu desenvolvimento (JOANEN et al., 1977). Ha registros de defeitos
embrionarios de origem genética ou causados por ambiente impréprio de incubacéo
(WEBBEet al., 2006).

1.5 Agrotoxicos

A Lei Federal n® 7.802 de 11 de julho de 1989, regulamentada através do
Decreto 98.816, no seu Artigo 2° Inciso |, define o termo agrotoxico como 0s
produtos e os componentes de processos fisicos, quimicos ou bioldgicos destinados
ao uso nos setores de producdo, armazenamento e beneficiamento de produtos
agricolas, nas pastagens, na protecdo de florestas nativas ou implantadas e de
outros ecossistemas e também em ambientes urbanos, hidricos e industriais. Sua
finalidade € alterar a composicao da flora e da fauna, a fim de preserva-la da acéo
danosa de seres vivos considerados nocivos, bem como substancias e produtos
empregados como desfolhantes, dessecantes, estimuladores e inibidores do

crescimento.
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Agrotoxicos sdo produtos amplamente utilizados na  producéo,
armazenamento e beneficiamento agricola, pastagens e na protecdo de florestas.
Eles tém a finalidade de estabilizar a producdo agricola, permitindo formas mais
econdmicas de plantio e colheita, resultando na melhor qualidade da safra e na
reducdo de perdas durante a estocagem e transporte (VALDES, 2010). O uso
incorreto e indiscriminado dos agrotdxicos pode trazer consequéncias diretas ao
homem, pela exposicdo aos residuos da aplicacao, e consequéncias indiretas, pela
distribuicéo e persisténcia destes residuos no ambiente (VALDES, 2007).

Os agrotoxicos atingem o solo, o ar, a 4gua, a vegetacao e os invertebrados,
guando saodispersos apés a aplicacdo na sua composi¢ao original, ou mais comum
entre decompostos em residuos, que formam um substrato (LARSON et al., 1997). E
através desses substratos que a fauna silvestre é exposta aos poluentes
(JOHNSTON, 2001). Esses produtos séo divididos em diferentes classes, conforme
o0 alvo a que se destinam, os mais utilizadossdo os herbicidas e os inseticidas
(IBAMA, 2010).

Os inseticidas possuem alta toxicidade e alto risco de exposicao a populacéo
nao alvo, sdo produtos de destaque na Ecotoxicologia (CHABERS e CARR,
1995).0s inseticidas organoclorados provocam um efeito deletério particularmente
em animais oviparos, altera o formato, tamanho e estrutura da casca dos ovos,
aumenta a probabilidade de quebras (BLUS et al., 1997). Isso se deve a acdo do
agrotoxico no transporte de calcio, ou na atividade da calcio-ATPase (SMITH, 1991),
ou ainda na atividade da calcio-magnésio-ATPase (NAQVI e VAISHNAVI, 1993).
Esses efeitos sdo potencialmente importantes na causa de distarbios no
desenvolvimento do esqueleto de animais expostos.

Atualmente, os inseticidas organofosforados e carbamatos sdo os mais
utilizados na agricultura brasileira. A principio, eles foram considerados
ambientalmente seguros, ja que sao pouco estaveis, apresentam pequena taxa de
dispersdo no ambiente e pouca capacidade de bioacumulacédo na cadeia alimentar
(SCHMIDT et al., 2001). Apesar disso, existem relatos de intoxicacdo aguda de
animais silvestres (ndo-alvo), especialmente as aves, expostos a esses produtos
(JOHNSTON, 2001).
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Hall e Clark (1982) avaliaram os efeitos de 4 pesticidas organofosforatos
dentre eles a parationa-metilica sobre lagartos anole verde (Anolis
carolinensis),esses autores descobriram que quando os lagartos ficavam em
temperatura ambiente 25°C a mortalidade relativa e os efeitos da colinesterase
sobre os lagartos foram similares ao observados em passaros e mamiferos.

Entretanto Sanchez, Fossie Focardi (1961) estudaram os efeitos da
parationa na inibicdo da colonisterase sobre o cérebro e encontraram que os efeitos
toxicos dependiam da hora do dia que ocorreu a exposi¢cdo, e sugeriram que a
temperatura do ambiente afetou os seus resultados. Esses autores através de seus
dados, afirmaram que a toxicidade da parationa-metilica depende do metabolismo
nos repteis. A parationa precisa ser bioativada para inibir a atividade da
colinesterase no cérebro. Em temperaturas baixas (baixa taxa metabdlica) os
lagartos aparentemente bioativaram menos parationa e a toxicidade foi menor;
enquanto em temperaturas maiores (alta taxa metabdlica), mais parationa foi
aparentemente bioativada e a toxicidade foi maior.

A parationa-metilica, denominada quimicamente O,O-dimethyl O-4-
nitrophenyl phosphorothioate (Figura 1.1), inseticida do grupo dos organofosforados,
€ uma das mais utilizadas mundialmente na agricultura (KALIPCI et al., 2010;
ANVISA, 2014). No Brasil, tem uso autorizado nas culturas de alho, arroz, algodéao,
soja, batata, cebola, feijao, milho e trigo (ANVISA, 2014). A meia-vida da parationa
metilica em ambientes aquaticos pode variar entre 30 a 100 dias e no solo entre 1 a
30 dias, dependendo das condi¢des climaticas (WAUCHOPE et al., 1992), o que

evidencia sua importancia em termos de contaminacédo ambiental.

S
|l
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Figura 1.2: Férmula estrutural do inseticida parationa metilica
(ANVISA, 2014).
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O uso da parationa-metilica est4 proibido na Australia, EUA, Republica do
Congo, Colémbia, China, Indonésia, e foi banido no Japéo, Sri Lanka, e Tanzania.
Na Unido Europeia esta fora do Anexo | da Diretiva 91/414/EEC da Unido
Europeia(AGENCY FOR TOXIC SUBSTANCES AND DISEASE REGISTRY, 2001).
No Brasil, no entanto, apenas em janeiro de 2012 ocorreu sua reavaliagao
toxicoldgica. Foi confeccionado um documento pela Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) em que foram apresentadas caracteristicas neurotoxicas,
imunotoxicas e mutagénicas deste inseticida. Tendo em vista esses efeitos, foi
aberta uma consulta publica para que fossem apresentadas criticas e sugestdes
sobre a regulamentacdo deste ingrediente ativo (ANVISA, 2014). No entanto,
nenhum documento conclusivo foi elaborado até o presente momento.

Em experimentos ja realizados com este pesticida, foram verificados
impactos e diferentes interferéncias funcionais em organismos néo alvos (MENEELY
E WYTTENBACH, 1989; GARG ET AL., 2004; KALIPCI ET AL., 2010). Kalipciet al.
(2010) estudaram os impactos da exposicdo aguda e cronica a esse inseticida em
aves, e demonstraram que essa exposicado gera reducdo na atividade da Ca-Mg-
ATPase e perda da homeostase de célcio na célula.

Répteis e anfibios também sdo afetados indiretamente pela utilizacdo de
pesticida, visto sua utilizacdo de ambientes aquaticos com maior possibilidade de
contaminacdo. Apesar de sua importancia, os estudos acerca da ecotoxidade da
parationa-metilica sdo escassos e seus efeitos toxicos em répteis da fauna brasileira
sé@o desconhecidos (BLASIAK, 1995).
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CAPITULO 2 - ASPECTOS QUIMICOS DA CASCA DE OVOS DE Podocnemis
expansaPOS-ECLOSAO (TESTUDINES, PODOCNEMIDIDAE) INCUBADOS
ARTIFICIALMENTE.

RESUMO: A composicao quimica e morfolégica da casca de ovos de répteis varia
de acordo com a espécie e as condi¢des ambientais em que os ovos sédo incubados.
Além de contribuir 0 conhecimento sobre as caracteristicas reprodutivas de cada
espécie, a descricdo das caracteristicas estruturais dessas cascas pode ser
bastante Util para a avaliacdo dos efeitos de xenobiédticos lancados no ambiente, que
podem causar reducdo da populacdo de diversos animais. Nesse contexto,
objetivou-se quantificar e qualificar as propriedades quimicas da casca de ovos de
Podocnemis expansa. Para isso, foram utilizados 60 ovos, coletados de dois ninhos
(A e B), em praias do Rio Araguaia (GO), e incubados artificialmente. Apds a
ecloséo, as cascas dos ovos foram submetidas a analise quimica (matéria mineral,
calcio, fosforo, extrato etéreo, proteina bruta e nitrogénio). A espessura da casca
dos ovos foi de 179418 um no ninho A e 188+12 um no ninho B, afirmando que ovos
de P. expansa apresentam cascas flexiveis. A composi¢cdo quimica variou de um
ninho para o outro, sendo: nitrogénio 8,13+0.093% e 7.83+0.103%, proteina
bruta50.83+0.571% e 48.98+0.640%, extrato etéreo0.07+0.008% e 0.07+0.008%,
matéria  minerall7.90+0.417% e  22.70+0.836%, calciol1.48+0.368% e
15.26+0.739% e f6sforo0,17+0.008% e 0.18+0.016% para cascas dos ovos do ninho
A e B, respectivamente. Os componentes fisicos e quimicos dos ovos de P. expansa
se diferiram entre ninhos, isso pode ser a fatores ambientais, nutricionais,
fisiol6gicos entre outros.

PALAVRAS-CHAVE:Embrido, Tartaruga-da-Amaz6nia, Minerais.
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CHAPTER 2: CHEMICAL ASPECTS OF P. EXPANSA EGGSHELL POST-
HATCHING (TESTUDINES, PODOCNEMIDIDAE).

ABSTRACT: The chemical and morphological composition of reptile eggshell varies
according the species and the environmental conditions in which the eggs are
incubated. Besides increasing knowledge on reproductive characteristics of each
species, the description of structural features of these shells can be quite useful to
evaluate the effects of xenobiotcs launched to the environment, that may cause
reduction of the population of various animals. In this context, it was aimed to
guantify and qualify the chemical properties of Podocnemis expansa eggshells. For
this, sixty eggs were used, collected from two nests (A and B) in Araguaia River
beaches (GO), and incubated artificially.After hatching, eggshells were submitted
chemical analysis (mineral matter, calcium, phosphorus, ether extract, crude protein
and nitrogen). And the thickness of the eggshell was 179 = 18 ym in the nest A and
188 + 12 um in the nest B, indicating that eggs of p. expansa have flexible shells.
The chemical composition varied from one nest to another, being: 8.13 + 0.093%
nitrogen and 7.83 £ 0.103% crude protein, 50.83 0.571% * and 48.98% 0.640 % 0.07
+ 0.008% ether extract and 0.07 + 0.008%, mineral matter 17.90 + 0.417% and *
22.70 0.836%, calcium 11.48 0.368% and 15.26 = = 0.739% and 0.17 = 0.008%
phosphorus and 0.18 £ 0.016% to eggshells of nest A and nest B, respectively. The
physical and chemical components of eggs of p. expansa differed between nests,
this may be for environmental, nutritional, physiological factors, among others.

KEYWORDS: Embryons, Amazonian tortoise, minerals.
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2.1lIntroducéo

A tartaruga-da-Amazénia (Podocnemis expansa) é a maior espécie de cagado
sul-americano. O periodo reprodutivo desta espécie ocorre na vazante dosrios. As
desovas ocorrem em grandes grupos (DUPRE, 2001), Suas ninhadas podem ter
mais de 100 ovos, que sdo depositados em terrenos arenosos de praias fluviais
(ALVES-JUNIOR et al.,2012).

De acordo com sua constituicdo, as cascas dos ovos de cagados e tartarugas
podem variar de rigidas e asperas, com pequeno potencial de trocas hidricas e
gasosas, a flexiveis, com maior dependéncia do meio hidrico externo (PRITCHARD,
1979; PACKARD et al.,, 1992; ERNST e BARBOUR, 1989). Esta caracteristica
estrutural permite que diferentes espécies possam incubar seus ovos em condicdes
ambientais variadas (KUTCHLING,1999).A casca destes ovos é flexivel e ndo ha
descri¢es de sua composic¢éo quimica.(ALVES-JUNIOR et al.,2012).

A casca de ovo de répteis é formada por duas partes: a primeira sendo um
involucro de membrana fibrosa, flexivel e adjacente a albumina, e a segunda uma
camada calcaria, rigida, ligada a superficie externa da membrana fibrosa (AR et
al.,1974;KERN e FERGUSON, 1997; KITIMASAK et al., 2003; STOKER et al., 2013).

Durante a incubacéo, a casca do ovo cumpre papel fundamental, pois oferece
protecdo contra microorganismos, controla a troca de agua e gases através dos
poros e constitui uma fonte de minerais para o embrido durante o desenvolvimento.
O éxito destas funcdes € dependente de sua adequada formacdo e de sua
composicao estrutural. (KITIMASAKIet al., 2003;KUSUDA et al., 2013).

O conhecimento da composicdo quimica de cascas de ovos pode ser
bastante util para a avaliacdo de efeitos de xenobidticos lancados no ambiente. Séo
bastante conhecidos os efeitos causados por inseticidas organoclorados na
composicdo quimica de cascas de ovos de aves, responsaveis pela reducédo da
populacdo de diversas espécies (SMITH, 1991; BLUS et al., 1997). No entanto, ndo
encontraram dados relatando seus efeitos em ovos de répteis.

Osborne e Thompson(2005) descrevem que na camada calcaria da casca de

ovo 0 célcio € um dos componentes mais importantes para o desenvolvimento do
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esqueleto do embrido Além de calcio, magnésio, fésforo, oxigénio, gordura bruta,
proteinas e nitrogénio também compdem essa camada.

Além de trazer subsidios para histéria natural da P. expansa, o conhecimento
da composicao quimica da casca dos ovos desta espécie permite avaliar a acdo de
xenobiodticos langcados no ambiente na composicéo da casca destes ovos que levem
a interferéncias na reproducéo da espécie. Neste contexto, o objetivo deste trabalho
foi quantificar e qualificar propriedades quimicas das cascas dos ovos de P.

expansa.
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2.2 Material e Métodos

2.2.1Local de coleta de ovos

Sessenta ovos de dois ninhos de P. expansa foram coletados em outubro de
2012 em area de reproducao localizada em praias do Rio Araguaia (GO) protegidas
pelo Centro de Conservacao e Manejo de Répteis e Anfibios (RAN/ ICMBIo) (13° 20'
38" S e 50° 38' 05" W) (Figura 2.1), com licenca SISBIO/ICMBio 36957-1/2012,
sendo trinta ovos de cada ninho (Ninho A e Ninho B). ApOs identificacdo com
respeito ao ninho de origem, os ovos foram transportados em sacos plasticos com
vermiculita imida até o Laboratério de Pesquisas e Ensino em Animais Silvestres da
Faculdade de Medicina Veterinaria da Universidade Federal de Uberlandia
(LAPAS/FAMEV/UFU) na mesma posi¢cédo em que foram retirados dos ninhos. A sua
utilizacdo para o procedimento de pesquisa foi aprovada pela Comisséo de Etica na
Utilizacdo de Animais da Universidade Federal de Uberlandia (CEUA/UFU) sob o
protocolo n° 055/12.
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Figura 0.1: Area de localizag&o das praias do Rio Araguaia —
GO protegidas pelo Centro de Conservagdo e Manejo de
Répteis e Anfibios (RAN/ICMBIo). Fonte: ICMBio MMA.
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2.2.2 Incubacgéo Artificial

A incubacéao artificial dos ovos foi realizada de acordo com técnicas descritas
por Molina e Gomes (1998) com modificacdes descritas a seguir. Os ovos foram
incubados em bandeja plastica de 30 x 50 x 10cm (CxLxA), como substrato
vermiculita. A bandeja foi colocada dentro de incubadoras feitas com caixa de isopor
de 90L, com temperatura do ambiente controlada por termostato acoplado a duas
lampadas de 15W. A temperatura do ambiente e a umidade relativa do ar foram
avaliadas por termohigrometro digital e mantidas entre 28 e 32°C e entre 80 e 100%,
respectivamente, sendo esta Ultima pela aspersdo de agua. As eclosdes ocorreram
apos 50-60 dias de incubacao, quando foram coletadas as cascas e armazenadas a
4°C até o momento da analise.

As cascas foram limpas manualmente para remocao de residuos, tais como

restos de membrana corioalantéide e de substrato de incubacéo.

2.2.3 Espessura

A espessura de cada casca foi medida em trés regibes aleatorias com
paquimetro (Starrett 125 MEB), considerando-se a média das trés medi¢cbes como a

espessura da casca.

2.2.4 Andlise Quimica

Para a analise de composicdo quimica foram utilizadas cascas inteiras. As
cascas de cada ninho foram separadas em seis subgrupos, com cinco cascas em
cada.

As cascas de cada subgrupo foram secas em estufa a 80° C durante duas
horas e trituradas para os procedimentos de analise de matéria mineral, calcio,
fésforo, extrato etéreo, proteina bruta e nitrogénio, realizados conforme descrito em

Compéndio Brasileiro de Nutricdo Animal (1998).
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2.2.5 Andlise estatistica

Os dados obtidos foram analisados pelo calculo da média dos grupos, calculo
de desvio padrdao e posteriormente os dois grupos foram submetidos ao teste
estatistico de comparagdo de médias t de Student. Diferencas significantes foram

inferidas em p < 0,05.
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2.3 Resultados e Discussao

Ao analisar a espessura da casca de ovos de P. expansa verificou-se que a
média encontrada no ninho A foi de 179418 um, e no ninho B, 188+12 um, ndo
houve diferencga significativa entre eles. Este parametro foi analisado por Kusuda et
al. (2013) em espécies de Testudines que apresentam ovos com casca flexivel e
com casca rigida. Estes autores encontraram espessuras entre 220 e 758um em
ovos de casca rigida, e entre 146 e 268um em ovos de casca flexivel. Os resultados
encontrados no presente estudo mostram que a espessura encontrada na casca de
ovos de P. expansa, que apresentam casca flexivel, é condizente para ovos de
outros Testudines que também apresentam casca flexivel.

As andlises realizadas nas cascas de ovos de P. expansa demonstraram que
ninhos diferentes podem abrigar ovos com composi¢cdes quimicas diferentes. Na
Tabela 2.1 séo observados os valores de composi¢cdo quimica das cascas dos ovos
do ninho A e ninho B. Observa-se que as porcentagens de nitrogénio e proteina
bruta encontrados na casca de ovos do ninho A foram significativamente maiores do
gue as encontradas nas cascas do ninho B, enquanto as porcentagens de matéria

mineral e calcio foram maiores nas cascas coletadas no ninho B.

Tabela 0.1: Composicdo quimica, em porcentagem, de cascas de ovos de Podocnemis
expansacoletados em dois ninhos as margens dos rios do Araguaia.

Ninho A Ninho B P
Nitrogénio 8,13+0.093 7.83+0.103 0.0032
Proteina 50.83+0.571 48.98+0.640 0.0030
Extrato Etéreo 0.07+0.008 0.07+0.008 0.5000
Matéria Mineral 17.90+£0.417 22.70+0.836 0.0001
Calcio 11.48+0.368 15.26+0.739 0.0001
Fosforo 0,17+0.008 0.18+0.016 0.3465

As diferencas encontradas nas cascas de p. expansando podem ser
atribuidas a interac6es com o meio externo, pois todos os ovos foram submetidos as
mesmas condi¢cfes de incubacdo. No entanto, as diferencas podem ter ocorrido por

diferencas no estado nutricional da mée ou, ainda, pelas intera¢cbes da casca com o
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conteudo do ovo, incluindo tecidos embrionéarios. Miller e Jones (1990), estudaram o
crescimento e metabolismo de célcio em Testudines da espécie Chelodina
longicollis, afirmam que os valores da composicdo quimica podem variar até 50%
dependendo do estado em que a fémea se encontra.

Em estudo realizado por Solomon (1976), em que foram analisadas as
concentracdes de fosforo na membrana e na camada calcaria da casca do ovo de
tartarugas da espécie Chelonya mydas, foi encontrada a taxa de 1% de fosforo. No
presente trabalho, os valores de fosforo ficaram em torno de 0,18%. Além do fosforo,
o teor de célcio encontrado em P. expansa nos dois ninhos (11,42% e 15,19%) sdo
inferiores aos relatados na tartaruga marinha Dermochelys coriacea, onde variou
entre 22 e 25% (SAHOO et al., 1998). As diferencas da composi¢cdo quimica das
cascas encontradas entre espécies podem ser explicadas pelas diferentes
necessidades nutricionais do embrido e pelas diferentes exposicdes a agentes
externos, ja que cada espécie possui habitos de nidificacéo diferentes. Variacdes na
composi¢cado quimica da casca de ovos de répteis ndo podem ser explicadas por
modelos que assumam uma estrutura estatica, sem influéncias do meio interno e
externo (SIMKISS, 1962; COX et al., 1984).

Modificacbes na composicdo da casca podem ser produzidas por agentes
comolixiviacdo, umidade externa, abrasdo por particulas do solo e degradacao
microbiana extrinseca (MINE, 1995). Além de fatores externos, as atividades
intrinsecas do ovo também podem ser implicadas nas diferencas de composicéo
guimica entre Testudines. Sahoo et al. (1998), estudou o metabolismo de calcio
durante o desenvolvimento de embrides de tartaruga-oliva (Lepidochelis olivacea),
encontraram que a casca fornece 60% do requerimento de calcio do embrido, sendo
encontradas taxas decrescentes deste mineral desde a postura até a ecloséo. Isso
sugere que o mesmo pode ocorrer para outros minerais e pode-se supor que
embribes de diferentes espécies possuam necessidades metabdlicas diferentes, o
gue explica grandes variagdes em composicdo mineral da casca entre espécies de

Testudines.
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2.4 Conclusao

Os componentes quimicos matéria mineral, calcio, fésforo, proteina e

nitrogénio das cascasdos ovos de P. expansa diferiram entre ninhos analisados.
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CAPITULO 3 - EFEITOS DA PARATIONA METILICA NA COMPOSICAO QUIMICA
E MORFOLOGIA DE CASCAS DE OVOS DE Podocnemis expansa
(TESTUDINES, PODOCNEMIDIDAE) INCUBADOSARTIFICIALMENTE.

RESUMO: Sabendo-se que substéncias lancadas ao meio ambiente, como
agratoxicos, podem alterar a forma, tamanho e composicdo de cascas de ovos,
objetivou-se compreender como a parationa metilica, inseticida aplamente utilizado
no Brasil, intefere nas caracteristicas quimicas e morfologicas das cascas de ovos
de Podocnemis expansa ao longoda incubacao artificial. Para isso, foram utilizadas
cascas de 264 ovos dessa espécie, oriundos de areas protegidas do Rio Araguaia.
Os ovos foram incubados artificialmente em substrato areia das praias com uma
camada de vermiculita e divididos em quatro grupos experimentais, aos quais foram
adicionadas diferentes concentracdes de produto técnico parationa metilica
(controle, 35, 350 e 3500 ppb). Ao grupo controle foi adicionada agua destilada. As
cascas foram coletadas com intervalos de trés dias,com inicio no 3° e término no 63°
dia de incubacéo e submetidas a medicdo de espessura, analise quimica, histologia
em microscopia de luz e microscopia eletrénica de varredura. Observou-se que a
exposi¢cado dos ovos ao agrotoxico causou aumento dos teores de fosforo e reducao
de teores de extrato etéreo da casca ao longo da incubacéo.

PALAVRAS-CHAVE: Agrotéxico, Ecotoxicologia, Incubacao.



44

CHAPTER 3 - EFFECTS OF METHIL PARATHION IN CHEMICAL AND
MORPHOLOGICAL COMPOSITION OF Podocnemis expansaEGGSHELLS
(TESTUDINES, PODOCNEMIDIDAE), INCUBATED ARTIFICIALLY.

ABSTRACT:Knowing that substances released in the environment, such as
pesticides, can alter the shape, size and composition of eggshells, this study aimed
to understand how methyl parathion, insecticide widely in use in Brazil, interferes on
the chemical and morphological characteristics of Podcnemis expansa eggshells,
during the artificial incubation. For this, 264 eggshells of this specie were utilized, all
they came from protected areas of Araguaia River. The eggs were incubated
artificially in sand substrate from the river beaches with a layer of vermiculite, and
divided in four experimental groups, that received different concentrations of methyl
parathion technical product (control, 35, 350 e 3500 ppb). To the control group was
added distilled water. The eggshells were collected in intervals of three days,
beginning on the third day and ending on the 63" day of | incubation, and submitted
to thickness measurement, chemical analysis, histology in light microscopy and
scanning electronic microscopy. It was observed that the exposure of eggs to
pesticides caused increase of phosphorus levels and reduction of ether extract levels
in the shells during the incubation.

KEYWORDS: Pesticides, ecotoxicology, incubation.
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3.1lIntroducéao

A Podocnemis expansa, popularmente conhecida como tartaruga-da-
amazonia, tartaruga verdadeira, ou jurard-acu. (VALENZUELA, 2001).E um
animaloviparo que deposita seus ovos em ambientes terrestres como praias fluviais
ou costeiras, solo barroso e areno-argiloso, o numero de ovos depositados pelas
fémeas é bastante variavel em funcdo da espécie, (DUPRE et al., 2007). Ernst
eBarbour (1989) afirmaram que entre as diferentes espécies de Testudines
aquéticos com ocorréncia na bacia Amazodnica existe uma grande diferenca no
namero das ninhadas. Sendo que, para a P. expansa, maior espécie sul-americana,
pode ultrapassar 100 ovos por desova.

As cascas de repteis possuem duas camadas sendo uma flexivel e a outra
calcaria. Os Squamatas, em sua maioria,e alguns Testudines pdem
ovoscomcascasflexiveis (Sahoo, Sahoo e Mohanty-Hejmadi,1998; Marco et al.,
2004; WALLACE et al., 2006). Nos Crocodylia, Testudines e algunas lagartos a
casca do ovo € bem rigida, porém, possuem as mesmas membranas da casca
flexivel (PACKARD,1979; WALLACEet al., 2006).Na camada rigida, o componente
calcéario de cascas de ovos de Testudines € o carbonato de calcio, que ocorre como
aragonita (PACKARD et al., 1979; PACKARD, 1980; KITIMASAK, et al., 2003).

A casca do ovo realiza um papel fundamental, oferecendo uma protecéo
contra microrganismos, controla a troca de agua e gases pelos poros e constitui uma
fonte de minerais para o embrido durante o desenvolvimento. O sucesso destas
funcdes dependeda adequada formacdo composicdo estrutural. (KITIMASAKIet al.,
2003, KUSUDA et al., 2013).

De acordo com Sahoo, Sahoo e Mohanty-Hejmadi (1998) o material
organico de um ovo de tartarugas € o vitelo e o albumen e sdo 0s primeiros
utilizados para o desenvolvimento embrionario e, em seguida, presumivelmente,
para manutencdo e crescimento do recém-nascido. Os mesmos autores ainda
afirmam que o ovo tem uma complexa estrutura fisica e composicdo quimica,
estando elas relacionadas com o seu papel de proteger e manter o embrido em
desenvolvimento. Entretanto, adisponibilidade da composicdo, para o embrido em

desenvolvimento ainda néo é totalmente compreendida. Anderson (1994) destaca a
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existéncia de pouca informagéo sobre a disponibilidade de minerais e compostos
guimicos das cascas de ovos de répteis.

Atualmente os inseticidas inibidores das colinesterases (organofosforados e
carbamatos) sédo os mais utilizados na agricultura brasileira (IBAMA, 2010). A
parationa metilica € um inseticida organofosforado cuja meia-vida em ambientes
aquaticos pode variar entre 30 a 100 dias e no solo entre 1 a 30 dias, dependendo
das condi¢bes climaticas (WAUCHOPE et al., 1992) e de classificacdo toxicol6gica
Classe | - extremamente toxico (ANVISA, 2013), sendo importante em termos de
contaminacao ambiental.

Kalipciet al. (2010) apontam que a parationa metilica é um inseticida
comumente usado na agricultura do Brasil e que alguns dos problemas ambientais
surgem devido ao uso cronico deste pesticida. Os autores ainda citam que este
inseticida é um fator ameacador para o ecossistema e provoca a formacédo de um
meio toxico para seres humanos, passaros, peixes de agua doce, outros animais
aquaticos, bem como de organismos marinhos; misturando-se ao ar, solo e agua.

As cascas de ovos podem ser utilizadas para indicar e investigar efeitos de
substancias lancada ao meio ambiente, podendo alterar a forma, tamanho e
composicao da casca dos ovos. (VAN DER OOST et al., 2003).

Sendo assim, objetivou-se compreender como a parationa metilica intefere
nas modificacbes quimicas e morfologicas que ocorrem em cascas de ovos de P.

expansa ao longoda incubacao artificial.
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3.2 Material e Metédos

3.2.1 Coleta dos ovos

Foram utilizadas cascas de 264 ovos de Podocnemis expansa (Schweigger,
1812), oriundos das éareas protegidas pelo Centro de Conservagdo e Manejo de
Répteis e Anfibios (RAN/IBAMA), a APA Meandros do Rio Araguaia, no municipio de
Séao Miguel do Araguaia — GO (13° 20' 38" S e 50° 38' 05" W). A sua utilizagéo para
o procedimento de pesquisa foi aprovada pela Comissdo de Etica na Utilizacdo de
Animais da Universidade Federal de Uberlandia (CEUA/UFU) sob o protocolo n°
055/12.

ApOs a coleta,os ovos foram identificados em relagéo ao ninho de origem e
transportados em caixas de papeldo com sacos plasticos contendo areia das praias
com vermiculita Umida até o Laboratorio de Ensino e Pesquisa em Animais
Silvestres da Universidade Federal de Uberlandia (LAPAS/UFU),na mesma posicao

em que foram retirados dos ninhos.

3.2.2 Incubacéo artificial dos ovos e coleta das cascas

Os ovos foram incubados artificialmente emsete bandejas plasticas
colocadas em incubadoras feita com caixas de isopor de 90L (79x59x47cm),
contendo 24,0 £ 4,27 ovos por caixa. Em cada tampa foram acoplados um
termostato e duas lampadas incandescentes (25W, 220V), distribuidas na superficie
inferior da tampa da caixa, de modo a dispersar o calor de forma homogénea.

O substrato utilizado na incubacéo artificial dos ovos foi areia das praias com
uma camada de 2cmde vermiculita. Adicionou-se no primeiro dia de incubacao
artificial, agua contaminada com o produto técnico parationa metilica, nas
concentragfes de 35, 350 e 3500 partes por bilhdo(ppb). As concentracBes foram
estabelecidas da seguinte forma: utilizou como a primeira dose 35ppb, baseada na
porcdo minima permitida pela ANVISA de parationa-metilica em aguas superficiais,

e realizou uma “super dosagem” multiplicando o menor valor por 100x e 1000x para


http://en.wikipedia.org/wiki/August_Friedrich_Schweigger
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os dois grupos seguintes. Aos grupos controle foi adicionada agua destilada.Dessa
forma, os ovos estudados foram divididos em quatro grupos.

Foram realizadas coletas de cascas com intervalos de trés dias com inicio
no 3° e término no 63° dia de incubacdo artificial. Foram realizadas andlises em trés
grupos, de acordo com o tempo de coleta: cascas coletadas entre os dias 3 e 23 (1°
terco), 24 e 43 (2° terco) e 44 a 63 (3°terco) de incubacéo artificial.

Ap6s a coleta, as cascas foram limpas manualmente para remocdo de
residuos, tais como restos de membrana corioalantéide, areia e vermiculita. As
cascas foram distribuidas para andlise de acordo com cada concentracdo do

agrotéxico e tempo de incubacao.

3.2.3 Espessura da casca

A espessura da casca foi medida em trés regides aleatorias com auxilio de
paquimetro (Starrett 125 MEB), considerando-se a média das trés medi¢cbes como a

espessura individual da casca.

3.2.4 Analise quimica

Para as variaveis de composicao quimica, as cascas de cada grupo foram
separadas em cinco subgrupos, com quatro cascas em cada, com o intuito de ter
massa suficiente para as analises.

As cascas foram entdo secas em estufa, trituradas e preparadas para os
procedimentos de andlise de matéria mineral, calcio, fésforo, extrato etéreo e
proteina bruta, conforme Compéndio Brasileiro de Nutricdo Animal (1998). As
analises foram feitas no Laboratério de Nutricdo Animal da Universidade Federal de

Uberlandia.
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3.2.5 Microscopia de luz

Foi coletado um fragmento de 1cm? de cada casca. Eles foram lavados em
agua corrente por 5 minutos e em seguida desidratados e clareados. Para
descalcificagdo, os fragmentos foram imersos por 50 minutos em solugbes
crescentes de etanol, e posteriormente, em xilol puro por duas vezes, de acordo com
a metodologia de Humason (1972). Deste modo, obteve-se apenas a membrana
fibrosa.

Logo apos, as membranas foram submetidas a dois banhos de parafina
entre 52 e 58°C por 50 minutos cada para inclusdo. Foram realizados cortes
histolégicos com espessura de 5um em micrétomo EDGE SL-200. Posteriormente,
os cortes foram deixados em banho-maria para distensdo e entdo colocados em
laminas. Depois disso foram feitas as técnicas de rotina de desparafinizacdo e
hidratacdo, seguidas de coloracédo com picrosirius de acordo com Humason (1972).A
confeccdo e observacdo do material foram realizadas no Laboratério de Histologia

do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade Federal de Uberlandia.

3.2.6 Microscopia eletronica de varredura

Foi coletado um fragmento de 1cm? de cada casca.As amostras foram
lavadas em agua corrente por 5 minutos para remocao de residuos. O material foi
seco de forma natural e posteriormente foram metalizados em “sputtercoater”. As
observacdes do material foram realizadas no laboratério de microscopia do Instituto
de Ciéncias Biologicas da Universidade de Brasilia, em microscopio eletrénico de
varredura modelo JSM-7001F.

3.2.7 Andlise estatistica

A analise dos dados foi conduzida em esquema de analise de variancia
(ANOVA) para experimento no esquema de parcela subdividida em tempo, instalado

no delineamento inteiramente casualizado (DIC), sendo considerados dois fatores:
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tratamento (controle, parationa 35ppb, parationa 350ppb e parationa 3500ppb) e
tempo de incubacéo (3-23, 24-43 e 44-63 dias). Quando necessério foi utilizado o
teste post hoc de Tukey, adotando-se nivel de significancia de 5% (p<0,05). Foi
utilizado o programa estatistico SISVAR (FERREIRA, 2011).
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3.3 Resultados

Os resultados foram colocados em forma de tabelas e graficos sendo
comparados os primeiros 23 dias de incubacdo em relagdo aos demais periodos de
coleta.

3.3.1Fd6sforo

A concentracdo de fésforo foi significativamente maior no ultimo terco de
incubacao artificial em relagdo ao primeiro terco em todos 0s grupos expostos a
parationa metilica. No grupo exposto a concentracdo de 350 ppb do inseticida este
aumento ja ocorreu de forma significativa no segundo terco da incubacao (Tabela
3.1 e Gréfico3.1).

Tabela 0.1: Porcentagem média de fosforo na casca de ovos de Podocnemis expansa submetidos
a exposicdo a diferentes concentracGes de parationa metilica no primeiro dia de
incubacdo artificial, coletados ao longo da incubacao.

Teor de fosforo (média + desvio-padrao)

Concentracédo de 3-23 dias 24-43 dias 44-63 dias
parationa N=80 N=80 N=80
metilica (ppb)
0 0.1460 + 0.0114 0.1500 + 0.0158 0.1700 = 0.0000
35 0.1500 + 0.0071 0.1540 + 0.0114 0.1780 = 0.0164*
350 0.1420 + 0.0110 0.1840 + 0.0055** 0.2060 + .0182**
3500 0.1500 + 0.0187 0.1640 + 0.0055 0.1780 + 0.0130*

(*) p < 0.05 em relagédo ao tempo de incubagéo 3-23 dias; (**),p < 0.01 em rela¢éo ao tempo de incubagéo 3-23
dias;
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Figura 0.1: Porcentagem média de fdsforo na casca de ovos de Podocnemis
expansasubmetidos a exposicéo a diferentes concentragfes de parationa metilica no
primeiro dia de incubag&o artificial, coletados ao longo da incubacgé&o. (*),p < 0.05 em
relacdo ao tempo de incubacdo 3-23 dias; (**),p < 0.0lem relacdo ao tempo de
incubagéo 3-23 dias.

3.3.2 Extrato etéreo

A concentracdo de extrato etéreo foi significativamente menor no segundo
terco em relacdo aoprimeira terco nas concentracoes de 350ppb de parationa
metilica. A concentracdo de 3500ppb apresentou diferenca significativa no segundo e
ultimo terco em relacédo ao primeiro terco. A mesma significancia foi encontrada para
as concentracdes 35ppb e 350ppb noultimo terco (Tabela 3.2 e Gréfico 3.2).

Tabela 0.2: Porcentagem média de extrato etéreo na casca de ovos de Podocnemis expansa

submetidos a exposi¢édo a diferentes concentracdes de parationa metilica no primeiro
dia de incubacéo artificial, coletados ao longo da incubacéo.

Teor de Extrato etéreo (média * desvio-padréo)

Concentragéo de 3-23 dias 24-43 dias 44-63 dias
parationa metilica N=80 N=80 N=80
(Ppb)
0 0.0740 £ 0.0114 0.0720 £ 0.0084 0.0600 + 0.0000
35 0.0760 + 0.0114 0.0740 £ 0.0055 0.0500 + 0.0000**
350 0.0800 + 0.0071 0.0600 + 0.0141* 0.0440 + 0.0055**
3500 0.0800 + 0.0071 0.0440 + 0.0089**  0.0440 + 0.0089**

(*) p < 0.05 em relacé@o ao tempo de incubacéo 3-23 dias; (**),p < 0.01 em relacéo ao tempo de incubacéo 3-
23 dias;
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Figura 0.2: Porcentagem média de Extrato etéreo na casca de ovos de Podocnemis
expansa submetidos a exposicdo a diferentes concentragdes de parationa
metilica no primeiro dia de incubacado artificial, coletados ao longo da
incubagéo. (*),p < 0.05 em relagéo ao tempo de incubacéo 3-23 dias; (**),p <
0.01em relagé@o ao tempo de incubagéo 3-23 dias.
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A concentracdo de Calcio foisignificativamente maior no segundo e ultimo

terco em relacdo ao primeiro terco independentemente da exposicdo a parationa
metilica (Tabela 3.3 e Grafico 3.3).

Tabela 0.3: Porcentagem média de Célcio na casca de ovos de Podocnemis expansa submetidos a
exposicdo a diferentes concentragfes de parationa metilica no primeiro dia de
incubacdo artificial, coletados ao longo da incubacao.

Teor de Calcio (média + desvio-padrdo)

Concentracéo de 3-23 dias 24-43 dias 44-63 dias
parationa metilica N=80 N=80 N=80
(Ppb)
0 10.0020 £ 0.0630 11.3400 + 0.0964* 12.4700 £ 0.0566*
35 10.1580 + 0.0999 11.4920 £ 0.2111* 12.5100 £ 0.1082*
350 10.1340 £ 0.1180 11.7320 + 0.1262* 12.3340 £ 0.0783*
3500 10.5140 + 0.1662 11.3440 + 0.0410* 12.3860 + 0.1541*

(*), diferenca estatisticamente significativa em relacao ao grupo controle p < 0.01.
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Figura 0.3: Porcentagem média de Célcio na casca de ovos de Podocnemis expansa
submetidos a exposigao a diferentes concentrages de parationa metilica no
primeiro dia de incubag&o artificial, coletados ao longo da incubagéo. (*),p <
0.05 em relagdo ao tempo de incubagdo 3-23 dias.

3.3.4 Matéria mineral
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A concentracdo de Matéria Mineral foisignificativamente maior no segundo e

ultimo terco em relacdo ao primeiro terco independentemente da exposicdo a

parationa metilica (Tabela 3.4 e Gréfico 3.4).

Tabela 0.4: Porcentagem média de Matéria mineral na casca de ovos de Podocnemis expansa
submetidos a exposicédo a diferentes concentragGes de parationa metilica no primeiro
dia de incubagéo artificial, coletados ao longo da incubacéo.

Teor de Matéria mineral (média + desvio-padrao)

Concentragéo de 3-23 dias 24-43 dias 44-63 dias
parationa metilica N=80 N=80 N=80
(Ppb)
0 16.6980 + 0.2109 17.3820 + 0.2322* 18.4660 + 0.2150*
35 16.5860 + 0.1544 17.4920 + 0.1264* 18.5540 £ 0.2909*
350 16.3540 £ 0.2277 17.3960 + 0.3066* 18.4700 £ 0.2457*
3500 16.5100 + 0.3378 17.5320 + 0.4043* 18.5860 + 0.1506*

(*), diferenca estatisticamente significativa em relacao ao tempo de incubacao 20 dias p < 0.01.
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Figura 0.4: Porcentagem média de Matéria Mineral na casca de ovos de Podocnemis
expansa submetidos a exposicdo a diferentes concentragBes de parationa
metilica no primeiro dia de incubacdo artificial, coletados ao longo da
incubagéo.(*),p < 0.05 em relagéo ao tempo de incubagéo 3-23 dias.
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A concentracdo de Proteina bruta foisignificativamente maior no segundo e

ultimo terco em relacdo ao primeiro terco independentemente da exposicdo a

parationa metilica (Tabela 3.5 e Gréfico 3.5).

Tabela 0.5:Porcentagem média de Proteina bruta na casca de ovos de Podochemis expansa
submetidos a exposi¢édo a diferentes concentracdes de parationa metilica no primeiro

dia de incubac&o artificial, coletados ao longo da incubacéo.

Teor de Protéina Bruta (média + desvio-padrao)

Concentracdo de
parationa metilica

(ppb)

3-23 dias
N=80

24-43 dias
N=80

44-63 dias
N=80

0
35
350
3500

57.1460 = 0.2784
57.2400 % 0.3829
57.3500 = 0.3916
57.3440 + 0.3279

50.6100 * 0.2375*
50.7100 * 0.6589*
50.6400 * 0.2399*
50.6000 * 0.1206*

40.3780 = 0.3737*
41.3080 + 0.2801*
41.0220 + 0.4321*
41.0340 * 0.5464*

(*), diferenca estatisticamente significativa em relagcao ao grupo controle p < 0.05.
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Figura 0.5: Porcentagem média de Proteina bruta na casca de ovos de Podocnemis
expansa submetidos a exposicdo a diferentes concentragcdes de parationa
metilica no primeiro dia de incubacdo artificial, coletados ao longo da
incubagéo. (*),p < 0.05 em relagdo ao tempo de incubacdo 3-23 dias; (**),p <
0.01em relagé@o ao tempo de incubacgéo 3-23 dias.

3.3.6 Espessura

N&o foi encontrada diferenca significativa entre os tempos de incubacgéao

artificial para variavel Espessura (Tabela 3.6 e Gréfico 3.6).

Tabela 0.6: Média de Espessura na casca de ovos de Podocnemis expansa submetidos a

exposicao a diferentes concentracdes de parationa metilica no primeiro dia de
incubacdo artificial, coletados ao longo da incubacao(mm).

Espessura (média + desvio-padréo)

Concentragéo de
parationa metilica

(ppb)

3-23 dias
N=80

24-43 dias
N=80

44-63 dias
N=80

0
35
350
3500

0.1840 + 0.0055
0.2160 + 0.0089
0.2180 + 0.0084
0.2180 + 0.0130

0.1840 + 0.0055
0.2260 + 0.0182
0.2120 +0.0179
0.2180 + 0.0130

0.1740 +0.0089
0.2160 + 0.0089
0.1980 + 0.0205
0.2320 + 0.0110
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Figura 0.6: Comparacdo das médias e desvio padrdo da varidvel Nitrogénio em relagéo
aos 20 primeiros dias de incubag¢éo com os demais tempos.

3.3.7 Microscopia de luz

N&o foram encontradas diferencas morfologicas da casca de P. expansa
entre 0S grupos experimentais,como observado na Figura 3.7. Foram observadas
estruturas finas e alongadas com tonalidade résea, estriacdes transversais e

presenca de nucleos em toda a estrutura sendo classificadas como fibras de
colagenos (FC).
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Figura 0.7: Fotomicrograficas de cascas de ovos de Podocnemis expansa
incubados em areia com 2 cm de vermiculita em adicdo de
agrotoxicos A 3 dias de incubacéo. B, 18 dias de incubagao.
C, 35 dias de incubagdo. D, 63 dias de incubacdo. com
coloragdo  picrosirius FC  Circuladas, Fibras de
Colagenos(Uberlandia, 2013).

3.3.8 Microscopia eletronica de varredura

Observou-seclaramente a existéncia de poros em casca bastante
calcificada, com existéncia de cristais na forma de agulhas em arranjo concéntrico
ao redor dos poros. Foram evidenciados cristais de calcio. Nao foram encontradas
diferencas morfoldégicas na casca de P. expansa entre 0S grupos experimentais
(Figura 3.8).



Figura 0.8: Fotoeletromicrografias da casca de ovo de Podocnemis expansacom
39 dias de incubacdosem exposicdo a agrotéxico.Seta, espiculas
(Brasilia, 2013).
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3.4 Discusséao

O presente estudo evidenciou as alteracdes de alguns constituintes da casca
do ovo de P. expansa exposta ao inseticida parationa metilica em diferentes
concentragbes nos tempos de incubacdo de 3-23, 24-43 e 44-63 dias. Essas
modificagbes podem ser naturais a medida que ocorre o desenvolvimento do
embrido. Alteragcdes organicas implicam uma capacidade de mudanca que pode ser
importante para as propriedades funcionais quaisquer sejam 0s constituintes da
casca dos ovos (COX et al.,1984).

Podem ser previstas duas explicacbes para as alteracdes de cascas de
ovos. A primeira supde que essas alteracbes resultam da acdo de um ou mais
agentes extrinsecos sobre o ovo em desenvolvimento, podendo as modificacfes na
composicdo das cascas dos ovos serem produzidas por agentes abidticos, como
lixiviacdo, umidade do solo ou abrasdo pelas particulas do solo, bem como por
bidticos, como degradacao microbiana extrinseca (FERGUSON, 1981). O segundo
mecanismo possivel para alteracdes nas cascas de ovos implica atividades
intrinsecas ao ovo, 0 que pode incluir a absor¢céo de calcio ou possivelmente a acao
direta dos elementos celulares da casca (COX et al., 1984).

Os teores de fosforo e extrato etéreo na casca de ovos de P. expansa foram
as Unicas variaveis que apresentaram alteracdes diferentes ao longo da incubacéo
Nnos grupos expostos a parationa metilica, em relacdo ao grupo controle. Sugere-se
assim que oinseticida interferiu na dinamica destes constituintes ao longo da
incubacédo. Kalipci et al. (2010) afirmam que entre os fatores que podem influenciar
as alteracfes nos constituintes das cascas dos ovos esta a utilizacdo de substancias
agrotoxicas como a parationa metilica. De acordo com estes autores ndo se conhece
bem os possiveis efeitos ecologicos deste agrotoxico e tampouco sobre os efeitos
nas cascas dos ovos de P. expansa ou repteis, que tem sido utilizadoem diversas
culturas, o que denota a importancia de investigacdes sobre o0s problemas
ambientais e ecoldgicos que esse inseticida pode causar.

O teor de fésforo encontrado nas cascas dos ovos de P. expansa estudadas
variou de 0,14 a 0,20 mg.Esses valores corroboram com achados de Packard,

Phillips e Packard (1994) que afirmam que a quantidade de fésforo na casca de ovo
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€ pequena e o vitelo € a Unica fonte significativa deste mineral para o
desenvolvimento embrionério. Ja Sahoo, Sahoo e Mohanty-Hejmadi (1998), em
estudo com a espécie Lepido chelyso livacea (tartaruga oliva), apontaram auséncia
de fésforo em ovos livres de agrotéxicos.

Ao comparar cascas coletadas nos trés tercos da incubacéo, observou-se
gue ndo houve alteracdo significativa nos teores de fosforo de cascas do grupo
controle. Da mesma forma, Packard, Phillips e Packard (1992), estudou cascas de
ovos de iguanas (lguana iguana),encontraram a mesma quantidade de fosforo nas
cascas dos ovos, independentemente do dia da coleta, em ovos ndo expostos a
contaminantes. Por outro lado, os resultados apresentados aqui evidenciam que a
exposicdo a parationa metilica provocou aumento no teor de fésforo ao longo da
incubacéo. Este aumento induzido pelo inseticida em cascas de ovos de P. expansa
pode produzir alteracbes embrionarias que merecem investigacao.

Assim como ocorreu com o fosforo, a exposicao a parationa metilica alterou
0s niveis de extrato etéreo na casca dos ovos de P. expansa ao longo da incubacéo
(Gréfico 2), produzindo reducédo significativa no teor deste componente,
independentemente da concentracdo de exposicdo. Sabe-se que a casca
desempenha a importante funcdo de transporte de gases e liquidos durante a
incubacdo (Andréa, 2008). Deste modo € razoavel pensar que uma reducdo no
extrato etéreo, ou gordura bruta, afete os mecanismos e/ou taxas de transporte,
podendo interferir no desenvolvimento embrionario. Recentemente, verificou-se que
a exposicdo ao herbicida atrazina também reduz os niveis de extrato etéreo na
casca de ovos de P. expansa ao longo da incubacdo (SOUZA, 2014). Desse modo,
sugere-se continuar investigando a influéncia de poluentes neste parametro e como
alteracdes podem prejudicar o correto desenvolvimento embrionario.

Em nossos resultados pode-se sugerir 0 nivel de extrato etéreo como
parametro para indicar niveis de poluentes, tendo em vista seu decréscimo
estatisticamente comprovado. Andréa (2008) cita que variacbes na quantidade de
lipidios em um organismo podem ser um biomarcador para avaliacdo de respostas
biolégicas que indiquem exposicdo a agrotoxicos, citando como exemplo a grande
correlacdo, encontrada em varios lugares do mundo, entre contaminacdo com o

organoclorado hexaclorobenzeno e conteudo de lipidios em organismos. De forma
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paralela, maiores investigagbes podem determinar valores esperados de extrato
etéreo em cascas de ovos de répteis e identificar padrées de alteracdo provocados
por agrotoxicos, permitindo sua utilizagdo como biomarcador de contaminagéo
ambiental.

O célcio é o principal constituinte inorganico da casca, mostrando que este
mineral é de grande importancia para o desenvolvimento do embrido. Sahoo, Sahoo
e Mohanty-Hejmadi (1998) apontam que o calcio € um dos componentes mais
importantes dos ovos e embrides de vertebrados.

No presente estudo foi verificado aumento no teor de célcio das cascas de
ovos de P. expansa durante a incubagédo. No entanto a exposicao a este inseticida
nao alterou este padrdo. Cox et al. (1984) em sentido oposto demonstraram que as
concentragcbes de calcio diminuiram durante a incubacdo em Squamatas. Sahoo,
Sahoo e Mohanty-Hejmadi (1998) afirmam que a diminuicdo do teor de calcio na
casca comeca aproximadamente apés 40 dias de incubacdo. De acordo com o
mesmo autora quantidade de calcio presente na gema-albumen satisfaz apenas
40% da quantidade total de calcio necessario pelas crias durante a seu
desenvolvimento normal. Os 60% restantes séo fornecidos pela casca de ovo.

A concentracdo de proteina bruta nas cascas de ovos de P. expansa
diminuiu ao longo da incubacéo, ndo sendo alterada pelo inseticida. Neste mesmo
sentido Cox et al. (1984) relataram diminui¢cdo da concentracdo de proteina durante
a incubacao e ainda apontaram que as alteracées da proteina da casca do ovo pode
ocasionar modificacdes no calcio associado.

A espessura das cascas de ovos de P. expansa nos diferentes tempos de
incubacéao variou de 0,17 a 0,23 mm, ndo sofre alteracdes significativas ao longo da
incubacdo, independentemente da exposicdo a parationa metilica. Kusudaet al.
(2013), ao analisar espessura de cascas de ovos de diferentes espécies de
Testudines, verificaram diferencas entre cascas rigidas e flexiveis. De acordo com
0S Nossos resultados, cascas de ovos de P. expansa situam-se no padrao de cascas
flexiveis (0,14 a 0.26mm) encontradas pelos mesmos autores.

Nado foram observadas diferencas na morfologia, quantidade de fibras e
poros presentesna casca dos ovos de P. expansa, independente da exposicdo ao

agrotoxico.
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Nos cortes histolégicos, observaram-se estruturas finas e alongadas com
tonalidade rosea. Esses achados se assemelham a descricdo feita por Glerean
(2003) para fibras de colageno Tipo |.

As fotomicrografias registradas no presente trabalho identificaram claramente
a existéncia de poros em uma casca bastante calcificada, corroborando com os
achados de Bryan (2005) ao estudar cascas de ovos de Alligator mississippiensis
em trés lagos contaminados do centro-norte da Flérida, sendo possivel identificar em
todos os ovos poros do tipo cratera, que se desenvolveram na superficie externa de
uma casca bem calcificada.

Em nossos resultados observou a existéncia de cristais na forma de agulhas
em arranjo concéntrico ao redor dos poros. Esses arranjos sao definidos como
nucleo mamilar por Kusuda et al. (2013). Estes autores examinaram por microscopia
eletrbnica e difracdo de raios-X as cascas de ovos de 56 queldnios e propds uma
classificacdo em seis tipos em termos da sua estrutura de matriz de camada de

calcario.
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3.5 Concluséao

A incorporacdo do produto técnico parationa metilica ao substrato no
primeiro dia de incubacéo artificial de ovos de Podocnemis expansa:
-aumenta teores de fosforo em suas cascas ao longo da incubacéo;

- reduz teores de extrato etéreo em suas cascas ao longo da incubagéo.
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