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RESUMO

FROSSARD, Alexandra, D.Sc, Universidade Vila Velha — ES, julho de 2020.
Avaliacao toxicoldgica de metais em Testudines. Orientadora: Dr2. Adriana
Regina Chippari Gomes.

A presente tese foi realizada com o objetivo de avaliar trés diferentes ambientes
naturais, utilizando ovos e filhotes recem eclodidos das espécies de testudines,
Podocnemis expansa, Chelonia mydas e Caretta caretta, como bioindicadores
da presenca de metais em ecossistemas marinho e de agua doce. Para tal foram
realizadas quantificacdes de metais em ovos coletados no momento da postura
(sem contato com o sedimento) e em filhotes recém eclodidos apds cerca de 60
dias de incubagé&o, assim como em amostras do sedimento dos ninhos. Dessa
forma foi possivel averiguar a transferéncia de metais de origem materna e
transferéncia a partir do sedimento apés incubacéo. Baseada nessas andlises a
tese foi estruturada em trés diferentes capitulos. O primeiro capitulo relata a
quantificacdo de metais (Fe, Mn, Ni, Pb e Cd) em ovos e filhotes recém eclodidos
da tartaruga C. mydas nas praias da llha de Trindade, onde foi identificada a
transferéncia materna de metais, assim como foi observado um aumento na
guantidade desses metais provenientes do sedimento. Embora tenha havido
aumento na quantidade de metais nas amostras apos incubacao, os valores
ainda se apresentam baixos, sem haver evidéncias de causarem danos
genotdxicos aos filhotes, visto que a frequéncia de micronucleo (MN) eritrocitaria
foi baixa (1,25 %0). Esses resultados indicam um ambiente insular ainda
conservado. No segundo capitulo, foi realizada a avaliagdo toxicoldgica
comparativa da bioacumulacédo de metais (Al, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Mn, Pb e Zn)
em ovos e filhotes recém eclodidos de tartarugas de agua doce, P. expansa,
incubadas nas areias das praias de dois rios: Araguaia (ambiente protegido da
Area de Protecdo Ambiental Meandros do Araguaia) e Crixas-Acu, que é menor
e que desagua no rio Araguaia. Nesse capitulo, pode-se observar que ha
transferéncia materna de metais e que os dois ambientes estdo afetados por
metais, visto que houve um acumulo significativo de metais nos ovos e filhotes
de P. expansa. Contudo, a regido do rio Crixas-Acu encontra-se mais afetada,
uma vez que as amostras coletadas nesse local apresentam concentracdes
maiores de metais, e consequentemente uma frequéncia de MN maior (15 %o),
em contraposigao aos valores de 10 %o de MN nos filhotes incubados nas areias
do rio Araguaia. No terceiro capitulo, foi feito o biomonitoramento de trés anos
consecutivos da area da foz do Rio Doce apés ter sido atingida pela lama de
rejeitos proveniente do rompimento da barragem da mineradora Samarco em
2015. Nesse capitulo foram utilizados ovos e filhotes recém eclodidos da espécie
de tartaruga marinha C. caretta. Foram realizadas coletas na temporada
reprodutiva da espécie de 2015/2016; 2016/2017 e 2017/2018, houve ainda uma
coleta adicional de sedimento em novembro de 2015 antes da lama atingir a foz
do rio. Os resultados indicam que os metais mensurados (Ag, As, Cd, Co, Cr,
Cu, Fe, Hg, Mn, Ni, Sb, Sn, Zn) ja se encontravam presentes no sedimento da
regido antes mesmo do desastre acontecer, sendo acumulados nos ovos e
filhotes; assim como houve transferéncia materna de metais. Contudo esses
metais causaram danos genotdéxicos maiores nos filhotes coletados na
temporada de 2015/2016 (4,52 %o de MN); assim como um maior acumulo de
alguns metais nessa primeira coleta. No decorrer dos anos de biomonitoramento,
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0 ambiente de incubacéo das praias se mostrou menos toxico para a incubacao
desses filhotes do ponto de vista dos danos genotdxicos, em virtude de uma
diminuigéo significativa na frequéncia de micronucleos eritrocitarios (2,84 %. em
2016/2017 e 1,47 %o em 2017/2018). Em nenhum dos anos 3 anos de
biomonitoramento foram observadas no tecido hepatico dos filhotes alteracfes
na atividade enzimatica da glutationa S-transferase e da Catalase. Como
conclusao geral, este estudo identificou a presenca de metais em cascas de ovos
e filhotes das trés espécies de tartarugas sejam de agua doce ou marinha, bem
como nos sedimentos das trés areas de biomonitoramento. Os metais
encontrados nas cascas de ovos e nas gemas de ovos resultaram da
transferéncia materna, enquanto o aumento dos metais que ocorrem nas cascas
de ovos apos a incubacdo e os tecidos dos filhotes foram transferidos dos
sedimentos para os ninhos. Contudo obtivemos um ambiente insular que
podemos considera-lo controle para as outras areas que sao impactadas por
acOes antropicas.

Palavras — chave: Metais, biomarcadores, acumulacdo, genotoxicidade,
enzimas.
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ABSTRACT

FROSSARD, Alexandra, D.Sc., University Vila Velha — UVV - ES, july 2020.
Ecotoxicological Evaluation of Metals in Testudines. Advisor: Dr2. Adriana
Regina Chippari Gomes.

The present thesis was carried out with the objective of evaluating three different
natural environments, using eggs and newly hatched chicks of the species of
testudines, Podocnemis expansa, Chelonia mydas and Caretta caretta, as
bioindicators of the presence of metals in marine and freshwater ecosystems. For
this purpose, quantifications of metals were performed in eggs collected at the
time of laying (without contact with the sediment) and in newly hatched chicks
after about 60 days of incubation, as well as in samples of the nest sediment. In
this way it was possible to verify the transfer of metals of maternal origin and
transfer from the sediment after incubation. Based on these analyzes, the thesis
was structured in three different chapters. The first chapter reports the
quantification of metals (Fe, Mn, Ni, Pb and Cd) in eggs and young hatchlings of
the turtle C. mydas on the beaches of Trindade Island, where maternal metal
transfer was identified, as was observed an increase in the amount of these
metals from the sediment. Although there was an increase in the amount of
metals in the samples after incubation, the values are still low, with no evidence
of causing genotoxic damage to the young, since the frequency of erythrocyte
micronucleus (MN) was low (1.25 %o). These results indicate an island
environment still conserved. In the second chapter, a comparative toxicological
evaluation of the bioaccumulation of metals (Al, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Mn, Pb and
Zn) was carried out on eggs and hatchlings of freshwater turtles, P. expansa,
incubated on the sands of the beaches of two rivers: Araguaia (protected
environment of the Meandros do Araguaia Environmental Protection Area) and
Crixas-Acu, which is smaller and flows into the Araguaia River. In this chapter, it
can be observed that there is a maternal transfer of metals and that both
environments are affected by metals, since there was a significant accumulation
of metals in the eggs and chicks of P. expansa. However, the region of the Crixas-
Acu river is more affected, since the samples collected in this place have higher
concentrations of metals, and consequently a higher frequency of MN (15 %), in
contrast to the values of 10 %o of MN in the hatchlings incubated in the sands of
the Araguaia river. In the third chapter, biomonitoring was carried out for three
consecutive years in the area of the mouth of the Rio Doce after being hit by the
tailings mud from the rupture of the Samarco mining dam in 2015. In this chapter,
newly hatched eggs and hatchlings of the species of sea turtle C. caretta.
Collections were carried out in the 2015/2016 species breeding season;
2016/2017 and 2017/2018, there was an additional sediment collection in
November 2015 before the mud reached the mouth of the river. The results
indicate that the metals measured (Ag, As, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Hg, Mn, Ni, Sb,
Sn, Zn) were already present in the region's sediment even before the disaster
happened, being accumulated in eggs and chicks; just as there was a maternal
transfer of metals. However, these metals caused greater genotoxic damage in
the pups collected in the 2015/2016 season (4.52 %o of MN); as well as a greater
accumulation of some metals in this first collection. During the years of
biomonitoring, the beach incubation environment proved to be less toxic for the
incubation of these young from the point of view of genotoxic damage, due to a
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significant decrease in the frequency of erythrocyte micronuclei (2.84 %o in
2016/2017 and 1.47 %o in 2017/2018). In none of the 3 years of biomonitoring
were changes in the liver tissue of the puppies observed in the enzymatic activity
of glutathione S-transferase and Catalase. As a general conclusion, this study
identified the presence of metals in egg shells and hatchlings of the three species
of turtles, whether freshwater or marine, as well as in the sediments of the three
biomonitoring areas. The metals found in egg shells and egg yolks resulted from
maternal transfer, while the increase in metals that occur in egg shells after
incubation and the tissues of the chicks were transferred from the sediment to the
nests. However, we obtained an island environment that we can consider as
control for the other areas that are impacted by anthropic actions.

Keywords: Metals, biomarkers, accumulation, genotoxicity, enzymes.
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FUNDAMENTACAO TEORICA

Os elementos quimicos, em sua maioria, encontram-se em ciclos
bioguimicos e geoquimicos fechados e em concentragcbes que ndo causam
efeitos nocivos aos organismos. Contudo, ac¢bBes antrépicas aceleradas
promovem alteragcdes ambientais, como o0 aumento no aporte de contaminantes,
a exemplo do carbono organico, nitrogénio e o fésforo (considerados nutrientes),
metais e sedimentos resultantes de atividades industriais, de mineracao,
agricolas com uso de agroquimicos e da circulacdo de veiculos automotores
(Pascalicchio, 2002; Goonetilleke et al., 2005; Martins, 2008).

Os problemas ambientais causados por contaminantes quimicos sao de
natureza organica ou inorganica. Os poluentes inorganicos sdo aqueles de
origem mineral como 0S metais e 0s organicos sao aqgueles provenientes da
decomposicdo de animais e vegetais, e podem ser sintetizados pelo homem,
como por exemplo, os hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (HAPS)
(Alcantara, 1985).

Sobre os poluentes inorganicos, 0s metais sdo os mais frequentes nos solos
urbanos e agricolas, sendo que os mais comumente encontrados sdo cobre,
chumbo, ferro, zinco, cadmio e niquel (Pedron et al.,, 2004). Por serem
demasiadamente estaveis na natureza os metais podem ser acumulados no
solo, nos sedimentos ou nos sistemas biolégicos (Allen et al.,, 1993). Em
consequéncia dessa estabilidade na natureza os metais sao considerados
indicadores de poluicédo (Pelaez-Rodriguez, 2001).

De acordo com Forstner e Wittmann (1983) e Carapeto (2012), levando em
consideracao a potencial poluicdo ambiental, os metais podem ser classificados
como 1- ndo criticos, 2- toxicos, mas muito insoliveis ou muito raros, 3- muito
toxicos e relativamente acessiveis. Todos sao considerados unidades quimicas
gue possuem capacidade de bioacumulagéo e biomagnificacdo nos organismos

Vivos e persisténcia no ambiente (Tavares e Carvalho, 1992).

A bioacumulacéo é caracterizada quando o organismo absorve o composto
quimico do meio abiético ou bidtico (Leblanc, 1995). Ja a biomagnifica¢éo ocorre

qguando a concentracdo desse composto quimico se eleva ao longo da cadeia
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alimentar (Reinfelder, 1999). Ambas se encarregam de transformar
concentracdes consideradas normais em concentracdes toxicas para diferentes
espécies. Devido a grande capacidade de persisténcia dos metais, o efeito ao
organismo vivo é garantido, em longo prazo, mesmo apo0s a interrup¢ao das

emissOes (Tavares e Carvalho, 1992).

Alguns metais, como por exemplo, o zinco, o ferro, 0 manganés e o cobre
sdo elementos onipresentes, pelo menos em concentracdes traco, e Ss&o
essenciais para o metabolismo, na forma de micronutrientes. Outros, como o
Chumbo e o Cadmio, ndo sdo necessarios a vida das plantas e dos animais,
embora existam na natureza, ou formando compostos complexos ou em sua

forma elementar (Carapeto, 2012).

Os metais, quando encontrados em concentragcdes anormais, se inserem em
um grupo de substancias denominadas desreguladoras enddcrinas, uma
categoria recente de poluentes ambientais que se caracterizam por interferir na
funcionalidade do sistema enddcrino. A esses poluentes sdo atribuidas suspeitas
de efeitos adversos a saude animal, como perda de peso, distirbios
comportamentais, danos a diversos érgaos e, em alguns casos, inclusive, esses
efeitos podem levar ao declinio populacional (Bila e Dezotti, 2007; Hueza et al.,
2008).

A avaliacdo da qualidade do ambiente em tempo real permite geralmente a
obtencdo de resultados pontuais, que representam apenas a situacdo do
momento da tomada das amostras. Para que se obtenham dados
representativos da variacdo temporal da qualidade dos ambientes como rios,
mares, lagos, e sedimento sdo necessarias amostragens tomadas em intervalos
regulares. Pois, muitos efeitos indiretos e subletais podem ocorrer a médio ou
longo prazo, em diferentes intensidades, podendo causar a reducdo das
populacdes das espécies atingidas (Cabrera et al.,1998; Jensen e Bro-
Ramussen 1992), como exemplo dos testudines, utilizados como bioindicadores
de biomonitoramento. Dentro da hierarquia da organizacdo biologica dos
animais, a exemplo dos testudines, seu comportamento seja enzimatico,
genotoxico, de bioacumulagdo, ou até mesmo no desempenho locomotor

poderédo servir de respostas toxicologicas que refletirdo os efeitos causados por
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substancias toéxicas nos organismos em estudo e representar a interacdo de

processos fisioldgicos com estimulos ambientais (Grue et al.,2002).

Para a avaliacdo do grau de exposi¢ao a poluicdo em que 0s organismos de
uma regido sdo expostos utilizam-se espécies denominadas bioindicadoras
(Loppi et al., 1998). Por isso, existe uma procura por espécies que podem servir
como indicadores de poluentes ambientais e de técnicas de amostragem néao
destrutivas, bem como os dados comparativos sobre contaminantes em locais
diferentes utilizando a mesma espécie. Bioindicadores sdo fundamentais tanto
para avaliar a situacéo e as tendéncias de contaminacdo em uma ampla escala
geografica e temporal (Piotrowski, 1985; Peakall, 1992; Burger e Gochfeld, 2001;
Carignan e Villard, 2001), quanto para avaliar a exposicao e os efeitos criticos
(Burger, 2006). Para ser biologicamente relevante, um indicador deve apresentar
mudancas em resposta a um estressor, mas nao ser tdo sensivel as mudancas
gue ocorram quando ndo ha motivo para preocupacédo, ou indiquem variacées
triviais ou sem importancia bioldgica (O'Connor e Dewling, 1986). Desta forma,
as mudancas devem ser atribuidas a um estressor particular, e passivo de
comprometimento de outras espécies e populacbes dentro do mesmo

ecossistema (Linthurst et al., 1995).

Répteis podem servir como bioindicadores Uteis porque muitas espécies séo
generalistas, tem vida relativamente longa, ocorrem em uma variedade de
habitats e ocupam diferentes niveis tréficos (Bauerle et al., 1975; Heinz et al.,
1980; Hopkins et al., 1999, Campbell e Campbell, 2001). No entanto, os répteis
sao raramente incluidos nos estudos de contaminacédo ambiental e avaliacdo de
riscos ecoldgicos, embora existam dados sobre os niveis de contaminantes
nesta classe de vertebrados (Burger, 1992; Clark et al., 2000; Burger et al.,
2002;Campbell e Campbell, 2002; Frossard et al., 2013). O uso de testudines
selvagens como bioindicadores ambientais oferece informacdes importantes
sobre os efeitos de poluentes sobre estes animais e até sobre as populacdes
humanas (Bauerle et al., 1975; Stafford et al., 1976; Burger, 1992; Hopkins et al.,
1999; Burger et al., 2007).

Assim, o projeto dessa tese tem 0 objetivo de avaliar a exposi¢cdo as
substancias quimicas que os testudines de trés ambientes, do Rio Araguaia com

tartarugas da amazb6noia (Podocnemis expansa); da foz do rio Doce onde
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ocorreu o desastre do derramaneto de lama de rejeitos de mineragéo na foz do
rio Doce com as tartarugas marinhas cabecuda (Caretta caretta); e de um
ambiente insular mais distante da costa brasileira, a llha de Trindade, com as
tartarugas marinhas verde (Chelonia mydas). Todas em averiguagcdo para
estimar o risco das populacdes expostas aos possiveis metais existentes no
ambiente de nidificagdo e consequentemente como bioindicadores da saude

ambiental.

Biomonitoramento em ovos e filhotes recém eclodidos de testudines

A avaliacdo da Saude Ambiental tem como um de seus principais objetivos,
prevenir danos a saude causados por contaminantes quimicos presentes no
meio ambiente, fazendo com que 0s niveis desta exposicdo sejam mantidos em
valores que ndo constituam um risco inaceitavel (Amorim, 2003). Para isso,
tornam-se necessarias a identificacdo e quantificacdo deste risco através da
avaliacdo biolégica da exposicdo no meio ambiente. A identificacdo e
quantificacdo dos agentes téxicos sao feitos através do Monitoramento Bioldgico
ou Biomonitoramento, baseado na medida de uma alteracdo biolégica do
organismo, causada pelo agente quimico. Para conhecer o processo da
toxicodindmica, é preciso conhecer o mecanismo de acao da substancia quimica
para identificar quais sdo os efeitos decorrentes deles (Amorim, 2003). Alguns
parametros biolégicos podem gerar alteracbes e conseqiéncia da interacao
entre o agente quimico e o organismo. Entretanto, a determinacao quantitativa
destes parametros, como Indicadores Biol6gicos ou Biomarcadores, s6 é
possivel se existir correlacdo com a intensidade da exposicdo e/ou o efeito
bioldgico da substancia (Amorim, 2003). Diante disso, escolhemos as tartarugas

para as averiguacdes ambientais.

A averiguacdo da Saude Ambiental das trés areas de estudo desta tese
vem direto da origem da contaminacao dos filhotes de tartaruga recém-eclodidos
que é o sedimento dos ninhos onde os ovos foram incubados. Porém, era
esperado graus diferentes de contaminacgéo: i) pelo fato da Area de Protecao

Ambiental Meandros do Araguaia se encontrar em um rio que passa por diversas
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cidades e fazendas, consequentemente recebe o aporte de agroquimicos,
esgoto domeéstico, industrial e da mineracao; ii) pelo fato da llha de Trindade ter
origem vulcanica (Marques et al., 1999); iii) pelo fato da Reserva Bioldgica de
Comboios estar na area de deposicéao de sedimentos do Rio Doce, o qual sofreu
com os impactos do rompimento da barragem de sedimentos de uma mineracao
(Bianchini, 2016). Para afirmar essa hipotese, foram coletados junto a todo
material biolégico de dentro dos ninhos, uma amostra de sedimento, para

comparacao com as cascas e filhotes.

Sabendo que as cascas dos ovos das tartarugas funcionam como uma
barreira entre 0 embrido e o ambiente externo, ela também protege o embrido
de possiveis lesbes, servindo também como reservatério para grande parte dos
elementos essenciais, Uteis no desenvolvimento embrionario (Al-Bahry et al.,
2009). Decorrido o periodo de incubacédo, os filhotes eclodem dos ovos e
escavam até a superficie em contato com o sedimento, seguindo em direcao ao
mar (Carr e Stancyk, 1975; Carr, 1980). A porosidade das cascas ao qual permite
as trocas gasosas entre 0 embrido e 0 meio, consequentemente permite a
entrada de metais para o interior do ovo (Vazquez et al., 1997; Godley et al.,
1999). Contudo, amostras de sedimento analisadas por Guirlet et al. (2008) ndo
continham os contaminantes avaliados, sugerindo que a presenca dos metais
ocorreu, provavelmente, por transferéncia parental, por isso, nos resultados das
pesquisas da tese, foi feita uma comparacao do valor de cada metal encontrado
nos ovos recém coletados direto da cloaca da mae, no momento da postura,
para estabelecer entdo o valor final de bioacumulagéo nos filhotes que passaram
pelo biomonitoramento. Deste modo, para entendermos melhor de onde vem a
contaminagdo parental, partimos do presuposto que tanto as tartarugas
marinhas quanto as de agua doce, junto a outros grandes vertebrados, sao
conhecidas como grupos-chave de animais que atuam como sentinelas de
distarbios ambientais, por refletirem ameacas naturais e antropogénicas em uma
porcdo mais ampla do ecossistema (McAloose e Newton, 2009; Fossi et al.,
2012; Nicolau et al., 2017). De acordo com o Grupo de Especialistas em
Tartarugas Marinhas da International Union for Conservation of Nature - IUCN,
as ameacas mais significativas as tartarugas marinhas incluem o

desenvolvimento costeiro, 0 aquecimento global, os impactos das pescarias, 0s
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agentes patogénicos e a poluicdo (Mast et al., 2005) pelo fato delas gastarem a
maior parte de suas vidas forrageando junto as ervas marinhas e macroalgas
(Bjorndal, 1985, 1997; Mortimer, 1982; Merwe, 2010) em areas costeiras rasas
e recifes (Balazs, 1985;; Mendonca e Ehrhart, 1982). Os habitats costeiros estao
frequentemente proximos das fontes de poluentes como os metais, que se
dirigem para o meio marinho a partir de fontes industriais, domésticas e agricolas
(Newman e Unger, 2003). Estes produtos quimicos acumulam-se em animais
marinhos quase exclusivamente através da sua dieta (Langston e Spence, 1995)
e as concentracdes em tartarugas marinhas tém se correlacionado com
indicadores de saude (Day et al., 2007; Keller e McClellan-Green, 2004; Keller
etal., 2004, 2006). O monitoramento de metais em Chelonia mydas e em Caretta
caretta, portanto, fornece informacdes vitais sobre a saude de individuos e

populacdes marinhas.

As tartarugas marinhas sao consideradas boas espécies sentinelas por
causa de sua longa vida, habitos alimentares, sua natureza migratéria e seus
longos periodos de residéncia em areas de forrageamento (Keller, 2013; Novilo
etal., 2017). Por serem espécies de longa vida, sdo susceptiveis de bioacumular
metais e outros contaminantes em seus tecidos no decorrer dos anos (Caurant
et al., 1999, Finlayson et al., 2016). Os estagios recém-nascidos e juvenis sédo
mais sensiveis ao efeito de disruptores ambientais que podem afetar seu
desenvolvimento e saude desses individuos no decorrer de suas vidas. Isto é
importante nas tartarugas marinhas com estégio juvenil longo, quando aumenta
a probabilidade de efeitos deletérios (Brasfield et al., 2004). O comportamento
das tartarugas marinhas, particularmente das cabecudas (Caretta caretta), as
expde aos contaminantes de &reas diferentes do planeta (Ragland et al., 2011).
Nos primeiros estagios de seu ciclo de vida, as tartarugas cabecudas sao de
distribuicdo oceanica-pelagica. Elas geralmente se movem para habitats
neriticos costeiros durante estagios juvenis e adultos, embora alguns estudos
mostrarem que parte delas preferem permanecer em areas pelagicas, mesmo
que a diversidade de presas sejam mais pobre nessas aguas (Hawkes et al.,
2006; Mansfield et al., 2014; Eder et al., 2012). Os filhotes atravessam um estado
pelagico no qual seus movimentos sdo condicionados por correntes e ventos

marinhos (Mansfield et al., 2014, Abalo-Morla et al., 2016). Apés este estagio, as
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tartarugas C. caretta abordam as &reas neriticas forrageiras (Bolten e
Witherington, 2003), como o Mediterraneo ocidental, onde se misturam com
individuos de origem atlantica (Carreras et al., 2006, Clusa et al., 2016) . Apds
o forrageamento, as tartarugas cabecudas assim como as das outras espécies
marinhas, retornam as suas areas de nidificacdo de origem (Bolten e
Witherington, 2003).

De acordo com Villa et al. (2016) as areas de marés e entre-marés onde
estdo as gramineas e os tufos de algas, sdo importantes campos de
forrageamento das tartarugas verdes juvenis e adultas (Chelonia mydas)
(Limpus, 2008). Alguns desses habitats incluem as margens costeiras rasas, que
estdo sujeitas a impactos antropicos diversos (e.g. Inundacdes, escoamento
agricola e industrial, urbanizacdo, dragagem costeira) e podem elevar as
concentracdes de uma gama de poluentes, incluindo metais. Em &reas poluidas,
0os oligoelementos, ou seja elemento metélico existente em reduzidas
guantidades no organismo, mas que € indispensavel para o bom funcionamento
organico (aluminio, bromo, cobalto, cobre, ferro, flior, manganésio, iodo e zinco)
sdo tipicamente enriquecidos em agua e sedimentos circundantes, bem como
nas gramineas e algas (Talavera-Saenz et al., 2007) que comp&em a maior parte
da dieta de tartarugas verdes. Tendo alta fidelidade a areas de forrageamento
relativamente pequenas (poucos km?) (Hazel et al., 2013; Shimada et al., 2016)
ao longo de varias décadas (Chaloupka et al., 2008), as tartarugas marinhas
costeiras residentes podem experimentar exposi¢cao a longo prazo em areas com
diversos tipos de contaminantes. Tanto as exposi¢cdes crénicas como as agudas
podem representar riscos significativos para sua saude e sobrevivéncia
(Camacho et al., 2013; da Silva et al., 2016; Day et al., 2010; Faust et al., 2014,
Flint et al., 2014 Labrada-Martagon et al., 2011). Seus tracos de histéria de vida
sdo particularmente relevantes, dado observacdes frequentes de que doencas
cronicas sao mais prevalentes em tartarugas verdes de aguas costeiras, rasas e
poluidas (Foley et al., 2005; Van Houtan et al., 2010). Também héa evidéncias
gque sugerem que a exposicdo ao metal esta envolvida na etiologia e
desenvolvimento de fibropapilomatose, fun¢des imunolégicas prejudicadas (da
Silva et al., 2016; Grillitsch e Schiesari, 2010) e como fator contribuinte nas

encadenacgdes em massa (Flint et al., 2014).
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Yipel et al. (2017) descrevem que a principal raz&o para as diferencas nas
concentracfes de metal entre Caretta caretta e Chelonia mydas é a dieta, que
difere nas espécies de tartarugas marinhas e também € a principal exposi¢cédo
(Andreani et al., 2008; Gardner et al., 2006). Em particular, a C. caretta é
carnivora e se alimenta de invertebrados marinhos, enquanto C. mydas é
herbivora e alimenta algas marinhas e gramineas (Andreani et al., 2008; D'llio et
al., 2011). Além disso, alguns pesquisadores tém relatado niveis de metais
pesados em peixes, crustaceos e moluscos (Cogun et al., 2005; Turkmen et al.,
2013; Yuzereroglu et al., 2010), o que leva a biomagnificagao (Firat et al., 2008;
Duysak e Dural, 2015; Manasirli et al., 2015; Kaymaci e Altun, 2016), enquanto
as algas foram relatadas como niveis mais baixos (Topcuogdlu et al., 2010). A
acumulacédo de metal também varia de individuo entre as tartarugas, de acordo
com a idade e o local de alimentacéo (Andreani et al., 2008; Gardner et al., 2006;
Mattei et al., 2015). A observacgao de que as concentracdes de metal sdo muitas
vezes maiores em C. caretta do que em C. mydas, com excec¢do de Cu no
sangue e no rim, que € semelhante a relatada por outro estudo que comparou
os niveis de metal entre C. caretta e C. mydas (Sakai et al., 2000), que é um
resultado esperado de habitos alimentares e niveis tréficos (Andreani et al.,
2008; Gardner et al., 2006; Mattei et al., 2015). As concentracdes mais altas de
Cu e Pb em C. mydas do que C. caretta podem ocorrer pela ingestéo de algas,
que é a dieta principal de C. mydas. As algas também acumulam metais da 4gua
em niveis elevados (Gardner et al., 2006). Isso é semelhante ao relato dos
estudos que compararam os niveis de metal entre C. caretta e C. mydas (Sakai
et al., 2000). Para contrastar com o estudo de Yipel et al. (2017), Sakai et al.
(2000) observaram que os niveis de Pb no sangue e no figado foram maiores

em C. mydas do que em C. caretta.

Avaliar os efeitos de fatores antropogénicos € uma prioridade de pesquisa
global para a conservacao de tartarugas marinhas, incluindo os impactos da
poluicdo nas tartarugas (Hamann et al., 2010; Nicolau et al., 2017). De fato, a
poluicdo ja foi associada ao declinio de algumas populacdes de tartarugas
(Gordon et al., 1998; Godley et al., 1999; Sakai et al., 2000). Os efeitos
subliminares causados por varios poluentes, incluindo oligoelementos, incluem

0 sucesso reprodutivo prejudicado (Perrault et al., 2011) e também a
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deterioracéo do sistema imunologico e outras funcdes fisioldgicas (Aguirre et al.,
1994; Day et al., 2007; Komoroske et al., 2011; Camacho et al., 2013).

O mesmo pode ser observado para as tartarugas de agua doce.
Diferencas intersticiais nas concentracbes de metais podem ser observadas,
principalmente devido as diferencas nos comportamentos alimentares das
diferentes espécies. Na Amazobnia, as espécies de tartarugas da familia
Podocnemididae sédo onivoras oportunistas, assim como a tartaruga-da-
amazonia P. expansa (Vogt, 2008; Schineider et al., 2010). O espectro de itens
que essa espécie se alimenta é amplo e inclui frutos, flores, sementes, talos,
raizes e folhas arbdreas e herbaceas, além de insetos, crustaceos, moluscos e
peixes (Ernst e Barbour, 1989; Pritchard e Trebbau, 1984; Luz, 2005).

Schineider et al. (2010) observaram a falta de relagdo entre a
concentracdo de mercurio (Hg) e o tamanho do corpo das seis espécies de
testudines de agua doce (Podocnemis unifilis, Podocnemis expansa,
Podocnemis erythrocephala, Podocnemis sextuberculata, Peltocephalus
dumerilianus, e Chelus fimbriatus). Helwig e Hora (1983); Golet e Haines (2001);
Schineider et al. (2010), todos sugeriram que nao existe correlacdo entre o
tamanho do corpo e a bioacumulacdo de Hg, pelo fato das tartarugas juvenis
estudadas por eles estarem com niveis de Hg semelhantes aos de fémeas e
machos adultos. No entanto, Vogt e Benitez (1993) e Vogt (2008) observaram
qgue P. sextuberculata menores apresentaram valores mais elevados de Hg, o
gue pode ser o resultado de uma mudanca na dieta. Além disso, os testudines
poderiam também ter obtido Hg da méae, diretamente dos ovos durante o
desenvolvimento embrionario, como foi mostrado para Chelydra serpentina por
Ashpole et al., 2004, e na Trachemys scripta por Burger e Gibbons, 1998. Ja
Tryfonas et al. (2006) encontraram vestigios em T. scripta elegans devido a
concentracdo de metais em sedimentos, agua e plantas em contato com 0s 0vos.
Em resumo, as diferencas nos niveis de Hg encontrados entre as espécies
parecem estar relacionadas a dieta e ao comportamento de forrageamento.
Enquanto que Guirlet et al. (2008) fornece os primeiros dados sobre os niveis de
cobre, zinco, selénio, cadmio, chumbo e mercurio (Cu, Zn, Se, Pb e Hg) no

sangue e 0s ovos de tartarugas de couro de vida livre. Geralmente, os metais
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nao essenciais sdo bem conhecidos por se acumularem em tecidos, como rim,
figado e péancreas de tartarugas marinhas (Caurant et al., 1999; Anan et al.,
2001), mas outros tecidos como sangue e ovos poderiam ser usados para

investigar a exposicao recente (Blanvillain et al., 2007).

No que diz respeito aos ovos, eles comecam a ser formados na
vitelogénese, no processo pelo qual os foliculos séo provisionados com lipidios
gue se completam antes da chegada das fémeas na praia de nidificacdo (Rostal
et al., 1996, 2001). Entéo, no inicio da época de reproducéo, ao redor do local
de nidificagdo, durante o acasalamento com machos, os foliculos maduros serdo
ovulados e fertilizados (Miller, 1997; Miller et al., 2003). Os ovos fertilizados
continuam no oviduto da fémea onde a albumina € secretada em torno da gema
e, finalmente, a casca do ovo é segregada e a partir de dai completamente
terminada, uma semana ap0s a ovulacao (Miller, 1985), quando termina o
processo de producdo de ovos em tartarugas marinhas. Nos répteis, a ovulacdo
e o fornecimento de albumina e producdo da casca dos ovos, ocorrem

progressivamente ao longo da estacao de nidificacdo (Palmer et al., 1993).

Porém, sabendo que o alimento e a agua sao as principais fontes de
exposicao dos metais para as tartarugas de agua doce ou marinha (Caurant et
al., 1999), fatores ecoldgicos, como a variacdo nos locais de alimentac&o, podem
levar a varia¢cdes nos niveis de contaminantes entre as espécies de tartaruga,
seja marinha ou de agua doce. A medida que as fémeas adquirem metais através
da cadeia alimentar, elas podem armazena-los ou elimina-los (Burger e
Gochfeld, 2000). Uma possivel maneira de excretar oligoelementos nas
tartarugas é através da reproducédo por deposicdo em seus ovos (Sakai et al.,
1995). Cu, Zn e Se séo essenciais para o crescimento normal, metabolismo para
células vivas e estrutura e funcao de muitas proteinas vitais para a funcéo celular
(Eisler, 1998; Pappas et al., 2006). Assim, uma transferéncia materna para ovos
€ necessaria para o desenvolvimento bem sucedido dos embrides (Keen et al.,
1997). Guirlet et al. (2008) observaram em seus estudos, que concentragdes de
oligoelementos (metais essenciais) sdo mais elevadas em ovos e sangue das
maes em comparagdo com elementos nao essenciais, refletindo a menor

exposicdo das tartarugas a esses metais toxicos. Ja o Cd, em um estudo sobre
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bioacumulacdo em tartarugas de agua doce (Trachemys scripta e Chrysemis
picta), apresentaram niveis eram mais altos, Burger e Gibbons (1998) sugeriram
que a transferéncia materna para ovos de elementos téxicos poderia ser
vantajosa, pelo fato das fémeas poderiam se livrar regularmente de uma parte
da carga metalica durante os eventos de nidificacdo. No entanto, surge a questao
do impacto desses compostos nos embrides e em seus sistemas fisiologicos
(Roe et al., 2004). Contudo, Nagle et al. (2001) descobriram que as tartarugas
de agua doce (T. scripta) que habitavam bacias contaminadas acumulavam
multiplos contaminantes nos individuos adultos, sem transferi-lo para 0s ovos.
Por isso a necessidade de averiguar cada espécie bioindicadora existente, em

cada local de ocorréncia.

ApoOs a averiguacdo da bioacumulacdo, os biomarcadores auxiliam a
avaliar a exposi¢cao (quantidade absorvida ou dose interna), os efeitos das
substancias quimicas e a suscetibilidade individual nos bioindicadores.
Considerando-se ainda que muitos biomarcadores sdo indicadores rapidos de
efeitos adversos crénicos, eles podem permitir a intervencao antes que efeitos
prejudiciais irreversiveis tornem-se inevitaveis (Amorim, 2003). Eventos
moleculares e bioquimicos decorrentes da exposicdo a agentes toxicos tendem
a ser mais sensiveis, menos variaveis e mais altamente conservados do que
parametros determinados ao nivel organico (Adams et al.,, 1990). O uso de
biomarcadores bioquimicos em programas de monitoramento oferece algumas
vantagens porque s&o normalmente os primeiros a serem detectados, sao
bastante sensiveis a presenca de determinados poluentes, apresentam alta
especificidade, possuem baixo custo de analise e fornecem informacdes a

respeito do efeito metabdlico causado pelo xenobidtico (Stegeman et al., 1992).

A exemplo da mutagénese, que induzida por poluentes também pode
ocorrer em virtude de modificacbes no DNA pela formacédo de aductos com o
xenobidtico, seus metabdlitos ou, ainda, com os produtos de peroxidacéo
lipidica. Essas mutacdes geradas por espécies reativas de oxigénio podem
induzir a carcinogénese, muito embora a relacdo entre estresse oxidativo e
carcinogénese ainda ndo esteja bem documentada para tartarugas (Lackner,

1998). Danos na desoxirribose, que usualmente resultam em quebras nas fitas,
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também podem ocorrer em consequéncia da oxidacdo do DNA. Segundo Zapata
et al. (2016) os organismos ectotérmicos exibem periodos de diminuicdo da
atividade metabdlica, com eficiéncia reduzida nos metabolitos ou desintoxicantes
de poluentes. Em consequéncia, 0s répteis, como as tartarugas, podem ser mais
sensiveis aos efeitos de poluentes, tornando-os mais suscetiveis do que
endotermas a presenca de xenobidticos no meio ambiente (Hall, 1980). No
entanto, os répteis foram sub-representados em estudos genotoxicoldgicos.

Alguns estudos em répteis estabeleceram valores basais de dano do DNA
usando o teste de micronucleo (MN), com foco principalmente em Squamatas e
Crocodylia, com valores variando de 0 a 5 MN / 1000 células e 0 a 3 MN / 1000
células, respectivamente (Poletta et al., 2008; Schaumburg et al., 2012; Strunjak-
Perovic et al., 2010; Zufiga-Gonzalez et al., 2001). Os resultados dos estudos
de teste MN que examinaram duas espécies de tartarugas de agua doce, um
espécime Macrochelys temminckii e dois espécimes de Kinosternon subrubrum
sugeriram que as tartarugas podem nao ser bons indicadores de exposicéo
genotoxica usando o teste MN (Zufiga-Gonzalez et al., 2000, 2001). No entanto,
0s resultados de Zapata et al (2016) mostraram um aumento significativo nas
frequéncias de MN em ambientes contaminados, com valores t&do altos quanto
45 MN / 1000 células em comparacdo com o grupo controle, onde as frequéncias
MN estavam préximas de 0. Matson et al. (2005) também encontrou um aumento
nas frequéncias de MN em individuos de Emys orbicularis que habitam
ambientes contaminados em comparacdo com um local de referéncia, com
valores médios de 9,7 e 6 MN por 1000 glébulos vermelhos, respectivamente.
Frossard et al. (2013) em estudos laboratoriais observaram que Podocmenis
unifilis, quando expostas ao Cd, a frequéncia de MN é significativamente maior
do que o grupo controle ndo exposto ao metal, porém a frequéncia de MN nos

animais expostos ndo aumentou no decorrer do tempo do bioensaio.

As espécies diferem em seus ciclos hematopoiéticos e o tempo
necessario para a maturagdo celular, a vida util de seus eritrécitos e suas
capacidades para eliminar as células danificadas, o que poderia influenciar a
frequéncia de MN encontrada nos tecidos de diferentes espécies (Udroiu, 2006).

Enquanto os eritrocitos micronucleados dos o6rgdos hemopoiéticos refletem
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danos genotdxicos que ocorreram durante um tempo equivalente a duragao do
ciclo celular, os da circulagéo periférica refletem eventos que ocorreram em um
tempo igual ao tempo de vida dos eritrécitos circulantes (Schlegel e MacGregor,
1982). Portanto, a aplicacdo do teste de micronucleos em amostras de sangue
é indicada para condi¢cdes de exposicdo crénica e em estudos ecotoxicologicos
realizados in situ. No entanto, as espécies que possuem sistemas eficientes para
remover células senescentes ou danificadas do sangue também podem néo ser
sentinelas apropriadas porque tendem a exibir frequéncias basais de MN perto
de zero, apesar de terem contato com xenobidticos (Corazza et al., 1990;
Ramirez-Mufioz et al ., 1999; Zapata et al., 2016).

Junto aos biomarcadores, Cortés-Gomez et al. (2018) estudaram os
testes genotdxicos como o de microndcleo e o estresse oxidativo, que € um
aspecto inevitavel da vida aerobica. E o resultado de um desequilibrio entre a
producédo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e as defesas antioxidantes nos
organismos. Este estresse oxidativo é produzido pela acumulacdo celular de
ROS, moléculas com fortes propriedades oxidativas (Halliwell e Gutteridge,
2015), o que pode ocorrer como resultado de muitos fatores. Entre eles, a
exposicao a uma variedade de estressores ambientais, como poluentes, produz
aumento da producdo de ROS e reducao do potencial antioxidante levando ao
estresse oxidativo (Hermes-Lima, 2004). Foi demonstrado, em trabalhos in vivo
e in vitro, que a ROS tem potencial para danificar proteinas, lipidios e acidos
nucleicos, causando danos nos tecidos, disfun¢cdo metabdlica e morte celular de

apoptose (Halliwell e Gutteridge, 2015, Hermes-Lima, 2004).

De acordo com Cortés-Gomez et al. (2018), as tartarugas devem lidar com
uma quantidade significativa de ROS gerados como consequéncia da isquemia
periférica associada ao mergulho, como outras espécies marinhas e de agua
doce, tolerantes a hipoxia (Valdivia et al., 2007;). Consequentemente, trabalhos
anteriores relataram producéo alta de Oz (ROS principal) em algumas espécies
de tartarugas marinhas e outros animais marinhos (Valdivia et al., 2007;). Além
disso, a producdo de ROS em ectotermicos marinhos pode ser elevada durante

o0 estresse fisioldgico (Abele e Puntarulo, 2004), o que poderia causar oxidagao
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de proteinas e lipidios, alteracdes na expressao génica e alteracbes no estado

redox celular (Sevcikova et al., 2011).

Devido a relacdo entre os indicadores moleculares do estresse oxidativo
e 0s xenobidticos ambientais (E.g. metais), a catalase (CAT) e a glutationa S-
transferase (GST) sdo considerados indicadores dos mecanismos de defesa
celular contra ROS e, portanto, sdo importantes ferramentas como
biomarcadores da exposi¢cao a poluicdo (Morcillo et al., 2016; Cortés-Gomez et
al.,, 2018). Contudo, existem poucos estudos que relacionam atividade
enzimatica e metais para animais de vida selvagem, ja que a maioria €
desenvolvida em experimentos controlados em laboratério. No caso das
tartarugas marinhas, qualquer literatura sobre o estresse oxidativo é recente e
muito limitada (Finlayson et al., 2016). Com relacédo as atividades enziméaticas
antioxidantes, Labrada-Martagon et al. (2011), trabalharam com GST e CAT no
sangue de animais vivos (Chelonya mydas), e Valdivia et al. (2007) com
tartarugas mortas acidentais. Eles realizaram trabalhos extensivos em trés
populacdes costeiras de tartarugas verdes (Chelonia mydas). Relacionaram o
estado antioxidante analisados para producéo de radioxido de superoxido (02
U-), peroxidacdo lipidica (medida como substancias reativas ao &cido
tiobarbitlrico, TBARS) e atividade enzimatica antioxidante superéxido dismutase
(SOD), catalase (CAT) e glutationa S-transferase (GST), com poluentes
organicos e inorganicos nos tecidos sanguineos, hepaticos e renais. Outros
trabalhos também correlacionaram as atividades enziméticas antioxidantes do
sangue de tartarugas marinhas de pente (Eretmochelys imbricata), metais com
Lepidochelys olivacea (Cortés-Gomez et al.,, 2018), organoclorados e
brevetoxina com Lepidochelys kempii (Perrault et al. 2014; Tremblay et al.,
2017). No que diz respeito a protecdo celular e ao estresse oxidativo,
encontramos apenas um trabalho em duas populacdes diferentes de tartarugas
marinhas (C. Caretta e C. mydas) relacionando metalotioneinas (MT) e metais
(Zn, Cu, Fe, Mn, Cd e Pb) (Andreani et al., 2008), porém nada foi relatado para
tartarugas tanto marinhas quanto de agua doce para filhotes recém eclodidos.

Diante de tudo que foi descrito, a principal razdo para a utilizagdo do

biomonitoramento nas trés diferentes areas ¢é o fato de obter informacdes sobre
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os efeitos biol6gicos dos possiveis metais presentes na regido, bem como pistas
sobre os mecanismos de acéo desses metais, que ndo correspondem apenas a
quantificacdo desses poluentes nos diferentes ambientes, mas também as
consequéncias na vida selvagem. Assim, os biomarcadores podem ser usados
para identificar sinais iniciais de danos as tartarugas, sugerir as relacées de
causa-efeito entre a exposicdo aos metais e os efeitos observados e entdo
documentar os efeitos integrados do estresse quimico nos animais. Por isso o
projeto de tese avaliou os ovos coletados diretamente da cloaca das fémeas na
hora da postura, antes mesmo deles encostarem no sedimento da praia, para
averiguar o quando de metais a mae passa para o filhotes. Porque, em primeiro
lugar, a longa vida das tartarugas, as torna propensas a acumular contaminantes
ao longo dos anos. Em segundo lugar, elas absorvem poluentes dos animais e
vegetais que elas consomem, o que também aumenta a probabilidade de
biomagnificagdo e armazenamento de substancias perigosas por longos
periodos. E finalmente, enquanto os testudines no geral mergulham, seja no rio
ou no mar, eles absorvem substancias de diferentes territérios, o que poderia
refletir diferencas zonais de contaminantes. Tudo isso, com possibilidades de
passar para 0s ovos e para as futuras geragOes. A partir desses valores,
averiguou-se o quanto foi acrescentado aos filhotes durante o tempo de
incubacdo enquanto os ovos estavam em contato com o sedimento das praias
de cada um dos trés ambientes, divididos por capitulos, e também foram

averiguados biomarcadores de exposicao e efeitos.

OBJETIVO E HIPOTESE GERAL

Diante de todo o exposto, o presente trabalho buscou avaliar a possivel
contaminacg&o por metais de ovos e filhotes recém-eclodidos de trés espécies de
testudines (Podocnemis expansa, Chelonia mydas e Caretta caretta) a partir de
transferéncia materna e/ou a partir do sedimento dos ninhos onde foram

incubados.

A hipotese geral do trabalho é de que ha transferéncia de metais da fémea

para os ovos durante sua producédo e de que ha um acréscimo de metais do
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sedimento de incubacao para os filhotes recém eclodidos, seja em qualquer

espécie ou no ambiente.
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Abstract

BACKGROUND. The objective of this study was to verify the accumulation of trace metals in eggs and
hatchlings of Chelonia mydas, evaluating if metal accumulation is originated from maternal transfer
and/or from the incubation environment. Other evaluations were also performed, as metal distribution in
different tissues (blood, kidney, liver, muscle and turtle shells) of newly hatched puppies, and genotoxic
analysis to verify possible damages caused by the presence of metals.

METHODS. These assessments were carried out by quantifying Cd, Ni, Pb, Mn and Fe in egg sample
collected during laying time (eggshells (ELT) and egg content (EC)), eggshells from newly hatched
turtles (ENH), hatchlings tissues (H - blood, kidney, liver, muscle, and shell)) (n=18 for each biological
sample - 3 of each nest) and nest’ sediments (n=6, one of each nest). Comparative analysis were made
between ELT and ENH, as well as between egg content (EC) and the sum of tissue samples from
hatchlings, using Mann-Whitney hypothesis test (p<0,05). The amount of metals in different hatchling
was quantified and followed by the Dunn post-test. A principal component analysis (PCA) was also
employed.

RESULTS. Metals studied were found in all analyzed samples. The concentration of almost all
investigated metals was significantly higher (P=<0.001) in eggshells from ENH than in ELT. An increase
of Cd (2.16-fold), Pb (3.47-fold), Fe (6.83-fold) and Mn (195.57-fold) was noticed in ENH. We also

observed an increase of Fe (1.59-fold), Mn (1.74-fold) and Ni (1.59-fold) in hatchling when compared
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with EC, due to transfer from nest’ sediments. In relation to the hatchling’s tissues, blood was shown to
accumulate higher concentrations of Ni and Pb, while shells accumulated more Cd and Fe, and Mn is
more associated with liver and kidney. Fe was the highest accumulated metal in both tissues, and muscles
presented discrete concentrations of Ni, Mn, and Pb. A mean concentration of 1.25 %, MN was obtained
in C. mydas hatchlings, indicating that the accumulation of metals in hatchlings didn’t cause toxicology
effects.

CONCLUSION. Hatchlings accumulate metals through the maternal and sediment transfer, although the
levels of metal accumulation were not enough to cause genotoxic damage.

Keywords: green turtle; bioaccumulation; genotoxicity; maternal transfer; incubation area.
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Introduction

Green turtles (Chelonia mydas) dwell in Trindade Island (20°30°S and 29°20°W, in the Southwest Atlantic
Ocean) and are the only species of turtle using the beach as a nesting site. According to Mendes et al. [1],
Chelonia mydas is distributed in tropical and subtropical waters and is found close to coastal regions and
islands in Atlantic, Pacific and Indian oceans. Nevertheless, this species is rarely seen in open ocean [2].
Chelonia mydas is subcosmopolitan, and its principal areas for feeding and nesting are within the tropics.
In Brazil, oceanic islands represent their main nesting area, wherein Trindade island stands out as the best
nesting hotspot, followed by Rocas Atoll and Fernando de Noronha archipelago, respectively [3,4,5,6]. The
nesting peak of C. mydas occurs from January to March, when the island can receive about 1,800 nests
within the 3 km of beaches every year [7].
Trace elements occur naturally in the Earth's crust, such as Fe, Mn, Cu and Zn, whereas

anthropogenic activities can elevate concentrations of hazard elements (as Ni, Pb, and Cd) in seawater
and bring adverse consequences to the environmental health [8]. Trindade is an intact and remote island,
without direct anthropogenic contamination, but it is not free from contamination by organic and
inorganic pollutants from the coastal region and by ships sailing through the region [9]. The Island can
also suffer influences from ocean currents [10], and from submarine discharge of groundwater on
volcanic islands due to the high permeability of their rocks [11]. Because of it, it is important to perform
biomonitoring studies in such kinds of regions, with little impact of anthropic actions. In the case of

Trindade Island, the eggs of green turtles incubated on the sands of its beaches can be used as
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bioindicators, since this island is one of the most important nesting sites for C. mydas in the South
Atlantic, which are endangered [7].

In general, turtles are known as a key sentinel group due to their long lifespan, feeding habits,
migratory behavior and long residence periods in foraging areas [12,13,14]. These animals are susceptible
to bioaccumulation of metals and other contaminants in their tissues over the years [15,19]. Therefore,
turtles can be used to detect natural and anthropogenic threats in a wider portion of the ecosystem [16,17],
standing out as a bioindicator for biomonitoring studies.

Considering that food and water are the main sources of metals exposure to freshwater and
marine turtles [15,18], alterations in ecological factors, such as foraging sites, could lead to disparities in
the levels of contaminants found among turtles’ species. As females acquire metals through the food
chain, they can either store or eliminate these compounds [19]. The latter could be feasible through metal
deposition in their eggs during reproduction [20]. Burger and Gibbons [19] suggested that maternal
transfer of toxic elements to eggs could be advantageous since females could regularly excrete part of the
accumulated metal charge during nesting events. However, these accumulated metals may lead to
detrimental impacts, such as genotoxic damage, on embryos and their physiological systems [21].
Nevertheless, Nagle et al. [22] observed that adult individuals of freshwater turtles (Trachemys scripta)
dwelling in contaminated basins were accumulating multiple contaminants without transferring them to
eggs. Hence, investigations on whether such metal transfer to nesting sites occurs in several turtle species
are still crucial.

The objective of this study was to verify the accumulation of trace metals (Cd, Ni, Pb, Mn, and Fe) in eggs
and hatchlings of Chelonia mydas. These metals were quantified in sediments of laying nest; egg (eggshells
and egg contents) collected from a female cloaca before touching the sediment, and hatchlings’ tissues.
This assessment was performed to identify whether metal accumulation comes from maternal transfer
and/or from the incubation environment. Others assessments were performed, as metal distribution in
different tissues (blood, kidney, liver, muscle and turtle shells) of newly hatched puppies; and a genotoxic
evaluation in an unprecedented way by the micronucleus test on hatchlings, in order to evaluate possible
damages caused by the presence of metals. These two last analyses have been employed for first time in

newly hatched puppies.
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Material and methods

The present research was authorized by the Ministry of the Environment (Ministério do Meio
Ambiente - MMA), Chico Mendes Institute for Biodiversity Conservation (Instituto Chico Mendes de
Conservacao da Biodiversidade - ICMBIo), Biodiversity Authorization and Information System (Sistema
de Autorizacao e Informacéo em Biodiversidade - SISBIO Number: 53977-1) and the Ethics Committee
on the Use of Animals of Vila Velha University (Comité de Etica e Uso Animal - CEUA — UVV - #367-

2016).

Study area

This study was conducted in Trindade Island that, with Martin VVaz Archipelago (20°28'S and
28°50'W), form the island group furthest from the Brazilian coast, with a distance of 1,170 km from the
coast of the state of Espirito Santo, in the southwest Atlantic Ocean, which is part of the Vitéria-Trindade
Chain. Trindade Island have nine small beaches that are used by C. mydas turtle for nesting. Biological

samples and sediments of this study were collected in the nest found in Andradas and Tartarugas beaches.

Samples collection

The samples were obtained from 2016/2017 Chelonia mydas (Linnaeus, 1758) spawning season.
Females of this species move towards the beaches to spawn 3 to 6 times per season, laying about 120+30
eggs at a time [7]. Six females’ individuals going up the beach to spawn were followed during one of the
egg postures between 17-23 January 2017 (6-day interval to collect the six females). Intending to identify
whether the metal accumulation is resulted from maternal transfer, three eggs from six females (totalling
18 eggs) were collected directly from the female cloaca while the individuals were laying their eggs,
before touching the beach sediment. The same six nest were monitored until the first hatchlings come in
March 2017 (55-60 incubation time). At this time, nests were opened and 18 eggshell samples (3 of each
nest) and 18 hatchlings (3 of each nest) were collected after hatching period to verify whether the metal
accumulation was triggered by the incubation environment. Sediment samples from the bottom of each
nest (n=6) were also collected for metals quantification. Hatchlings were measured, weighed and

euthanized on the island. Blood samples were taken and used for both genotoxic analysis (micronucleus
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test) and bioaccumulation tests. Slides for these experiments were prepared in Trindade Island.
Hatchlings' biological tissues were extracted and frozen at -20°C for further bioaccumulation analysis. All
frozen material was shipped to the Laboratory of Applied Ichthyology at the Vila Velha University (LAB

PEIXE / UVV-ES), where biometry and genotoxicity analysis were performed on the erythrocytes.

Biometry

Tape measurements were carried out in all hatchlings for both over-the-curve length (OCL) and
over-the-curve width (OCW). Later, animals were weighed with an analytical balance of with two

decimal places as soon as the animals arrived at the island’s laboratory.

Collection of blood and tissues

Hatchlings were physically restrained, and blood samples were collected by intrathecal puncture,
using a pre-heparinized 1.0 mL syringe with a 25x7 needle. Blood samples were used for both
micronucleus test and metals determination. Later, the turtles were euthanized with a 3 % lidocaine
injection. Afterwards, the kidney, liver, muscle and turtle shells of each samples were dissected for metal
level analysis, in order to compare the obtained results with sediment collected from the bottom of each

monitored nest.

Quantification of metals

Eggshell, egg contents (yolk + albumin) and sediments were oven dried at 60°C until constant
weight. Tissues samples were used as wet base due the small size of hatchlings tissues. Samples were
digested using the closed microwave digestion system (Speed Wave 4, Berghof, Eningen Germany),
weighed and added to the digestion tubes. Pure supra nitric acid was incorporated into both egg content
and tissue samples. Nitric acid and hydrochloric acid were added to eggshells and sediment samples,
respectively. The proportion of acids were inserted according to each sample characteristics (see Table

A.1). Samples were then digested in microwave, respecting specific protocols for each sample type. After
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digestion, the material was cooled down at room temperature and the extract was diluted with type |
ultrapure water.

Five metals were determined: cadmium (Cd), nickel (Ni), lead (Pb), manganese (Mn) and iron
(Fe) in the sediment, eggshells, egg yolk and in the tissues of each hatchling. Inductively coupled plasma
mass spectrometry (ICP-MS) (Nexlon 300D, Perkin Elmer, USA) was used to determine Cd, Ni, Pb, and
Mn (see table B.1). Iron concentration (Fe) was accessed through flame atomic absorption spectrometry
(F AAS) (ZEEnit 700Analytik Jena, Jena, Germany) (see Table B.2).

The quality control for metals determination was carried out using certified reference materials
for sediment and fish (Table 1 and 3, correspondingly). The reference material for sediments was the
BCR-6676 (Institute for Reference Material and Measurements®), and ERM — BB422 (European
Reference Materials®) was used for fish muscle. Samples of these certified reference materials were
treated and assessed under the same conditions to those adopted for samples in the present study, as

previously described.

Genotoxic analysis — Micronucleus test

Blood samples were collected and dripped onto two slides to perform blood extensions. After
drying at room temperature for 24 h, these slides were subjected to a 30 minutes methanol P.A. (100 %)
bath for erythrocyte cell fixation. Slides were stained with 5 % Giemsa solution for 40 minutes, washed
with distilled water and subsequently dried at room temperature for 24 h, as described by Grisolia [23].
This material was then observed under a light microscope at 400x magnification. Two thousand blood
cells (erythrocytes) were counted (1000 from each slide) for micronucleus quantification according to
Zapata [24] and Silva et al [25]. Micronucleus values (MNs) obtained in the present work corresponds to
an average of two slides per turtle. The micronucleus (MNs) were identified in accordance with the

criteria proposed by Fenech [26].

Statistical analysis

The obtained results were analysed for their normality by the Shapiro-Wilk test. Even after

logarithmic transformations the data do not presented normal distribution and were analysed using non-
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parametric tests. The Mann-Whitney hypothesis test was conducted for the comparative assays between
eggshells collected during laying time (ELT) and eggshells from newly hatched turtles (ENH) at dry
weight base. This test was also performed for the comparative analysis between egg contents (EC) and the
sum of tissue samples from hatchlings (H - blood, kidney, liver, muscle, and shell). To perform this
comparison, the data from hatchlings tissues were calculated at dry weight base using as reference
Chelonia mydas hatchling water contents (72.5 %) according to Godley et al. [27].

In order to compare the quantity of metals (wet weight) in different hatchling tissues, Kruskal-
Wallis analysis of variance was performed, followed by the Dunn post-test. Data was presented as
medians. Statistical analysis was performed in the SigmaPlot software (12.0) to verify data significance
for the bioaccumulation test in turtles’ tissues and for the micronucleus test in the erythrocytes.

Moreover, a principal component analysis (PCA) was executed, ordering sample units of each
evaluated tissue in relation to the descriptors used (concentration of analysed metals). This multivariate
test was performed using R software version 3.3.2.. Before these analysis, all data were standardized
using the “standardize” method of the “decostand” function, from “vegan” R package. Standardization
tended to increase the influence of variables whose variance was small and reduce the influence of
variables whose variance was large. Furthermore, the standardization procedure eliminated the influence
of different measurement units on the final outcome, creating a dimensionless dataset.

For this study, the Biodiversity Authorization and Information System (SISBIO) authorized the
use of only three biological samples from each nest., thus totaling a sample number = 18 for each biological

sample.

Results
Biometry

Females from each experimental nest presented 1.12 £+ 0.06 m in length and 1.05 + 0.06 m in
width. The hatchlings weighed 26.6 + 2.5 g, with 5.5 £ 0.2 cm in width and 4.5 £ 0.2 cm in length. No

significant discrepancies were found among the specimens from the Andradas and Tartaruga beaches.
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Quantification of metals
Metals concentration of sediment samples collected in each of the six experimental nest is
presented in Table 1. Iron is the most abundant metal ranging from 15,258 to 38,009 mg/Kg. Manganese

also exhibited high concentrations, varying from 227.4 to 402.4 mg/Kg, followed by Ni, Pb, and Cd.

Table 1 Metals quantification (mg/Kg dry weight) in sediments of Chelonia mydas nest in Trindade

Island.
Fe Mn Ni Pb Cd
Sediment
Median 27,597.9 348.8 120.6 0.229 0.0302
Min-Max 15,258-38,009 227.4-402.4 56.39-122.2 0.14-0.40 0.03-0.6
DL 0.004 0.008 0.022 0.118 0.002

Certified reference material for sediments (BCR-667) and limit of quantification of the method

Certified values

NI 920+40 12849 31.9+11  0.67+0.11
(mg/kg)
This study values NI 813+19 1242404 317403  0.630.03
(ma/kg)
LOQ (mg/kg) 0.39 0.0008 0.0022 0.012 0.0002

LOQ: limit of quantification; NI: not informed.

The concentration of metals was significantly higher (P=<0.001) in eggshells from newly
hatched turtles (ENH), which were in contact the sediments for 60 days, than in eggshells collected
directly from female cloaca at the laying time (ELT) (Figure 1). An increase of Cd (2.16-fold), Pb (3.47-
fold), Fe (6.83-fold) and Mn (195.57-fold) was noticed in ENH. On the other hand, eggshells assembled
from female cloaca (ELT) presented Ni values 2.61-fold higher than the eggshells of newly hatchlings

(ENH).
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Fig 1 Quantification of metals (Fe, Mn, Ni, Pb, and Cd) in eggshell samples of Chelonia mydas daily
collected from both female cloaca (ELT) and eggshells from newly hatched turtles (ENH), after about 60
incubation days within the nest. The box represents the interquartile amplitude containing 50 percent of the
values. The external lines (vertical) correspond to the highest and lowest values and the internal lines

(horizontal) correspond to the median. *Indicate significant differences (p < 0.05) between the treatments.

Metal concentration of Fe (1.59-fold), Mn (1.74-fold), and Ni (1.59-fold) increased in sum of the
tissue samples (H - refers to an individual sum of each hatchling, including blood, kidney, liver, muscle,
and shell) after the incubation period when compared to the egg contents (EC) (Figure 2), due to transfer
from nest’ sediments. Nevertheless, the amount of Pb and Cd did not increase in the sum of hatchling

tissue samples (H).
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Fig 2 Quantification of metals (Fe, Mn, Ni, Pb and Cd) in egg contents (EC) samples of Chelonia mydas
directly assembled from the female cloaca and in the sum the tissue samples (blood, kidney, liver, muscle
and shell) extracted from hatchlings (H), after about 60 days incubated within the nest. The box represents
the interquartile amplitude containing 50 percent of the values. The whiskers (vertical) correspond to the
highest and lowest values and the internal lines (horizontal) stand for the median. *Indicates significant

differences (p < 0.05) between the treatments.

Table 2 shows the increase in Ni, Pb, Mn, and Fe in eggs (ENH + H) after the incubation period
in relation to eggs (ELH + EC) collected directly from the female's cloaca. In general, these results indicate

that there was a transfer of metals from the sediment to the eggs deposited there.
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Table 2 Quantification of metals in egg (eggshells (ELT) + egg contents (EC)) collected from a female
cloaca before even touching the sediment, and in egg (eggshells (ENH) + hatchlings’ tissues (H)) after
about 60 days incubated within the nest.

Cd Ni Pb Mn Fe
ELT+EC 1.077 57.315 7.490 49904  5,034.106
ENH+H 0.837 97.433 10.547  208.240 27,939.025
(ENH+H)/(ELT+EC)  -0.78 1.70 141 4.17 5.55

H = sum the tissue samples (blood, kidney, liver, muscle and shell) extracted from
hatchlings.

When evaluating the metals concentration in different biological samples, the following
sequence was found: Fe > Mn > Ni > Pb > Cd, in eggs contents (EC), and in the sum of the tissue samples
of hatchlings (H). Eggshells collected after hatching (ENH) exhibited a slight difference in which Ni
appeared as the second most concentrated metal, but Mn was merely lower than Ni. In the case of ELT,
the Mn and Ni replaced the position of each other in the above-mentioned sequence. The sequence Fe >
Mn > Ni > Pb > Cd was similar to the one found in the sediments. Moreover, a gradual decrease in metals
content occurred as they were transferred among the biological compartments: sediment > shell (ENH) >
hatchling (H). The manganese and lead were exceptions, portraying values higher in hatchlings (H)
(5.219 and 0.246 pg/g, respectively) than in eggshells (ENH) (1.929 and 0.033 pg/g, respectively).

Results from the PCA analysis are described in Table 3. Together, the first two components
explain 79.43 % of the total variation of metal concentration in the evaluated tissues of C. mydas. The
first and most explanatory component represents 51.09 % of the total data variance with positive scores

attributed to Cd, Mn, and Fe, while Ni and Pb received negative scores.
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Table 3 Eigenvalues and correlation coefficients of the principal component analysis (PCA) based on the

quantity of metals (Cd, Ni, Pb, Mn, and Fe) for all the assessed tissues (kidney, liver, blood, muscle and

turtle shell).

Correlation coefficient

Variables PCA1 PCA?2
Cd 1.6161810 -1.0750943
Ni -1.5465826 -1.0399428
Pb -0.7973305 -1.6158537
Mn 1.4964504 0.3405558
Fe 1.6847870 -0.9905138
Eigenvalue 2.5547 1.4172
% variance 51.09 28.34

Figure 3 was generated to disclose the distribution relationship of metals (Fe, Ni, Pb, Mn, and

Cd) in different tissues of hatchlings (shell, blood, kidney, liver, and muscle). This data demonstrated that

the blood accumulates higher concentrations of both Ni and Pb, whilst it accumulates the lowest Mn
concentrations. A significant connection was also observed between Cd and Fe concentration in turtle
shells, wherein the more preeminent Fe content was found. A more discrete association was detected
among Mn, liver, and kidney. Fe was the metal that displayed the greatest accumulation in both tissues

and muscles, which portrayed discrete concentrations of Ni, Mn, and Pb.
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Fig 3 Principal component analysis of metals (Fe, Mn, Ni, Pb, and Cd) in tissue samples (kidney, liver,
blood, muscle, and shell) of Chelonia mydas hatchlings collected in Trindade Island. Cadmium and Iron
exhibited great influence on the shell samples grouping, whilst Ni and Pb impacted significantly on blood

samples grouping.

Figure 3 and Table 4 highlight that shell and blood of hatchlings were the tissues that
accumulated the higher amounts of nonessential metallic elements, Cd and Pb. The kidney was the third

tissue that has most accrued those metals, followed by liver and muscle.
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Table 4 Median concentrations of metals (ug /g wet weight) and intervals (minimum and maximum) in
tissues of Chelonia mydas offsprings that hatched on the beaches of Trindade Island. Different lower-case

letters indicate significant differences (p <0.001) between the tissues

Fe Mn Ni Pb Cd
Kidney
Median 25.000* 0.858" 0.0292 0.0203° 0.000005%
Min-Max 14.0-40.0 0.507-1.241 0.003-0.096 0.009-0.088 0.0002-0.038
Liver
Median 43.295 1.510° 0.0632 0.019P 0.000305°
Min-Max 17.4-84.2 0.734-2.013 0.005-0.545 0.0003-0.038  0.00006-0.0002
Blood
Median 162.898° 0.0582 0.0812 0.022° 0.00005%
Min-Max 93.3-196.6 0.023-0.094 0.025-0.283 0.004-0.033  0.00004-0.0162
Muscle
Median 14.2902 0.215¢ 0.251° 0.0042 0.00008¢
Min-Max 11.2-23.8 0.161-0.359 0.164-0.393 0.011-0.046  0.00003-0.0002
Shell
Median 78.071% 0.740° 0.320P 0.040P 0.00108°
Min-Max 15.2-311.0 0.0788-1.6971 0.012-0.747 0.005-0.080 0.0001-0.089

Certified reference material for fishes’ muscles (ERM-BB422) and limit of quantification of the
method

Certified values

94414  0.368+0.028 NI NI 0.0080.002
(mg/kg)

This study values 16.6 0.36+0.05 ; ; 0.023+0.001
(ma/kg)

LOQ (mgkg) 0.39 0.001 0.002 0.010 0.0002

LOQ: limit of quantification; NI: not informed.

Genotoxic analysis — Micronucleus Test

The frequency of micronucleus quantified from hatchlings’ blood was very low (mean =

1.25+£0.91 %o) in relation to other data described in the literature (Table 5).
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Table 5 Frequency of micronucleus (%o) in Chelonia mydas offsprings that hatched in Trindade Island

beaches and other turtle species.

Turtle species MN (%) SD Life cycle Source
Chelonia mydas 1.25 0.91 Hatchlings Present study
Chelonia mydas 0.62 0.18 Juveline Silva et al [25]
Lepidochelys olivacea 0.60 0.6 Adults Herrera & Baena [28]
Trachimis callilostris 0.78 0.58 Adults Zapata et al. [24]
Phrynops hilarii 3.56 1.59 Juvenile-Adult Latorre et al. [31]
Podocnemis expansa 10 3.6 Hatchlings Frossard et al. [29]
Caretta Caretta 15.82 15.16 Juvenile-Adult Casini et al. [30]

Discussion

Metals quantification (Cd, Ni, Pb, Mn, and Fe) in biological samples of Chelonia mydas suggest
that adult females were already with contaminated with metals when they arrived on the island. This
could be proved by the metal accumulation in the eggs (eggshells and egg contents) at the laying time,
demonstrating that a transfer of accumulated metals has occurred from females to the eggs. Moreover,
metal accumulation was also witnessed in eggshells and hatchlings sampled in the incubation
environment, after a contact between eggs and nest’ sediment. However, such quantity of metals in
hatchlings probably did not trigger genotoxic damage.

Females turtles can acquire metals through the food chain [16]. Yipela et al [37] carried out an
extensive study, confirming this process metal intake; they performed metals bioaccumulation (Al, As,
Fe, Mn, As, Cd, Cu, Mn, Ni, Se, Zn Cd, Hg, Mn, Zn) in the blood, kidney and liver of Caretta caretta and
Chelonia mydas turtle species worldwide in different locations, such as Turkey, Spain, Africa, Mexico,
Italy and Japan. In view of this, turtles have found a strategy to eliminate some of these accumulated
metals, by depositing metals in eggs during their reproductive period [22,36,37], justifying the presence

of these elements in eggs (ELT and EC) collected directly from females’ cloaca. These events were also
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observed by Roe et al. [32] in embryos of Dermochelys coriacea, incubated in the laboratory, and by
Nagle et al. [22] in eggs of freshwater turtles (Tracheys scripta and Chrysemis picta). At the same time,
many trace elements, such as Fe and Mn, are essential nutrients for embryonic development, and,
therefore, during the formation of eggs, they are transferred naturally from female to the eggs [42,43].
Probably, during this natural transfer process, non-essential metals are also transferred, such as Cd, Ni,
and Pbh. Blood-based reference intervals (RIs) are standard tools for interpreting health diagnoses in
humans and animals. They generally include biomarkers of stress and metabolic diseases, as well as the
biochemistry and hematology of free ion trace elements. The IR of green turtles from Queensland
(Australia) has already been described with lower limit of Fe = 210,000 and upper limit of Fe = 410,000
(ng/L wwy), and lower limit of Mn = 7.7 and upper limit of Mn = 35 [44,45]. The present study, on the
other hand, quantified Fe = 162.9 with intervals between 93.3-196.6 (ug / g ww), and Mn = 0.058 with an
interval of 0.023 to 0.094 of Mn for newly hatched hatchlings. These values indicate that there was no
excessive maternal transfer of Fe and Mn to the eggs, however there was an increase of 5.55-fold of Fe
and 4.17-fold of Mn in the eggs (ENH + H) after the incubation period, showing the occurrence of
sediment transfer to the eggs.

In the present study, Fe, Mn, Ni, Pb, and Cd were found in the nest's sediments. In accordance
with prior reports [33,34], elevated levels of iron assembled in the sediment and consequently in both
eggshells and tissues of C. mydas could be justified by the high concentration of total Fe found in the
entire beach. These authors pointed out that soils formed by tufts and basaltic lavas are richer in mafic
minerals and more easily weathered materials, which facilitates the formation of more crystalline iron
oxides. They also reported that the total Fe content was consistent with the levels described for both
alkaline and basic rocks. The other metals found in sediment may be also related to a wreck in the
surrounding waters. Cu, Zn, and Pb may be also originated from ships antifouling paints and can justify
the raised concentrations of these elements in the soil, as reported by [33]. These elements were also
found in eggshells and hatchlings, portraying higher concentration than in the eggs at the laying time
(ELT and EC). This observation reiterates that metal transfer from nest” sediment to the eggs (ENH and
H) occurs.

Although Nagle et al. [22] stated that trace elements are not incorporated into eggs in
considerable amounts from the nest substrate, the present study demonstrated that direct contact of eggs

with the incubation sediment was sufficient to transfer a certain amount of essential metals, e.g. Fe, Mn,
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Pb and Cd to eggshells (ENH) and Fe, Mn, and Ni to hatchlings (H). This transfer to eggs concerns the
health of hatchlings that are incubated on beaches sediments. Several sites where turtles spawn are
already polluted, for instance, the beaches of Regéncia, at the mouth of the Doce river (Espirito Santo,
Brazil) that were affected by tailings from the breaking of a mining dam [38, 39] and, Mexican beaches
that were affected by a major oil spill in Northern Gulf in 2010 [41]. The beaches of Regéncia are the
main spawning sites of Caretta caretta and Dermochelys coriacea turtles [40] and beaches of Mexico are
the reproduction areas of Kemp’s ridley turtle (Lepidochelys kempii) [41].

Although the eggshell accumulated metals, it had a protective function retaining metals and
reducing the incidence of contamination in hatchlings. However, certain metals managed to cross the
physical barrier during essential processes for the embryo formation and were accumulated in particular
tissues (blood, kidney, liver, muscle, and shell) of turtle hatchlings. Nevertheless, it is assumed that other
biological samples had also accumulated these metals, especially Pb, since higher concentrations were
found in the yolk and were most likely redistributed to other tissues. Even though the blood denoted
stronger connection with Ni and Pb, the turtle shell presented higher values of Fe, Cd, Ni, and Pb. These
findings emphasize turtles’ strategy of deviating nonessential metals, e.g. Cd and Pb, from metabolically
active tissues, such as liver and kidney. These animals also used the blood to transport Ni, Pb, and Cd
from susceptible areas to more resistant compartments, for instance, to the turtle shells.

Although metal concentrations in nest sediments have been recorded, a negligible or even non-
existent occurrence of genotoxic damage was observed in hatchlings sampled in Trindade beaches. These
outcomes indicated the DNA integrity of C. mydas after the exposure period. Similar results can be found
in the literature, Frossard et al. [35] tested Cd in a bioassay with Podocnemis unifilis and noticed inferior
MN concentrations in the treatment presenting briefer exposure time to the metal. Zapata et al. [24] assessed
several environments with and without anthropogenic influence and quantified merely 0 to 2 MN in 20
blood samples of Trachemys callirostris (freshwater turtle) collected in clean areas (negative control), as
well observed in C. mydas by Silva et al [25] and in L. olivacea by Herrera & Baena [28]. These values
corroborate with these study findings in which a mean concentration of 1.25 %o in C. mydas hatchlings was
obtained, restating the good quality of the sediments used for turtle nesting in Trindade Island. On the other
hand, Frossard et al. [29] witnessed large numbers of erythrocyte micronuclei in the hatchlings of giant
Amazon river turtle (Podocnemis expansa) from Crix&s-Acgu River (15.25 %o) and Araguaia River (10 %o),

indicating that the beaches of both rivers are affected by anthropogenic activities, as well observed by
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Casini et al [30] in adults of C. caretta. Therefore, the micronucleus test in newly hatched turtle presents

itself as an excellent indicator of contamination.

Conclusion

In conclusion, this study identified the presence of metals in eggshells and hatchlings of C.
mydas, as well as in the sediment of Trindade Island. The metals found in both eggshells and egg yolks
resulted from maternal transfer, whilst the augmentation of metals that occurred in both eggshells after
incubation and hatchlings’ tissues were derived probably from the nest sediments. The low frequency of
micronuclei observed in the present study infers that newly hatched turtle presented absence of genotoxic
damage caused by metal accumulation, and that this test can be used as an efficient tool in biomonitoring
studies for these animals. Therefore, these results serve to raise awareness that the health of turtle
hatchlings will be impacted by the steep increase in pollution levels of both beach sediments and water

bodies (marine and freshwater).
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1  Appendix A

3  Table Ax. Digestion conditions of samples collected in Trindade island for metals quantification.

Sample preparation

Microwave programming

Average weight | Nitric acid Hydrochloric Hydrogen Step 1 Step 1 Step 1 Power (%)
of samples(g) acid peroxide
Samples Protocol (HNO») (H202) Temperature P (Bar) Time (min)
(HCI) (°C)
(mL)
(mL)
Sediment EPA 3051 0.500 dry 9 2 0 180 35 25 80
Eggshells BMDS -
Digestion of 0.500 dry 8 3 0 200 35 40 80
Meat and Bone
Meal
Egg yolk BMDS - 0.202 dry 8 0 1 190 - 30 90
Digestion of food
Blood BMDS -
Digestion of blood 0.601 wet 2 0 0 190 - 10 90
Kidneys BMDS-
0.110 wet 15 0 0 180 - 120 90
Digestion of tissue
Lives BMDS-
0.452 wet 15 0 0 180 - 120 90

Digestion of tissue




Muscle BMDS-
0.737 wet 15 180 - 120 90
Digestion of tissue
Turtle shell BMDS-
0.128 wet 15 180 - 120 90

Digestion of tissue

1  The United States Environmental Protection Agency — (EPA) and the Berghof microwave digestion system — (BMDS).



Appendix B

Table B;. Operational conditions of the inductively coupled plasma mass spectrometer (NEXION 300D,
Perkin Elmer, USA).

Parameter Operating condition

RF power / W 1550

Plasma gas flow rate / (L min) 16.0

Nebulizer gas flow rate / (L min™) 0.98

Auxiliary gas flow rate / (L min) 1.20

Torch quartz EasyGlide TM

Spray chamber Borosilicate glass baffled cyclonic

Nebulizer Concentric (Meinhard type)

Sample uptake and wash time (s) 40

Cones Ni

lon lens voltages Optimized for 1 ug L* Be, Mg, In, U, Ce,
Fe, Li, Pb

Dwell Time (ms) 50

Sweeps 45

Number of replicates 3

Isotopes 111Cd, %Ni, 2%8Pp, and *Mn

Internal standard 103Rh

Table B,. Operational conditions of the flame atomic absorption spectrometer.

Parameter Operating condition
Wavelength / nm 248.3
Slit/ nm 0.2
Lamp current / Ma 6.0
Flame acetylene/air
Burner height / mm 6




Fuel flow / (L h'9) 75

Oxidant flow / (L h'1) 225

Nebulizer rate / (mL min) 5
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Abstract

The aim of this study was to assess whether possible metal contamination in the sediment of the nests of
giant Amazon river turtle, Podocnemis expansa, could contaminate eggs and hatchlings, triggering
genotoxic damage. Therefore, sediments of P. expansa nests from two sites in the Brazilian Amazon were
evaluated, with the first being collected at Araguaia River and the second at Crixas-Agu River, the mostly
impacted by anthropogenic actions. Newly hatched offspring, eggs and sediments were collected from the
beaches of these two rivers and the quantification of metals (Al, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Mn, Pb, and Zn) was
carried out by atomic absorption spectroscopy. All targeted metals were found in both sediment and P.
expansa biological samples collected on the beaches presenting higher concentrations in the sediment of
Crixas-Acu River. Metals found in the eggshells before nesting and in the egg contents were maternally
transferred. Moreover, augmented concentration of metals led by metal transfer from the nests sediments
were detected in the eggshells after nesting (ENH) and in the newly hatched offspring (H). Probably this
metal relocation to the newly hatchlings augmented the frequency of micronuclei in their blood,
presenting 15.25 %o in hatchling found in Crixas-Agu River beaches and 10 %o in newly hatched animals

from Araguaia River beaches. These results indicate the occurrence of maternal transfer of (essential or

73


file:///C:/Users/User/Downloads/xandfrossard@yahoo.com.br

not) metals to the eggs in testudines as well as a transference from the sediments to the nesting eggs,

triggering genotoxic effects on the hatchlings.

Key words: Bioaccumulation; genotoxicity; turtle; transfer; nesting area.

1. INTRODUCTION

A myriad of detrimental effects is caused to the environment due to accelerated urbanization
without proper planning (Pusch 2007) and the continuous expansion of agriculture and degradation of
natural resources. Such a chaotic expansion leads to a gradual and continuous loss of terrestrial
environments, affecting water resources and associated ecological niches (Martins 2008), as well as
decreasing environmental quality and availability/quality of food stocks (Schneider et al. 2009).

Metals are the active compounds of several agrochemical components (Tiller 1989),
representing, thus, a common cause of organisms’ contamination in anthropogenically impacted areas due
to a constant application of agrochemicals to the soil (Ramalho et al. 2000). As a result, testudines can
accumulate high levels of different metals, exhibiting pollutants in several tissues, such as muscles,
kidney, liver and fat (Burger et al. 2007; Burger et al. 2010; Schneider et al. 2010; Frossard et al. 2013).
Metal detection has been particularly well documented for aquatic food webs (Chovanec et al. 2003; Silva
et al. 2015). However, more studies regarding trace elements quantification in these reptiles are still
necessary, in both natural environments and captivity, despite their status of bioindicator species as
noticed by Vazquez et al. (1997); Hopkins et al. (2001); Burger et al. (2007); Roe et al. (2011); Frossard
et al. (2013); Frossard et al. (2017); Frossard et al. (2019), and Guzman et al. (2020).

A testudine species that can be affected by the expansion of agricultural and extractivist
activities is Podocnemis expansa (South American River Turtle) (Schweigger 1812; Testudines). This
species is considered the biggest of its genus in South America, with females reaching lengths greater
than 80 centimeters (Pritchard and Trebbau 1984) and weighting up to 90 kilograms (Pritchard 1979).
The species has been observed in the basins of several South American rivers, such as Orinoco
(Venezuela), Essequibo (Guyana) and Amazonas (Brazil). In Brazil, this species is widely distributed
throughout the Amazon basin, its confluents and tributaries, reaching the central region of the country
through the Araguaia River and its confluents, such as Crixas—Acu River (Rose 1964; Pritchard and
Trebbau 1984; Iveron 1992). Thus, these testudines are widely consumed by riverside populations and the
inhabitants of large urban centers (Pezzuti et al. 2010). These animals exhibit long-life spans, diurnal
activity and omnivorous eating habits (Malvasio et al. 2003), feeding mainly from the substrate, algae and
small fishes. Since they inhabit close to areas with intensive agricultural production and gold panning
activities, individuals of this species may be contaminated with metals due to panning processes and
agricultural pesticides that are present in the environment.

Some studies investigating the bioaccumulation potential of the testudine group and the effects
of contaminants on different stages of their development, such as eggs/embryos, hatchlings in their first
year of life, juveniles and adults have been previoysly reported (Nagle et al. 2001; Frossard et al. 2013;
Haskins et al. 2017; Souza et al. 2018; Barraza et al. 2019; Esposito et al. 2020; Frossard et al. 2020).
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Nagle et al (2001) identified that there is a maternal transfer of metals to hatchlings turtles of Trachemys
scripta, as well as embryonic mortality and deformities in hatchlings that correlate with levels of maternal
transfer. These authors report that the levels of metals transferred from females to hatchlings of T. scripta
are comparable to the values maternally transferred by some species of water birds that inhabit irrigation
ponds as recorded by Ohlendorf et al. (1986). Mufioz and Vermeiren (2020) suggest in their study with
sea turtles that a selective maternal transfer of individual compounds (such as organochlorine pesticides
(OCPs), polychlorinated biphenyls (PCBs), polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHSs) and
polybrominated diphenyl ethers (PBDEs)) takes place. According to these authors, this occurs due to
biological factors, such as foraging and remigration behavior, and due to the selective mobilization of
persistent organic pollutants (POPs) during vitelogenesis. These authors also described that there is an
important gap to be investigated, which is related to the knowledge of selective toxicokinetics during
embryonic development, since the research so far has focused mainly on the initial absorption of eggs.
According to Hopkins et al. (2001) and Burger et al. (2007), the most frequently reported metal poisoning
in turtles is associated with selenium (Se). Neverthless, other metals found to be bioaccumulated in
reptiles are arsenic (As), cadmium (Cd), chromium (Cr), copper (Cu), iron (Fe), lead (Pb), and mercury
(Hg) (Tryfonas et al. 2006; Andreani et al. 2008). Many of these studies have evaluated the maternal
transfer of metals to turtle eggs, but few have evaluated the accumulation of metals in different tissues of
hatchlings turtles. Thus, further studies emcompassing this group are needed.

Ecotoxicological studies in aquatic and semi-aquatic organisms, such as turtles, are important to
evaluate the bioaccumulation toxic effects of specific chemical elements. The effects of metal
bioaccumulation on organisms and the exposure to these substances itself, may be detected by the
resulting genetic damage. Therefore, these animals can be used as excellent biomarkers and as an
effective early warning tool for ecological risk assessments and biomonitoring (Park and Choi 2007).
Loss of DNA integrity can cause genotoxic damages, such as DNA base modifications, strand breaks,
DNA adducts and crosslinking (Shugart 2000, 1990; Shugart and Theodorakis 1998; Frenzilli et al.
2009). These damages have been associated with carcinogenesis and detrimental effects on fecundity,
longevity and growth rates of the affected organisms, which may have significant demographic
implications (Theodorakis et al. 2000). Micronuclei (MN) testing is a sensitive, rapid and extensively
method applied as a genotoxic biomarker for wild species (Zapata et al. 2016). It enables the
quantification of DNA damage induced by physical and chemical agents since it detects chromosomal
and DNA damage at an early stage (Jha 2008).

According to Roe et al. (2004), the exposure to contaminants in the embryonic phase may be
harmful to oviparous organisms, leading to low hatching success. Embryos’ exposure to contaminants can
occur by transfer from the female or/and from the environment in which the nest was placed (Roe et al.
2011; Frossard et al. 2020). According to Valdes et al. (2015), contaminants present in the incubation
sediment alters the structure and fat of the egg shells, making it reasonable to infer that the reduction of
total fat together with calcium affects the rates of water transport to the embryo, interfering with
embryonic development. Reptiles with more flexible eggshells, such as P. expansa, are more sensitive to
changes in water of the environment, and embryonic metabolism is directly affected by the availability of

water (Packard et al. 1982). With the decrease in total fat, the transport of water through the eggshell can
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be enhanced and this greater absorption can affect hatching rates (Packard et al. 1982). Valdes et al.
(2015) observed significant reduction on hatching rates of P. expansa eggs during single exposure to high
concentrations of agrochemicals in the incubation sediment. Sparling et al. (2006) also reported that eggs
of T. scripta elegans showed reduced hatchability after exposure to high concentrations of herbicides in
the sediment, as well as Souza et al. (2018) observed a decrease in hatchability rate in Chelonia mydas
exposed to the incubation sediment containing metals. So, if the eggs exposition to contaminated
sediment can affect the hatchability rate of turtles, what effects can happen with hatchlings that survive to

the incubation period?

Therefore, the objective of this study was to evaluate eggs and hatchlings of Podocnemis expansa hatched
in beaches impacted by anthropogenic actions (Crixas-Agu River) and in an Environmental Protection Area
(Araguaia River - EPA), by quantifying metals (Al, Cd, Cr, Cu, Fe, Mn, Pb, Sn, and Zn) in eggshells, eggs
contents, hatchlings (some tissues) and nest sediment, as well as analyzing the genotoxic profile in the
blood of the newly hatched turtles.

2. MATERIAL AND METHODS
2.1 Sampling area

Podocnemis expansa (giant Amazon river turtle) biological samples were obtained from two
areas: 1) In the Environmental Protection Area (EPA) assigned as Meanders of the Araguaia River and 2)
In the advanced base of the “Projeto Quelonios da Amazonia” (Amazon Chelonian Project (ACP) of the
Crixas-Ac¢u River/ ‘Barra’ Farm, Goiés, Brazil.

The Meanders of the Araguaia River (EPA area) is one of the bases of the Amazon Chelonian
Project (ACP), from the National Center for Reptile and Amphibian Management and Conservation
(RAMC) of the Chico Mendes Institute for Biodiversity Conservation (ICMBIo). This environmental
protection area is located on the southern tip of Bananal Island, the largest river island in the world. All
local beaches are located in preserved areas, far from private lands. The protected area has 22 beaches, 16
of which are river point bars beaches and six are mid-channel bars beaches. These sandbars emerge
during the dry season, from June to October, and are used as nesting sites by the South American River
Turtle (Brazil 1998).

The second area (Crixas-Agu River/ ‘Barra’ Farm, Goias, Brazil) covers 5 beaches, spread over
25 km of the Crixas-Acu River. In this area, the protection of South American River Turtles has been
annually performed by field agents of the Brazilian Institute of Environment and Renewable Natural
Resources (IBAMA), in which the turtles can nest in a relatively well-preserved area of the Crixas-Acu
river. The floodplain of the Crixas-Acu river is characterized by several marginal lakes. Although its
vegetation cover is relatively well preserved on the right bank, the left bank is more fragile, and the
deforestation extends up to the riverbanks, which presents merely a fragmented riparian forest. This
channel exhibits high sinuosity and broad meanders, but it is short in length. From June to October, the
Crixas-Acu River reaches its lowest level and exposes its beaches, which are used by turtles as nesting
sites. In the Crixas-Acu river, the river level decrease is decelerated and gradual, however, its flood
regime is rapid and irregular. Sandbars exposure within the channels foments water to reach depths of less

than 30 cm in several locations (Ferreira Junior and Castro 2006).
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2.2 Samples acquisition

Samples of eggs and hatchlings of the giant Amazon river turtle, Podocnemis expansa, were
used. Biological samples were collected from eight nests in Meanders of the Araguaia River (EPA) and
three nests in Crixas-Acu River. Four eggs were collected from each nest at the egg-laying period from
the female cloaca (divided in shell and egg contents), four eggshells of hatchlings, three newly hatched
turtles and sediment samples. Samples were collected during the nesting season of 2016 at Meanders of
Araguaia River-TO/GO EPA and the assembling took place during the 2017 season at the Crixas-Acu
River.

Sampling methodology and all the procedures were conducted respecting the following
authorizations for scientific activities: Ministry of the Environment - MMA; Chico Mendes Institute for
Biodiversity Conservation - ICMBio; Biodiversity Authorization and Information System - SISBIO
(Number: 50290-1); and Committee on Ethics in Animal Use at Vila Velha University - CEUA (# 357-
2015), for the 2015/2018 breeding seasons.

As soon as turtles were spotted climbing the beach to lay their eggs in their nests, four eggs from
each nest were collected at the egg-laying time directly from female cloaca, for shell (ELT) and egg
contents (EC) samples. At the end of the incubation time (approximately 60 days), more samples were
collected in the same nests: eggshells of newly hatchlings (ENH), hatchlings (H), and the nest sediment.
Afterwards, all samples were subjected to metal analysis.

Hatchlings underwent biometric analysis, followed by blood collection and their euthanasia, for
tissue removal. The removed tissues were stored at -20°C freezer until taken, on dry ice by air, to the
Laboratory of Applied Ichthyology (LabPeixe), at the University Vila Velha (UVV-ES). At LabPeixe, all
biological samples were prepared for bioaccumulation analysis and the sediment samples were prepared
for the metal quantification analysis. The collected blood was used in genotoxicity test (Micronucleus
Test). Subsequenty, slides were also prepared at each sampling site for this test and the cell count was
performed at LabPeixe/UVV.

2.2.1 Blood and tissue sampling

Hatchlings were physically restrained, and blood was collected by intrathecal puncture using a
1.0 mL syringe and 25x7 heparinized needle. After blood collection, the animals were euthanized with an
intrathecal injection of lidocaine 3 %. Kidney, liver and shell samples were dissected for metal

determination.

2.2.2 Biometry
Samples were assessed with a tape measure. The curvilinear shell length (CSL) and curvilinear

shell width (CSW) were measured in all animals, which were then weighed on an analytical balance.

2.3 Genotoxic Analysis - Micronuclei Test
The blood of each animal was collected and dripped on two slides to perform blood extensions,
immediately after the animals’ euthanasia. After drying at room temperature for a period of 24 hours, the

slides were subjected to a 30-minute bath in methanol P.A (100 %) for fixation of erythrocyte cells.
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Samples were then stained with a 5 % Giemsa solution for 40 minutes; washed with distilled water and
dried at room temperature for 24 hours, as described by Grisolia et al. (2005). After drying, the material
was observed under light microscope at 400x magnification. One thousand blood cells (erythrocytes)
were counted on each slide to quantify micronuclei. The values of micronuclei obtained in the present
work correspond to an average count of the two slides per hatchling. The micronuclei (MNs) were
identified following the criterion proposed by Fenech et al. (2000).

2.4 Metal Quantification

Extraction for trace metal determination followed the EPA 3051 methodology. The eggshell, egg
contents and sediment were dried at 60 °C for 24 hours. The eggshells (ELT) and egg contents (EC) were
grounded and homogenized separately. Only the tissues were digested without drying. All materials were
digested in nitric acid (HNO3) to a total volume of 2 mL. Digestion was carried out overnight at first,
followed by hot plate at 40 °C for approximately two hours, until the solution was translucent. After
digestion, the samples were filtered and transferred to a 15 mL falcon tube, and the volume adjusted with
type 1 ultrapure water.

Nine distinct trace elements were determined in sediment and in biological samples: aluminum
(Al), cadmium (Cd), chromium (Cr), copper (Cu), iron (Fe), lead (Pb), manganese (Mn), tin (Sn), and
zinc (Zn). Trace elements analysis of previously digested samples was carried out using an Inductively
Coupled Plasma Optical Emission Spectrometry (ICP OES) iCAP 6000 Series (Thermo Fisher Scientific,
England), equipped with an autosampler, Cetac Autosampler ASX-520 (Thermo Fisher Scientific,
England). Sample introduction system used was composed of a cyclonic chamber and concentric
nebulizer. The system was controlled using iTEVA™ Instrument Control software (Thermo Fisher
Scientific, England).

The analysis quality control was performed using two certified reference materials for metal
analysis. The reference material used for sediments was the BCR-667 (Institute for Reference Material
and Measurements®), and the reference material of fish muscle was the ERM - BB422 (European
Reference Materials®). Samples of these certified reference materials were treated and analyzed exactly

as described above.

2.5 Statistical analysis

Results were analyzed for normality using Shapiro-Wilk test, followed by Kruskal-Wallis One
Way Analysis of Variance on Ranks, to perform the comparison between the eggshells at the laying time
(ELT) and the eggshells of newly hatchling (ENH), between the two sites (Araguaia River and Crixas
River). A Mann-Whitney's test was also performed for comparative analyzes between the metal
concentrations in eggshells at laying time (ELT) and egg contents (EC), and between eggshells of newly
hatchlings (ENH) and hatchlings (H), for each sampling site separated. To perform these comparisons,
data from hatchlings tissues was calculated at a dry weight base using as reference Chelonia mydas
hatchling water contents (72.5 %) according to Godley et al. (1999).

The Kruskal-Wallis One Way Analysis of Variance on Ranks was also performed for each

hatchling tissue sample to investigate differences in the quantities of bioaccumulated metals between
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tissues, followed by the Dunn a posteriori test to evaluate the differences between the averages of each
site. Data were presented as medians and the respectives ranges and quartiles. In order to verify the
significance of the data obtained in this study, the analysis were performed separately for the
micronucleus and for the bioaccumulation tests on turtle tissues in the SigmaStat program (11.0).

Principal component analysis (PCA) was also carried out, ordering sampling units for each
evaluated tissue by the descriptors used (concentration of the metals analyzed), with separated analysis
for each site. This multivariate analysis was conducted with the software R 3.3.2. Before this analysis, all
data were standardized using the “standardize” method of the “decostand” function, from “vegan” R
package. Standardization tends to increase the influence of variables denoting small variance and to
reduce the influence of variables with large variance. Furthermore, the standardization procedure

eliminated the influence of different measurement units and generated a dimensionless data.

Also, Pearsons’ correlation test was conducted, separated for each site, to verify the existence of a

correlation between the concentration of each metal in the hatchlings and their micronuclei frequency.

3. RESULTS
3.1 Biometry

Females sampled at the experimental nests in the APA Meanders of the Araguaia River
presented a length of 0.62-0.76 m, width of 0.52-0.72 m and weight of 18-41 Kg. The collected hatchlings
had a length of 5.3-6.1 cm, width of 5.4-6.0 cm and weight of 19.0-30.0 g.

Regarding the beaches of Crixas-Acu river, the females sampled at the experimental nests
exhibited a length of 0.62-0.73 m, a width of 0.52-0.61 m; and weight of 19.6-31.5 Kg. The collected
hatchlings were 5.3-6.2 cm long, 5.3-6.0 cm wide and had 19.0-29.8 g.

There were no significant differences in the size of egg laying females nor in hatchlings between

the two locations.

3.2 Metal quantification in sediment

Sediment samples from both sites presented all measured metals, however, the sediment from
Crixas-Acu River nests portrayed higher concentrations of Al, Cd, Cr, Cu, Fe and Mn (Table 1) in
comparison to the nests’ sediment of the Araguaia river. It is important to highlight that Cu, Fe, Mn, and
Zn were 4.35-fold, 4.56-fold, 11.70-fold, and 20.22-fold respectively, higher in the sediment from Crixas-
Acu river than Araguaia river. In another hand, Pb and Sn were found in similar concentrations in both

sites.

3.3 Metal quantification in the eggshells, in the egg contents, and in the aggregate of total tissues of
Podocnemis expansa hatchlings

Figure 1 displays the accumulation of some metals in eggshell (ENH) after the incubation period
in their nests (about 60 days) in comparison to the eggshells at laying time (ELT), for both sampling sites.
Furthermore, maternal transfer of both essential (Cr, Cu, Fe, Mn, and Zn) and non-essential (Al, Cd, Pb,

and Sn) metals to the eggshells at the egg laying time (ELT) was observed.
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In Figure 1, it is still possible to observe that the hatchlings’ eggshells (ENH) collected in the
Crixas-Acu River presented a higher metal concentration than the ones collected at Araguaia River, after
the incubation period, with significantly larger values for six metals (Al, Cd, Cr, Fe, Mn, and Pb), and
considerably larger values for five metals (Al, Cd, Mn, Pb, and Sn) in the comparison with eggshells at
laying time (ELT).

The comparison between egg contents sampled at the laying period (EC) and hatchlings (H - sum
of the tissues samples analyzed (liver, kidney and shell) shows a significant increase in the concentration
of most metals in the latter group (H) for both sampling sites (Figure 2). Podocnemis expansa egg
contents (EC) portrayed no difference between both sites.

Tin and cadmium were not detected in the egg content samples. Nevertheless, 0.0005 Sn and
0.0076 Cd were quantified in the Araguaia River hatchlings (H), while in the Crixas-Acu River samples
were quantified 0.0064 of Sn and 0.0003 of Cd. This same figure 2 shows that the concetrations of Cu, Sn
and Zn were significantly higher in hatchlings from Araguaia River (P<0.001, P=0.037, and P=0.001,
respectively) than hatchlings from Crixéas-Agu River.

Eggshell at laying time (ELT) was compared with egg contents (EC) (table 2). Most of metals
(Al, Cd, Cu, Mn, Pb, and Sn) had significantly higher concentrations in ELT in relation to EC, for both
sites. Zinc was higher in egg contents for both sites as well. Cr and Fe were higher in EC of Araguaia
River, and both metals have similar concentrations in ELT and EC of Crixas-Acu River.

Eggshell after the incubation period in nests (ENH) were compared with hatchlings (H) (table2).
Eggshell from hatchlings incubated on nests of Crixas-Acu River beaches presented significantly higher
concentrations of metals compared with hatchlings, except for Zn (table 2). The opposite situation occurs
on the beaches of the Araguaia River, since the concentration of metals in hatchlings was significantly

higher than eggshell, with the exception of Mn. Tin dind’t present differences in concentration (table 2).

3.4 Metal quantification in tissues of Podocnemis expansa hatchlings

The quantity of metals in the tissues (kidney, liver and shell) of the P. expansa hatchlings on the
beaches of Meanders of Araguaia River (APA) were evaluated through the PCA presented in Figure 3A.
This analysis indicates that the kidney had larger accumulation of Cr and Pb among all tissues analyzed;
the liver accumulated more Cd, Cu, Fe, Mn, and Sn; and the shell exhibited higher Al concentrations.

PCA carried out with metal concentration data from tissues (kidney, liver and shell) of P.
expansa hatchlings from the beaches of the Crixas-Acu River (Figure 3B) evidences that the kidney
accumulated small quantities of every metal, but exhibited predominance of Al, Cr, and Pb. The liver
accumulated superior amounts of Cd, Cu, Fe, Mn, Sn, and Zn while the shell denoted higher values of Cr,
Pb and Al.

PCA analysis outcomes of the hatchlings tissues from the Araguaia River are shown in Table 3.
The first two axes collectively explained 65.3 % of the total variation in metal concentration in the
evaluated tissues of P. expansa. The first axis represents 49.69 % of the total data variance, with positive
scores attributed to the metals Al, Cr and Pb, while Cd, Cu, Fe, Mn, Sn and Zn showed negative scores on

this axis.
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The results of the PCA analysis for hatchlings tissues from the Crixas-Agu River are shown in
Table 4. The first two axes collectively explained 70.97 % of the total variation in metal concentration in
the evaluated P. expansa tissues. The first axis represents 46.78 % of the total data variance, with positive
scores attributed to the metals Al, Cd, Cu, Fe, Mn, Sn and Zn, while Cr and Pb portrayed negative scores

on this axis.

3.5 Genotoxic Analysis - Micronuclei Test

The frequency of quantified micronuclei was significantly higher in the Crixas-Acu River animals (P
=0.006), with an average of 15.25 %o micronuclei. However, hatchlings on the Araguaia River beach
presented 10 %o erythrocyte micronuclei which was also an elevated average. These values are more
preeminent when compared to other turtles, such as the Chelonia mydas hatchlings found in Trindade
Island, an oceanic island located at 620 miles offshore without direct anthropogenic impacts, which
averaged 1.3 %o micronuclei after hatching (Table 5).

The correlation analysis between each metal quantified in the hatchlings and the frequency of

micronuclei found showed that there are no specific correlations (table 6).

4. DISCUSSION

The quantification of metals (Al, Cd, Cr, Cu, Fe, Mn, Pb, Sn, and Zn) in the hatchlings of giant
Amazon River turtle reveals two possible sources of accumulation. The first accumulation of metals may
come from the females during egg production, and the second source is from the metals transfer of sediment
from the nests to the newly hatched turtles. Despite of the eggshell efficiency to prevent metals transfer
from the environment to the embryo, this barrier was not sufficient to completely inhibit metals transfer to
the hatchlings, which resulted in their bioaccumulation in tissues. This transfer of metals, especially for the
nonessential ones, is the feasible cause of the genotoxic damage observed in hatchlings, as highlighted by
the elevated incidence of erythrocytes micronuclei.

The large numbers of erythrocyte micronuclei found in the hatchlings (15.25 %o and 10 %o in
hatchlings of Crixas-Ac¢u River and Araguaia River, respectively), is a significative evidence of the
sediment’s toxicity and damaging effects on hatchlings.These results indicate a loss of DNA integrity in
P. expansa individuals, considering that these values are significantly superior to those found by other
authors: Zapata et al. (2016) observed a frequency of 0 to 2 MN in T. callirostris blood samples collected
in areas without anthropic interference (negative control); and Frossard et al. (2020) observed a MN
frequency of 1.3 %o in C. mydas hatchlings on preserved beaches of Trindade Island. In contrast,
hatchlings from Podocnemis unifilis exposed to copper for 60 days presented similar MN values (12 %o)
(Frossard et al. 2013) to those found in the present study. These observations indicate that the existing
environmental conditions on the beaches of both rivers, whether in a Conservation Unit or not, are prone
to significant anthropogenic interference. According to some authors (Shugart 1990; 2000; Shugart and
Theodorakis 1998; Jha 2008), loss of DNA integrity can cause genotoxic effects such as DNA base
modifications, strand breaks, DNA aducts, and crosslinking. These types of damages have been
associated with carcinogenesis and detrimental effects on fecundity, longevity and growth rates of the

affected organisms, which may have important demographic implications (Theodorakis et al. 2000).
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Therefore, evidence of genotoxic damage as observed here can be considered a useful biomarker,
employed as an effective early warning tool in ecological risk assessment and environmental
biomonitoring (Park and Choi 2007).

The results obtained in the present study also shows that there are no specific correlations of
erythrocyte micronuclei with a particular metal. In this case, the sum of the individual metal effect, or the
potential synergistic (>additive) of them may be the reason of the increase on micronuclei frequency. In
addition, and concomitant to metals accumulation, other biotic and abiotic agents may be present in the
eggs producing this genotoxic effect that we did not test for.

Maternal transfer of metals has also acted in these genotoxic effects on hatchlings turtle, since
this type of transfer was observed in the present study, where an accumulation of metals in the eggshells
and egg contents was noticed for both essential (Cr, Cu, Fe, Mn, and Zn) and nonessential (Al, Cr, Pb,
and Sn) metals. Maternal transfer of metals has also been reported in previous studies (Sakai et al. 1995;
Keen et al. 1997; Nagle et al. 2001; Roe et al. 2004; Guirlet et al. 2008). According to Sakai et al. (1995),
a feasible pathway for turtles to excrete excess metal is through reproduction by transferring the
pollutants to their eggs. As females acquire metals through the food chain, these elements can be stored or
disposed by them (Burger and Gochfeld 1991). The transference of essential metals, such as Cu, Se and
Zn, is important to promote standard embryo growth, enabling normal functioning of both cellular and
structural metabolisms as well as precise operation of several vital proteins (Eisler 1998; Pappas et al.
2006). Therefore, maternal transfer to egg is necessary for successful embryo development (Keen et al.
1997). However, a study on bioaccumulation in freshwater turtles (Trachemys scripta and Chrysemis
picta) pointed out higher Cd levels, suggesting that maternal transfer of toxic elements to eggs could be
advantageous to the females, as they could regularly decrease the concentration of metals in their own
bodies during nesting events (Nagle et al. 2001). On the other hand, the question of how these compounds
impact embryo development and physiological systems obviously arises (Roe et al. 2004). In this study,
lower metal concentrations were found in egg contents (EC) in comparison to eggshells (ELT). This
difference in metal transfer between these two compartments may indicate a strategy for embryo
protection, in which females transfer greater concentrations of metals to the eggshells. However, the
effects of metals on the newly hatchling turtles could not be avoided, since there also have a transfer of
metals from the contaminated sediment of the nests to the hatchlings.

The giant Amazon river turtle is an opportunistic omnivorous animal, with predominant
herbivore habit. Its diet is varied and includes fruits, flowers, seeds, stems, roots and leaves as well as
insects crustaceans, mollusks and fishes (Pritchard and Trebbau 1984; Ernst and Barbour 1989; Luz
2005). As the food preference is predominantly herbivorous for these animals (Vogt 2008), it is assumed
that the accumulation of metals in their tissues is relatively low compared to several other species
presenting other feeding habits. Nevertheless, these levels are still significant, especially if these turtles
feed on polluted environments. In the present study, an accumulation of metals was recorded in the P.
expansa individuals, since was observed maternal transfer of metals to the eggs.

Contaminants’ influence on certain freshwater turtle species were examined by previous studies
(Burger and Gibbons 1998; Nagle et al. 2001; Henny et al. 2003; Tryfonas et al. 2006; Valdes et al. 2015;

Frossard et al. 2020). According Nagle et al. (2001) incubation of Trachemys scripta embryos in ash
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polluted soil could be associated with reduced embryo survivorship. Tryfonas et al. (2006) identified
variations in the amount of metals (Al, Cd, Cu, Cr, Mn, Ni, Pb, Sn, and Zn) between eggshells and egg
contents of Trachemys scripta elegans and they concluded that Al, Cu, Mn, Sn, and Zn detected in the
egg content can be related to the concentrations available in sediments, to the time spent by T. scripta
females in the water, and to their eating habits. The present study observed higher proportions of metals
(Al, Cd, Cu, Mn, Pb, and Sn) in eggshells at the time of laying (ELT) in relation to egg contents.
According to Tryfonas et al. (2006) the high levels of Zn in egg contents, compared to eggshells and other
metals, were probably due to the essentiality of Zn for embryonic development. In the present study, we
confirmed this hypothesis since greater amounts of Zn and Fe were also observed in the egg contents of
P. expansa from both sites than in the eggshell. However, during such natural transfer process, non-
essential metals are also transferred, including Cd, Ni, and Pb (Frossard et al. 2020), and also Al in the
present study. Even Burger and Gibbons (1998) identified that the concentrations of Pb, Hg and Se were
higher in the egg content than in the shell of T. scripta.

Regarding the metals quantified in the sediment of the two locations in this study, it is observed
that there is a greater amount of metals (such as Al, Cd, Cr, Cu, Fe, and Mn) in the sediment of the
beaches of the Crix&s-Agu river in relation to the sediment of the Araguaia beaches. This situation may be
due to the stronger ongoing anthropic influence in the area of the Crix&s-Acu River, which receives
domestic, industrial, agricultural, etc., effluents. Another feasible explanation would be the
geomorphological differences between both studied areas. These distinctions between the nesting areas of
Araguaia River and Crixas-Ac¢u River are significant and may also influence the movement of
contaminants’ as well as their sedimentation on bar sands, leading to a consequent bioaccumulation of
contaminants. According to Castro and Ferreira Janior (2008), the beaches of the Crix&s-Agu River are
higher, compared to the river water level, than those of the Araguaia River. However, it is common that
almost every year the nests of Crixas-Ac¢u become totally flooded during the rainy season, while the nests
located at the Araguaia are less influenced by rising water levels. These events are due to the deeper
insertion of the Crixas-Agu River in its basin, an insertion that results in a narrower channel with higher
riverbanks. With higher precipitation levels during the rainy season, the waters become restricted within
the river channel, resulting in fast water level rises, wherein the water can reach the most elevated areas
of the riverbanks.

Conversely, the Araguaia River floodplain is wider and, therefore, its water level rises at a
slower rate despite the larger water volume, with a greater dilution potential than those found in smaller
rivers, such as the Crixas-Acu. According to Castro and Ferreira Junior (2008), this geomorphological
difference in association with the seasonal variations of rainfall regime ultimately affects the reproductive
success of turtles and could also play a significant role regarding metals’ concentration and other
bioavailable contaminants in river sediments. In addition, expansion of agricultural frontiers and the
proliferation of gold mining activities have been observed in the Upper Araguaia River basin from the
1970s onwards, particularly on the side of Goids state where the Crixas-Acu River is located, with a
significantly intensification of natural resources degradation. These impacts may be the reason for the

larger amount of metals accumulated in eggshells after the incubation period (ENH), since the
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concentration of most metals (Al, Cd, Cr, Fe, Mn, and Pb) in eggshells of this site are significantly greater
than those found in eggs incubated in nests of the Araguaia River beaches.

As reported, the nests sediment of both sites transfers metals to the eggshell (ENH) and,
consequently, to the hatchlings turtle. However, a significantly greater amount of metals is observed in
the eggshells from the nests of the Crixas-Acu river, probably due to the greater amount of metals present
in the soil of this region. According to Valdes et al. (2015), water and gases are exchanged between the
egg/embryo and the incubation environment by a natural process. However, together with the necessary
components for the formation of the embryo, essential and non-essential metals were also absorbed,
causing differential accumulation of these metals in the different tissues studied, which must also have
been the cause of genotoxic damage observed on newly hatchling turtle, as detected in the present study.
Frossard et al. (2020) observed similar results in eggs of Caretta caretta after Funddo dam failure, in
Minas Gerais State, Brazil that reached the nesting areas of this specie in Espirito Santo, Brazil. Even
these authors identified high values of erythrocyte micronuclei in the newly hatchling turtles.

Nagle et al. (2001) found no relationship between the type of incubation substrate and the
contamination by trace elements of the developing hatchlings. However, they suggest that the elements
dissolved in the water next to the incubation sediment may enter the egg through the pores of the
limestone shell and be absorbed by the shell membranes due to the fact that the turtle eggs have a flexible
shell and have been shown to absorb a considerable amount of water during development. In the present
study, we observed that the accumulation of Cd, Cu, and Zn in the hatchlings occurred differently
between the two studied sites. The hatchlings hatched in the Araguaia River had higher amounts of these
metals, and less in their eggshells. This fact can be corroborated by the combined action of the absorption
of metals from water and incubations' sediments of the turtles’ eggs.

The hatchlings’ tissues with the highest metal bioaccumulation in beaches of both rivers were the
kidney and the liver, demonstrating their strategies of filtering out and metabolizing these substances.
Although it was the shell that had the strongest relationship with Al and Zn, the liver was the tissue with
the largest Cd, Cu, Fe, Mn, and Sn amounts, followed by the kidney, with the largest Cr and Pb values.
Studies on the distribution of metals in newly hatchlings turtle’s body are scarce, but multiple studies
with addults and eggs turtles show that usually metals concentrate in the order of kidneys, liver, muscle
and in their eggs (Storelli e Marcotrigiano 2003; Jakimska et al. 2011; Ross et al. 2017). Frossard et al
(2020) also idetintified a predominance of Cd and Mn in liver, Pb in kidney, Ni in carapace and Fe in
blood of hacthlings of C. mydas. Physiologically, different elements are processed by the body through
different metabolic mechanisms (Ross et al. 2017), following similar patterns of metal accumulation
among marine vertebrates. For example, As, Cd, Hg, and Pb are often found to concentrate most highly in
specific tissues in marine turtles, in that As concentrations tended to be highest in muscle, Cd
concentrations inclined to be highest in kidneys, Hg in the liver, and Pb levels tended to be higher in
calcified tissues, specifically bones and carapace (Storelli and Marcotrigiano 2003; Agusa et al. 2008;
Jakimska et al. 2011; Perrault 2012). However, even closely related species can show great variation in
metal contents, or even the same species in different places, which complicates making general

predictions of metal accumulation rates (Fairbrother et al. 2007; Ross et al. 2017).
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The results of this study emphasize that the hatchlings of and P. expansa can accumulate metals from
maternal transfer and from nests’ sediments, which can affect their health. Since genotoxic damage may
occur, with effects that could be associated with carcinogenesis and effects on the growth rate of affected
organisms (Theodorakis et al. 2000). Hatchlings’ turtles contaminated with metals could also have
problems with the righting time, since Frossard et al. (2013) observed that this behavior was affected by
exposure to the Cd-contaminated diet after 30 days on P. unifilis. This behavior is frequently observed in
young aquatic turtles (Burger 1976) and if it is harmed it can increase exposure to predation or sensitivity
to dehydration (Finkler 1999; Steyermark and Spotila 2001; Kolbe and Janzen 2002). The ability to correct
(that is, the correction response) may therefore be related to juvenile survival and, therefore, be a critical

fitness component for juvenile turtles exposed to contaminants.

5. CONCLUSION

We concluded that eggs and hatchlings of Podocnemis expansa hatched in beaches of Crixas-
Acu River and Araguaia River acquired metals (Al, Cd, Cr, Cu, Fe, Mn, Pb, Sn, and Zn) from maternal
transfer and from nests’ sediments. The accumulation of metals occurred at different extents depending
on in the tissues analyzed (liver, kidney and shell), and this metal accumulation in the hatchlings of P.
expansa provoke an increase in the frequency of erythrocyte micronuclei. We also conclude that

hachlings of P. expansa appear to be useful bioindicators of metal contamination.
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Table 1 Metal quantification (ug/g) in the sediments of Podocnhemis expansa nests collected in the
beaches of Araguaia and Crixas-Acu Rivers, GO, Brazil.

Metals Values Araguaia (AR) Crixas-Acu (CR) [ CR/AR
AL e sesess  Taiee Qo1 3w
cd Mlvllr?dl\l;algx 0.0087()-8.10012 0.0%2?5302 <0.001 2.41
cr MNilr?Ejl\i?I;x 0,02'1(2?)?037 O.O%gi?z% <0.001 2.95
cu M'vllr?dl\ljgx 0.08538.7011 0.02'7%?029 <0.001 4.35
Fe M’\/ilr?fjl\i;algx 13_1086?264?61 455?‘2161_231 4 <0.001 4.56
Mn Mlvulr?dl\l/lagx 0.232-%)?28 0_5'53?:98 0.012 11.70
Pb M'vllr?dl\lzgx 0.8'2%2.304 0,02'79?),2042 0.181 152
s Vi Max 0.03.0.09 o 0.133 0.54
“n Mlvilr?fjl\i:;x 0.03210.#287 0_203;?(? 283 0.048 2022

Number of sampled nests: Araguaia River = 8 and Crixas-Acu River = 3,
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Table 2 P-values from comparisons (Mann-Whitney's test) between the metal concentrations found in eggshells
at laying time (ELT) vs egg contents (EC), and between eggshells of newly hatchlings (ENH) vs hatchlings (H)
of Podocnemis expansa collected in the beaches of Araguaia and Crixas-Acu Rivers, GO, Brazil. Significant
differences were considered when p<0.050.

. . Metals
River  Comparation —4 Cd Cr Cu Fe Mn Pb sn Zn
ELTVSEC  <0.00L <0001 <0.00L 0010 <0001 <0001 <0.001 <0.001 <0.001
Araguaia ENHvsH 0001 <0.001 <0.001 <0001 <0.001 <0.001 <0.001 0.168 <0.001
ELTVSEC <000l <0001 0116 0003 0112 <0001 <0.001 <0.001 <0.001
Crixas-Agu

ENHvs H <0.001 <0.001 0.010 0.027 <0.001 <0.001 <0.001 0.025 <0.001
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Table 3 Eigenvalues and correlation coefficients of principal component analysis (PCA) based on metal
concentration values (Al, Cd, Cr, Cu, Fe, Mn, Pb, Sn, and Zn,) for all tissue samples (kidney, liver and
turtle shell) of Podocnemis expansa hatchlings nested on the beaches of the Araguaia River.

Correlation coefficients

Variables PC1 PC2

Al 0.3034304 0.75062366
Cd -1.2770231 -0.41870867
Cr 0.8021218 -0.99051522
Cu -1.1634550 -0.47719565
Fe -1.3879037 -0.28640259
Mn -1.5467668 -0.05815893
Pb 0.7508741 -0.69461659
Sn -1.4836653 -0.30342385
Zn -0.9162694 1.02503895
Eigenvalues 4.4723 1.4052
Explained variance (%) 49.69 15.61
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Table 4 Eigenvalues and correlation coefficients of principal component analysis (PCA) based on metal
quantity values (Al, Cd, Cr, Cu, Fe, Mn, Pb, Sn, and Zn) for all tissue samples (kidney, liver and hull) of
Podocnemis expansa hatchlings nested on the beaches of the Crixas-Acu River.

Correlation coefficients

Variables PC1 PC2

Al 0.06014599 0.95792495
Cd 1.14614134 -0.22852
Cr -0.17318935 1.31492672
Cu 1.21861110 0.05563899
Fe 1.12272829 0.09824329
Mn 1.17159868 0.33839845
Pb -0.22710497 1.16892584
Sn 1.30153408 -0.13637919
Zn 1.04496245 0.28868801
Eigenvalues 4.2104 2.1775
Explained variance (%) 46.78 24.19
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Table 5 Line equation, R and p-values from correlation between the concentration of each metal in the
hatchlings of Podocnemis expansa and their micronuclei frequency (%o), at each sampling site.

Araguaia River

Crixas Acu River

Metals R p Line Equation R p Line Equation

Al -0.020 0.930 y = -0.1065x + 9.8256 0.190 0.430 y =5.4141x + 11.92

Cd -0.180 0.400 y =-3367.7x + 11.322 -0.250 0.300 y = -68785x + 38.866
Cr -0.078 0.720 y =-79.67x + 11.085 0.027 0.910 y =39.724x + 14.611
Cu 0.120 0.570 y = 3.8047x + 8.1066 -0.086 0.720 y =-16.568x + 16.486
Fe -0.025 0.910 y =-0.956x + 9.7685 -0.240 0.310 y = -2.6409x + 22.354
Mn 0.055 0.800 y = 8.4622x + 9.0154 -0.370  0.110 y =-1.401x + 15.352
Pb 0.330 0.120 y = 229.27x +7.5105 0.065 0.790 y =50.047x + 14.916
Sn 0.180 0.410 y = 378.43x + 6.9362 -0.130  0.580 y =-834.51x + 20.302
Zn 0.290 0.180 y = 1.7169x + 6.612 -0.039 0.870 y =-0.6122x + 15.948
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FIGURE CAPTIONS

Fig. 1 Metal quantification (Fe, Al, Zn, Mn, Sn, Cr, Pb, Cu and Cd) in Podocnemis expansa eggshell
samples collected at egg laying time (ELT) and from the egg newly hatchlings (ENH), after approximately
60 days of incubation, in nests of Araguaia and Crixas-Acu Rivers. The box represents the interquartile
amplitude containing 50 percent of the values. The external lines (vertical) stand for the highest and lowest
values and the internal lines (horizontal) correspond to the median. Upper letter indicates significant
differences (p < 0.05) between samples.

Fig. 2 Metal quantification (Fe, Al, Zn, Mn, Cr, Pb and Cu) in Podocnemis expansa egg contents samples
(EC) collected directly from the female cloaca and the aggregate of hatchlings’ tissues (H; sum of kidney,
liver and hatch), after about 60 incubation days in the nests of Araguaia and Crixas-Acu Rivers. The boxplot
represents the interquartile amplitude containing 50 percent of the values. The external lines (vertical)
correspond to the highest and lowest values and the internal lines (horizontal) standing for to the median.
Upper letter indicates significant differences (p < 0.05) between samples.

Fig. 3 Principal Components Analysis (PCA) of the assessed metal concentration (Fe, Zn, Al, Cu, Mn, Cr,
Pb, Sn and Cd) in tissue samples (kidney, liver and shell) of Podocnemis expansa hatchlings nested on river
beaches of the Araguaia (A) and the Crixas-Acu (B) Rivers. In the Graph A, Pb and Cr displayed greater
influence over the clustering of kidney samples; Mn, Sn, Fe, Cd and Cu revealed greater influence over the
grouping of liver samples and Al on shell samples. The metals that accumulated the most in the liver were
Sn, Cd, Cu, Fe, Zn and Mn, as shown in Graph B.
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FIGURE 3
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Biomonitoramento com ovos e filhotes de Caretta caretta na Reserva
Bioldgica de Comboios, Linhares— ES, Brasil apds rompimento da barragem de
rejeitos de Mariana/MG
Alexandra Frossard, Gabriel Carvalho Coppo, Adriana Regina Chippari Gomes

RESUMO

O rompimento de uma barragem de minério, em novembro de 2015 em Mariana,
no estado de Minas Gerais, teve cerca de 39 milhdes de metros cubicos de lama de
rejeitos liberados na bacia do rio Doce e adjacéncias, assim como nas aguas costeiras do
entorno da foz desse rio. O rejeito atingiu também importantes areas de nidificagdo de
tartarugas marinhas na foz do rio. Prevendo os impactos significativos nesses animais
gue usam essa area, foram coletados sedimento e amostras de ovos e filhotes das
tartarugas da espécie Caretta caretta que fazem suas posturas nas praias protegidas da
foz do rio Doce, na Reserva bioldgica de Comboios, Linhares — ES, em trés temporadas
reprodutivas (2016, 2017 e 2018). Todo esse material coletado foi usado como
bioindicadores da avaliacdo dos impactos da lama de rejeitos proveniente do
rompimento das barragens de Funddo e Santarém - Mariana/MG. Foram coletadas
amostras de ovos diretamente da cloaca da fémea, cascas e filhotes eclodidos nas praias
da REBIO de Comboios, para quantificacdo de metais, danos genotdxicos e estresse
oxidativo. A guantificacdo de metais em amostras de sedimento, filhotes, conteddo dos
ovos e cascas foi realizada por ICP-MS e ICP-OES para Ag, As, Cd, Co, Cr, Cu, Fe,
Hg, Mn, Ni, Sb, Sn e Zn. A andlise do sedimento apresentou diferencas significativas
antes e pos a chegada da lama de rejeitos, com diminui¢do da concentracdo dos metais
ao longo dos trés anos avaliados. Observou-se que houve transferéncia de metais da
fémea para 0s ovos, assim como do sedimento para 0s ovos. Ja o sangue quando
analisados os danos genotoxicos, observa-se que a frequéncia de micronucleos
quantificados foi significativamente menor nos animais coletados a cada temporada,
com diminui¢do gradativa desses danos no passar dos anos, com uma média de 4,52 %o
de micronucleos (em 2016) e foi reduzindo nas duas temporadas reprodutivas seguintes,
2,84 %0 € 1,47 %o (2017 e 2018, respectivamente), contudo o figado dos filhotes
eclodidos foram analisados para o extresse oxidativo e ndo demostraram diferencas
significativas.

Palavras-chave: Bioacumulacdo, genotoxicidade, estresse oxidativo, metais, Testudines.
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INTRODUCAO

Muitos dos ambientes aquaticos pelo mundo todo estdo contaminados por
diferentes substancias, tais como metais, derivados de petréleo, agroquimicos,
medicamentos, entre outras (Mufioz e Vermeirem 2020; Perrault et al., 2019; Gallen et
al., 2019) fontes poluidoras: mineradoras, efluentes industriais e domésticos,
agricultura, petroleiros, etc. O Brasil, ndo diferente de outros paises, também tem seus

corpos hidricos assim afetados.

O rompimento de uma barragem de uma mineradora em novembro de 2015 em
Mariana, no estado de Minas Gerais, repercutiu pelo mundo. Nesse acidente cerca de 39
milhGes de metros cubicos de lama de rejeitos de minério atingiram as aguas fluviais do
rio Doce (Minas Gerais) e adjacéncias, assim como as aguas costeiras do entorno da foz
desse rio, j& no estado do Espirito Santo (Hatje et al., 2017). Ap6s o rompimento dessa
barragem, registros instrumentais de qualidade de sedimentos no estuario do rio Doce
mostraram que, mais de uma semana ap0ds a chegada da pluma contaminada nesse rio,
as concentracdes de alguns metais (por exemplo, Cu e Zn) eram 200 vezes mais altas do
que antes (Queiroz et al., 2018). Colapsos repentinos de barragens de rejeitos como este
que aconteceu podem transportar grandes quantidades de poluentes e de particulas de
sedimentos por longas distancias em pouco tempo, que depois se dispersam e se
acumulam nas aguas costeiras. Apos estes tipos de acidentes, aumentos intermitentes da
concentracdo total de poluentes podem ainda ocorrer por varias vezes, devido a
remobilizacdo de sedimentos apds fortes tempestades ou ainda por ressuspensao
causada pelo vento (Hatje et al., 2017), causando constantes prejuizos para a biota

aquatica.

Diante de situacGes como essas é que estudos de biomonitoramento devem ser
ainda mais intensificados. Apds o colapso dessa barragem em Mariana (MG-BR)
muitos estudos estdo sendo realizados abordando diferentes aspectos bioldgicos e nao
bioldgicos da area afetada. A bacia hidrogréafica do rio Doce é adjacente a maior
biodiversidade associada a recifes no Oceano Atlantico Sul (Francini-Filho et al., 2019),
onde varias areas marinhas protegidas foram estabelecidas (Magris et al., 2019).
Portanto essa é uma area de alta importancia para a conservagéo. Inclusive essa area
costeira foi uma das mais afetadas pela lama de rejeitos (litoral de Regéncia e Povoacéo,
norte do Espirito Santo), e é justamente nessa area, norte e sul da foz do Rio Doce que

se encontram inseridas as principais areas de nidificacdo dos testudines Caretta caretta
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(Linnaeus, 1758) e Dermochelys coriacea (Vandelli, 1761). Em vista disso, essas
tartarugas podem ser usadas como indicadores bioldgicos dessa area, ja que esses
organismos séo capazes de armazenar quantidades de substancias nocivas, como metais,

do ambiente que vivem (Frossard et al., 2013).

Impactos na natureza como este causado pelo rompimento da barragem em
Mariana (MG-BR) provocam danos na biota aquatica, causando mdultiplas alterac6es
nos organismos (Gomes et al., 2017). O nivel de severidade dessas alteracGes dependera
da toxicidade da substancia e da estabilidade no ambiente em que se encontra
(Vincente-Martorell et al., 2009). Em geral, quanto maior for a contaminacao, e quanto
maior for o tempo de exposicao, maiores as chances de impactos negativos atingirem
niveis superiores de organizacdo biolégica, como comunidades e ecossistemas (Zagatto
e Bertoletti, 2006). Tradicionalmente, as técnicas para a avaliagdo destes impactos vém
sendo divididas em duas abordagens principais: aquelas associadas aos niveis superiores
de organizacdo, tais como populacGes, comunidades e ecossistemas; ou aquelas
associadas em nivel individual — que trata de alteragdes comportamentais,
malformacdes, mudancas nas taxas de crescimento, reproducédo, alimentacéo, alteracdes
bioquimicas e fisioldgicas (Lee e Steinert, 2003) e danos genotoxicos (Shugart 2000;
Park e Choi 2007). Os estudos dessas respostas no nivel individual (chamadas de
biomarcadores) em diferentes niveis de organizacdo bioldgica fornecem informacoes
complementares, necessarias para a analise de risco ecoldgico (Shugart 2000; Park e
Choi 2007; Theodorakis et al. 2000).

O uso de organismos como bioindicadores em estudos ecotoxicologicos
possibilita avaliar como esses organismos respondem aos contaminantes, permitindo
avaliar o quanto o ambiente esta sendo alterado (Monroy et al. 2014a and b). Dentre os
organismos usados como bioindicadores enquadram-se 0s peixes, as ostras, 0S ouri¢os-
do-mar e as tartarugas, os quais acumulam metais por meio da alimentagdo, ou mesmo
pelo uso do habitat (Ducan et al. 2017, Nicolau et al. 2017). Além de acumularem
diversos contaminantes em seus tecidos, muitos desses organismos apresentam
mudancgas fisiologicas, bioquimicas e genotdxicas, tais como altera¢des na integridade
da membrana celular, no transporte de ions, no metabolismo celular, em atividades
enzimaticas (Lee e Steinert, 2003), assim como aumento na frequéncia de micronucleos
eritrocitarios (Shugart 2000; Park e Choi 2007).
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As tartarugas, de forma geral, sdo conhecidas como grupos-chave de animais que
atuam como sentinelas de disturbios ambientais, por causa de sua longa vida, habitos
alimentares, sua natureza migratoria e seus longos periodos de residéncia em areas de
forrageamento (Keller, 2013; Novilo et al., 2017). Por serem espécies de vida longa, sdo
susceptiveis a bioacumulacao de metais e de outros contaminantes em seus tecidos no
decorrer dos anos (Caurant et al., 1999, Finlayson et al., 2016). Portanto, podem refletir
ameacas naturais e antropogénicas em uma por¢do mais ampla do ecossistema (Fossi et
al., 2012; Nicolau et al., 2017). De acordo com o Grupo de Especialistas em Tartarugas
Marinhas da Unido Internacional para Conservacao da Natureza (IUCN), as ameacas
mais significativas as tartarugas marinhas incluem o desenvolvimento costeiro, o
aquecimento global, os impactos das pescarias, 0s agentes patogénicos e a poluicéo
(Mast et al., 2005).

Com base no que foi exposto, o objetivo do presente trabalho foi 0 biomonitoramento
da praia da REBIO de Comboios/ES, afetada pela lama de rejeitos proveniente do
rompimento das barragens de Mariana/MG, por meio da avaliacdo de bioacumulagédo de
metais e possiveis alteracdes genotdxicas e bioquimicas em exemplares de ovos e filhotes
da espécie Caretta caretta (tartaruga cabecuda), em trés temporadas reprodutivas
(2015/2016, 2016/2017 e 2017/2018). As hipoteses do trabalho sdo de que: 1) ha
transferéncia de metais do sedimento dos ninhos de incubagéo da praia da REBIO de
Comboios/ES para os ovos de Caretta caretta; 2) os filhotes dessa espécie nascidos dos
ninhos da praia da REBIO de Comboios/ES apresentam bioacumulacdo de metais, assim
como outras alteragdes (genotoxicas e bioquimicas) decorrentes da presenca de metais no
sedimento; 3) a bioacumulagdo nos filhotes diminui ao longo dos trés anos de
biomonitoramento devido ao decréscimo de metais no sedimento; 4) ha transferéncia de

metais das fémeas para 0s ovos (cascas e conteido do ovo).
MATERIAL E METODOS

O estudo foi conduzido na Reserva Bioldgica de Comboios (REBIO) (19° 40’ 19”
S - 39° 52' 56" W) situada nos municipios de Aracruz e Linhares, no Estado do Espirito
Santo (20°29'e 20°32'S - 29° 17" e 29° 21' W) localizada na foz sul do rio Doce, regido
atingida pela lama de rejeito apds rompimento de uma barragem de uma mineradora em
novembro de 2015 em Mariana, no estado de Minas Gerais. A REBIO possui 37 km de

praia e € utilizada como area de desova para C. caretta (Baptistotte et al., 2003). Dados
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referentes ao nimero de ninhos, localizacao, data da desova, duracdo de incubacéo, data
e sucesso de eclosdo foram coletados em conjunto com técnicos da Fundagdo Centro
Brasileiro de Protecdo e Pesquisa das Tartarugas Marinhas (TAMAR) junto ao Instituto
Chico Mendes de Conservacao da Biodiversidade (ICMBIo), nas temporadas
reprodutivas de 2015 a 2018.

Aquisicao dos exemplares

As temporadas de desova e de eclosdo da espécie Caretta caretta (Linnaeus,
1758) ocorrem de setembro a maio em Comboios, periodo o qual foram realizadas as
coletas das amostras (tabela 1). Foram utilizadas 30 unidades de individuos: 30 ovos
coletados no momento da postura, 30 cascas dos ovos apos eclosdo e 30 filhotes
eclodidos, por temporada, obtidos por busca ativa nas praias da REBIO de Comboios.
As 30 amostras foram coletadas em 10 ninhos diferentes, sendo que de cada um
coletou-se 3 amostras de cada. As coletas de amostras bioldgicas e de sedimento se
repetiram por trés temporadas consecutivas, nos anos de 2016, 2017 e 2018. No entanto
uma coleta de apenas sedimento foi realizada antes da chegada da lama ano de 2015
(novembro). O presente estudo foi autorizado pelo Ministério do Meio Ambiente -
MMA, Instituto Chico Mendes de Conservacgédo da Biodiversidade - ICMBiIo, Sistema
de Autorizacgéo e Informacdo em Biodiversidade - SISBIO Number: 53977-1 e pelo
Comité de Etica e Uso Animal - CEUA — UVV - #367-2016.

As tartarugas fémeas foram avistadas subindo a praia em dire¢do ao seu ninho no
momento da postura, trés ovos foram coletados diretamente da cloaca da fémea, antes
mesmo de encostarem no sedimento da praia. Posteriormente ao tempo de ecloséo,
esses mesmos ninhos que foram abordados no momento da postura, e acompanhados
durante todo o tempo de incubacéo foram abertos para a checagem do sucesso de
ecloséo, e em seguida foram coletadas as cascas dos ovos de filhotes eclodidos para a
realizacdo das determinacgdes de metais. Os filhotes que eclodiram tiveram seus tecidos
coletados na Base da REBIO para realizacdo das analises: biometria, testes de
genotoxicidade em eritrdcitos, analises bioquimicas em tecidos e quantificacdo de
metal. Esta Gltima analise também foi realizada nos ovos no momento da postura
(cascas e contetido do ovo), nas cascas dos ovos dos filhotes eclodidos e no sedimento

de cada ninho.
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Tabela 1. Periodo de coleta das amostras bioldgicas de Caretta caretta e de sedimento

na regido da Reserva Biologica de Comboios (REBIO), ES, Brasil.

Biometria

Amostra Data
Temporada de 2015 — antes da lama
Sedimento novembro
Temporada de 2016/2017 — apés chegada da lama
Ovos na postura janeiro e fevereiro
Cascas e filhotes maio
Sedimento maio
Temporada de 2017/2018 — apés chegada da lama
Ovos na postura novembro e dezembro/2016
Cascas e filhotes janeiro e fevereiro/2017
Sedimento janeiro e fevereiro/2017
Temporada de 2017/2018 — apés chegada da lama
Ovos na postura novembro, dezembro /2017 e janeiro/2018
Cascas e filhotes janeiro, fevereiro e marco/2018
Sedimento Janeiro, fevereiro e marco/2018

Todas as fémeas, no momento da postura quando seus ninhos foram identificados

e 0s ovos coletados, foram medidas usando uma fita métrica: comprimento curvilineo

da carapaca (CCC) e largura curvilinea da carapaca (LCC). Tao logo que os filhotes

recém-eclodidos chegaram na Base da REBIO tiveram 0 CCC e LCC medidos. Esses

filhotes também foram pesados em uma balanca analitica.

Coleta de sangue e tecidos

Os filhotes recém-eclodidos foram contidos fisicamente e em seguida foi realizada

a coleta de sangue por puncdo occipital, por meio de seringa de 1,0mL e agulha 25x7

heparinizada. O sangue coletado foi utilizado no Teste do Micronucleo (teste

genotdxico). Apds a coleta do sangue, os animais foram eutanasiados com injecao de

lidocaina 3 %, via intratecal. Em seguida o rim, o figado e amostra do musculo

esquelético foram dissecados para realizacdo das analises de niveis de bioacumulagéo

de metais. O tecido hepatico também usado nas anélises bioquimicas foram congeladas

em nitrogénio liquido até o momento das analises.
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Analise genotdxica - Teste do microndcleo

O sangue de cada animal foi coletado e gotejado sobre duas laminas para a
realizacdo de extensdes sanguineas. Ap0s secas em temperatura ambiente por um
periodo de 24 h, as laminas foram submetidas a um banho de 30 minutos em Metanol P.
A. (100 %) para fixacdo das células eritrocitarias. Em seguida foram coradas com uma
solucdo de Giemsa 5 % por 40 minutos; lavadas posteriormente com agua destilada e
secas em temperatura ambiente por 24 h, como descrito por Grisolia et al. (2009).
Depois de seco, o material foi observado em microscopio de luz em resolucéo de 400x.
Mil células sanguineas (eritrocitos) de cada lamina foram contabilizadas em cada
lamina para a quantificacdo dos micronucleos. Os valores de micronucleos obtidos no
presente trabalho corresponderam a uma média realizada a partir da contagem de duas
laminas por filhote recém-eclodido. Os microndcleos (MNs) foram identificados

seguindo o critério proposto por Fenech et al. (2000).

Analises bioquimicas

As amostras de tecido hepatico dos animais foram descongeladas e
homogeneizadas com tampéao fosfato (pH 7,0) e centrifugados (30.000 G — marca
Eppendorf) por 30 min a 4 °C, obtendo o sobrenadante utilizado para a anéalise de
glutationa S-transferase (GST) e catalase (CAT). A atividade enzimatica da GST foi
determinada utilizando o método descrito por Habig et al. (1974); Habig e Jakoby
(1981) utilizando tampéo fosfato (pH 7,0) 0,1 M, GSH 100 mM e 1-cloro-2,4-
dinitrobenzeno (CDNB) 100 mM como substrato. A atividade cinética da GST foi
calculada a partir da leitura da absorbancia em comprimento de onda de 340 nm, em um
leitor de microplacas (Molecular Device). A atividade absoluta foi estimada usando o
coeficiente de extincdo do CDNB. A atividade enzimatica da CAT foi determinada
utilizando o método descrito por Aebi (1984), utilizando o tampédo TE (TRIS — EDTA)
(pH 8,0). A atividade cinética da CAT foi calculada a partir da leitura da absorbancia
em comprimento de onda de 240 nm, em um espectrofotdmetro BioSpectro. A atividade
da CAT foi estimada por meio da avaliacdo continua do decréscimo da concentracdo do

peroxido de hidrogénio (H20.).
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Quantificacao de metais

Foi realizada a quantificacdo dos seguintes metais: Ag, As, Cd, Co, Cr, Cu, Fe,
Hg, Mn, Ni, Sb, Sn, Zn. Para tal, as cascas dos ovos foram trituradas, a gema junto ao
albumem de cada ovo foi homogeneizada, separadamente da casca, e os tecidos dos
filhotes foram separados e preparados para a determinacao dos metais. O procedimento
de decomposicéo acida foi conduzido utilizando entre 0,05 e 0,5 g de amostra, variando
conforme a massa disponivel. Em seguida, foram adicionados 9 mL de HNO3
concentrado e 3 mL de HCI concentrado. A decomposic¢éo foi assistida por radiagao
micro-ondas (Marconi Mod. MA 851) a 250 °C por, aproximadamente, uma hora até a
solucdo ficar translicida. Apos a decomposicéo, as amostras foram transferidas para
baldo volumétrico de 15 mL, tendo o volume ajustado com &gua ultrapura tipo 1 (18.2
MQ).

Para a determinagéo dos elementos foi utilizado o Espectrometro de Massas com
Plasma Indutivamente Acoplado (ICP-MS) iCAP RQ (Thermo Fisher Scientific,
Bremen, Alemanha), juntamente com amostrador automatico Cetac Autosampler ASX-
560 (Thermo Fisher Scientific, Alemanha) e o Espectrdmetro de Emissdo Optica com
Plasma Indutivamente Acoplado (ICP-OES) iCAP 6000 series com amostrador
automatico Cetac Autosampler ASX-520 (Thermo Fisher Scientific, Alemanha).
Inicialmente, as amostras foram analisadas por ICP-MS, entretanto, foram observadas
amostras com valores elevados de Al, Fe, Mn e Zn, para sedimento. Logo, foi
conduzida a analise dessas amostras por ICP OES. Em seguida, foi avaliada a

correlacdo dos valores encontrados por ICP-MS e ICP OES.

Para todas as amostras e demais solugdes foi utilizada agua ASTM tipo I (com
resistividade de 18,2 MQ.cm a 25 °C), em sistema Sartorius® (Sartorius, Darmstadt,
Alemanha). Foram utilizados acido nitrico (HNO3) 65 % (m.m™1) sub-destilado em
DistillAcid® (Berghof Instruments, Alemanha) e acido cloridrico (HCI) 37 % sub-
destilado para preparo da curva analitica, padrdo interno e solucao rinse. Os padroes
para construir a curva analitica dos elementos foram preparados em concentracdes de
HNO3 20 % (v.v-1) a partir de diluigdes adequadas de solugGes estoque de 1000 mg.L*

Absolute Standards Inc (Hamden, Connecticut, EUA), todos rastreaveis.

Materiais de referéncia certificados para sedimento e para peixe (Tabela 2 e 3,

respectivamente). O material de referéncia de sedimento utilizado foi o BCR-667
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(Institute for Reference Material and Measurements®, e de masculo de peixe foi 0 ERM
— BB422 (European Reference Materials®), para metais. As amostras destes materiais
de referéncia certificados foram tratadas e analisadas da mesma forma que as amostras
do material bioldgico e nédo bioldgico coletado e avaliado no presente estudo, conforme

descrito anteriormente.

Tabela 2. Percentuais de recuperacao dos metais presentes nos materiais de referéncia
certificado de sedimento (BCR-667), limites de quantificacdo praticavel e deteccdo
(mg/kg de peso umido), e limite de quantificacdo (LQ) dos metais. (LQ determinados
por ICP-MS)

Metal Valores indicativos  Valores encontrados  Recuperacéo LQ
(mg/kg™) (mg/kg™) (%) (ng.L™)
Ag - - 3,75
As 14,3-19,9 19,7 72,6 3,75
Cd 0,67+0,11 0,60 1117 3,75
Co 230+1.3 20,6 1117 3,75
Cr 0,178 £ 0,016 0,179 99,4 0,0075
Cu 60,0+9,0 67,0 89,6 0,0375
Fe 448+1,0 34,6 129,5 0,375
Hg - 1,5 - 3,75
Mn 0,92+ 0,04 0,73 126,0 0,0075
Ni 0,128 + 0,009 0,113 113,3 7,5
Sb 0,096+ 1,00 96,0 3,75
Sn - 19,4 - 3,75
Zn 0,175+ 0,013 0,179 97,8 0,075
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Tabela 3. Percentuais de recuperacao dos metais presentes nos materiais de referéncia
certificado de musculo de peixe (ERM-BB422), limites de quantificacéo praticavel e
deteccdo (mg/kg de peso imido), e limites de deteccdo (LD) e limite de quantificacdo
(LQ) dos metais determinados por ICP-MS.

Valores indicativ Valores encontr ~ L
Metal alo ??ng /?(5;1 0s alo e(srﬁg /(I:(%) ados Recuperagao (%) (ug.g'l)
Ag - <LD - 3,75
As 12,7+0,7 13,22 96,1 3,75
Cd 0,0086 87,2 3,75
Co - 15,8 - 3,75
Cr - 0,26 - 0,0075
Cu 1,76 £0,16 1,748 95,5 0,0375
Fe 9,4+1,4 12,34 76,2 0,375
Hg 0,601 £ 0,030 0,708 84,9 3,75
Mn 0,368 £ 0,028 0,400 92,0 0,0075
Ni - 1,6 - 7,5
Sb - 14,8 - 3,75
Sn - 9,2 - 3,75
Zn 16,1+1,1 18,85 84,9 0,075

Andlise Estatistica

As concentragdes de metal encontradas no sedimento foram comparadas em
funcdo da temporada de desova, por meio de permutacao par a par. Para estes dados
também foi realizada analise de componentes principais (PCA) em conjunto com a

funcao “ordihull” do pacote “vegan”.

Os dados de concentragdo de todos os metais também foram comparados por meio
de permutacéo par a par para: (1) cascas dos ovos no momento da postura (ELP), cascas
dos filhotes recém eclodidos (ENH), gema dos ovos (EC) e a somatoria das amostras de
tecidos dos filhotes recém eclodidos, em funcdo do compartimento biologico analisado;
e (2) figado, casco e rim, em fung&o do tecido analisado. O mesmo teste estatistico foi
utilizado para comparar a frequéncia de micronucleos nos eritrocitos e a atividade das

enzimas GST e CAT, em fungéo da temporada de desova. Foram consideradas
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diferencas significativas quando p < 0,050. Todas os testes e analises estatisticas foram
realizados no software R 4.0.2 (R Core Team, 2020).

Foi realizada também uma andlise de componentes principais (PCA), ordenando as
unidades amostrais em cada tecido avaliado em relagdo aos descritores utilizados
(concentracdo dos metais). Esta analise multivariada foi realizada utilizando o software
R 3.3.2.. Antes dessa analise, todos os dados foram padronizados. A padronizagdo tende
a aumentar a influéncia de varidveis cuja variacdo é pequena e reduzir a influéncia de

variaveis cuja variacao é grande.

RESULTADOS
3.1 Biometria

As fémeas adultas de tartaruga cabecuda C. caretta de cada ninho experimental
tinham 0,96 = 0,07 m de comprimento curvilineo da carapaca (CCC) e 0,88 £ 0,05 m de
largura curvilinea da carapaca (LCC), sem diferencas significativas entre a biometria
delas ao longo das temporadas, indicando que possuiam idades préximas umas das
outras. Os filhotes coletados pesavam 19,8 £ 2,5 g, com 4,8 £ 0,3 cm de LCC e 4,6 £0,3
cm de CCC (tabela 4). Diferencas significativas foram observadas no tamanho desses
filhotes, a partir do segundo ano de coleta, quando comparados ao ano em que 0s ninhos
foram incubados durante a chegada da lama de rejeitos na praia da REBIO de Comboios
(2015/2016). Eles passaram a eclodir maiores tanto em largura quanto em comprimento,

mas nao em peso.

Tabela 4. Média da biometria dos filhotes da tartaruga cabecuda Caretta caretta, largura
curvilinea da carapaca (LCC), comprimento curvilineo da carapaca (CCC) e peso no

momento da postura.

Medidas dos Temporadas P
Filhotes 2015/2016 2016/2017 2017/2018
LCC 4,3b 4,5°¢ 4,82 <0,001
CcC 4,7% 4,9° 4,8%® 0,007
PESO 19,0° 20,5° 19,82 0,098
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3.2 Quantificacdo de metais

3.2.1 Quantificacdo dos metais no sedimento

Observa-se na figura 1 que em 2015, antes da chegada da lama de rejeitos no
sedimento da area de postura das tartarugas, ja havia a presenca dos 13 metais
analisados no presente trabalho (Ag, As, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Hg, Mn, Ni, Sb, Sn e Zn).
Os metais Fe, Al, Mn, Cr, Zn, Ba, Cu, Se, Pb e Sn quantificados estdo abaixo dos
limites do CONAMA 420: Ag (2 pg.kg™), As (15 ug.kg?), Cd (1,3 ug.kg?), Co (25
ug.kg?), Cr (75 mg.kg™), Cu (60 mg.kg™), Fe (--), Hg (0,5 pg.kg?), Mn (--), Ni (30
ug.kg?), Sb (2 pug.kg?), Sn (--), Zn (300 mg.kg™d).

Nos anos seguintes, observa-se que em 2016, todos 0s metais tiveram suas
concentracdes similares a do ano de 2015. A partir do ano de 2017 a maioria dos metais
apresentaram diminuicao significativa de seus valores, com excec¢do do Co e do Mn que
tiveram suas concentragdes similares a de 2015. No ano de 2018, as concentragdes dos
metais: Ag, As, Cd e Hg mantiveram-se similares a de 2017; Cr e Ni apresentaram
aumento significativo em relacdo aos demais anos; Cu foi similar aos anos de 2015 e
2016; Fe e Sn ndo diferiram significativamente dos demais anos; o Zn embora tenha
aumentado no ano de 2018 em relacdo ao ano de 2017, ainda se mantiveram menores do
que nos anos de 2015 e 2016; e o Mn e Co tiveram suas concentragdes constantes ao

longo dos 4 anos de coleta de sedimento.

Os cinco metais mais presentes no sedimento quantificados no presente estudo
em todo o periodo de biomonitoramento foram: Fe > Mn > Cr > Zn > Cu. Sendo metais

essenciais o Fe, Zn e Cu e o0s ndo essenciais Mn e Cr,.
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Figura 1. Boxplot das concentracdes dos metais (Ag, As, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Hg, Mn,
Ni, Sb, Sn, Zn) em amostras de sedimento dos ninhos de Caretta caretta coletados em
um trajeto de 20 km da REBIO de Comboios, ES, Brasil.

As quantidades de metais no sedimento de incubac¢éo dos ovos das tartarugas C.
caretta na REBIO de Comboios também foram avaliadas por uma PCA apresentadas na
figura 2. Essa figura mostra que dentre todas as temporadas reprodutivas em que 0s
sedimentos dos ninhos foram analisados, os anos de 2015 e de 2016 assemelham-se na
quantidade e no tipo de metal, assim como os anos 2017 e 2018 assemelham-se entre si.
Apenas os metais Cr e Ni se distanciam dos demais metais no ano de 2018, visto que

ambos aumentaram significativamente em relacdo a todos os demais anos (como visto

na figura 1).
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Figura 2. Anélise de componentes principais de metais (Ag, As, Cd, Co, Cu, Cr, Fe, Hg,
Mn, Ni, Sb, Sn e Zn) em amostras de sedimento do fundo dos ninhos das fémeas de
tartarugas Caretta caretta que nidificaram nas praias da REBIO de Comboios, foz sul
do Rio Doce, ES, Brasil. As amostras de sedimento das temporadas de 2015 e 1016
apresentam similaridades em relacdo aos metais presentes; enquanto as amostras de

2017 e 2018 assemelham-se entre si.

Os resultados da PCA para o sedimento dos ninhos explicam que em conjunto, 0s
dois primeiros eixos explicam 68% da variagdo total da concentracdo dos metais nos
sedimentos avaliados para 0s ninhos da C. caretta. O primeiro eixo representa 43% da
variancia total dos dados, com scores negativos atribuidos a todos os metais (figura 2A).
Duas PCAS foram realizadas uma com todas as variaveis (2B) e outra s6 com as
variaveis mais explicativas (2A). Com a retirada dessas variaveis pouco explicativas
obtivemos um ganho de 4% a mais de explicagdo no eixo 1 e 6% no eixo 2. Nosso
modelo melhorou 10% removendo 4 variaveis (Al, Ba, Pb e Se).

3.2.2 Quantificacdo dos metais nos ovos coletados diretamente da cloaca das fémeas no

momento da postura comparados com os filhotes (soma dos tecidos: casco, rim, figado)

Para cada um dos 13 elementos metalicos que foram quantificados nas amostras
bioldgicas (Ag, As, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Hg, Mn, Ni, Sb, Sn e Zn) observa-se que houve
transferéncia materna das fémeas de C. caretta para seus ovos (casca (ELP) e contetdo
do ovo (EC)), visto que todos eles foram quantificados nas trés temporadas de desova
(figura 3). Ao longo das trés temporadas reprodutivas analisadas, observa-se que a casca
do ovo no momento da postura (ELP) possui uma quantidade maior de As, Cd, Fe, Hg,
Mn e Zn do que o contetdo do ovo (EC), os demais metais (Co, Cr, Ni e Sn) variaram
em suas proporcoes nesses dois compartimentos, ao longo das 3 temporadas. O Sh

apresentou quantidades similares na casca e no contetdo do ovo em todos 0s momentos.

Em relacdo a distribuicdo de metais apds incubacdo, observa-se que para alguns
desses elementos (As, Ag, Cd e Zn) houve acimulo maior nos filhotes recém-eclodidos
(H — somatoria dos tecidos) do que na casca do ovo (ENH), apds o contato direto com o
sedimento do ninho. O Sb mais uma vez permaneceu com as mesmas proporgoes entre

esses dois compartimentos, ao longo das 3 temporadas reprodutivas. Observa-se ainda
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que a casca do ovo reteve uma proporcdo maior de Co, e dessa forma o filhote (H)
acumulou uma quantidade menor. Os demais metais (Cr, Cu, Fe, Hg, Mn, Ni e Sn)

variaram em suas proporc¢des e ao longo das 3 temporadas.

Observa-se ainda nessa figura 3 que Mn, principalmente, As, Fe, Co, Cr e Ni
apresentaram um acumulo significativamente maior nas amostras biologicas (ENH e H)
apos o periodo de incubacdo em comparagdo com as amostras coletadas diretamente da
cloaca da fémea (ELP e EC). Essa situacéo é reforgada ao observarmos a comparagao
entre ELP e ENH. As amostras de cascas de ovos apds periodo de incubagdo possui
uma quantidade significativamente maior desses metais em relacéo as cascas dos ovos
coletados no momento da postura (ELP). A mesma situacdo ocorre para a maioria dos
metais (Ag, Co, Cu, Fe, Mn, Ni, Sb e Zn), em todas as temporadas, quando comparamos
o contetdo do ovo (EC) com os filhotes recém-ecloditos (H). Em alguns metais,
observa-se que no contetdo do ovo ha uma quantidade maior (As,Cd, Cr, Hg e Sb), em
algumas das temporadas, do que em relacédo ao filhote, porém ndo necessariamente isso
ocorreu, pois analisamos apenas trés tecidos dos filhotes. Esses metais podem estar
acumulados em outros 6rgdos do filhote. De uma forma geral, esses resultados indicam
gue ha transferéncia de metais do sedimento para 0s ovos durante o processo de

incubacéo.

Os cinco metais mais presentes nas amostras biolédgicas (ELP, EC, ENH e H)
quantificados no presente estudo em todo o periodo de biomonitoramento foram: Fe >
Zn > Mn > Cu > Cr. Sendo metais essenciais o Fe, Zn e Cu e 0s ndo essenciais Mn e Cr.
Esses metais foram 0s mesmos cinco mais frequentes nas amostras de sedimento, porém
dispostos em ordens diferentes. Excetuando-se pelo Fe, o qual foi quantificado em

maiores proporcdes tanto no sedimento quanto nas amostras bioldgicas.
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Figura 3: Metais (Ag, As, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Hg, Mn, Ni, Sb, Sn e Zn) em amostras de
cascas dos ovos (ELP); do conteido dos ovos (EC) no momento da postura; nas cascas
dos ovos dos filhotes recém-eclodidos (ENH) e da somatdria das amostras de tecidos
dos filhotes recém-eclodidos (Hatchlings = soma de casco, rim e figado) de Caretta
caretta que eclodiram em um trajeto de 20 km da REBIO de Comboios, ES, Brasil
(desde a foz do Rio Doce até base da REBIO), nas 3 temporadas reprodutivas: 2016,
2017 e 2018.

3.2.3 Quantificacdo dos metais nos tecidos dos filhotes recém eclodidos (rim, figado,

€asco)

As concentragdes dos 13 elementos metalicos também foram analisadas nos trés
tecidos (casco, rim e figado) dos filhotes recém-eclodidos (figura 4). Observa-se que a
quantidade dos metais nesses tecidos varia entre os tecidos, assim como varia nas trés
temporadas reprodutivas avaliadas. Assim, como observa-se que alguns desses metais
ndo houve predominio em nenhum dos trés tecidos, como: Ag (2016), As (2017), Cr
(2016, 2017 e 2018) e Hg (2017), Sb (2017 e 2018). No entanto, Ag (2017 e 2018), Cu,
Fe (2016), e Sb (2016) predominam no figado. No casco ha o predominio de Co (2017),
Fe (2017 e 2018), Mn (2016) e Ni (2016 e 2017). No rim predominam: As (2016 e
2018), Cd, Co (2016 e 2018), Hg (2018), Ni (2018) e Sn (2018)

Os cinco metais quantificados em maiores concentragfes nos trés tecidos
estudados s@o os mesmos do que o0s que predominam no sedimento, nas cascas dos ovos
(ELP e ENH) e no conteudo do ovo: rim e casco a ordem decrescente é

Fe>Zn>Mn>Cu>Cr e no figado é Fe>Zn>Cu>Mn>Cr.
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Figura 4: Metais (Ag, As, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Hg, Mn, Ni, Sb, Sn e Zn) em cada tecido
bioldgico dos filhotes recém-eclodidos (casco, rim e figado) de Caretta caretta que
eclodiram em um trajeto de 20 km da REBIO de Comboios, ES, Brasil (desde a foz do
Rio Doce até base da REBIO), nas 3 temporadas reprodutivas: 2016, 2017 e 2018.

3.3. Anélise genotoxica e Analises bioquimicas

A maior frequéncia de microntcleos quantificados foi observada nos animais
coletados na primeira temporada de desova, diminuindo significativamente e
gradativamente a cada uma das temporadas subsequentes (figura 5A). O maior valor
observado corresponde a temporada em que a lama de rejeitos chegou ao litoral
capixaba com uma média de 4,52 %o de microntcleos (em 2016) e foi reduzindo nas
duas temporadas reprodutivas seguintes, 2,84 %o e 1,47%o (2017 e 2018,

respectivamente).
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Figura 5. Frequéncia de microndcleos eritrocitaria (%o) (A); atividade hepatica da
enzima glutationa S-transferase (GST) (B); e atividade hepatica da enzima catalase
(CAT) (C) em filhotes recém-eclodidos de Caretta caretta que nidificaram nas praias da
REBIO de Comboios (ES, Brasil) que se estende desde as proximidades da foz do Rio

Doce a 37 km na direcdo sul do litoral.
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Os resultados obtidos a partir da analise das atividades das enzimas GST e CAT no
tecido hepatico dos filhotes de tartarugas de C. caretta (figura 5) revelam que, apesar de
todos os metais quantificados no organismo desses filhotes recém-eclodidos nas trés
temporadas reprodutivas, ndo houve alteracfes significativas na atividade dessas duas

enzimas.

DISCUSSAO

Este trabalho reporta a quantidade de metais no sedimento das praias na foz sul
do rio Doce, no sudeste brasileiro, a fim de avaliar a transferéncia desses metais,
durante o periodo de incubacéo, para filhotes recém-eclodidos de tartarugas da espécie
Caretta caretta, em trés temporadas reprodutivas consecutivas. O intuito dessas
averiguacoes foi o de realizar um biomonitoramento dessa regido usando os
ovos/filhotes dessa espécie de tartaruga, apds o colapso da barragem de rejeitos de uma
mineradora (Mariana/MG) ocorrido em novembro e 2015, cuja lama percorreu todo o
rio Doce e atingiu a sua foz e regides adjacentes. Nossas avaliacOes revelaram que antes
mesmo da chegada da lama aos locais de desova das tartarugas ja havia uma quantidade
significativa de metais, 0s quais tiveram suas concentrac6es reduzidas nos anos de 2017
e 2018 (Ag, As, Cd, Hg, Sb e Zn). Parte desses metais observados no sedimento
também foi encontrada nas respectivas cascas que protegeram os filhotes durante o
periodo de incubacdo. E importante ainda ressaltar que mesmo que as cascas apds o
periodo de incubacdo tenham apresentado de modo geral concentracfes de metais
superiores as cascas coletadas no momento da postura, nem toda a quantidade de metais
observada nas cascas dos ovos e nos filhotes apds incubacdo foi proveniente de uma
transferéncia a partir do sedimento, visto que o0s ovos coletados diretamente da cloaca
da mae ja continham parte desses metais acumulados tanto na casca quanto no contetdo

desses ovos.

Ao longo desse estudo de biomonitoramento observamos que a quantidade de
alguns metais nas amostras de sedimentos foram mais elevadas nos anos de 2015 e 2016
e sofreram uma diminuicdo nos anos de 2017 e 2018 (Ag, As, Cd, Hg, Sb e Zn), mesmo
com a remocéo e dispersao de solos e sedimentos causados pelo forte fluxo de lama
(Silva et al., 2018) percebidos principalmente nos anos de 2015 e 2016. Essa alta

quantidade de metais antes da chegada da lama pode ser explicada devido a
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contaminacéo prévia desse sedimento por efluentes domésticos, industriais, da
agricultura e de mineracéo (Davila et al., 2019); e inundagGes que intensificam a
dispersdo de poluentes em um sistema fluvial Ciszewski e Grygar (2016), como o do rio
Doce. Da mesma forma a diminuigédo/suspensédo de chegada de rejeitos na foz do rio,
assim como um periodo de estiagem podem justificar os valores mais baixos de metais

nos anos seguintes, principalmente no ano de 2017.

De acordo com Ciszewski e Grygar (2016) e Davila et al. (2019) as areias da
praia da foz do Rio Doce ja apresentavam valores significativamente altos de As, Cu, Cr
e Ni antes da chegada da lama de rejeitos devido ao fluxo do rio e deposicédo de
sedimentos, fazendo com que esses elementos fossem transportados para as areas dos
ninhos da foz e por toda extensdo da REBIO de Comboios, corroborando com os
resultados encontrados no presente trabalho. De acordo com Magris et al. (2019) a
extensdo da pluma de sedimentos foi espacialmente restrita a zona costeira adjacente a
foz do rio em fevereiro de 2016 quando a maior diferenca em termos de carga de
sedimentos foi documentada (ou seja, 11,9 kg m?), e que a direcéo sul desta pluma de
sedimentos a partir da foz do rio expds areas costeiras do sul aos constituintes da pluma.
Estando de acordo com o periodo das primeiras coletas de filhotes de tartarugas
cabecudas e sedimento dos ninhos, devido a exportacao de sedimentos na foz do rio que
permaneceu alta até abril de 2016 (cinco meses apds o inicio do evento de pulso) (Hatje
et al., 2017; Rudorff et al. 2018; Magris et al., 2019). Embora os rejeitos da lama
apresentem baixos niveis de metais em comparagdo com 0 que Se encontrou na dgua e
no sedimento da foz do rio Doce logo ap6s o desastre (CPRM 2015; Segura et al, 2016;
e Davila et al, 2019), deve-se saber que o forte fluxo de lama causou a remocao e
dispersdo de solos e sedimentos previamente contaminados (Silva et al., 2018), unindo-
se aos metais contidos a essa lama de rejeitos da barragem, que atingiu a foz do rio

Doce.

Queiroz et al. (2018) e Davila et al. (2019) estudaram os rejeitos depositados no
estuario do rio Doce e encontraram niveis mais elevados do que todos os 13 metais
analisados na presente pesquisa, com excecao dos sedimentos coletados na presente
pesquisa em 2015. Esta observacao apoia a ideia de que o fluxo de lama foi misturado
com solos e sedimentos previamente contaminados, levando-os a jusante. Davila et al.
(2019) também analisaram As em profundidade e destacaram observacGes que indica

que o contetdo de As no sedimento foi muito maior no passado, uma vez que as
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camadas mais profundas estéo relacionadas a particulas depositadas em eventos de
inundagdo mais antigos (Suguio e Bigarella, 1990), justificando a presenca desses

elementos nas areias das praias da REBIO.

Outras observac6es importantes foram relatadas nos estudos de Rudorff et al.
(2018) que registraram aumento das precipitacdes no final de janeiro de 2016, quanto
realmente iniciou a estacdo Umida. O que se faz entender de acordo com a presente
pesquisa é que as coletas de sedimento feitas em novembro de 2015 antes da chegada da
lama na foz do Rio Doce ja estavam com quantificacGes consideraveis de elementos
metalicos, mas que possivelmente receberam o aporte desses elementos junto a lama nas
areias da praia de Comboios. Porem ap0s as precipitacGes de 2016, quando as coletas
em cada ninho foram feitas em abril e maio, o sedimento dos ninhos tenha passado por
uma consideravel lavagem, diminuindo entdo a intensidade dos elementos metalicos
adsorvidos no sedimento nesse periodo. Na segunda temporada reprodutiva das
tartarugas cabecudas apds o desastre, as analises mostram uma queda acentuada da
quantificacdo dos metais, o que também corrobora com Rudorff et al. (2018) e Magris et
al. (2019) ao registrarem dois importantes eventos de precipitacdo pluviométrica no
final de novembro e meados de dezembro de 2016 (correspondente a temporada
reprodutiva de 2016/2017), lavando ainda mais intensamente o sedimento dos ninhos.
Nesse periodo, 0s ninhos experimentais foram perdidos com as fortes chuvas na regido,
0 que alterou a estrutura da praia e muitos dos ninhos foram escavados e levados pelas
fortes ondas juntamente com a chuva. Esses ninhos tiveram que ser coletados
novamente, desde o momento de flagrar as fémeas cavando os ninhos, até o final do
monitoramento, quando ocorreu a eclosdo. Magris et al. (2019) ao descreverem o
padrdo de exportacéo de sedimentos gerado pelo modelo GCM, relatam que a
exportacdo de sedimentos atingiu um pico de cerca de 107 t durante a estagcdo chuvosa
dos anos 2017, 2018, nas suas simulacdes, corroborando entdo com a menor
quantificacdo de alguns metais no sedimento e em todas as outras amostras (ovos e
filhotes) que ficaram em contato com o sedimento durante as respectivas temporadas

reprodutivas.

Para avaliarmos a bioacumulagdo dos metais nas amostras de filhotes das
tartarugas cabecudas, que foram incubadas nas praias da REBIO, primeiramente foi
averiguado como estavam 0s ovos assim que as maes chegavam as praias para fazerem

suas posturas. 1sso porque os poluentes armazenados nos tecidos adiposos das fémeas
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podem ser liberados durante a vitelogénese e subsequentemente ser integrados a
vitelogenina (Mufioz e Vemeiren, 2020). Uma via alternativa de sintese de vitelogenina
sugere que o longo periodo vitelogénico em tartarugas marinhas (varios meses,
possivelmente até anos) (Miller, 1985) pode permitir que eles ignorem a necessidade de
usar lipidios armazenados no tecido adiposo para desenvolver gema e, em vez disso,
permitem uma vitelogénese lenta e continua usando nutrientes ingeridos (Price, 2017),
que corresponde a uma estratégia de geracdo de energia. As reservas de gordura
armazenadas podem entdo ser direcionadas para suportar os altos custos energéticos das
tartarugas fémeas posteriormente, durante sua migracdo para os locais de nidificacéo,
um periodo durante o qual as fémeas ingerem pouca ou nenhuma comida (Fossette et al.
2007; Caut et al. 2008). Poluentes derivados de nutrientes ingeridos ou presentes no
figado no momento da vitelogénese sdo as provaveis fontes de metais em ovos de
tartarugas marinhas. A geracao e captacdo de energia entdo apresenta dois extremos de
um continuum. Embora uma das estratégias possa dominar, € provavel que sempre haja
uma mistura das duas ocorrendo ao mesmo tempo. Independentemente da estratégia de
melhoramento dominante, no entanto, o perfil de poluicdo dos ovos refletira a poluigédo
na area de forrageamento, porque grande parte da vitelogénese ocorre durante esse
periodo (Frossard et al 2020; Frossard et al 2020 - submetidos). Assim, sabemos que 0s
metais quantificados nos ovos (ELP e EC) retirados direto da cloaca da fémea nédo estdo
relacionados aos metais da regido da foz do Rio Doce e sim com o historico de

migragéo e forrageamento das fémeas.

As amostras que passaram aproximadamente 60 dias de incubagdo em contato
com o sedimento dos ninhos que eclodiram nas praias da REBIO de Comboios (desde a
foz do Rio Doce até base da REBIO, nas trés temporadas reprodutivas: 2016, 2017 e
2018 foram entdo monitoradas junto e apds o desastre do rompimento da barragem de
rejeitos que atingiu o rio. Dos teores de metais (Ag, As, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Hg, Mn, Ni,
Sbh, Sn, Zn) pode-se observar que todas as amostras que ficaram em contato com o
sedimento, como as cascas dos ovos que se desenvolveram (ENH) e os filhotes recém-
eclodidos (Hatchlings), apresentaram concentracGes maiores de metais corroborando
com Vazquez et al. (1997) e Godley et al. (1999) ao afirmarem que a porosidade das
cascas permite as trocas gasosas entre 0 embrido e o0 meio, e que consequentemente
permite a entrada de metais para o interior do ovo. Quando observa-se as diferencas

entre as amostras de cascas dos ovos coletados diretamente da cloaca da fémea (ELP)
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com as amostras de cascas dos ovos incubados no sedimento das praias (ENH), em cada
temporada, o que vimos foi que o As, Co, Cr, Fe, Mn e Ni estdo significativamente em
maiores quantidades em ENH. Esses resultados mostram que houve transferéncia desses
metais do sedimento para as cascas dos 0vos, assim como podemos observar que houve
um incremento da muitos desses metais (metais (Ag, Co, Cu, Fe, Mn, Ni, Sb e Zn)) aos
filhotes recém-eclodidos (H) apos a incubagdo no sedimento em comparag¢éo com o
contetido dos ovos (EC). Mostrando entdo o aporte de absorcao de contaminantes para o
embrido, com uma parte se mantendo retido nas cascas, e mantendo entdo a funcao
parcial de protecdo exercida pelas cascas dos ovos das tartarugas. Para tanto, deve-se
notar que as maiores concentracfes dos metais, absorvida do sedimento, para cada
tecido dos filhotes foram, primeiramente, encontrados no rim, seguido do casco e em
menores quantidades no figado. Corroborando com os estudos de Ross et al. (2017)
cujas pesquisas mostraram que normalmente os metais se concentram em tecidos renais,

figados, musculares e ovos, respectivamente, nas tartarugas marinhas.

A partir de todas essas observagdes comparativas entre os metais encontrados no
sedimento, vimos que no inicio, o contato do embrido com o ambiente de incubacéo,
parte do material metalico que foi encontrado no sedimento passa para as amostras.
Com isso observa-se que uma quantidade menor de metais é retida nas cascas dos
filhotes, e outra em maior quantidade, € absorvida pelos filhotes que eclodiram na praia
da REBIO. O efeito toxico dos metais contidos no sedimento reflete-se nos filhotes,
resultando em efeitos genotdxicos. Visto que foi observada uma elevada quantidade de
micronucleos eritrocitarios nos filhotes recém-eclodidos durante o primeiro periodo de
coleta. O intervalo de valor de minimo a m&ximo variou de 0 a 13 microndcleos, com
uma média de 4,5 %o na temporada concomitante a chegada da lama na praia
(2015/2016); 2,8 %o na segunda temporada; e de 1,5 %o na terceira temporada
reprodutiva das tartarugas cabecudas. Esses primeiros valores estdo acima dos
encontrados por outros autores: 0 a 2 MN em amostras de sangue de Trachemys
callirostris coletados em areas sem interferéncia antrépica (controle negativo) (Zapata
et al. 2016); e 1,3 %o de MN em filhotes recém-eclodidos de Chelonya. mydas em praias
conservadas da Ilha da Trindade (Frossard et al. 2020 — in press). Por outro lado, a
frequéncia de micronucleos na temporada de 2015/2016 assemelha-se aos 12 %o dos
filhotes recém eclodidos de Podocnemis expansa incubados em sedimento de praias

contaminadas dos rios Araguaia e Crixas (norte do Brasil) (Frossard et al 2020-

132



submetido). O que indica que as condi¢des ambientais existentes nas praias proximas a
regido da foz do Rio Doce, passaram por um periodo critico com a chegada da lama de
rejeito, mas que essa fase critica foi amenizando no decorrer dos anos pds-evento, que é
justificado também ao observar a diminuicdo de metais no sedimento, e
consequentemente nos tecidos dos filhotes. De acordo com varios autores (Jha, 2008;
Shugart, 2000; 1990; Shugart e Theodorakis, 1998) a perda na integridade do DNA
pode causar efeitos genotoxicos, como modificacdes na base do DNA, quebras de fita,
depuracéo e ligacOes cruzadas. Esses tipos de danos tém sido associados a
carcinogénese e efeitos negativos sobre a fecundidade, longevidade e taxas de
crescimento em organismos afetados que pode ter importantes repercussoes
demogréficas (Theodorakis et al., 2000). Por isso a evidéncia de danos genotoxicos
como este € tido como um biomarcador util, empregado como uma ferramenta eficaz de
alerta precoce em avaliag¢Ges de risco ecoldgico e de biomonitoramento ambiental (Park
e Choi, 2007).

As enzimas do sistema antioxidante podem apresentar um aumento ou uma
reducdo de sua atividade dependendo do tipo e da concentracdo do estressor (Javed et
al. 2015) sendo frequentemente usadas como biomarcadoras (Morcillo et al., 2016;
Cortés-Gomez et al., 2018). Contudo, estudos que relacionam atividade enzimatica e
metais sd0 poucos em nimero para animais de vida selvagem, ja que a maioria é
desenvolvida em experimentos controlados em laborat6rio. No caso das tartarugas
marinhas, qualquer literatura sobre o estresse oxidativo € recente e muito limitada
(Finlayson et al., 2016). No presente estudo as atividades enziméticas da GST e da CAT
ndo sofreram alteracGes nas diferentes temporadas reprodutivas. Esses resultados
sugerem que ndo houve a ativagdo da rota metabodlica dessa enzima ou até mesmo que
foi utilizada outra via de detoxificacdo na tentativa da eliminacdo dos metais
acumulados. O mesmo ndo ocorreu com outras espécies de tartarugas marinhas nos
estudos de Labrada-Martagon et al. (2011); Perrault et al. (2014); Tremblay et al.,
(2016) e Cortés-Gomez et al., (2018), que trabalharam com GST e CAT no sangue de
animais adultos vivos, e Valdivia et al. (2007) e Andreani et al. (2008) com tartarugas
mortas acidentais, porém ndo encontramos relatos para filhotes recém eclodidos de

tartarugas, tanto marinhas quanto de agua doce.

Os resultados obtidos indicam que o contato direto dos ovos com o sedimento de

incubacgdo contaminado exerce um papel importante na transferéncia de poluentes, sendo
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possivel estimar a genotoxicidade desses elementos nos filhotes recém-eclodidos na area
litoranea préxima da Foz do rio Doce, ao qual foi atingida pela lama de rejeitos, quando
a barragem da Samarco se rompeu. Contudo vimos que a quantificacdo dos metais
existentes nas areias da praia da REBIO de Comboios antes da chegada dos rejeitos era
préxima da quantificacdo feita logo apds a chegada da lama. Por isso, o que vimos foi
que esses compostos quimicos sdo entdo decorrentes dos efluentes doméstico, industrial,
de mineracdo e de producéo agricola que séo lixiviados para o rio, contaminando parte
do ecossistema aquatico e terrestre e todos os organismos a ele associados. Esses mesmos
contaminantes chegam constantemente as praias do entorno da foz do rio. Ja a
compreensdo dos efeitos do colapso das barragens de mineragao nos sistemas marinhos a
jusante requer a modelagem do fluxo de particulas da terra para o mar, para entdo chegar
até o ambiente de incubacdo das tartarugas nas praias da REBIO de Comboios. Até a
presente data, um namero substancial de abordagens para escoamento superficial e
transporte de sedimentos tem se concentrado nas cargas de poluentes continuas,
resultantes de mudancas de longo prazo no uso da terra e fontes de polui¢do ndo pontuais,
como escoamento agricola e silvicultura (Alvarez-Romero et al., 2014). Apesar da
ocorréncia desses incidentes em larga escala ter ocorrido ao longo de um periodo de varias
décadas (Kossoff et al., 2014), o rompimento da barragem de rejeitos de Mariana em
novembro de 2015 afetou todo o curso do rio Doce na época do evento, mas o ocorrido
ndo se mantem afetando o desenvolvimento natural das tartarugas cabecudas da espécie
Caretta caretta que desovam nas praias do entorno da foz. Visto que a quantificacdo de
metais pode diminuir no sedimento onde os ovos séo anualmente incubados, os danos

genotoxicos nos filhotes que ali eclodem também tendem a ser diminuidos.

CONCLUSAO

O desastre causado pelo rompimento da barragem envolveu o derramamento de
milhGes de toneladas de rejeitos enriquecidos com rejeitos de mineragédo, no rio Doce. No
entanto a presenca de metais nas amostras de sedimento de 2015 coletadas antes da
chegada da lama de rejeitos na foz do rio mostram que a regido ja estava contaminada por
metais. Ou seja, a areia da praia da REBIO de Comboios, que é ambiente de incubacao
das tartarugas Caretta caretta, e de outras espécies, esta intimamente associada a metais

potencialmente tdxicos, antes mesmo do desastre. O que foi apresentado no presente
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estudo foi que apesar do acumulo de metais nos filhotes, o desastre da chegada da lama
de rejeitos, afetou inicialmente esses filhotes, mas que com o passar dos anos a presenca
elevada de metais reduziu. Conclui-se ainda neste trabalho, que além da transferéncia dos
metais do sedimento de incubacéo para os ovos de tartaruga, ha uma transferéncia prévia

da fémea para o0 ovo.
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CONSIDERACOES FINAIS

As conclusdes que foram feitas com a realizacédo da presente tese sédo de
que a transferéncia materna de metais ocorre para as trés espécies de tartarugas
estudadas, independe se sdo de ambiente marinho ou de &gua doce, assim
como também ha transferéncia de metais do sedimento para os ovos apés
periodo de incubacédo. Neste caso, observou-se que apesar das cascas dos ovos
atuarem como uma protecao para os embrides durante seu desenvolvimento,
permitem a passagem de uma quantidade significativa de metais existentes no

ambiente para os filhotes, durante a incubagéao.

Os metais transferidos para o embrido podem ser acumulados nos
diferentes tecidos analisados (sangue, figado, rim, musculo e casco) das
tartarugas, e em diferentes proporcdes. De acordo com o acumulo de metais
ocorrido nos filhotes, pode haver danos genotdxicos nesses individuos,
observados por meio do teste do micronucleo. Sendo este teste podendo ser
usado como uma excelente ferramenta nos estudos de biomonitoramento. Em
relacdo ao uso de enzimas (no caso GST e CAT) como biomarcadoras de
exposicdo aos metais, serdo necessarias avaliagdes complementares para que
possam ser efetivadas como bons biomarcadores, visto que no presente estudo

(capitulo 3) elas nao alteraram significativamente.

Outra conclusdo é de que os locais estudados refletem as acles
antropicas na regido, sendo a regido do Araguaia e da foz do rio Doce
impactadas pela presenca de metais e o ambiente insular da Ilha de Trindade

apresenta-se conservado em relacao aos demais.

Portanto, os resultados sugerem que ovos e filhotes recém-eclodidos das
espécies de tartaruga C. mydas, C. caretta e P. expansa, mediante todas as suas
caracteristicas e todas as respostas apresentadas por elas no presente estudo,

podem ser utilizadas como bioindicadoras dos efeitos toxicos de metais.
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