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EFEITOS DA ATRAZINA NA COMPOSICAO QUIMICA E MORFOLOGIA DE
CASCAS DE OVOS DE Podocnemis expansa (TESTUDINES,
PODOCNEMIDIDAE) INCUBADOS ARTIFICIALMENTE

RESUMO

As cascas de ovos servem como indicador para investigar os efeitos de
substancias lancadas no ambiente. No entanto, informagbes a respeito dos
impactos de contaminantes ambientais na fauna silvestre sdo escassas. Objetivou-
se estudar a composicdo quimica e a morfologia de cascas de ovos de P. expansa
ao longo de um periodo de incubacéo artificial e verificar se a exposi¢céo a atrazina
no dia zero de incubacgéo interfere nas alteracdes que ocorrem nas cascas dos
ovos. Foram utilizados 168 ovos de P. expansa, que foram incubados
artificialmente e divididos em quatro grupos, de acordo com a exposi¢ao dos ovos
ao herbicida atrazina em quatro diferentes concentragoes: 0, 2, 20 e 200 ppb. As
cascas dos ovos de todos os grupos foram analisadas em trés periodos: 1-20, 21-
40 e 41-60 dias de incubacao. Foram analisados aspectos da composi¢cao quimica
e morfologia dos ovos. A incorporacdo do produto técnico atrazina ao substrato no
primeiro dia de incubacéo artificial de ovos de P. expansa interferiu nas variagdes
gue ocorreram ao longo da incubacdo em teor de fosforo, extrato etéreo e
espessura das suas cascas; houve interferéncia também no udltimo terco da
incubacédo artificial, nos teores de extrato etéreo (concentracdes 2 e 200 ppb),
proteina bruta (concentracdo 2 ppb) e nitrogénio (concentracéo 2 ppb) , bem como
aumento da espessura das cascas em todas as doses; ndo ocorreu alteracdo da
morfologia das cascas

Palavras-chave: Contaminacédo, Herbicida, Célcio, Espessura, Histologia.



EFFECTS OF ATRAZINE IN CHEMICAL COMPOSITION AND MORPHOLOGY
OF EGG SHELLS FROM Podocnemis expansa (TESTUDINES,
PODOCNEMIDIDAE) ARTIFICIALLY INCUBATED

SUMMARY

Egg shells serve as an indicator to investigate the effects of substances released
into the environment. However, information about the impact of environmental
contaminants on wildlife is scarce. It objected to study the chemical composition
and morphology of egg shells of P. expansa over a period of artificial incubation and
verify if the exposure to atrazine at zero day incubation interferes in the changes
that occur in the eggshells. It used 168 eggs of P. expansa, that were artificially
incubated and divided into four groups, according to exposure of eggs to the
herbicide atrazine in four different concentrations: 0, 2, 20 and 200 ppb. The shells
of eggs from all groups were analyzed in three periods: 1- 20, 21- 40 and 41- 60
days of incubation. Aspects of the chemical composition and morphology of the
eggs were analyzed. There were significant differences in the chemical variables
ether extract, crude protein and the real composition, and nitrogen and
morphologically in thickness egg shells from P. expansa according to exposure to
different concentrations of atrazine, particularly in incubation time of 60 days. In the
morphological analysis by light microscopy and scanning electron microscopy there
were no differences found.

Keywords: Contamination, Herbicide, Calcium, Thickness, Histology.
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1 INTRODUCAO

O Brasil possui 36 espécies de Testudines, distribuidas nos seus diversos
ecossistemas terrestres e aquaticos, sendo 29 espécies de agua doce, duas
terrestres e cinco marinhas (SOCIEDADE BRASILEIRA DE HERPETOLOGIA,
2012).

A Podocnemis expansa, conhecida popularmente como tartaruga da
Amazobnia, € a maior espécie do género Podocnemis. Nativa das bacias dos rios
Amazonas, Tocantins-Araguaia, Orinoco e Essequibo, a espécie se dispersa por
uma grande area ao norte do continente sul-americano, principalmente nas regidoes
amazonicas (IVERSON, 1992).

A tartaruga-da-Amazbnia apresenta um comportamento reprodutivo
extremamente complexo. Seu periodo reprodutivo ocorre na vazante dos rios da
Amazobnia, desovando em grandes grupos (VANZOLINI, 2001). As fémeas
depositam os ovos com numero muito variavel em fungédo da espécie; a P. expansa
deposita em média 100 ovos por ninhada (RUEDA-ALMONACID et al., 2007).

Os ovos podem ser esféricos ou alongados e, considerando a estrutura das
cascas, estas podem ser rigidas e asperas, com pequeno potencial de trocas
hidricas e gasosas com o meio; ou flexiveis, com uma camada calcaria porosa,
sendo relativamente dependentes do ambiente hidrico (EWERT, 1979).

Segundo Pritchard e Trebbau (1984) informacdes sobre a biologia e ecologia
dos répteis brasileiros sdo de fundamental importancia para as medidas de
protecdo e manejo que estejam sendo exercidas ou propostas. Estudos do
contetdo e distribuicdo de minerais na casca de ovos de répteis sdo ainda mais
escassos, mas a investigacéo futura neste campo € importante para compreender
o0 papel complexo que a casca desempenha no desenvolvimento do embrido
(OSBORNE; THOMPSON, 2005).

Diversas propriedades podem ser observadas quando se analisa a
composicao quimica das cascas de ovos, desde disfuncéo fisiologica das fémeas e
fatores nutricionais a histéricos ambientais de contaminacdo. 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, e pode

alterar o formato, tamanho e estrutura da casca dos ovos. No entanto, informacgdes
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a respeito dos impactos de contaminantes ambientais na fauna silvestre sao
escassas (VAN DER OOST,; BEYER; VERMEULEN, 2003).

Muitos compostos hidrofébicos e seus metabdlitos, que chegam aos
ecossistemas aquaticos ainda precisam ser identificados, e seus impactos sobre a
vida aquatica e terrestre ainda ndo foram determinados. Dessa forma,
toxicologistas ambientais vém estudando extensivamente o0s efeitos de
contaminantes quimicos ou poluentes no ecossistema aquéatico e terrestre (VAN
DER OOST et al., 2003).

As triazinas representam cerca de 30% de todos os herbicidas usados no
mundo (CABRAL et al., 2003). A atrazina é um dos mais importantes herbicidas do
grupo, pois tem uma utilizagdo em ampla escala em todos o0s continentes
(COUTINHO et al., 2005), sendo comum a utilizacdo desta substancia no controle
de plantas daninhas em cultivos de milho, cana-de-agucar e pinus. Na Unido
Européia a atrazina foi recentemente retirada de uso, no entanto, no resto do
mundo a atrazina continua sendo utilizada (SALABERRIA; HANSEN; ASENSIO,
2009).

A atrazina tem como principal rota de desaparecimento a hidrélise quimica e
biodegradacdo por microbiota fangica, sendo detectada no monitoramento de
aguas subterraneas proximas a lavouras em longo prazo apds sua aplicacao.
(COUTINHO et al., 2005). Este herbicida pode estar em direto contato com riachos,
lagos e lagoas que tenham ligacdo com o lencol freatico. Em contato com um
ecossistema aquatico ou terrestre a atrazina pode causar impacto a comunidades
como crustaceos, peixes, anfibios e répteis.

A maioria das investigacfes sobre a atrazina se concentram em anfibios e
peixes, e pouco se sabe sobre os efeitos desse agrotoxico sobre outros
vertebrados, como os répteis (ROHR; MCCOQY, 2010). Visto a falta de informacdes
sobre contaminacdo por agrotoxicos em Testudines, objetivou-se estudar a
composicao quimica e a morfologia de cascas de ovos de P. expansa ao longo do
periodo de incubacéo artificial e verificar se a exposicdo a atrazina no dia zero de

incubacéo interfere nas alteracdes que ocorrem nas cascas dos ovos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Testudines

Existem aproximadamente 6400 espécies de répteis que, segundo uma
revisao taxondmica baseada na filogenia, dividem-se em quatro ordens: Testudines
(tartarugas, cdgados e jabutis), Squamata (lagartos, serpentes e anfisbénias),
Crocodylia (crocodilos, jacarés, aligatores e gaviais) e Rhynchocephalia (tuataras e
aves), (POUGH; JANIS; HEISER, 2003).

Os Testudines (Figura 1) existem ha aproximadamente 250 milhdes de anos,
desde o Jurassico e sdo constituidos por 211 a 335 espécies de agua doce,
salgada ou terrestre (ANDRADE, 2008). Durante o fim do Cretaceo e o comecgo do
Paleoceno, os répteis passaram por um processo de extingao; varios Testudines de
diversas familias foram extintas.

Atualmente, encontram-se duas sub-ordens entre os Testudines: Cryptodira
e Pleurodira. Na primeira, onde esta incluida a maioria das espécies, 0s animais
retraem a cabeca por meio de uma flexdo vertical das vértebras do pescoco. Ja os
pleurodiros flexionam o pescoco lateralmente (SOUZA, 2006).

Os Testudines apresentam como caracteristica marcante, que as distingue
dos outros répteis, uma carapaca formada por ossificacbes dermais que
incorporam costelas, vértebras e por¢cdes da cintura pelvina (POUGH; JANIS;
HEISER, 2003).

Os Testudines estdo entre o0s vertebrados mais especializados
morfologicamente (POUGH; JANIS; HEISER, 2003). A estrutura dos membros é
altamente variavel, refletindo o ambiente e os modos de locomocéo das diferentes
espécies. As espécies marinhas possuem 0SS membros toracicos
proporcionalmente grandes em relacdo ao tamanho da carapaca e em forma de
remo; as espécies de agua doce apresentam os membros pelvinos e toracicos
espalmados, com dedos distintos, tendo quatro ou cinco garras, enquanto as
espécies terrestres possuem membros em forma de coluna, com dedos indistintos
(POUGH:; JANIS; HEISER, 2003).

Véarios sdo os padrdes de crescimento dos Testudines. Varias espécies

podem dobrar de massa e tamanho no primeiro ano de vida. Em geral, tém sua
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taxa de crescimento diminuida com o alcance da maturidade sexual e os fatores
gue determinam tais padrdoes podem ser mudanca de uma dieta carnivora, quando
filhote, para herbivora, quando adulto; dimorfismo sexual - em muitas espécies 0s
machos sdo menores que as fémeas; temperatura da adgua - maior crescimento no
verdo que no inverno; quantidade de alimento ingerido e fatores genéticos
(IVERSON, 1977).

Considerando os aspectos reprodutivos pode-se salientar que os Testudines
sdo animais oviparos que depositam seus ovos em diferentes ambientes terrestres,
como praias fluviais ou costeiras, solo barroso e areno-argiloso, proximos aos
corpos d’agua ou em meio a vegetagdo (FERRI, 2002). O acasalamento é
frequentemente precedido por comportamento nupcial, que tende a ser quase
ritualizado. Existem diversos sinais tateis que incluem mordidas, golpes e contatos
corporais diretos. Esses comportamentos sdo usados primariamente entre machos
e entre machos e fémeas (POUGH; JANIS; HEISER, 2003).

A determinacdo sexual pode ser tanto genotipica quanto dependente de
fatores ambientais. Estas duas modalidades de determinacdo sexual podem
ocorrer tanto dentro de uma mesma familia, como dentro de um mesmo género
(MALLMANN, 1994). Os principais fatores que influenciam a determinacao sexual
sdo a temperatura, umidade e as trocas gasosas (FERREIRA JR., 2003).

Héa espécies que apresentam a determinacdo sexual dependente de fatores
ambientais, especialmente da temperatura em que os ninhos foram expostos. Esse
dado ressalta a importancia das informacdes relativas a biologia basica desses
animais para uma conservacdo e um manejo bem sucedidos (POUGH; JANIS;
HEISER, 2003). O sexo dos embrides depende da temperatura de incubacédo e é
definido pela temperatura a que o ovo € submetido durante um periodo de tempo,
chamado de periodo termo-sensitivo, que acontece no segundo terco do periodo
de incubacdo (MROSOVSKY; PIEAU, 1991). As fémeas de Testudines podem
apresentar dois modelos distintos de DST (determinacdo sexual dependente da
temperatura de incubacdo dos ovos): DSTla, onde fémeas sdo geradas em altas
temperaturas e machos em baixas temperaturas e DSTII, onde as fémeas sao
geradas em temperaturas altas e baixas temperaturas e 0s machos em
temperaturas intermediarias (EWERT; NELSON, 1991).

A maioria das tartarugas, incluindo P. expansa, apresenta o modelo DSTla
(VALENZUELA; BOTERO; MARTINEZ, 1997). Em altas temperaturas ocorre no
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embrido a producdo da enzima aromatase, um horménio feminilizante responséavel
pela geracdo de fémeas. Temperaturas baixas ndo levam a produgcdo dessa
enzima, resultando em machos (PIEAU, 1996).

Segundo o Ministério da Agricultura e Pecuéria do Abastecimento (BRASIL,
1997) no artigo 438, os Testudines sdo denominados como “pescado”, assim como
0S peixes, crustaceos, moluscos, anfibios, mamiferos de 4gua doce ou salgada e
Testudines de agua salgada. Os Testudines sempre constituiram um recurso de
grande importancia para as populacbes que vivem as margens dos rios
amazonicos. Sua carne, excelente fonte de proteina, como os seus ovos, gordura e
visceras sdo de grande importancia as comunidades ribeirinhas (MARTINS;
MOLINA, 2008).

No Cretaceo, o género Podocnemis existia na América do Norte. No periodo
do Cretaceo superior e no Eocénico foram encontrados fésseis desse género na
Europa e Africa. Atualmente, esse género existe em Madagascar (Africa) e na
América do Sul (ANDRADE, 2008).

Figura1l-A; B; C e D, Fémeas da ordem Testudines em processo de postura.
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2.1.1 Podocnemis expansa

Na familia Pelomedusidae encontram-se as espécies Podocnemis expansa,
P. unifilis, P. eritrocephala, P. sextuberculata, Peltocephalus dumerilianus,
Pelomedusas spp. e Pelusias spp. A P. expansa é conhecida popularmente como
tartaruga-da-Amazonia, tartaruga-do-Amazonas, tartaruga-grande-do-Amazonas,
tartaruga-verdadeira, arau ou jurara-acu (LUZ; REIS, 1998).

A P. expansa (Figura 2) € o maior Testudines fluvial da América do sul,
medindo de 75 a 107 cm de comprimento por 50 a 75 cm de largura (RODRIGUES,
1992). Apresenta a seguinte classificagdo taxonomica: filo Cordados, subfilo
Vertebrados, superclasse Tetrapodes, subclasse Anapsidea, classe Reptilia, ordem
Chelonia ou Testudines, subordem Pleurodiros, familia Podocnemididae, género
Podocnemis, espécie Podocnemis expansa (LUZ; REIS, 1998).

Sua distribuicBo geografica ocorre no norte e centro-oeste do Brasil,
Guianas, Venezuela e Coldmbia. Seu habitat séo as baias de grandes rios como 0s
da bacia Amazbnica, chegando a alcancar a regido central do territorio brasileiro,
bacia dos rios Araguaia e Tocantins, em Goias e Mato Grosso (BATAUS, 1998;
VALENZUELA, 2001). Animais de habito diurno vivem em grupos, alimentando-se
de vegetais e peixes na natureza e de vegetais, peixes, carne moida e racdo em
cativeiro. Seu periodo de reproducdo é entre setembro e marco. As fémeas
enterram em média 60 a 100 ovos em covas de aproximadamente 60 cm de
profundidade, cobertas por areia. A eclosdo ocorre em um periodo de 45 a 60 dias
(SALERA JR., 2005).

A tartaruga-da-Amazbnia destaca-se devido as excelentes caracteristicas
sensoriais de suas partes comestiveis, o que levou a espécie ao risco de extincdo
(MELO et al., 2004). E uma das espécies silvestres mais exploradas
zootecnicamente. O sabor e a qualidade de sua carne alcancam altos valores de
mercado quando comparado com as carnes dos animais domésticos tradicionais
(DORNELLES; QUINTANILHA, 2003). O grande problema da extracdo de
tartarugas, € que na maioria das vezes, quando sdo abatidas, as mesmas
encontram-se ovadas, uma vez que sua captura ocorre momentos antes da

desova, quando estdo cavando seus ninhos nas praias (ANDRADE, 1988).
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A pressdo imposta nas populacbes de tartaruga-da-Amazénia em
decorréncia da exploracéo inapropriada resultou na inclusdo da espécie na Lista de
Espécies Ameacadas da International Union for Conservation of Nature and Natural
Resources (IUCN, 2013), sendo apresentada na condicdo de baixo
risco/dependente de conservagdo. A espécie também se encontra no apéndice |l
do Convention on International Trade Endangered Species (CITES), que lista as
espécies que nao se encontram ameacadas de extingdo, mas que podem vir a se
tornar. Isto mostra a importancia de estudos bioldgicos e ecolégicos para melhorias

nas praticas de manejo e conservacao de P. expansa.

Figura 2 — A; B; C e D, Exemplares da espécie P. expansa durante e logo
apos a eclosao.

2.1.2 Cascas de ovos

Nos ovos de tartarugas (Figura 3), a casca é constituida por duas partes: um
involucro de membrana fibrosa e uma camada de calcario ligada a superficie
externa da membrana. Tanto quanto se sabe, o0 componente de calcario de cascas

de ovos de quelbnios é carbonato de célcio, que ocorre como aragonita. A estrutura
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da casca do ovo pode estar relacionada com o ambiente do ninho em que
tartarugas pdéem ovos (PACKARD et al., 1979; PACKARD, 1980; SILYN-
ROBERTS; SHARP, 1985, 1986).

Sahoo, Sahoo e Mohanty-Hejmadi (1998) afirmam que o material organico
do vitelo de um ovo de tartaruga € o primeiro utilizado para o desenvolvimento
embrionério e, em seguida, presumivelmente, para a manutencao e crescimento do
animal recém-eclodido. O ovo tem uma complexa estrutura fisica e composi¢ao
guimica, estando sua complexidade relacionada com o seu papel de proteger e
manter o embrido em desenvolvimento. Sua composi¢cdo, em relagdo ao embriao
em desenvolvimento ainda ndo € totalmente compreendida. Anderson e Carter
(1994) destaca a existéncia de pouca informacédo sobre a disponibilidade de
minerais e compostos quimicos das cascas de ovos de répteis.

Modificacdes na composicdo da casca podem ser produzidas por agentes
abioticos, como lixiviagdo, umidade do solo ou abraséo por particulas do solo; bem
como por bidticos, como degradacao microbiana extrinseca (FERGUSON, 1981).
Estes agentes ndo precisam ser considerados mutuamente exclusivos, pois parece
mais provavel que eles exercem em conjunto seus efeitos de modificacdo. Como a
incubacdo, no presente estudo foi artificial, tais modificacbes n&o foram
constatadas.

De acordo com Cox et al. (1984) independente dos constituintes da casca de
ovo é evidente que alteracdes organicas implicam uma capacidade de mudanca
gue pode ser importante para as propriedades funcionais do mesmo. As diferencas
da composicdo quimica das cascas encontradas entre espécies podem ser
explicadas pela necessidade do embrido em relacdo aos minerais que compdem a
casca e fatores a que o0 ninho esta exposto.

De acordo com Miller e Jones (1990) os fatores que podem interferir na
composicdo quimica de cascas de ovos de Chelodina longicollis sdo alimentacéao,
saude, ambiente, idade e clima; o autor ainda afirma que os valores da composicéo
guimica podem variar até 50%, dependendo do estado em que a fémea se
encontra.

Bryan (2005) descreve que analises de cascas a partir de diferentes
periodos de incubacdo relativamente paralelos, podem ser diretamente
comparadas para determinar constituintes relativos, como sua mobilizacdo de

minerais, e a influéncia de fatores ambientais sobre esses parametros.
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Dentre os fatores ambientais que podem influenciar a composicdo das
cascas de ovos de determinada espécie esta a utilizacado de agrotéxicos, como, por
exemplo, a atrazina, que em contato com um ecossistema aquético pode causar
impacto a comunidades aquaticas como crustaceos, peixes, anfibios e répteis. Os
possiveis efeitos da atrazina sobre a composicao de cascas de ovos poderiam ser
desencadeados por seu amplo potencial de contaminacdo de diferentes
compartimentos ambientais em virtude de suas caracteristicas, tais como; alto
potencial de lixiviagdo e escoamento, elevada persisténcia em solos, hidrélise
lenta, baixa solubilidade em &gua e absorcdo moderada a matéria orgéanica
(GRISOLIA, 2005).

Ha ainda que considerar-se 0s possiveis efeitos do tempo de incubacéo
sobre as cascas dos ovos. Como um possivel mecanismo que pode provocar
alteracoes em cascas de ovos implica atividades intrinsecas ao ovo, incluindo
absorcao de componentes quimicos como o calcio ou possivelmente a acéo direta
dos elementos celulares da casca (COX et al., 1984); acredita-se que o decorrer do
tempo de incubacdo possa aumentar ou diminuir os efeitos desses mecanismos
qgue podem provocar alteracdes nas cascas.

A casca tem sido indicada como uma fonte de calcio para o desenvolvimento
de embriGes, sendo um dos componentes mais importantes dos ovos e embrides
de vertebrados. Os embrides de vertebrados superiores tém trés fontes principais
para atender suas necessidades de calcio durante o desenvolvimento: vitelo, casca
de ovo e sangue materno. Em Squamatas os vitelos de ovos séo ricos em célcio
enquanto aqueles de Testudines, inclusive de P. expansa, e Crocodylia fornecem
apenas uma fracdo do mesmo. Dessa forma, a casca tem sido indicada como uma
fonte de calcio para aves, crocodilos e tartarugas (SAHOO; SAHOO; MOHANTY-
HEJMADI, 1998).

Os mesmos autores ainda afirmam que estudos da composicao quimica das
cascas de ovos durante o desenvolvimento ndo sdo acessiveis para a maioria dos
répteis. Além disso, 0s processos como 0s embrides removem o calcio da casca e
como eles controlam este processo nao foram elucidados para nenhuma espécie.

Packard (1994) demonstrou a contribuicdo de calcio das cascas de ovos
para os embrides de varios grupos de oviparos, vertebrados amniéticos (cobras,
lagartos, Testudines de agua doce e Arcossauros), mostrando que os embrides

nestes grupos obtem calcio, tanto do vitelo e da clara como da casca do ovo, mas a
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importancia relativa dessas fontes varia em diferentes grupos, dependendo do grau
de calcificagdo da casca do ovo.

De acordo com Lawniczak e Teece (2005), embora o mecanismo de
transporte de célcio a partir da casca do ovo de répteis permaneca incerto, outros
estudos mostram que a membrana estd envolvida na mobilizacdo de célcio no
desenvolvimento de tartaruga, sugerindo que o mecanismo de transporte de célcio
a partir da casca de ovo possa variar.

Packard, Packard e Gutzke (1984) descreveram que o declinio no teor de
calcio nas cascas de Coluber constritor (corredora azul) ndo correspondeu
exatamente ao aumento de célcio dentro dos ovos, em parte, por causa da
variabilidade inerente nas andlises deste tipo e, em parte, porque nao € possivel
seguir as alteracdes no conteudo de calcio do individuo nas cascas de ovos ao
longo da incubagéo.

Xiang et al. (1997) analisaram a utilizagdo de energia e de minerais durante
o desenvolvimento embrionario em ovos de Naja naja atra (cobra chinesa) e
relataram que o nivel de célcio retirado de outras fontes, que néo o vitelo foi muito
menor do que os valores relatados para crocodilos e tartarugas. E descreveram
gue essas diferencas provavelmente refletem as diferencas interespecificas na
casca de ovo de diferentes espécies.

Christensen (1983) e Roland (1982) demonstraram que variagcdes na
espessura da casca dentro de uma mesma espécie ocorrem em funcdo do
tamanho do ovo, com ovos maiores apresentando espessuras menores.

Mathies e Andrews (2000) avaliaram a espessura da casca dos ovos de
varios répteis Squamata (Sceloporus clarkii, Sceloporus undulatus hyancinthinus,
Urosaurus ornatus, Sceloporus undulatus consobrinus, Sceloporus virgatus e
Sceloporus scalaris), concluindo que a espessura da casca diferiu entre as
espécies, mas nao foi negativamente relacionada com o grau de desenvolvimento
embrionario, como previsto.

A espessura das cascas de ovos de S. virgatus, uma espécie com embrifes
bem desenvolvidos, ndo diferem dos de S. u. consobrinus, uma espécie com
embrides relativamente subdesenvolvidos. Cascas de U. ornatus, uma espécie com
embrifes ainda menos desenvolvidos do que S. u. consobrinus eram mais finas do
gue as de qualquer das outros espécies. Foi evidenciado, ainda, que cascas de

ovos de S. u. hyancinthinus, eram substancialmente mais espessa do que as das
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outras espécies. Assim, praticamente toda a variacdo na espessura da casca entre
as espécies do oeste dos EUA foi explicada pela variagdo na massa do ovo
(MATHIES; ANDREWS, 2000).

A forte relacdo entre a espessura da casca e massa de ovos sugere que as
diferencas interespecificas na espessura da casca sao principalmente o resultado
de consideracgdes estruturais, como € o caso de ovos de espécies de aves (AR et
al., 1974). Mathies e Andrews (2000) relataram a necessidade de considerar a
possivel alometria entre a espessura da casca e o tamanho do ovo ao fazer

comparacdes inter e intraespecificas de espessura da casca.

Aoy X, RN [

Figura 3 — A, Ovos de P. expansa no interior do ninho; B, Ovos de P. expansa retirados
do ninho, com marcacédo do seu posicionamento.

2.2 Agrotoxicos

Um dos primeiros agrotéxicos utilizados pelo homem foi o enxofre, ha 2700
anos. O uso deste composto favoreceu o aparecimento do sulfato de cobre que foi
utilizado no continente europeu no século XIX para o combate de fungos. As
piretrinas, extraidas do crisantemo, foram utilizadas por volta de 1885. Com a
expansao da agropecuaria, outros compostos foram surgindo e em 1931 passou-se
a estudar as caracteristicas fungicidas dos ditiocarbamatos (DIERKSMEIER, 2001).

O uso de substancias quimicas com propriedades pesticidas € conhecido ha
algum tempo, mas foi a partir de 1930 que a acéo se intensificou, com a introducéo
do alquiltiocianato, considerado a primeira substancia organica sintética empregada
no controle de pestes em lavouras. Entretanto, a substancia que acabou se
destacando foi o diclorodifenil-tricloroetano (DDT), sintetizado em 1939 por Muller e
posteriormente produzido em escala comercial em 1943 por ser o mais eficiente.

Desde entdo, outros compostos organoclorados, com diferentes mecanismos de
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acédo e seletividade, foram sendo incorporados a lista de substancias para controle
de organismos infestantes em lavouras (NUNES; RIBEIRO, 1999).

A Environmental Protection Agency (USEPA, 2012) definiu o termo “pesticides”,
palavra em inglés com a traducéo para o portugués de pesticidas, como todas as
substancias ou misturas de substancias de natureza quimica que tem como
objetivo impedir, destruir, repelir ou mitigar qualquer praga. Segundo a mesma
agéncia, pragas sao 0s organismos Vvivos que ocorrem onde ndo sao pretendidos,
causando dano as lavouras, aos seres humanos ou a outros animais.

O termo pesticida pode ser usado para englobar os termos mais especificos,
como acaricidas, bactericidas, fungicidas, herbicidas, inseticidas, moluscicidas,
nematicidas e rodenticidas, destinados ao combate de acaros, bactérias, fungos,
ervas, insetos, moluscos, nematoides e roedores. (USEPA, 2012).

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 o0s componentes de processos fisicos, quimicos ou biologicos
destinados ao uso nos setores de producdo, armazenamento e beneficiamento de
produtos agricolas, na protecdo de florestas nativas ou implantadas e de outros
ecossistemas e também em ambientes urbanos, hidricos e industriais, cuja
finalidade seja alterar a composicao da flora e da fauna, a fim de preserva-la da
acao danosa de seres vivos considerados nocivos, bem como substancias e
produtos empregados como inibidores do crescimento.

As finalidades dos pesticidas na agricultura incluem a elevacéo da producéo
com aumento da produtividade, a melhoria da qualidade dos produtos e a reducao
do trabalho e dos gastos com energia (BOWERS et al.,, 1997). No entanto, o uso
de pesticidas tem provocado problemas ambientais e prejuizos a saide humana
(COUTINHO et al., 2005).

Segundo Grisolia (2005), ao Brasil corresponde mais de 55% do mercado
latino americano de agrotoxico. Além disso, areas agricolas estdo em plena
expansado e as projecfes sao para o aumento do consumo desses produtos,
principalmente de herbicidas, que no Brasil representam mais de 50% das vendas
desde 1994.

As consequéncias do uso de pesticidas quando aplicados a agricultura,
ainda que de maneira correta, é a eventual contaminacdo do solo e em alguns

casos a posterior contaminacdo de fontes hidricas. Esta condi¢éo € algumas vezes
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amenizada quando a concentragdo residual dos poluentes sofre degradacgéo
natural por via quimica, biolégica ou por fotdlise. No entanto, esse processo de
degradacéo néo é favorecido facilmente, devido a caracteristicas como alta massa
molecular e resisténcia a degradacao, permanecendo no meio ambiente por longos
periodos de tempo sem sofrer qualquer alteracdo. Dependendo das caracteristicas
do solo, essas moléculas podem ser absorvidas nas superficies das particulas e
posteriormente lixiviadas, para as fontes de &guas superficiais e subterréaneas
(SOUZA, 2011).

Os possiveis mecanismos envolvidos no processo de sorcdo de pesticidas
em solos sdo pontes de hidrogénio, transferéncia de carga, ligagdo de Van-der-
Waals e sorcao hidrofébica. A sor¢cao é dependente das caracteristicas quimicas
do pesticida, das propriedades do solo e de seus constituintes como tipo de matéria
organica, argilas, oxidos, pH do solo, entre outros. As substancias humicas séo
apontadas como sendo 0s principais sitios de sor¢cao da atrazina no solo via pontes
de hidrogénio (TRAGHETTA et al., 1996).

Os pesticidas além do principio ativo contém os agentes de dispersao e
solubilizantes, também chamados de surfactantes. Esses componentes ndo tem
funcdo pesticida, no entanto, podem ser biologicamente ativos e por vezes séo
esses 0s compostos mais toxicos da formula (BOLOGNESI, 2003). O uso dos
praguicidas, principalmente na agropecuaria intensiva, a repeticdo de cultivos em
uma mesma area e 0 uso inapropriado em animais de producéo tém levado a um
desequilibrio biologico, diminuindo o nimero de algumas espécies de seres Vivos,

assim como contaminando o meio ambiente.

2.2.1 Atrazina

As triazinas sdo um grupo de herbicidas quimicos similares, registrados em
1955, como a atrazina, cianazina, propazina, ametrina e simazina, usadas para o
controle de ervas daninhas, em cultivos de milho, cana-de-agucar e pinus, devido a
capacidade desse composto de inibir a fotossintese bloqueando o transporte de
elétrons e levando a morte da planta por falta de energia (JACOMINI, 2002). Os
triazinicos tém amplo potencial de contaminacdo de diferentes compartimentos

ambientais em virtude de suas caracteristicas, tais como, alto potencial de
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lixiviagdo e escoamento, elevada persisténcia em solos, hidrélise lenta, baixa
solubilidade em agua e absor¢do moderada a matéria organica (GRISOLIA, 2005).

Os mecanismos de acao dos herbicidas dependem do risco de
desenvolvimento de resisténcia pelas espécies alvo. Os herbicidas do grupo C,
inibidores do Fotossistema Il, apresentam elevado nimero de bidtipos resistentes.
As triazinas pertencem ao grupo C1, inibidores do Fotossistema Il. Atuam na
membrana do cloroplasto, onde ocorre a fase luminosa da fotossintese, mais
especificamente no transporte de elétrons (CHRISTOFFOLET; OVEREJO;
CARVALHO, 2004). As plantas que recebem aplicacdes desses herbicidas
apresentam clorose foliar e tem o0 seu crescimento inibido.

A atrazina (2-cloro-4-etilamino-6-isopropilamino-s-triazina) é um pesticida da
familia das triazinas e tem sua classificacdo toxicolégica como classe Ill. Foi
registrada em 1958 pela empresa Ciba-Geigy. O Brasil e os Estados Unidos
ganham destaque quanto ao largo uso da atrazina em plantagcées. No mundo, o
consumo desse herbicida é estimado em 70.000 toneladas/ano (BINTEIN;
DEVILLERS, 1996).

Legislacbes dos Estados Unidos e do Brasil estabelecem concentractes
maximas permitidas para cada pesticida em agua, sendo o limite maximo permitido
para o pesticida atrazina em agua destinada ao consumo humano de 3 ppb nos
Estados Unidos (USEPA, 2012) e de 2 pbb no Brasil, pela Portaria n® 518 do
Ministério da Saude (BRASIL, 2004). A Comunidade Européia (CE) foi mais
restritiva, estabelecendo em 0,1 ppb a concentracdo maxima admissivel de
gualquer pesticida em aguas destinadas para consumo humano e em 0,5 ppb para
a concentracao total de pesticidas (DORES; DE-LAMONICA-FREIRE, 2001).

Embora, altamente restringida pela Comunidade Européia, a deteccdo da
atrazina em aguas destinadas ao consumo humano permanecia em niveis
superiores aos estipulados pelo Conselho da Unido Européia. Dessa forma, na
Unido Européia a atrazina foi recentemente retirada de uso, no entanto, no resto do
mundo continua sendo utilizada (SALABERRIA et al., 2009).

Estudos vém identificando diversos pesticidas em corpos hidricos. Ricart et
al. (2010) identificaram 20 diferentes pesticidas presentes em amostras de agua e
de sedimentos provenientes do rio Llobregat em Barcelona, Espanha, incluindo
compostos triazinicos. A atrazina € comumente detectada no monitoramento de

solos e &guas, devido ao uso intenso, baixa reatividade e solubilidade. Seus
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residuos e metabdlitos podem ser encontrados nesses locais apos um longo tempo
de aplicacédo (MELI et al., 1992).

Benvenuto et al. (2010) identificaram compostos triazinicos em amostras de
rios de regides da Italia e Espanha e detectaram a presenca da atrazina em sete de
onze rios estudados das regides de Valencia (Espanha), e de Mildo (Italia). Outros
dez compostos triazinicos também foram identificados no estudo. Segundo
Hallberg (1989), a atrazina j& foi encontrada em aguas subterrdneas, em uma
frequéncia 10 a 20 vezes maior que o segundo contaminante da lista de
ocorréncias catalogada nos Estados Unidos.

No Brasil, o monitoramento de pesticidas em &guas superficiais e
subterraneas ainda nao é prética corrente, devido a auséncia de infraestrutura
laboratorial necessaria e aos custos elevados envolvido na realizagdo das analises
(ARMAS et al., 2007).

Embora existam alguns dados esparsos sobre deteccdo de atrazina em
agua subterranea no Brasil, pouco tem sido feito para determinar residuos deste
composto nos aquiferos brasileiros (UETA et al., 1999). Filizola et al. (2002) citam
gue a concentracdo da maioria dos pesticidas encontrada em agua é geralmente
baixa, em parte, por serem pouco sollveis em agua e em parte devido ao efeito da
diluicdo. Mesmo em concentracdes baixas, 0s pesticidas representam riscos para
algumas espécies de organismos aquaticos.

Cerdeira et al. (2005) identificaram no aquifero Guarani, 0 maior e mais
importante lencol de agua subterréanea de toda a regido centro-sul do pais, atrazina
em quase todas as amostras de agua superficial coletada.

Souza et al. (2004) identificou atrazina somente em uma amostra no més de
abril em baixas concentracdes em agua de pocos tubulares em areas de cultura de
algoddo na microrregido de primavera do leste, Mato Grosso, e concluiu que as
concentragfes encontradas de atrazina foram inferiores aquelas reportadas em
estudos recentes desenvolvidos em outros paises.

Pinheiro, Silva e Kraisch (2010) analisaram varios herbicidas, incluindo a
atrazina, e verificaram que os herbicidas sdo detectados com baixa frequéncia em
aguas superficiais e subterraneas na bacia do Itajai, Santa Catarina.

Dores (2001) analisaram os principais pesticidas usados em areas agricolas
préximas a cidade de Primavera do Leste, Mato Grosso, e concluiram os que

possuem maior mobilidade no ambiente s&o: metomil, triadimefon, atrazina,
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metribuzina, simazina, clorimuron etil, imazetapir, flumetsulan, fomesafen, glifosato
e metolaclor. Ainda ressaltaram que dentre estes, a atrazina e seus metabdlitos
desetil atrazina e desipropil atrazina, simazina, metribuzina e metolaclor sdo os
principios ativos que foram detectados mais frequentemente em aguas superficiais
e subterrdneas, em diversos paises.

Milhome et al. (2009) avaliaram o risco de contaminacdo por pesticidas
aplicados na agricultura irrigada do Baixo Jaguaribe (CE) quanto a contaminacao
de &guas superficiais e subterraneas. Foram utilizados os critérios sugeridos pela
Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (EPA). Do total de pesticidas
investigados a atrazina e outros agrotoxicos apresentaram potencial de
contaminacdo das aguas subterrdneas que exige monitoramento. Em relacdo ao
risco de contaminacdo de aguas superficiais, foram considerados como alto
potencial contaminante diversos compostos, incluindo a atrazina.

Neuman-Lee e Janzen (2011) avaliaram a exposicdo da atrazina e seus
impactos no comportamento e sobrevivéncia em tartarugas das espécies
Graptemys ouachitensis e G. pseudogeographica, e descreveram que na eclosao,
as tartarugas de diferentes grupos de tratamento ndo diferiram significativamente
em massa, comprimento da carapaca, ou largura da carapaca. Nenhum dos
resultados exibiu um impacto crescente com o aumento da concentracdo de
atrazina. Em vez disso, o grupo controle e o0 maior grupo de tratamento mostraram

efeitos semelhantes para varios dos parametros.

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Coleta das amostras

Foram utilizadas cascas de 168 ovos de P. expansa, de area ndo agricola
protegida pelo Instituto Chico Mendes de Conservacéo da Biodiversidade (ICMBIo),
a APA Meandros do Rio Araguaia, no municipio de Sdo Miguel do Araguaia — GO
(13° 20" 38" S e 50° 38' 05" W). A sua utilizacdo para o procedimento de pesquisa

foi aprovada pela Comissdo de Etica na Utilizacdo de Animais da Universidade



27

Federal de Uberlandia (CEUA/UFU) sob o protocolo n® 055/12 e pela
SISBIO/ICMBIo licenga n° 36957-1/2012.

Os ovos foram separados e identificados com respeito ao ninho de origem
(Figura 4). Apos a coleta, foram transportados em caixas de papeldo com sacos
plasticos, contendo vermiculita Umida até o Laboratério 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 Incubagéo artificial dos ovos

Os ovos foram incubados artificialmente em sete bandejas plasticas
colocadas em caixa 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 (Figura 4).

A incubacéao artificial dos ovos foi feita em areia do local de coleta dos ovos
coberta com uma camada de dois centimetros, aproximadamente, de vermiculita.

Adicionou-se no primeiro dia de incubacao artificial, agua contaminada com
atrazina, nas concentracbes de 2, 20 e 200 partes por bilhdo (ppb). Aos grupos
controle foi adicionada agua destilada. Dessa forma, os ovos estudados foram
divididos em quatro diferentes grupos.

Foram realizadas coleta e analise das cascas dos ovos em trés diferentes
estagios em relacdo ao tempo de incubacéo, de 1 a 20, de 21 a 40 e de 41 a 60
dias de incubacao artificial.

Ao longo da incubacdo, a temperatura foi mantida entre 28 e 31°C e a
umidade relativa do ar entre 80 e 100%. Estas varidveis foram registradas
diariamente por meio de um termohigrémetro digital acoplado ao interior da
incubadora.

Apés a eclosdo, as cascas foram limpas manualmente para remocao de
residuos, tais como restos de membrana corioalantéide e areia; posteriormente
secas em estufa a 80° C durante duas horas. As cascas foram distribuidas para
analise de acordo com cada concentracdo do agrotdxico, tipo de substrato e tempo

de incubacéo (Figura 4).
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Figura 4 — A, Ovos separados e identificados com respeito ao
ninho de origem; B, Ovos incubados artificialmente em bandejas
plasticas; C, Abertura dos ovos; D, Limpeza manual dos ovos
para remocdo de residuos; E, incubadora artificial; F,
termohigrémetro digital.

3.3 Andlise quimica

Para as variaveis de composi¢do quimica, as cascas de cada grupo foram
separadas em seis subgrupos, com cinco cascas em cada.

As cascas reunidas nos seis subgrupos foram secas em estufa, trituradas e
preparadas para os procedimentos de analise de matéria mineral, calcio, fosforo,
extrato etéreo, proteina bruta e nitrogénio conforme Compéndio Brasileiro de
Nutricdo Animal (1998), no laboratério de Nutricdo Animal da Faculdade de
Medicina Veterinaria da (UFU).
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3.4 Analise morfolégica

3.4.1 Espessura da casca

A espessura de cada casca foi medida em trés regibes aleatérias com
auxilio de paquimetro (Starrett 125 MEB), considerando-se a meédia das trés

medi¢cdes como a espessura individual da casca.

3.4.2 Microscopia de luz

Foi coletado um fragmento de 1 cm? de cada casca. Eles foram lavados em
agua corrente e em seguida desidratados e clareados. Para descalcificacdo, os
fragmentos foram imersos por 50 minutos em solucdes 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 interna da casca.

Logo apos, as membranas foram submetidas a dois banhos de parafina
entre 52 e 58°C por 50 minutos cada para inclusdo em blocos de parafina. Foram
realizados cortes histologicos com espessura de 5um em micrétomo EDGE SL-200.
Posteriormente, os cortes foram deixados em banho-maria para distender e entéao
colocados em laminas. Depois disso foram feitas as técnicas de rotina de
desparafinizacdo e hidratacdo, seguidas de coloracdo com picrosirius de acordo
com Humason (1972), no Laboratorio de Histologia ICBIM-UFU.

3.4.3 Microscopia eletrénica de varredura

Foi coletado um fragmento de 1cm? de cada casca. As amostras foram
lavadas em agua corrente para remocao de residuos. O material foi seco de forma
natural e posteriormente foram metalizados em “sputter coater”. As observacdes
do material foram realizadas no laboratério de biologia celular do Instituto de
Ciéncias Bioldgicas da Universidade de Brasilia, em microscopio eletrénico de
varredura modelo JSM-7001F.
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3.5 Anélise estatistica

A andlise dos dados foi conduzida em esquema de analise de variancia
(ANOVA), instalado no delineamento inteiramente casualizado (DIC), sendo
considerados os fatores: tratamento (controle, atrazina 2 ppb, atrazina 20 ppb e
atrazina 200 ppb) e tempo de incubacéo (0 a 20, 20 a 40 e 40 a 60 dias). Cada
grupo tratado nas diferentes doses de atrazina foi comparado ao controle e o0s
tempos de incubacdo 40 e 60 dias foram comparados aos 20 dias. Quando
necessario foi utilizado o teste post hoc de Tukey, adotando-se nivel de
significancia de 1% (p<0,01) e 5% (p<0,05). Foi utilizado o programa estatistico
SISVAR (FERREIRA, 2011).

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A descricdo e andlise dos resultados apresenta a comparagcdo entre 0s
grupos tratados com diferentes concentracfes de atrazina (2, 20 e 200 ppb) com o
grupo controle (tabelas) e a comparacéo entre os tempos de incubacao 40 e 60

dias com os 20 dias de incubacao (graficos).

4.1 Composicdo quimica

4.1.1 F6sforo

Ndo foram encontradas diferencas estatisticamente significativas na
concentracdo de fosforo nos grupos tratados com atrazina em diferentes
concentracdes (2 ppb, 20 ppb e 200 ppb) em relacédo a concentracdo apresentada

pelo grupo controle (Tabela 1).
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Tabela 1 — Porcentagem de fésforo em cascas de ovos de P. expansa submetidos a
exposicao a diferentes concentracfes de atrazina no primeiro dia de incubacéo artificial,
de acordo com o periodo de coleta.

Porcentagem de fésforo (média + desvio-padrédo)

Concentracao 1-20 dias 21-40 dias 41-60 dias
de atrazina (ppb)
0 0.146 + 0.0114 0.150 + 0.0158 0.170 = 0.0000
2 0.146 + 0.0089 0.150 + 0.0100 0.184 + 0.0089
20 0.146 + 0.0114 0.160 + 0.0140 0.178 +£ 0.0084
200 0.146 + 0.0114 0.156 + 0.0114 0.180 + 0.0158
Foram evidenciadas diferencas estatisticamente significativas na

concentracdo de fosforo aos 60 dias de incubacdo em relacdo aos 20 dias de
incubagcédo em todos os grupos tratados com atrazina (2 ppb, 20 ppb e 200 ppb), o
gue néo foi verificado no grupo controle (Figura 5).
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Figura 5 — Porcentagem média de fosforo nas cascas de ovos de P.
expansa submetidos a exposicao a diferentes concentracfes de atrazina
no primeiro dia de incubacéo artificial, coletados ao longo da incubacao.
(*), diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao tempo de
incubacgéo 20 dias p < 0.01.

Foi evidenciada presenca de fosforo em todas as cascas de ovos de P.
expansa estudadas, diferente do que foi descrito por Sahoo, Sahoo e Mohanty-
Hejmadi (1998), que apontaram auséncia de fésforo na espécie Lepidochelys
olivacea (tartaruga oliva). Packard, Phillips e Packard (1992) afirmam que a
guantidade de fésforo na casca do ovo é desprezivel, e o vitelo é a Unica fonte
significativa de fosforo para o desenvolvimento. Esses autores afirmam que a

guantidade de fosforo no contetdo dos ovos ndo varia como uma funcdo da
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incubacdo ou do ambiente hidrico. O conteddo dos ovos estudados por esses
autores continha a mesma quantidade de fésforo, independentemente do dia da
colheita ou do ambiente hidrico.

A auséncia de diferencas estatisticamente significativas nos grupos tratados
em relagdo ao grupo controle mostrou que a exposi¢ao ao herbicida atrazina nao
provocou alteragc6es na concentracéo de fésforo das cascas de ovos de P. expansa
dentro dos mesmos periodos de incubacao.

As diferencas estatisticamente significativas encontradas no teor de fésforo
aos 60 dias de incubacdo em relagcdo aos 20 dias de incubagdo nos grupos
tratados, mostram alteracdes ao longo do periodo de incubacéo, diferente do que
foi evidenciado no grupo controle, onde estas diferengas ndo foram encontradas.
Este aumento nos teor de fosforo da casca ao longo da incubagéo induzido pela

atrazina pode produzir alteracbes embrionarias que merecem investigacao.

4.1.2 Célcio

Diferencas estatisticamente significativas na concentracdo de célcio nos
grupos tratados com atrazina em diferentes concentragcdes (2 ppb, 20 ppb e 200
ppb) ndo foram encontradas quando comparadas a concentracao apresentada pelo

grupo controle (Tabela 2).

Tabela 2 — Porcentagem de calcio em cascas de ovos de P. expansa submetidos a
exposicao a diferentes concentracfes de atrazina no primeiro dia de incubacéo artificial,
de acordo com o periodo de coleta.

Porcentagem de célcio (média + desvio-padrao)

Concentracao 1-20 dias 21-40 dias 41-60 dias
de atrazina (ppb)
0 10.002 £ 0.0630  11.340 +0.0964  12.470 + 0.0566
2 10.024 £ 0.0523  11.220 +0.2264  12.550 + 0.1522
20 10.404 £0.2301  11.464 +0.2384  12.556 + 0.2482
200 10.424 £ 0.2150 11.626 +0.2281  12.528 + 0.2552

Encontraram-se diferencas estatisticamente significativas na concentracao
de célcio aos 40 e 60 dias de incubacdo em relacdo aos 20 dias de incubacdo em
todos os grupos tratados com atrazina (2 ppb, 20 ppb e 200 ppb), bem como no

grupo controle (Figura 6).
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Figura 6 — Porcentagem média de célcio nas cascas de ovos de P.
expansa submetidos a exposicao a diferentes concentracdes de atrazina
no primeiro dia de incubacao artificial, coletados ao longo da incubacéo.
(*), diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao tempo de
incubacgéo 20 dias p < 0.01.

A exposicao ao herbicida atrazina nao provocou alteracdes na concentracéo
de calcio das cascas de ovos de P. expansa, uma vez que diferencas
estatisticamente significativas na concentracdo de calcio nos grupos tratados em
comparacao ao grupo controle ndo foram encontradas.

Durante a incubacéo houve aumento na concentracdo de calcio das cascas
de ovos de P. expansa, sendo que essa concentracdo aos 40 e 60 dias foi
significativamente maior em relacdo aos 20 dias nos grupos tratados e grupo
controle, corroborando com os achados de Packard, Phillips e Packard (1992), que
analisaram fontes de minerais em cascas de ovos de Iguana iguana (iguana verde)
expostos a diferentes ambientes hidricos e concluiram que o calcio total aumentou
em ambos 0s grupos de ovos, mas aqueles expostos as condicbes Umidas
continham mais calcio na eclosdo do que aqueles expostos a ambientes secos.

Em oposicdo Packard, Packard e Gutzke (1984) descreveram declinio no
teor de calcio nas cascas de Coluber constritor (corredora azul) e Cox et al. (1984)
demonstraram que as concentracdes de calcio diminuiram durante a incubagcéo em
Squamatas.

Sahoo, Sahoo e Mohanty-Hejmadi (1998) afirmam que a diminuicdo do teor
de calcio na casca comeca aproximadamente apds 40 dias de incubacédo na

espécie Lepidochelys olivacea. A quantidade de calcio presente na gema-albumen
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satisfaz apenas 40% da quantidade total de calcio necessério pelas crias durante o
seu desenvolvimento normal. Os 60% restantes sao fornecidos pela casca do ovo.

Lawniczak e Teece (2005) evidenciaram que a mobilizacdo de célcio pode
depender da quantidade relativa disponivel na gema em relacdo ao exigido pelo
desenvolvimento da tartaruga da espécie Chelydra serpentine. Se a gema contém
calcio suficiente para o desenvolvimento do embrido, entdo a utilizacdo deste
elemento a partir da casca de ovo pode ser desnecessaria.

Miller e Jones (1990) apontam que os embribes da maioria dos répteis
oviparos esgotam praticamente todo o seu suprimento de célcio da gema ao longo
do desenvolvimento. Embora, Cox et al. (1984) apontem a hip6tese de que dentre
0s répteis apenas 0os Squamatas ndo dependam da casca de ovo como fonte de
célcio; acredita-se que essa relacdo da disponibilidade de calcio na gema e a
utilizagdo desse calcio do vitelo durante o desenvolvimento do embrido pode estar
relacionada a manutencdo e/ou aumento do teor de calcio evidenciado nas cascas

de ovos de P. expansa.

4.1.3 Matéria mineral

N&o se evidenciou diferencas estatisticamente significativas na concentracao
de matéria mineral nos grupos tratados com atrazina em diferentes concentracdes
(2 ppb, 20 ppb e 200 ppb) em relacdo a concentracdo apresentada pelo grupo
controle (Tabela 3). O que denota que a exposicdo a atrazina nao provocou
alteracdes na concentracdo de matéria mineral de P. expansa dentro do mesmo

periodo de incubacéo.

Tabela 3 - Porcentagem de matéria mineral em cascas de ovos de P. expansa
submetidos a exposicdo a diferentes concentragfes de atrazina no primeiro dia de
incubacao artificial, de acordo com o periodo de coleta.

Porcentagem de matéria mineral (média + desvio-padréo)

Concentracao 1-20 dias 21-40 dias 41-60 dias
de atrazina (ppb)
0 16.698 £ 0.2109  17.382+0.2322  18.466 +0.2150
2 16.394 £ 0.5161 17.414+0.3061  18.614 +0.0934
20 16.664 £ 0.1539  17.692 +0.1808  18.622 +0.1171
200 16.554 +£0.1348 17.716 +0.2152  18.590 + 0.1306
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J4 o tempo de incubacdo provocou modificagbes na concentracdo de
matéria mineral das cascas de ovos de P. expansa. Comparando-se a
concentracdo de matéria mineral apresentada aos 40 e 60 dias com a
concentragdo encontrada aos 20 dias de incubagdo nos grupos tratados (2 ppb, 20
ppb e 200 ppb) e controle foram encontradas diferencas estatisticamente

significativas (Figura 7).
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Figura 7 — Porcentagem média de matéria mineral nas cascas de ovos
de P. expansa submetidos a exposicdo a diferentes concentracbes de
atrazina no primeiro dia de incubacéo artificial, coletados ao longo da
incubacdo. (*), diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao
tempo de incubacgédo 20 dias p < 0.01.

N&o foram encontradas informacfes em literatura sobre concentracdo de
matéria mineral em cascas de outros répteis que permitissem confrontar com 0s
resultados obtidos no presente estudo, porém fica evidente que a exposicao a
atrazina no primeiro dia de incubacdo ndo alterou o padrdo de alteracdo desta

variavel ao longo da incubacéo.

4.1.4 Extrato etéreo

Foram encontradas diferencas estatisticamente significativas na
concentracdo de extrato etéreo no grupo tratado com atrazina 2 ppb em relacdo ao
controle, onde foi verificada diminuicdo da concentracdo de extrato etéreo e no

grupo tratado com atrazina 200 ppb em relacdo ao grupo controle, onde foi
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verificado aumento da concentracdo de extrato etéreo, ambos aos 60 dias de
incubacao (Tabela 4), o que mostra influéncia da exposi¢do ao herbicida atrazina
nas doses 2 e 200 ppb na concentracdo de extrato etéreo no ultimo terco da
incubacao.
Tabela 4 — Porcentagem de extrato etéreo em cascas de ovos de P. expansa
submetidos a exposicdo a diferentes concentracbes de atrazina no primeiro dia de

incubacdo artificial, de acordo com o periodo de coleta.
Porcentagem de extrato etério (média + desvio-padrao)

Concentracgao 1-20 dias 21-40 dias 41-60 dias
de atrazina (ppb)
0 0.074 £ 0.0114 0.072 + 0.0084 0.060 + 0.0000
2 0.078 + 0.0084 0.070 £ 0.0100 0.040 + 0.0000*
20 0.068 +0.0148 0.060 + 0.0000 0.060 + 0.0000
200 0.078 £ 0.0130 0.072 + 0.0045 0.080 + 0.0000*

(*), diferenca estatisticamente significativa em relacédo ao grupo controle p < 0.01.

No grupo tratado com atrazina 2 ppb foi encontrada diferenca
estatisticamente significativa aos 60 dias de incubacao em relacao aos 20 dias. Ja
nos demais grupos tratados (20 ppb e 200 ppb) e no grupo controle ndo foram
encontradas diferencas significativas nem aos 40 nem aos 60 dias de incubacéo

em relacdo aos 20 dias (Figura 8).
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Figura 8 — Porcentagem média de extrato etéreo nas cascas de ovos de
P. expansa submetidos a exposicdo a diferentes concentracdes de
atrazina no primeiro dia de incubacao artificial, coletados ao longo da
incubacgdo. (*), diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao
tempo de incubacéo 20 dias p < 0.01.
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Estas diferencas em extrato etéreo produzidas pela exposicdo a atrazina
sugerem uma maior investigacdo, pois alteracdes na gordura da casca podem
interferir com o transporte de gases e liquidos através da casca, afetando o

embrido.

4.1.5 Proteina bruta

Diferenca estatisticamente significativa foi encontrada na concentracéo de
proteina bruta no grupo tratado com atrazina 2 ppb em relacéo ao controle, onde foi
verificada diminuicdo da concentracdo aos 60 dias de incubacéo (Tabela 5). A
diferenca encontrada na concentracdo de proteina bruta no grupo tratado com
atrazina 2 ppb em relagdo ao controle mostra influéncia da utilizagdo desse

herbicida nessa dose sobre a concentragédo de proteina bruta.

Tabela 5 — Porcentagem de proteina bruta em cascas de ovos de P. expansa
submetidos a exposicdo a diferentes concentracbes de atrazina no primeiro dia de
incubacao artificial, de acordo com o periodo de coleta.

Porcentagem de proteina bruta (média + desvio-padréo)

Concentracao 1-20 dias 21-40 dias 41-60 dias
de atrazina (ppb)
0 57.146 £ 0.2784  50.610 £ 0.2375  40.378 + 0.3737
2 57.038 £0.1368  50.670 £ 0.2021 41.134 + 0.4151*
20 57.584 £ 0.2281  50.264 £ 0.1303  40.380 + 0.1666
200 57.066 £ 0.4206  50.512 + 0.1303  40.778 + 0.4853

(™), diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao grupo controle p < 0.01.

Encontrou-se reducdo estatisticamente significativa na concentracdo de
proteina bruta aos 40 e 60 dias de incubacdo em relacdo aos 20 dias em todos os
grupos, independentemente da exposicdo a atrazina (Figura 9). Nesse mesmo
sentido Cox et al. (1984) mostraram diminuicdo da concentracdo de proteina
durante a incubacéo da espécie Opheodrys vernalis, sendo que as alteracfes da
proteina da casca do ovo pode também ocasionar modificacbes no calcio

associado.
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Figura 9 — Porcentagem média de proteina bruta nas cascas de ovos de
P. expansa submetidos a exposicdo a diferentes concentracdes de
atrazina no primeiro dia de incubacéo artificial, coletados ao longo da
incubacdo. (*), diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao
tempo de incubacgédo 20 dias p < 0.01.

4.1.6 Nitrogénio

Encontrou-se diferenca estatisticamente significativa na concentracado de
nitrogénio no grupo tratado com atrazina 2 ppb em relacdo ao controle, onde
verificou-se diminuicdo da concentracdo aos 60 dias de incubacao (Tabela 6). O

gue mostra influéncia da exposicao a atrazina 2 ppb na concentracdo de nitrogénio.

Tabela 6 — Porcentagem de nitrogénio em cascas de ovos de P. expansa submetidos a
exposicao a diferentes concentracdes de atrazina no primeiro dia de incubacéo artificial,
de acordo com o periodo de coleta.

Porcentagem de nitrogénio (média = desvio-padrao)

Concentracao 1-20 dias 21-40 dias 41-60 dias
de atrazina (ppb)
0 9.144 + 0.0451 8.098 + 0.0383 6.460 £ 0.0596
2 9.130 £ 0.0245 8.110 + 0.0308 6.582 + 0.0661**
20 9.216 + 0.0385 8.044 £ 0.0182 6.460 £ 0.0265
200 9.132 + 0.0691 8.096 + 0.0498 6.524 + 0.0764

(**), diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao grupo controle p < 0.05.

Foram verificadas diferencas estatisticamente significativas na concentragéo

de nitrogénio aos 40 e 60 dias de incubacéo em relacédo aos 20 dias de incubacédo



39

em todos os grupos tratados com atrazina (2 ppb, 20 ppb e 200 ppb) e no grupo
controle (Figura 10).
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Figura 10 — Porcentagem média de nitrogénio nas cascas de ovos de P.
expansa submetidos a exposicao a diferentes concentracdes de atrazina
no primeiro dia de incubacéo artificial, coletados ao longo da incubacéo.
(*), diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao tempo de
incubacao 20 dias p < 0.01.

4.2 Composicao morfolégica

4.2.1 Espessura da casca

A espessura meédia encontrada nas cascas de ovos de P. expansa
analisadas variou de 0.174 a 0.226 mm (Tabela 7), apresentando-se inferior a
relatada em cascas de ovos de Gallus gallus, onde a média foi de 0.46 mm.
(FERREIRA et al., 2012). Kusuda et al. (2013) encontraram espessuras médias de
cascas de ovos de Testudines variando entre 77 e 758 pum.

Houve aumento estatisticamente significativo na espessura da casca dos
ovos do grupo tratado com atrazina 20 ppb aos 40 dias de incubacéo e dos grupos

tratados com atrazina 2 ppb, 20 ppb e 200 ppb aos 60 dias de incubacéo.
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Tabela 7 — Espessura das cascas de ovos de P. expansa submetidos a exposicdo a
diferentes concentragbes de atrazina no primeiro dia de incubacéo artificial, de acordo
com o periodo de coleta.

Porcentagem de espessura (média + desvio-padrao)

Concentracao 1-20 dias 21-40 dias 41-60 dias
de atrazina (ppb)
0 0.184 + 0.0055 0.184 + 0.0055 0.174 +0.0089
2 0.188 + 0.0084 0.184 + 0.0114 0.220 = 0.0000*
20 0.180 + 0.0100 0.224 + 0.0089* 0.220 = 0.0000*
200 0.206 + 0.0207 0.202 + 0.0217 0.226 + 0.0089*

(*), diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao grupo controle p < 0.01.

Aumentos significativos na espessura foram encontradas também aos 60
dias de incubacdo em relagdo aos 20 dias no grupo tratado com atrazina 2 e aos
40 e 60 dias de incubacéo em relacdo aos 20 dias no grupo tratado com atrazina
20 (Figura 11).
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Figura 11 — Espessura das cascas de ovos de P. expansa submetidos a
exposicdo a diferentes concentragbes de atrazina no primeiro dia de
incubacgdo artificial, coletados ao longo da incubacdo. (*), diferenca
estatisticamente significativa em relagdo ao tempo de incubacéo 20 dias
p <0.01.

Os aumentos da espessura verificados podem prejudicar as trocas hidricas e
gasosas. De acordo com Ferguson (1981), ovos de jacarés necessitam realizar
trocas de fluidos com o ambiente para a manutencéo da hidratacdo e concentracao
adequada de minerais no embrido. Da mesma forma, Sahoo et al. (1998) afirmam
gue quelbnios necessitam uma maior troca de calor e umidade com 0 meio externo
para que haja a eclosdo de embrides saudaveis, 0 que justifica a necessidade de

cascas mais finas em relacdo a ovos de aves.



41

4.2.2 Microscopia de luz

A microscopia de luz realizada na membrana interna da casca, com a
coloracdo de Picrosirius, mostrou a presenca de fibras de colageno (longitudinais),
caracterizadas como estruturas finas e alongadas com tonalidade résea, estriacdes
transversais e presenca de nucleos em toda a estrutura. Diferencas morfolégicas
da casca de Podocnemis expansa entre os diferentes grupos e tempos de
incubacédo néo foram evidenciadas (Figura 12).

Figura 12 — Fotomicrografias em microscopia de luz de cascas de
ovos de Podocnemis expansa. (A), trés dias de incubacéo; (B), 20 dias
de incubacéo; (C), 40 dias de incubacao; (D), 60 dias de incubacéo.
(Setas), fibras de colageno (longitudinais). Coloragdo: Coloragéo
Picrosirius. Aumento 100x. Barra: 10um.

Nos cortes histolégicos, as estruturas finas e alongadas com tonalidade
résea identificadas nas cascas de ovos de P. expansa na microscopia de luz se
assemelham a descri¢éo feita por Glerean (2003) para fibras de colageno Tipo I. As

mesmas estruturas, classificadas como fibras de colageno, também foram
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observadas por Roland (1982) em cascas de ovos de galinha. Junqueira e Carneiro
(1995) descrevem que as fibras de colageno sdo constituidas por moléculas
alongadas e paralelas e ressaltam que por serem longas e de trajeto tortuoso sua

morfologia ndo € facil de ser estudada nos cortes histologicos. N&o foram

encontrados relatos em répteis.

4.2.3 Microscopia eletronica de varredura

A microscopia eletronica de varredura mostrou claramente a existéncia de
poros em uma casca bastante calcificada. Ficou clara a existéncia de cristais em
forma de agulhas (espiculas) dispostos em arranjo concéntrico ao redor dos poros.
Observou-se que a camada calcéaria da casca de ovos de P. expansa € formada
por varias espiculas organizadas de forma radial, paralelas a sua superficie (Figura
13). Nao foram encontradas diferencas morfoldgicas da casca de P. expansa entre
0S grupos experimentais.

Figura 13 — Fotoeletromicrografia em microscopia eletrénica de varredura de cascas
de ovos de Podocnemis expansa. Destaque para os poros (ponta da seta) e para os
cristais em forma de agulhas dispostos em arranjo concéntrico ao redor do mesmo
(seta). Aumento de 100x e 1.500x, respectivamente. Barra: 10um.

A presenca de poros em uma casca calcificada registrada pela microscopia
eletrbnica de varredura esta em concordancia com os achados de Bryan (2005) que

ao estudar as cascas de ovos de Alligator mississippiensis (jacaré americano) em
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trés lagos contaminados no centro-norte da Flérida, identificou poros do tipo cratera
desenvolvidos na superficie exterior de uma casca bem calcificada em todos os
0VOS.

A presenca e disposicdo dos poros e espiculas nas cascas de ovos de P.
expansa, esta em concordancia com o que foi descrito em Chelonia mydas (AL-
BAHRY et al., 2009), onde o centro de cada grupo de espiculas tinham um ou
VArios poros.

Estudo de Kusuda et al. (2013) examinou por microscopia eletronica e
difracdo de raios-X as cascas de ovos de 56 Testudines e propds uma classificacao
em seis tipos com base na sua estrutura de matriz de camada de calcéario. A casca
tipo I, 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, com unidades de casca
composta de nucleos mamilares, além de uma camada Unica palicada também
calcificada com cristais de aragonita; o tipo 1V, com caracteristicas semelhantes ao
do tipo llI; o tipo V, com unidades de casca composta de nucleos mamilares, além
de duas camadas em palicada; e, o tipo VI, com uma camada de cuticula
calcificado com cristais de calcita com a mesma estrutura que o tipo V.

As analises das cascas de ovos de P. expansa sugerem maior proximidade
de caracteristicas com o tipo Il, descrito por Kusuda et al. (2013). Entretanto, sao
necessarias novas analises, com a utilizacdo de métodos mais proximos aqueles
adotados por estes autores, para que se possa afirmar que os ovos de P. expansa
pertencam ao tipo Il.

Destaca-se que embora se tenha verificado que a exposi¢cdo ao herbicida
atrazina ocasionou modificacdes na concentracdo de extrato etéreo, proteina bruta
e nitrogénio e também na espessura das cascas de ovos de P. expansa, essa
exposicao foi feita em dia Unico e com a utilizacdo do produto técnico (sem
surfactante), situacdes essas diferentes do que aconteceria em uma contaminacao

no ambiente.
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5 CONCLUSAO

A incorporacdo do produto técnico atrazina ao substrato no primeiro dia de
incubagéo artificial de ovos de P. expansa:
- interfere nas variacdes que ocorrem ao longo da incubacédo em teor de fésforo,
extrato etéreo e espessura das suas cascas;
- interfere, no Ultimo terco da incubacédo artificial, nos teores de extrato etéreo
(concentracdes 2 e 200 ppb), proteina bruta (concentracdo 2 ppb) e nitrogénio
(concentracao 2 ppb) , bem como aumenta a espessura das cascas em todas as
doses;

- ndo altera a morfologia das cascas.
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