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RESUMO

Os sistemas de dgua doce da Amazdnia vém sendo impactados por contaminantes quimicos,
incluindo pesticidas organofosforados. Quelonios como Podocnemis expansa podem atuar
como bioindicadores, mas os efeitos da exposicao embriondria a esses pesticidas no equilibrio
redox e nos perfis de metais e metaloides sdo limitados. O presente estudo buscou avaliar o
impacto do malathion na expressao de biomarcadores de estresse oxidativo e nos niveis de
metais ¢ metaloides durante o desenvolvimento embriondrio da tartaruga-da-Amazonia. Ovos
foram incubados artificialmente sob condigdes controladas e distribuidos em um grupo
controle e trés tratamentos nominais com malathion (T1: 0,53 pg L™'; T2: 5,3 pg L™'; T3: 53
ug L) durante todo o periodo de incubacdo. Embrides foram amostrados aos 40 e 50 dias de
desenvolvimento, e os filhotes foram avaliados apds a eclosdo (controle vs. tratamento mais
alto devido as limitagdes de amostra). Foram determinados os niveis hepaticos de glutationa
reduzida (GSH), capacidade antioxidante total (CAOT; ensaio TEAC) e carbonilagdo
proteica, e quantificadas as concentragdes totais de metais e metaloides por ICP-MS em
tecidos selecionados. Devido ao tamanho limitado das amostras, os resultados foram
avaliados descritivamente (medianas e intervalos interquartis). Ao longo dos estagios de
desenvolvimento, os biomarcadores redox hepaticos apresentaram padrdes dependentes do
estagio e da exposi¢do. Os valores de GSH apresentaram maior dispersdo em embrides de 40
dias dos grupos expostos e uma tendéncia de aumento com o desenvolvimento, com maiores
medianas em embrides de 50 dias e filhotes expostos ao tratamento T3, assim como na
carbonilagdo proteica. A CAOT foi menor em embrides de 50 dias do grupo T3, enquanto
filhotes do mesmo grupo apresentaram valores mais elevados. A distribuicdo de metais e
metaloides foi especifica por tecido e frequentemente exibiu medianas e/ou dispersao
elevadas no tratamento intermediario aos 50 dias (50dT2) em maultiplos tecidos, enquanto
filhotes do grupo T3 apresentaram maior acumulo nominal de elementos essenciais
selecionados (Cu/Se/Zn) em tecidos metabolicamente ativos € em mineralizacdo. Embora seja
um estudo descritivo, com tamanho amostral limitado, ndo permitindo inferéncias conclusivas
sobre toxicidade, os achados sugerem respostas fisiologicas associadas a exposicdo ao
malathion durante fases iniciais do desenvolvimento, refor¢ando a necessidade de estudos
futuros com delineamentos experimentais mais robustos e confirmagao analitica da exposi¢ao.

Palavras-chave: Ecotoxicologia, embrido, quelonios amazonicos, pesticida.



ABSTRACT

Amazonian freshwater systems have been increasingly impacted by chemical contaminants,
including organophosphate pesticides. Chelonians such as Podocnemis expansa may act as
bioindicators; however, the effects of embryonic exposure to these pesticides on redox
balance and metal and metalloid profiles remain limited. The present study aimed to evaluate
the impact of malathion on the expression of oxidative stress biomarkers and on metal and
metalloid levels during the embryonic development of the Amazon river turtle. Eggs were
artificially incubated under controlled conditions and assigned to a control group and three
nominal malathion treatments (T1: 0.53 ug L™; T2: 5.3 pg L™*; T3: 53 pg L™) throughout the
entire incubation period. Embryos were sampled at 40 and 50 days of development, and
hatchlings were evaluated after hatching (control vs. highest treatment due to sample
limitations). Hepatic levels of reduced glutathione (GSH), total antioxidant capacity (TAC;
TEAC assay), and protein carbonylation were determined, and total concentrations of metals
and metalloids were quantified by ICP-MS in selected tissues. Due to the limited sample size,
results were assessed descriptively (medians and interquartile ranges). Across developmental
stages, hepatic redox biomarkers exhibited stage- and exposure-dependent patterns. GSH
values showed greater dispersion in 40-day embryos from exposed groups and a tendency to
increase with development, with higher medians in 50-day embryos and hatchlings exposed to
T3, as well as in protein carbonylation levels. TAC was lower in 50-day embryos from the T3
group, whereas hatchlings from the same group presented higher values. The distribution of
metals and metalloids was tissue-specific and frequently showed elevated medians and/or
dispersion in the intermediate treatment at 50 days (50dT2) across multiple tissues, while T3
hatchlings exhibited nominally higher accumulation of selected essential elements (Cu/Se/Zn)
in metabolically active and mineralizing tissues. Although this is a descriptive study with a
limited sample size, precluding definitive inferences regarding toxicity, the findings suggest
physiological responses associated with malathion exposure during early developmental
stages, reinforcing the need for future studies with more robust experimental designs and
analytical confirmation of exposure.

Keywords: Ecotoxicology, embryo, Amazonian chelonians, pesticide.



LISTA DE FIGURAS

CAPITULO 1 - CONSIDERACOES GERAIS
Figura 1. Espécies da familia Podocnemididae. (A) Podocnemis expansa; (B) Podocnemis
unifilis; (C) Podocnemis sextuberculata; (D) Podocnemis erythrocephala; (E)

Peltocephalus dumerilianus. Fonte: Fotografias de autores diversos, disponiveis em

BiODIVETSIEYAALL (2024)..cueiiiiieiieeeee ettt ettt sttt sttt et e et eensaeeaeeas 19

CAPITULO 2 - EMBRYONIC EXPOSURE TO MALATHION ALTERS OXIDATIVE
STRESS BIOMARKERS AND METAL(LOID) LEVELS IN THE AMAZON RIVER
TURTLE (Podocnemis expansa)

Figura 1. Concentracao de glutationa reduzida (GSH) (umol g’) em tecido hepatico de
Podocnemis expansa submetidos a diferentes grupos experimentais. Legenda: 40d -
embrides de 40 dias; 50d - embrides de 50 dias; H - filhotes; C = controle; T1 - tratamento

1(0,53 ug L™"); T2 - tratamento 2 (5,3 pg L™); T3 - tratamento 3 (53 ug L™).eeeeevvvennennne 52

Figura 2. Niveis de carbonilagdo proteica (umol L ') em Podocnemis expansa como
biomarcador de dano oxidativo. Legenda: 40d - embrides de 40 dias; 50d - embrides de 50
dias; H - filhotes; C = controle; T1 - tratamento 1 (0,53 pg L™"); T2 - tratamento 2 (5,3 pg

L1); T3 - tratamento 3 (53 g L) eeuii oottt 53

Figura 3. Capacidade Antioxidante Total (CAOT) em amostras de Podocnemis expansa
durante o desenvolvimento embriondrio e pos-eclosdo. Os valores estdo expressos em
mM/g de proteina (PTN). Legenda: 40d - embrides de 40 dias; 50d - embrides de 50 dias; H
- filhotes; C = controle; T1 - tratamento 1 (0,53 pg L™"); T2 - tratamento 2 (5,3 ug L™); T3 -
tratamento 3 (53 L L)oot ettt st e e bae e nabee e 54

Figura 4. Distribuicao das concentragdes (mg kg™) de metais e metaloides em musculo de
Podocnemis expansa, nos diferentes grupos experimentais e estagios de desenvolvimento.
(A) Cobre (Cu); (B) Manganés (Mn); (C) Rubidio (Rb); (D) Selénio (Se); (E) Titanio (Ti);

(F) Zinco (Zn). Legenda: 40d - embrides de 40 dias; 50d - embrides de 50 dias; H - filhotes;



C = controle; T1 - tratamento 1 (0,53 pg L"); T2 - tratamento 2 (5,3 pg L™); T3 -

tratamento 3 (53 L L)oottt e et e e et e e e bae e nnree e 56

Figura 5. Distribui¢do das concentragdes (mg kg™') de metais e metaloides em figado de
Podocnemis expansa, nos diferentes grupos experimentais e estagios de desenvolvimento.
(A) Arsénio (As); (B) Cadmio (Cd); (C) Cobre (Cu); (D) Ferro (Fe); (E) Manganés (Mn);
(F) Selénio (Se). Legenda: 40d - embrides de 40 dias; 50d - embrides de 50 dias; H -
filhotes; C = controle; T1 - tratamento 1 (0,53 pg L™"); T2 - tratamento 2 (5,3 ug L™); T3 -

tratamento 3 (53 L L)oot ettt et e e e e nnree e 57

Figura 6. Distribuicao das concentragdes (mg kg') de metais e metaloides em carapaca de
Podocnemis expansa, nos diferentes grupos experimentais e estagios de desenvolvimento.
(A) Arsénio (As); (B) Bario (Ba); (C) Cobre (Cu); (D) Rubidio (Rb); (E) Selénio (Se); (F)
Zinco (Zn). Legenda: 40d - embrides de 40 dias; 50d - embrides de 50 dias; H - filhotes; C
= controle; T1 - tratamento 1 (0,53 pg L™); T2 - tratamento 2 (5,3 pg L™"); T3 - tratamento

3 (53 HE L)oot e e s e s 59

Figura 7. Distribui¢do das concentragdes (mg kg') de metais e metaloides em unha de
Podocnemis expansa, nos diferentes grupos experimentais e estdgios de desenvolvimento.
(A) Arsénio (As); (B) Bario (Ba); (C) Cadmio (Cd); (D) Manganés (Mn); (E) Rubidio (Rb);
(F) Estroncio (Sr)Legenda: 40d - embrides de 40 dias; 50d - embrides de 50 dias; H -
filhotes; C = controle; T1 - tratamento 1 (0,53 pg L™"); T2 - tratamento 2 (5,3 ug L™"); T3 -

tratamento 3 (53 L L) it e e e 60

Figura 8. Distribuicdo das concentragdes (mg kg') de metais e metaloides em olho de
Podocnemis expansa, nos diferentes grupos experimentais e estagios de desenvolvimento.
(A) Arsénio (As); (B) Bario (Ba); (C) Cadmio (Cd); (D) Selénio (Se); (E) Titanio (Ti); (F)
Zinco (Zn). Legenda: 40d - embrides de 40 dias; 50d - embrides de 50 dias; H - filhotes; C
= controle; T1 - tratamento 1 (0,53 pg L™); T2 - tratamento 2 (5,3 pg L™'); T3 - tratamento
R IR TN T I TP SRSURORRSPI 61



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ABTS 2,2'-Azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato)

AChE Acetilcolinesterase

Al Aluminio

As Arsénio

Ba Bario

BSA Albumina sérica bovina

CAOT Capacidade Antioxidante Total

CAT Catalase

CEUA Comissdo de Etico de Uso de Animais

Cd Cédmio

Cr Cromo

Cu Cobre

DNA Acido desoxirribonucleico

DTNB 5,5'-Ditiobis(2-nitrobenzoico)

DNPH 2,4-Dinitrofenilhidrazina

EDTA Acido etilenodiamino tetra-acético

Fe Ferro

FISPQ Ficha de Informagdes de Seguranca de Produtos Quimicos
GSH Glutationa reduzida

GPx Glutationa peroxidase

Hg Merctrio

ICMBio Instituto Chico Mendes de Conservacao da Biodiversidade
ICP-MS Espectrometria de massas com plasma indutivamente acoplado

INMETRO Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia

IUCN International Union for Conservation of Nature

LAPSA Laboratorio de Avaliagao ¢ Promocao da Satide Ambiental
MAL Malathion

MDA Malondialdeido

Mg Magnésio

Mn Manganés

Pb Chumbo



PBS
Rb
ROS
Se
SISBIO
SNC
Sr
SOD
TAC
TEAC
TOCP
Ti
UFAM
Zn

Solugdo salina tamponada com fosfato (Phosphate Buffered Saline)
Rubidio

Espécies Reativas de Oxigénio

Selénio

Sistema de Informacao e Autoriza¢do da Biodiversidade
Sistema Nervoso Central

Estroncio

Superdxido dismutase

Total Antioxidant Capacity

Trolox Equivalent Antioxidant Capacity

Tri-orto-cresil fosfato

Titanio

Universidade Federal do Amazonas

Zinco



°C

km?

mL
min
mol L

mmol L~

ng L™

ng L.

nm

rpm
v/iv

%

144

LISTA DE SIMBOLOS

Grau Celsius

Grama(s)

Quilometro quadrado
Litro

Mililitro

Minuto(s)

Mol por litro

Milimol por litro
Micrograma por litro
Microlitro

Nanograma por litro
Nanometro

Potencial hidrogenidnico
Rotagdes por minuto
Volume/volume
Porcentagem

Minuto (coordenadas geograficas)

Segundo (coordenadas geograficas)



SUMARIO

CAPITULO 1 - CONSIDERACOES GERAIS.......ccevvvteieeerirneeeerenneeeerenneeeesenes 14
TINTRODUQGAO......ceuieeietiriieteeteetneeserneesnesseesnessesseesesssesnesssesssesnssnnes 14
2 REFERENCIAL TEORICO......ccccciiiiiiiiriiieeeiiniiiirieeeeesssssimeeeesssssssnes 17
2.1 Quelodnios: diversidade, evolucdo e caracteristicas gerais............o.ceovveneennnn. 17
2.2 Quelonios no Brasil e na Amazonia...............ooiiiiiiiiiiiiiii i, 17
2.3 Familia Podocnemididae. .............coooviiiiiiiiii e, 17
2.4 Ameagas antropicas aos quelonios amazoniCoOS. .. .....evveueeuereernineenenneninnen. 20
2.5 Contamina¢ao ambiental em ecossistemas aquaticos amazonicos................. 20
2.6 Malathion: uso, exposicao € efeitos tOXICOS. .. uvuurirrrerrieieeiieeiiieee e 22
2.7 Estresse oxidativo como mecanismo de toxicidade....................coeeviinne. 23
2.8 Metais e metaloides no desenvolvimento embriondrio.....................ceeeeee. 24
RIA 1 SIS N 1Sl (00N 1 7/ N 27
4 HIPOTESES CIENTIFICAS.....uuiieeeeeetuneeeerenneeeeresneeeersnneeeesssneseesssneneesssnes 28
SOBIETIVOS...uiiiniitiieiiiiiiniietiettiiatiestestsassssesssssnssssssssssssssssssssssssssssssss 29
5.1 0bJetivo Geral. .. ..ot 29
5.2 Objetivos ESPecifiCoS. ...o.uiuuitiiiii i, 29
REFERENCIAS. ....eettiiiiiiiiititteeeeeeeeiereeeeeeeeseeesinnraeeeeessseenmsseeseseenne 30

CAPITULO 2 - EMBRYONIC EXPOSURE TO MALATHION ALTERS
OXIDATIVE STRESS BIOMARKERS AND METAL(LOID) LEVELS IN THE

AMAZON RIVER TURTLE (Podocnemis
CXPANSA)eeeveneennesesssossssssssossssssssarmasosssssssssssssssssssmessssssssssssssssssssssssssssssssssssnns 43
6 CONSIDERACOES FINAIS....ccuttuittietetneetneeneerneeneerneeserseesneessesseenneseens 76

ANEXO A - COMPROVANTE DE SUBMISSAO DO ARTIGO NA REVISTA........77
ANEXO B - AUTORIZACAO PARA ATIVIDADES COM FINALIDADE
CIENTIFICA SISBIO.......ccccettuuuieeeeeereruneeeeeeerennnneseeesesssmnmmssssnnsssmsessnnnnsnmnns 78
ANEXO C - CERTIFICADO CEUA/UFAM....cccttittiiiiiiariniinniiercsasiascsassaccnnnes 83



CAPITULO 1 — CONSIDERACOES GERAIS

1 INTRODUCAO

Baseado na demanda mundial de commodities, o sistema agricola brasileiro se arranja
de forma que pode levar ao uso extensivo de agrotdxicos e fertilizantes em grande escala
(Delgado et al., 1996; Gomes & Barizon, 2014; Oliveira, 2016; de Azeredo Morgado et al.,
2023). Geralmente, esses compostos quimicos sdo amplamente utilizados objetivando o
controle de vetores de doengas, bem como pragas urbanas e domésticas (Fernandes et al.,
2020; Rico et al., 2022). No entanto, o uso intensivo e, muitas vezes, descontrolado desses
insumos quimicos se torna um problema considerando que cerca de 10-30%, quando
aplicados, atingem os solos, enquanto 50-75% daqueles pulverizados ndo atingem
organismos-alvo, sendo absorvidos pelo ambiente (Ribeiro et al., 2005; de Azeredo Morgado
et al., 2023). Assim, tais compostos podem infiltrar-se no solo e subsolo, atingindo aguas
subterraneas, enquanto outra parte infiltra-se em cursos de agua (Hildebrandt et al., 2008;
Aparicio et al., 2013; de Azeredo Morgado et al., 2023).

Nesse contexto, a complexa rede hidrologica da regido amazodnica, dominada pelo Rio
Amazonas e seus numerosos afluentes, desempenha um papel crucial no transporte de
escoamentos agricolas, incluindo residuos de pesticidas, desde o centro das atividades
agroindustriais até as areas mais remotas da floresta tropical (Rico et al., 2022; Cezarette et
al., 2024). Além disso, o bioma amazdnico, de importancia global, abriga uma vasta
diversidade de organismos aquaticos e terrestres, incluindo variadas espécies de répteis, grupo
este que apresenta alto potencial de exposicdo a contaminantes ambientais (Hopkins, 2000;
Mesak et al., 2019; Rico et al., 2022). Ademais, mesmo diante do declinio populacional
global observado para diversas espécies, os répteis permanecem entre os vertebrados menos
estudados quanto aos efeitos de poluentes sobre sua biologia, fisiologia e desenvolvimento
(Hopkins, 2000; Mesak et al., 2019).

Entre os répteis, os quelonios representam um grupo de grande relevancia ecoldgica,
destacando-se a espécie Podocnemis expansa, conhecida como tartaruga-da-amazonia, que
apresenta papel ecoldgico essencial para os ecossistemas aquaticos € que podem ser
particularmente atingida por alteragdes ambientais decorrentes de atividades antrdpicas
(Eisemberg et al., 2016; Mesak et al., 2019). A exposi¢ao desses animais a esse contaminantes
pode ocorrer tanto pela ingestdo da agua e alimentos contaminados, quanto pela via dérmica,

considerando o seu habito semi-aquatico, com impactos sistémicos, afetando tanto o
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desenvolvimento dos individuos expostos quanto a dindmica de populacdes (Mesak et al.,
2019).

Dentre os contaminantes ambientais, destaca-se o malathion, um dos pesticidas
organofosforados mais utilizados atualmente. Embora seja considerado de toxicidade
relativamente baixa em comparagdo a outros compostos da mesma classe, seu uso
generalizado pode resultar em exposicdo excessivamente proveniente de diferentes vias
ambientais (Ozsoy et al., 2016; dos Santos et al., 2016; Navarrete-Meneses et al., 2017,
Bogen e Singhal, 2017; Badr, 2020). De fato, evidéncias indicam que o risco advindo da
exposicdo ao malathion pode ser superior ao esperado, uma vez que sua toxicidade estd
fortemente correlacionada aos seus metabolitos, resultantes da oxidagdo deste pesticida
(Baiomy et al., 2015; Badr, 2020).

Os mecanismos toxicos do malathion envolvem a inibicdo de certas enzimas, como a
acetilcolinesterase (AChE), o desenvolvimento de estresse oxidativo, indu¢do de respostas
inflamatorias, promogao de apoptose, genotoxicidade e imunomodulagdo (Nicholas et al.,
1979; Geng et al., 2015; Guyton et al., 2015; Ince et al., 2017; Badr, 2020). Considerando a
identificacao deste pesticida em diferentes fontes aquaticas da regido Amazodnica, sendo,
inclusive, relatado por Rico et al. (2022), como o composto com a maior concentracdo total
em um corrego urbano da cidade de Manaus, com concentracdo maxima de 535 ng L', e os
diversos relatos ecotoxicologicos sobre a sua teratogenicidade e até a mortalidade de
diferentes embrides de animais expostos a este composto, incluindo organismos oviparos
(Wyttenbach e Thompson, 1985; Pourmirza, 2000; Ducolomb et al., 2009; Cook, Paradise e
Lom, 2009), faz-se necessario o estudo do impacto desse pesticida em espécies expostas da
regido.

Adicionalmente, deve-se considerar os possiveis efeitos do malathion sobre elementos
que desempenham papéis essenciais no desenvolvimento ou na fun¢do dos 6rgdos fetais e
neonatais, como diversos metais ¢ metaloides (Ashworth e Antipatis, 2001; Souza et al.,
2018). Metais e metaloides abrangem tanto elementos essenciais, como ferro (Fe), selénio
(Se) e zinco (Zn), necessarios em pequenas quantidades em organismos vivos, quanto
elementos ndo essenciais, como cadmio (Cd), cromo (Cr), chumbo (Pb) e merctrio (Hg), os
quais podem apresentar toxicidade mesmo em baixas concentragdes (Filimonova et al., 2016;
Morao et al., 2024).

Embora os pesticidas organofosforados sejam compostos organicos, geralmente sem
metais toxicos em sua composic¢ao (Perezgasga et al., 2012; De Castro et al., 2017), metais e

metaloides sdo frequentemente encontrados acumulados nos solos e rios da Amazodnia
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(Arrifano et al., 2018, Lopes et al., 2021; Bispo et al., 2024). Dessa forma, a interagdo dos
dois ¢ facilitada no ambiente aquatico, podendo resultar em efeitos toxicos mais pronunciados
quando comparados a exposi¢do isolada a cada contaminante (Wallace e Djordjevic, 2020).
Dessa forma, a avaliagdo integrada da exposicdo a pesticidas e metais durante o
desenvolvimento embriondrio torna-se fundamental para a compreensdo dos riscos
ecotoxicologicos, considerando que tanto os excessos quanto as deficiéncias dos
micronutrientes essenciais supracitados refletem efeitos diretos no crescimento e na
sobrevivéncia de organismos vivos, bem como no desenvolvimento molecular, celular,

imunolédgico e morfologico dos animais expostos (Ashworth e Antipatis, 2001).
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Quelonios: diversidade, evolucio e caracteristicas gerais

A ordem Testudines ou Chelonia abrange os répteis conhecidos como tartarugas,
cagados ou jabutis, bem como bichos de cascos, este ultimo como sdo conhecidos
popularmente na Amazonia (Ferrara et al., 2017). Anatomicamente, os quelonios possuem
caracteristicas unicas, com particularidades que permitiram que esses animais habitassem os
mais diversos espacos, desde ecossistemas marinhos e 4dguas continentais, até regides
terrestres tropicais e temperadas (Lovich et al.,, 2018). Os testudines estdo presentes nos
ecossistemas ha cerca de 220 milhdes de anos e, apesar das adaptagdes durante o processo de
evolucdo global, destacam-se pelas poucas modificagdes morfoldgicas (Ferrara et al., 2017;
Stanford et al., 2020). Seguida da extincdo de muitas espécies pertencentes a esta ordem,
atualmente sdo reconhecidas 356 espécies, distribuidas em 14 familia vivas (Turtle Taxonomy

Working Group, 2017, 2021; Rhodin et al., 2018; Lovich et al., 2018).

2.2 Quelonios no Brasil e na Amazonia

O Brasil ¢ um pais com alta biodiversidade animal, presente no ranking mundial dos
cinco paises de maior riqueza de queldnios, 36 espécies, sendo cinco destas, tartarugas
marinhas e as outras 31, quelonios continentais. Neste sentido, destaca-se a Amazonia
Brasileira, com um total de 20 espécies continentais conhecidas, sendo apenas duas terrestres,
e as demais, aquaticas ou semiaquaticas, distribuidas em cinco familias: duas pertencentes a
subordem Pleurodira (Podocnemididae e Chelidae), que retraem o pescogo lateralmente, e trés
pertencentes a subordem Cryptodira (Kinosternidae, Geoemydidae e Testudinidae), que
retraem o pescogo para tras em forma de um “S” vertical (Pough et al.,1998; Vogt, 2008; van
Dijk et al., 2014; Ferrara et al., 2016; Ferrara et al., 2017). As espécies pertencentes a
subordem Pleurodira, anatomicamente, apresentam especializa¢cdes vertebrais que as
permitem dobrar o pesco¢o em plano horizontal repousando lateralmente a cabega em frente
de um dos membros toracicos, além de possuirem escudos plastrais e pelve fundida (Gaffney

et al., 2011; Pérez-Garcia, 2016).

2.3 Familia Podocnemididae

A familia Podocnemididae abrange oito espécies sobreviventes, a saber: Erymnochelys
madagascariensis (Grandidier, 1867), Peltocephalus dumerilianus (Schweigger, 1812),
Podocnemis erythrocephala (Spix, 1824), Podocnemis expansa (Schweigger, 1812),
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Podocnemis lewyana (Duméril, 1852), Podocnemis sextuberculata (Cornalia, 1849),
Podocnemis unifilis (Troschel, 1848) e Podocnemis vogli (Miiller, 1935), encontradas na
América do Sul e em Madagascar (Gaffney et al., 2011; Siqueira, 2014). Na regido amazonica
estdo presentes cinco espécies pertencentes a esta familia, compreendendo o género
Podocnemis, englobado as espécies P. expansa, a tartaruga-da-Amazonia; P. unifilis, o tracaja;
P sextuberculata, o iacd ou pitiG; P. erythrocephala, a irapuca, ¢ a unica do género

Peltocephalus, Peltocephalus dumerilianus, conhecida como cabecudo (Ferrara et al., 2017).

Figura 1. Espécies da familia Podocnemididae. (A) Podocnemis unifilis; (B) Podocnemis
expansa; (C) Podocnemis sextuberculata; (D) Podocnemis erythrocephala; (E) Peltocephalus

dumerilianus. Fonte: Fotografias de autores diversos, disponiveis em BioDiversity4All
(2024).

A espécie alvo deste estudo, P. expansa (Schweigger 1812), apresenta ampla
distribui¢@o nos sistemas hidrograficos da bacia Amazonica e na bacia do Orinoco, ocorrendo
em todos os estados do Norte do Brasil, constituido pelo Acre, Pard, Amazonas, Tocantins,
Rondonia, Roraima e Amapd, assim como no Nordeste, no estado do Maranhdo e Centro

Oeste, nos estados de Mato Grosso e Goias (Vogt, 2008; Ferrara et al., 2017). A
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tartaruga-da-amazonia ¢ considerada o maior quelonio de dgua doce da América do Sul e a
maior espécie de seu género, apresentando como medidas a carapaga com comprimento
médio de 70 cm (65-79 cm) e pesando em média 25 kg (15-45 kg), onde as fémeas sdo
maiores que os machos (Ferrara et al., 2017). Apresenta dimorfismo sexual, quando adultos,
em que os machos possuem a cauda mais comprida e larga que as fémeas e cabega desta
apresenta coloracdo marrom escuro, enquanto a dos machos apresenta manchas amarelas
(Ferrara et al., 2017). A época reprodutiva ocorre durante a estagdo seca, com variagdes de
acordo com a localidade e o ciclo de inundacao dos rios, onde as tartarugas migram a procura
das areas de desova, os tabuleiros que sdo as praias arenosas (Cantarelli et al., 2014).

A determinagdo do sexo dos individuos, assim como em outras espécies do gé€nero
Podocnemis, se da pela temperatura de incubagdo dos ovos, em que temperaturas em torno de
30,5°C, induzem a uma maior propor¢do de machos e temperaturas mais altas, atingindo
34,5°C, levam a uma maior propor¢ao de fémeas (Bonach et al., 2011, Ferrara et al., 2017). A
desova ocorre anualmente onde, em média, 100 ovos de formato esférico medindo cerca de 36
e 49 mm de diametro e pesando entre 24 e 35g sdo postos (Ferrara et al., 2017).

O desenvolvimento embrionario de P. expansa varia de regido para regiao e pode
ocorrer ao longo de um periodo de incubacdo de aproximadamente 58 a 64 dias (Magalhaes et
al., 2017). A descrigdo embrionaria feita por Magalhaes et al. (2017) se baseia na sequéncia
de aparecimento de estruturas como olhos, processo mandibular, membros, carapaga e
plastrao, com estagios definidos de desenvolvimento morfoldgico ao longo do tempo, as quais
aparecem em uma ordem relativamente conservada para quelonios. Comparado com o padrao
de desenvolvimento de outras tartarugas, P. expansa apresenta certos eventos morfologicos
mais precoces e algumas caracteristicas Unicas, como morfologia craniofacial e padrdes
particulares de escudos do casco. Esse estadiamento detalhado auxilia na compreensdo da
evolucdo embriondria da espécie, tanto para fins comparativos quanto para estratégias de
manejo e conservacao de ninhos (Magalhaes et al., 2017).

De acordo com os critérios da Lista Vermelha da Unido Internacional para a
Conservacao da Natureza (IUCN), das 356 espécies de quelonios, 127 espécies estdo
Criticamente em Perigo (Rhodin et al., 2018). Segundo o status de conservagao publicado na
Lista Vermelha de Espécies Ameacadas da International Union for Conservation of Nature
(IUCN, 2025), a P. expansa encontra-se listada como sendo de Baixo Risco: Dependente da
Conservacao. Contudo, apesar da sua classificacdo e das vantagens devido a capacidade de
adaptagdo das espécies deste grupo, os queldnios possuem certa vulnerabilidade em meio as

rapidas mudangas ambientais motivadas pelos seres humanos devido a certos aspectos do seu
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desenvolvimento, como demora para atingir a maturidade, periodo reprodutivo longo e

longevidade extrema (Shaffer et al., 2017).

2.4 Ameacas antropicas aos quelonios amazonicos

Diversos fatores antropicos tém contribuido significativamente para o rapido declinio
das populagdes de queldnios documentadas mundialmente, incluindo a perda e degradagao de
habitat, considerando a constru¢do de usinas hidrelétricas e mudangas climaticas, além da
coleta excessiva de tartarugas e seus ovos para o consumo alimentar por humanos e o
comércio internacional de animais de estimacdo e de medicamentos tradicionais (Andrade et
al., 2015; Rhodin et al., 2018).

Entre essas ameacas, destaca-se a exploragado direta, caracterizada pela pressao de caca
e pesca sobre as populagdes naturais. Embora essa pratica possua carater historico e milenar
na regido Amazonica, sendo tradicionalmente associada a subsisténcia e ao sustento alimentar
e econdomico de populacdes ribeirinhas e indigenas, o aumento da pressdo antropica, aliado a
redu¢do dos estoques naturais, tem contribuido para a intensificagdo do impacto sobre
diversas espécies de quelonios (Caputo, Canestrelli e Boitani, 2005; Rebélo et al., 2005;
Félix-Silva et al., 2019). Além disso, a crescente regulamentagdo, ao longo da bacia
amazonica, em fun¢do da implantacdo de empreendimentos hidrelétricos t€ém resultado em
consequéncias diretas e indiretas sobre as populacdes aquaticas. Entre os principais efeitos
estdo declinios populacionais, a interrup¢ao do fluxo génico e a redugdo da variabilidade
genética, especialmente em espécies migratorias (Pezzuti et al., 2016; Ferrara et al., 2017;
Félix-Silva et al., 2019). Soma-se a isso a perda de areas reprodutivas e a diminuicdo da
disponibilidade de recursos alimentares, agravadas pela exploracdo descontrolada dos

estoques naturais (Andrade et al., 2015; Ferrara et al., 2017).

2.5 Contaminacio ambiental em ecossistemas aquaticos amazonicos

Associada a esse cenario, a contaminagdo ambiental tem se intensificado nos
ecossistemas aquaticos amazonicos, impulsionada pelo atual modelo agricola brasileiro,
orientado para atender as demandas globais de commodities (de Azeredo Morgado et al.,
2023). Devido a caracteristicas climaticas favordveis e a abundancia de solos férteis e
cultivaveis, o Brasil se destaca no cenario global, sendo um dos maiores produtores e o
segundo maior exportador mundial de produtos agricolas (Cezarette et al., 2024). A regido
amazonica, com suas caracteristicas fisicas naturais, apresenta alto potencial agricola, o que

contribui para a expansdo das fronteiras agricolas, também impulsionada pela crescente
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demanda global, levando ao desmatamento generalizado e a conversdo de florestas tropicais
em areas de cultivo (de Azeredo Morgado et al., 2023; Cezarette et al., 2024). No entanto, o
aumento dessas atividades tornou-se uma questdo preocupante, pois intensifica a poluicao
ambiental. Soma-se a isso a questdo da falta de saneamento urbano, que contribui para a alta
prevaléncia de doengas endémicas transmitidas por vetores em areas urbanas da Amazodnia,
tornando necessaria a utilizagdo de pesticidas (Castro et al., 2019; Rico et al., 2022; Cerazette
et al., 2024).

De modo geral, os pesticidas, também denominados defensivos agricolas,
correspondem a um grupo de substancias quimicas ou bioldgicas utilizadas no controle de
organismos considerados prejudiciais a producdo agricola, incluindo insetos, plantas
daninhas, fungos e outros organismos (Badr, 2020; Okolonkwo, Amadi e Chimekagbe, 2022).
Esses compostos podem ser classificados de acordo com seu alvo bioldgico, destacando-se os
inseticidas, herbicidas, fungicidas e acaricidas, entre outros (Okolonkwo, Amadi e
Chimekagbe, 2022). Nas ultimas décadas, a utilizacdo de pesticidas em diferentes partes do
mundo progrediu, objetivando aumentar a produtividade agricola, além de minimizar perdas
(Bhardwaj e Saraf, 2014; Badr, 2020).

No entanto, esses compostos ndo sdo isentos de riscos, representando importantes
fontes de poluicdo ambiental e estando associados a efeitos adversos a saide humana e a
biota, alguns dos quais podem ser irreversiveis (LaVerda et al., 2015; Navarrete-Meneses et
al., 2017; Badr, 2020). Tanto pesticidas quanto fertilizantes sintéticos contém compostos
quimicos que ndo sdo totalmente absorvidos e metabolizados pelos organismos e que, quando
aplicados, acabam dispersos em compartimentos ambientais adjacentes (Giesy et al., 2000;
Mamy et al.,, 2016; de Azeredo Morgado et al., 2023). Dentre esses, os inseticidas
organofosforados destacam-se entre os mais utilizados, tanto na agricultura quanto no
controle de vetores e na medicina veterinaria, em razao de sua elevada eficiéncia biologica
(Prakash e Venkatesh, 1996; Ducolomb et al., 2009; Okolonkwo, Amadi e Chimekagbe,
2022).

Mesmo em baixas doses, a exposicdo a organofosforados pode resultar em
intoxicagdes em vertebrados, principalmente por meio da inibicdo da AChE, levando a
neurotoxicidade, fraqueza muscular e, em casos mais severos, paralisia apos periodos
prolongados de exposi¢do (Jokanovic, 2001; Ducolomb et al., 2009). Diversos estudos
relatam efeitos citotoxicos de compostos dessa classe, como o diazinon e malathion (Giordano

et al., 2007), além de evidéncias de genotoxicidade (Blasiak et al., 1999; Giri et al., 2002) e
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danos teratogénicos em diferentes modelos animais (Hamm e Hinton, 2000), bem como em

humanos (Eskenazi et al., 2004; Navarrete-Meneses et al., 2017; Badr, 2020.).

2.6 Malathion: uso, exposicao e efeitos toxicos

O malathion [S-(1,2-dicarbetoxietil) O,0-dimetilditiofosfato] ¢ um inseticida
organofosforado amplamente utilizado desde a década de 1980 em atividades agricolas,
industriais ¢ na medicina veterinaria para o controle de vetores e ectoparasitas (Ozsoy et al.,
2016; Bogen e Singhal, 2017; Badr, 2020). Por apresentar toxicidade aguda relativamente
menor quando comparado a outros organofosforados, o malathion tornou-se um dos pesticidas
mais empregados globalmente, o que contribui para sua ampla dispersdo ambiental € aumento
do risco de exposi¢do de organismos nao alvo (Badr, 2020).

Além da polui¢do ambiental como consequéncia deste uso generalizado, hd também
aumento da extensdo da exposi¢do, onde individuos podem ser expostos através de diferentes
vias (dos Santos et al., 2016; Navarrete-Meneses et al., 2017; Badr, 2020). A toxicidade aguda
do malathion ocorre principalmente por via oral (Esen e Uysal, 2018), mas também por
absor¢ao dérmica (Geng et al., 2015), conjuntival (Kamanyire e Karalliedde, 2004) e
exposicao respiratoria por meio ocupacional ou ndo-ocupacional durante contato com plantas
e solos contaminados, além de trabalho em fabricas de pesticidas, manuseio e aplicacdo ou
derramamentos acidentais (Machera et al., 2003; Ozsoy et al., 2016). Evidéncias da ampla
disseminagdo desse composto incluem a deteccdo, inclusive, de vestigios de malathion no
sangue, urina e cabelo de mulheres gravidas, o que reforca a preocupacdo quanto a exposicao
cronica e aos possiveis efeitos durante o desenvolvimento embrionario (Bossi et al., 2013;
Navarrete-Meneses et al. 2017).

A toxicidade do malathion ¢ influenciada por diversos fatores, como dose e duragao da
exposicdo, via de entrada, idade e estado de saude do individuo (Rosas e Eskenazi, 2008;
Sanchez-Santed et al., 2016; Badr, 2020). Estudos experimentais e observacionais apontam
que a exposicdo a esse inseticida pode estar associada a disfungdo de diversos oOrgaos,
incluindo figado, rins, pancreas, testiculos e cérebro, podendo também levar a alteragdes
metabolicas sist€émicas (Ozsoy et al. 2016; Esen e Uysal, 2018; Badr, 2020).

Entre os mecanismos de toxicidade do malathion compreendidos até o momento, o
principal € a inibi¢do da AChE, resultando no acumulo de acetilcolina nas sinapses € na
estimulagdo excessiva dos receptores muscarinicos € nicotinicos, desencadeando
manifestagdes colinérgicas nos sistemas nervoso central, periférico e autdbnomo (Mileson et

al., 1998; Esen e Uysal, 2018; Sapbamrer e Hongsibsong, 2019; Badr, 2020). No entanto, a
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inibi¢do da AChE, isoladamente, ndo explica a série de efeitos toxicos observados apds a
exposicdo ao malathion, especialmente em situagdes de exposi¢do cronica ou subletal (Badr,
2020).

Dessa forma, o estresse oxidativo tem sido proposto como um dos principais
mecanismos envolvidos na toxicidade, tanto aguda quanto crdnica, desse organofosforado.
Devido sua natureza lipofilica, o malathion pode interagir diretamente com a bicamada
fosfolipidica das membranas celulares, promovendo alteracdes estruturais, disfungao
mitocondrial e aumento da producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) (Ozsoy et al.,
2016; Badr, 2020). Esse desequilibrio entre a geracdo de oxidantes e os sistemas de defesa
antioxidante pode resultar em danos oxidativos a lipidios, proteinas e acidos nucleicos,
comprometendo a integridade e a funcionalidade celular (Kiran, Otlu e Karabulut, 2023).

Além disso, estudos indicam que o malathion pode induzir respostas inflamatorias,
apoptose, genotoxicidade e imunomodulagdo, reforgcando seu potencial toxico em diferentes
niveis biologicos (Nicholas et al., 1979; Geng et al., 2015; Guyton et al., 2015; Ince et al.,
2017; Badr, 2020). Em organismos aquaticos € em modelos experimentais oviparos, como o
zebrafish (Danio rerio), ha evidéncias de efeitos adversos durante o desenvolvimento
embrionario, incluindo reducdo do sucesso de eclosdo, malformacdes e aumento da
mortalidade, o que destaca a relevancia de investigar os impactos subletais desse pesticida nas
fases iniciais do desenvolvimento (Wyttenbach e Thompson, 1985; Pourmirza, 2000;

Ducolomb et al., 2009; Cook, Paradise e Lom, 2009; Rahman et al., 2020).

2.7 Estresse oxidativo como mecanismo de toxicidade

Considerando que o estresse oxidativo constitui um importante mecanismo de
toxicidade associado a exposi¢do a contaminantes ambientais, sua avaliacdo ¢ feita por meio
da mensuracdo de multiplos biomarcadores, cada um expressando diferentes caracteristicas
que dizem sobre o dano oxidativo ou da defesa antioxidante (Frijhoff et al. 2015; Kiran, Otlu
e Karabulut, 2023). Entre esses biomarcadores destacam-se aqueles relacionados aos produtos
de oxidagdo de proteinas e outros componentes celulares, indicando modificagdes estruturais,
resultantes da acdo de ROS, refletindo em disfuncgdes celulares (Frijhoff et al. 2015; Ghezzi,
2020; Kiran, Otlu e Karabulut, 2023). Nesse contexto, a carbonilagdo proteica ¢ amplamente
utilizada como marcador de dano oxidativo a proteinas (Ghezzi, 2020).

Outro importante biomarcador ¢ a Capacidade Antioxidante Total (CAOT), que revela
o equilibrio entre agentes oxidantes e antioxidantes, permitindo uma avaliacdo geral da

eficiéncia do sistema antioxidante frente a possiveis danos oxidativos (Katerji, Filippova e

24



Duerksen-Hughes, 2019; Ghezzi, 2020). Além disso, estudos demonstram que a exposi¢ao ao
malathion estd associada ao aumento da peroxidacao lipidica (Durak et al., 2009; Bhardwaj et
al., 2018; Badr, 2020), compreendendo dano aos lipidios de membrana, indicando lesao
oxidativa celular (Ghezzi, 2020; Li et al., 2023), desencadeada pela geragao excessiva de ROS
e pode ser analisada através da determinagcdo de malondialdeido (MDA), um composto
organico reativo e produto da peroxidagdo lipidica (Ghezzi, 2020; Li et al., 2023). Esse
fendmeno geralmente vem acompanhado por alteracdes, seja inibigdao ou ativagdo, do sistema
de defesa antioxidante em diferentes 6rgdos (Flehi-Slim et al. 2015; Badr, 2020). Ademais,
evidéncias indicam que o malathion pode também comprometer a atividade das defesas
antioxidantes celulares ndo-enzimaticas, como a glutationa reduzida (GSH).

A determinacdo desses biomarcadores se tornam importantes também durante o
desenvolvimento embriondrio, considerando que, em casos de exposi¢do a fatores exdgenos
(como poluentes, toxinas e radiagdo), aumenta-se o risco de danos oxidativos, com
consequéncias potencialmente adversas para o desenvolvimento embrionario e a aptidao a
longo prazo (Halliwell e Gutteridge, 2015; Watson et al., 2018). Sabe-se que, em espécies
oviparas, o estresse oxidativo decorre normalmente do metabolismo acelerado e de ROS
maternos, sendo atenuado por antioxidantes do vitelo e por sistemas antioxidantes
embriondrios, necessitando de elementos que atuem e auxiliem na prote¢do do embrido

(Watson et al., 2018).

2.8 Metais e metaloides no desenvolvimento embrionario

Em vertebrados amniotas oviparos, destaca-se a relevancia de oligoelementos como
nutrientes essenciais para o desenvolvimento do embrido, os quais sdo transferidos
principalmente para a prole durante a formagao do ovo, por meio da vitelogénese, deposi¢cao
de albumina ou deposi¢do de casca (Van Dyke, Hopkins e Jackson, 2013; Van Dyke et al.,
2014). Entre esses elementos estdo certos metais e metaloides, classificados de acordo com a
Tabela Periddica com base em suas propriedades fisico-quimicas e no tipo de ligagdo quimica
predominante, o que influencia diretamente seu comportamento bioldgico e ambiental (Marzo
e La Mendola, 2021). De modo geral, os metais apresentam maior condutividade elétrica e
tendéncia a formacdo de ligagdes metalicas e iOnicas, enquanto os metaloides tém
propriedades intermediarias, sdo semicondutores, covalentes e mais frageis, apresentando
caracteristicas entre metais € nao metais (Marzo e La Mendola, 2021; Dutta et al., 2020).

Esses elementos incluem tanto elementos essenciais, aqueles requeridos em pequenas

quantidades para o funcionamento fisiolégico adequado, como cobre (Cu), ferro (Fe),
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magnésio (Mg), selénio (Se) e zinco (Zn), quanto elementos ndo essenciais, que sao
potencialmente toxicos e sem fun¢do bioldgica essencial conhecida, como aluminio (Al),
arsénio (As), bario (Ba), cadmio (Cd), chumbo (Pb), cromo (Cr), estroncio (Sr), mercurio
(Hg) e titanio (Ti) (Filimonova et al., 2016; Morao et al., 2024). A origem desses
microelementos em animais oviparos pode estar associada a dieta, estagio de vida ou mesmo
pelo contato de ovos com areias de praias de nidificacdo, além da exposicdo ambiental a
contaminantes quimicos (Aguirre e Lutz, 2004; Celik et al., 2006; Souza et al., 2018).

Nesse contexto, apesar de os organofosforados serem compostos organicos,
geralmente ésteres ou derivados de tiol de acidos fosforicos, fosfinicos ou fosforamidicos, e
ndo apresentarem metais toxicos em sua composi¢ao (Perezgasga et al., 2012; De Castro et
al., 2017), a interacdo entre esses compostos € os metais presentes no ambiente pode
potencializar seus efeitos adversos. Na regido amazonica, a recorrente acumulacido de metais
em solos e corpos d’adgua tem sido amplamente reportada (Arrifano et al., 2018, Lopes et al.,
2021; Bispo et al., 2024), o que pode facilitar a interagdo com os pesticidas no ambiente
aquatico. Evidéncias, de fato, sugerem que a exposicdo combinada a esses contaminantes
pode resultar em efeitos toxicos mais pronunciados do que aqueles observados quando os
compostos atuam de forma isolada (Wallace e Djordjevic, 2020), incluindo alteracdes
imunopatoldgicas, carcinogénicas e teratogénicas, com comprometimento dos sistemas
neural, cardiovascular, renal, reprodutivo e enddcrino (Yipel et al., 2017; Souza et al., 2018).

Alguns microminerais como Cu, Zn, Fe, Mg e Se, possuem papel significativo na
neutralizacdo de radicais livres, bem como na fun¢do e estrutura de enzimas e proteinas
antioxidantes, contribuindo para a prote¢ao celular diante do excesso de ROS (Méplan et al.,
2011; Wolonciej, Milewska e Roszkowska-Jakimiec, 2016; Muselin et al., 2019; Esfahani e
Mehri, 2024). Contudo, desequilibrios na homeostase desses elementos, seja por deficiéncia
ou excesso, podem comprometer os mecanismos antioxidantes, favorecendo danos oxidativos.
Nesse cenario, considera-se a relagdo do malathion como dificultador da defesa antioxidante,
juntamente do aumento da producdo de ROS, afetando direta ou indiretamente a integridade
da membrana celular, podendo culminar em disfun¢do mitocondrial e oxidag¢ao de lipidios,
proteinas ¢ DNA (Fortunato et al., 2006; Said et al., 2014; Badr, 2020). Adicionalmente, com
a possivel interferéncia sobre os metais t0Xicos € 0 seu aumento em organismos expostos,
pode haver competicdo com metais essenciais por sitios de ligagdo em proteinas,
substituindo-os em enzimas e, também, gerando estresse oxidativo e dano celular, inclusive

no sistema nervoso (Peana et al., 2021; Fasae e Abolaji, 2022).
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Estudos em aves, como a saracura-matraca (Rallus longirostris), demonstram que a
exposicao a metais como Mg, Cu, Zn, Pb e Hg, estd associada a cascas dos ovos mais finas e
com anomalias na microestrutura, sugerindo uma ameaga ao sucesso reprodutivo dessas
espécies (Rodriguez-Navarro et al.,, 2002). De forma semelhante, observagdes feitas em
espécies de tartarugas marinhas, como Caretta caretta e Chelonia mydas, indicam que
elevadas concentragoes de Cu estdo relacionadas a efeitos toxicos e a redu¢ao do sucesso de
eclosdo, enquanto baixos niveis de Zn, elemento essencial para a homeostase biologica ¢ a
formag¢do de ovos, também podem comprometer o desenvolvimento embriondrio (Caurant et
al., 1999; Kobayashi e Okamura, 2004; Maffucci et al., 2005; Andreani et al., 2008; Souza et
al., 2018; Morao et al., 2024).

Diante do exposto, tanto excessos quanto deficiéncias dos micronutrientes essenciais,
assim como a exposi¢ao elevada a elementos ndo essenciais, podem afetar diretamente a
formacao de ovos e o crescimento e a sobrevivéncia de embrides, resultando em prejuizos ao
desenvolvimento molecular, celular, imunolégico e morfoldgico, além de reduzir o sucesso de
eclosdao (Keen et al., 1997; Ashworth e Antipatis, 2001; Perrault et al., 2011; Souza et al.,
2018). Assim, evidencia-se a importancia da investigacao dos efeitos do malathion sobre o
estresse oxidativo e sobre a dinamica de metais e metaloides durante o desenvolvimento
embriondrio, considerando ndo apenas elementos essenciais aos processos fisiologicos, mas
também aqueles potencialmente toxicos, cuja biodisponibilidade e toxicidade podem ser

moduladas ou amplificadas pela exposi¢do concomitante ao pesticida.
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3 JUSTIFICATIVA

A contaminagdo ambiental por pesticidas representa uma problematica crescente,
especialmente no contexto da conservagdo ambiental e da preservagao de espécies, uma vez
que ameaga diretamente a biodiversidade e a integridade dos ecossistemas. Na regido
Amazobnica, a tartaruga-da-amazonia apresenta grande importancia ecoldgica e cultural,
desempenhando papel fundamental na manutengdo do equilibrio dos ecossistemas aquaticos.
No entanto, essa espécie encontra-se cada vez mais exposta a contaminantes quimicos,
incluindo o malathion, devido a crescente expansdo agricola e ao uso intensivo de pesticidas
na regiao.

Estudos anteriores demonstram que o malathion ¢ capaz de induzir estresse oxidativo
e alterar a homeostase de metais e metaloides essenciais em organismos aquaticos, muitos
associados a defesas antioxidantes e necessarios durante desenvolvimento do embrido (Franco
et al., 2009; Van Dyke et al.,, 2014; Hassan et al., 2022). Considerando que o estresse
oxidativo pode causar danos celulares e comprometer o desenvolvimento normal dos
embrides, a avaliacdo de biomarcadores de estresse oxidativo e das concentragcdes de metais e
metaloides nos embrides de P expansa pode fornecer informacdes relevantes para
compreender os impactos do malathion nas fases de desenvolvimento e pos-eclosao.

Essa problemaética se torna ainda mais marcante quando considerada sob a perspectiva
de saude publica, uma vez que a carne ¢ os ovos de queldonios sdo tradicionalmente
consumidos por populacdes ribeirinhas, especialmente para subsisténcia, constituindo
importante fonte de proteina animal. Nesse contexto, destaca-se o risco potencial de
bioacumulagdao do pesticida, bem como de metais e metaloides em concentracdes
consideradas toxicas, por exemplo, nos tecidos desses organismos, o que pode representar
uma via indireta de exposi¢do humana a contaminantes ambientais. Portanto, a obtengdo de
dados cientificos s6lidos e especificos permitira o desenvolvimento de diretrizes mais eficazes
para a gestdo ambiental e a mitigagdao dos impactos negativos causados pelo uso de pesticidas,
além de contribuir na seguranca para a saude das populagdes que os t€ém como fonte
alimentar.

Diante disso, a realizagdo desta pesquisa ¢ fundamental ndo apenas para a preservagao
da espécie em estudo, mas também para a protecao dos ecossistemas amazonicos como um
todo, contribuindo para a conscientizagdo sobre a importancia de praticas agricolas mais

seguras e sustentaveis, protegendo assim a biodiversidade e os recursos naturais da regido.

28



4 HIPOTESES CIENTIFICAS

H1 - A exposicdo ao malathion durante o desenvolvimento embriondrio de Podocnemis
expansa provoca alteracdes na homeostase de metais e metaloides nos diferentes tecidos

analisados;

H2 - A exposi¢do ao pesticida provoca alteragdes nos biomarcadores de estresse oxidativo,

refletindo respostas fisioldgicas adaptativas ou indicativas de dano celular;
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5 OBJETIVOS

5.1 Objetivo Geral

Avaliar o impacto da exposi¢do ao pesticida malathion sobre os biomarcadores de
estresse oxidativo € os niveis de metais e metaloides durante o desenvolvimento

embrionario e pds-eclosdo da tartaruga-da-Amazonia (Podocnemis expansa).

5.2 Objetivos Especificos

e Avaliar os niveis dos biomarcadores de estresse oxidativo, glutationa reduzida (GSH),
capacidade antioxidante total (CAOT) e carbonilacdo proteica, em tecido hepatico de
Podocnemis expansa durante o desenvolvimento embriondrio e pos-eclosio;

e (Quantificar as concentracdes de metais e metaloides em musculo, figado, carapaca,
unha e olho de Podocnemis expansa durante o desenvolvimento embrionario e

pos-eclosao.
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Resumo

Os ecossistemas aquaticos amazonicos vém sendo impactados por contaminantes quimicos,
como os pesticidas organofosforados, sendo escassas as informacdes sobre seus efeitos
durante o desenvolvimento inicial de organismos sentinelas, como a Podocnemis expansa.
Este estudo avaliou os efeitos da exposi¢cdo ao malathion sobre biomarcadores de estresse
oxidativo e a determinacdo de metais ¢ metaloides durante o desenvolvimento embrionario de
tartarugas-da-Amazonia. Os ovos foram incubados artificialmente sob condi¢des controladas
e distribuidos em um grupo controle e trés tratamentos nominais com malathion (0,53; 5,3 e
53 pg L™). Foram determinados os niveis de glutationa reduzida (GSH), capacidade
antioxidante total (CAOT), carbonilacdo proteica em tecido hepatico e as concentragdes de
metais e metaloides em musculo, figado, carapaca, unha e olho de embrides de 40 e 50 dias de
desenvolvimento e de filhotes eclodidos. Os resultados indicaram padrdes dependentes do
estagio de desenvolvimento e da exposicdo, com maior variabilidade nos biomarcadores
redox em embrides e aumento de GSH e carbonilagdo proteica em filhotes expostos a maior
concentracdo. A distribuicao de metais e metaloides foi tecido-especifica, com maior acumulo
de elementos essenciais em tecidos metabolicamente ativos, como musculo e figado, e
mineralizados, como a carapaga nos grupos expostos. Embora a andlise descritiva e o tamanho
amostral reduzido nao permitam conclusdes definitivas sobre toxicidade, os achados refletem
respostas fisiologicas potenciais associadas a exposi¢cao ao malathion durante fases iniciais do
desenvolvimento, reforcando a necessidade de estudos futuros com delineamentos
experimentais mais robustos.

Palavras-chave: Ecotoxicologia, embrido, quelonios amazonicos, pesticida.

Introduciao

Os ecossistemas aquaticos amazonicos desempenham papel fundamental na
biodiversidade global, abrigando uma das maiores riquezas bioldgicas do planeta e
contribuindo para a manuten¢do do equilibrio ecologico que sustenta as populagdes humanas
e a fauna silvestre (Alho et al., 2015; Jenkins et al., 2025). No entanto, esses ambientes vém
sofrendo pressdes crescentes devido atividades antrdpicas, como a expansdo agricola, a
urbanizagdo desordenada, a constru¢do de usinas hidrelétricas € o uso intensivo de
contaminantes quimicos (Mojiri et al., 2020; de Azeredo Morgado et al., 2023).

Entre os organismos afetados por essas alteragdes ambientais, destacam-se os
quelonios amazonicos, incluindo a tartaruga-da-Amazonia (Podocnemis expansa), a maior

espécie de seu género e quelonio de agua doce da América do Sul (Ferrara et al., 2016). Além
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de sua importancia ecologica, cultural e socioecondmica, em que possuem possuem grande
relevancia para comunidades ribeirinhas, sendo historicamente utilizadas como fonte de
alimento e subsisténcia (Rebélo et al., 2005; Félix-Silva et al., 2019), essas espécies sao
consideradas importantes sentinelas ambientais e¢ bioindicadores, uma vez que apresentam
longa expectativa de vida, ocupam niveis tréficos elevados e possuem a capacidade de
integrar a exposi¢ao ao longo do espago e do tempo (Norris et al., 2018; Santos et al., 2021).
Apesar disso, populagdes naturais de P. expansa t€ém apresentado declinio acentuado,
associado a exploracdo excessiva, a degradacdo de habitats e a exposicdo a contaminantes
ambientais, os quais podem alcancar os ecossistemas aquaticos mesmo a longas distancias das
areas de aplicagdo (Eisemberg et al., 2016; Forero-Medina et al., 2021).

Tais contaminantes representam uma ameaga significativa a biota aquatica,
especialmente a organismos nao alvo, devido ao seu potencial de bioacumulagdo e inducao de
efeitos subletais (Rico et al., 2022; de Azeredo Morgado et al., 2023). Entre os diferentes
grupos de compostos quimicos associados a contaminacdo de ambientes aquaticos, os
pesticidas organofosforados destacam-se pelo amplo uso e seu potencial de causar efeitos
adversos mesmo em baixas concentragdes (Jokanovic, 2001; Ducolomb et al., 2009;
Mukherjee et al., 2025). O malathion ¢ um inseticida organofosforado amplamente
empregado na agricultura, no controle de vetores de doencas e em aplicagdes veterinarias
(Ozsoy et al.,, 2016; Bogen & Singhal, 2017; Badr, 2020). Embora seja considerado de
toxicidade moderada, estudos demonstram que o malathion pode provocar efeitos subletais
significativos em organismos ndo alvo (Geng et al., 2015; Guyton et al., 2015; Ince et al.,
2017; Badr, 2020; Rahman et al., 2020).

Entre os principais mecanismos de toxicidade associados a esse composto estdo a
inibicdo da acetilcolinesterase ¢ a inducao de estresse oxidativo, resultante do aumento na
producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) (Ozsoy et al., 2016; Sapbamrer &
Hongsibsong, 2019; Badr, 2020). O estresse oxidativo ocorre quando ha desequilibrio entre a
geracdo de ROS e a capacidade do sistema antioxidante em neutralizé-las, podendo levar a
danos oxidativos em lipideos, proteinas e acidos nucleicos (Kiran et al, 2023). Biomarcadores
como a glutationa reduzida (GSH), a capacidade antioxidante total (CAOT) e a carbonilacdo
proteica tém sido amplamente utilizados, objetivando avaliar alteragdes no estado redox
celular e a eficiéncia do sistema antioxidante (Ozsoy et al., 2016; Ullah et al., 2018; Katerji et
al., 2019; Badr, 2020; Ghezzi, 2020).

Além dos efeitos sobre o metabolismo oxidativo, o malathion pode interferir na

homeostase de metais e metaloides essenciais, elementos fundamentais para processos
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fisiologicos, como na funcdo e estrutura de enzimas antioxidantes, no desenvolvimento
embriondrio e na manutencdo da integridade celular (Badr, 2020; Jomova et al., 2022).
Alteragdes nas concentragcdes desses elementos podem potencializar os efeitos toxicos do
pesticida e comprometer etapas criticas do desenvolvimento, especialmente durante a
embriogénese, fase reconhecidamente sensivel a exposi¢do a contaminantes ambientais,
podendo apresentar alteragdes fisioldgicas e bioquimicas com consequéncias a longo prazo
(de Paula Silva et al, 2025).

Ainda s3o escassos os estudos que avaliam os efeitos do malathion durante o
desenvolvimento embrionério de quelonios, bem como sua relagdo com o estresse oxidativo e
a distribui¢do de metais e metaloides em diferentes tecidos. Nesse contexto, a avaliagdo
desses parametros em embrides e filhotes de Podocnemis expansa expostos ao pesticida, pode
fornecer informagdes relevantes sobre os impactos do malathion em fases iniciais da vida,
contribuindo para a compreensdo de sua toxicocinética e toxicodinamica, além de contribuir

para estratégias de conservacao e avaliagdo de risco ambiental.

Material e métodos
Area de estudo

Devido a constru¢ao da Usina Hidrelétrica de Balbina, uma éarea de aproximadamente
2.360 km? no rio Uatuma foi inundada, e estd localizada em Balbina, Presidente Figueiredo,
na parte nordeste do Estado do Amazonas (1° 54’ 56,7" Sul, 59° 28" 25" Oeste) (Feitosa et al.,
2007). As coletas foram realizadas em duas praias artificiais nas margens do rio Uatuma, a
jusante da hidrelétrica, monitoradas pelo Centro de Pesquisa e Preservacdo de Mamiferos

Aquaticos e Tartarugas, Axia Energia.

Coleta dos ovos e incubacio artificial

Os ovos de P. expansa foram coletados imediatamente apos a desova, em setembro de
2024. Ao todo, coletou-se ovos provenientes de ninhos distintos, os quais foram identificados
e acondicionados na mesma posi¢do em que se encontravam no ninho natural, em caixas de
isopor de 17 L contendo areia do local de desova. Posteriormente, os ovos foram
transportados para o Laboratério de Morfologia Humana e Comparada da Universidade
Federal do Amazonas (UFAM), onde foi realizada a incubagdo artificial. Todos os
procedimentos foram avaliados e aprovados pelo Sistema de Informagdo e Autorizagao da

Biodiversidade (SISBIO) n°® 98371-1 do Instituto Chico Mendes de Conservagdo da
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Biodiversidade (ICMBio), ¢ pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Universidade Federal do Amazonas (UFAM), sob o protocolo n°23105.020280/2024-85.

Desenho experimental e exposi¢cao ao malathion

O experimento foi conduzido com quatro grupos experimentais, com distribuicdo
aleatoria dos ovos coletados: um grupo controle, incubado sem contaminante, e trés grupos
expostos ao pesticida malathion nas concentragdes nominais de 0,53 ug L™, 5,3 ug L' e 53
ng L. A menor concentracdo testada, sendo o tratamento 1 (T1, 0,53 pg L") € condizente
com valores j& detectados em ambientes aquaticos naturais, conforme relatado por Rico et al.
(2022). As concentragdes intermediaria, tratamento 2 ( T2, 5,3 pg L) e elevada, tratamento 3
(T3, 53 ug L") foram estabelecidas como multiplos dessa concentragdo ambiental, permitindo
a avaliacdo de respostas diante de um possivel cenério de bioacumulagdo, ao longo do tempo.
Os grupos experimentais foram definidos de acordo com o estdgio de desenvolvimento e o
tratamento: 40dC e 50dC (embrides controle aos 40 e 50 dias de desenvolvimento), 40dT1,
40dT2 e 40dT3, 50dT1, 50dT2 e 50dT3 (embrides de 40 e 50 dias de desenvolvimento
expostos a niveis crescentes de tratamento). Para analise pds-eclosao, optou-se por manter os
filhotes controle e tratados, HC e HT3, respectivamente.

Cada grupo foi incubado em incubadoras independentes, com temperatura e umidade
controladas. Os ovos foram acondicionados em recipientes plasticos com capacidade de 2 L,
contendo vermiculita. No grupo controle, a vermiculita foi umedecida com agua destilada na
proporcdo de 2:1 (vermiculita:dgua, v/v). Nos grupos contaminados, a vermiculita foi
umedecida com solu¢des contendo o inseticida comercial Malathion 500 CE (50% w/v de
ingrediente ativo malathion; DE SANGOSSE AGROQUIMICA Ltda). De acordo com a
FISPQ (Ficha de Informacdes de Seguranga de Produtos Quimicos) do produto, o solvente
presente na formulag¢do ndo ¢ especificado pelo fabricante (ND), correspondendo a 40-50%
da composi¢ao. Para os experimentos, o produto foi diluido em agua destilada, utilizada como
solvente veiculo para obtengdo das respectivas concentracdes. A exposi¢do ocorreu durante
todo o periodo de incubagao, no total de 50 dias, com reposi¢ao das solucdes a cada dois dias,
considerando a meia-vida do pesticida. Durante o periodo de incubagdo, a temperatura foi
mantida constante a 32 °C (Magalhaes et al., 2017) e monitorada continuamente por sensores
HOBO data logger (Onset™ Computer Corporation). A umidade foi controlada com
recipientes contendo agua e monitorada por termohigrometros instalados em cada incubadora,

mantendo-se na média de 73,45 + 12,82%.
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Coleta de amostras dos embrides

O dia de inicio da incubacgdo artificial foi considerado como dia 0. A coleta dos
embrides foi realizada aos 40 e 50 dias de incubagdo, representando estagios intermediarios e
avangados do desenvolvimento embrionario, sendo retirados cinco ovos por tratamento em
cada periodo. Os ovos foram abertos com tesoura cirirgica e os embrides dissecados
conforme Magalhaes et al. (2017). A eutanasia dos embrides foi realizada por injecao cervical
de xilazina e ketamina a 2%, em volumes entre 1,0 e 4,0 mL, de acordo com o tamanho do
embrido (Magalhdes et al., 2017). 20 embrides foram distribuidos entre os tratamentos
(controle = 5; T1 = 3; T2 = 6; T3 = 6), onde foram coletadas amostras de musculo, figado,

casco, as quais foram congeladas a —20 °C e liofilizadas.

Coleta de amostras dos filhotes

Apds o nascimento, os filhotes de cada tratamento foram mantidos em aquarios sob
condi¢des adequadas de manejo e alimentacdo. As coletas foram realizadas aos 30 e 60 dias
apos a eclosdo, com o objetivo de avaliar possiveis respostas tardias a exposi¢ao embrionaria
ao malathion. O numero de filhotes analisados foi de 10 individuos (controle = 8; T3 = 2), os
quais coletou-se amostras de musculo, figado e casco, congeladas a —80 °C e liofilizadas.
Considerando a limitagdo amostral, optou-se por avaliar os filhotes apenas no grupo controle
e no tratamento de maior concentragao, permitindo a comparagdo entre a condi¢do basal e o

cenario de maior pressao toxica.

Analises de biomarcadores de estresse oxidativo

As analises de biomarcadores de estresse oxidativo foram realizadas prioritariamente
em tecido hepatico, considerando a disponibilidade amostral. As amostras liofilizadas foram
pesadas (0,5 g) e submetidas a um processo de extracao padronizado. A extragao foi realizada
objetivando uma dilui¢do controlada das amostras bioldgicas permitindo a utilizagdo do
mesmo extrato para multiplas analise de determinagdo de biomarcadores de estresse oxidativo
nao-enzimaticos, avaliacdo da capacidade antioxidante total e mensuracdo de danos celulares
teciduais. As amostras de figado foram homogeneizadas em tampao fosfato de sddio (0,1 mol
L, pH 6,5) contendo sacarose (0,25 mol L") e EDTA (Acido Etilenodiaminotetracético; 1
mmol L), padronizada em 200 pL de solu¢dao tampao para 0,5 g de material bioldgico. A
homogeneiza¢ao foi realizada com o auxilio de um micro-homogeneizador motorizado,
seguida de centrifugacdo a 13.500 rpm por 30 min a 4 °C (Eppendorf Centrifuge 5425 R). Os

sobrenadantes foram aliquotados e armazenados a —80 °C até as analises.
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Determinacio de proteinas totais

Para a quantificagdo de proteinas totais, foram utilizadas as mesmas amostras obtidas
ap6és o procedimento de extracdo, conforme descrito no item anterior. A determinagdo de
proteinas totais possibilitou a normaliza¢do dos resultados e foi feita pelo método de Lowry
modificado, conforme descrito por Peterson (1977), utilizando albumina sérica bovina (BSA)
como base para a curva padrdo. As preparagdes foram pipetadas em triplicata em uma placa
de 96 pogos e seguiram para as leituras, as quais foram realizadas em 750 nm, utilizando
espectrofotometro INNO Microplate Spectrophotometer (Inno Instrument®, Coreia do Sul),

com as concentragdes calculadas a partir de curva padrao de BSA.

Determinacao de Glutationa Reduzida (GSH)

Os niveis de glutationa reduzida foram determinados conforme Wilhelm-Filho et al.
(2005), utilizando DTNB (tampao fosfato de so6dio 0,1 mol L™ pH 8). A quantificacdo de
GSH foi realizada a 412 nm, através da comparag@o dos valores de absorbancia, obtidos em
um leitor de microplacas INNO Microplate Spectrophotometer (Inno Instrument®, Coreia do
Sul), com os da curva analitica. Os resultados foram expressos em pmol de GSH por grama

de tecido, normalizados por grama de proteina.

Determinacio de Capacidade Antioxidante Total (CAOT)

A capacidade antioxidante total foi determinada segundo Re et al. (1999) e Miller et
al. (1993), pelo método TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity). A curva padrao foi
construida com concentragdes decrescentes de Trolox (0—1,0 mmol-L™") diluidas em PBS
(Phosphate Buffered Saline). Para as analises, foram adicionados 10 puL da amostra a 190 pL
da solucdo-estoque de ABTS (2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) (7
mmol-L™") em microplaca. Apdés 5 min de incubacdo a temperatura ambiente, as leituras
foram realizadas em espectrofotometro INNO Microplate Spectrophotometer (Inno

Instrument®, Coreia do Sul) a 734 nm.

Determinacao de Carbonilacdo Proteica
A quantificacdo de proteinas carboniladas foi realizada pelo método determinado por
Mesquita et al. (2014), utilizando 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH). A absorbancia foi

medida a 450 nm em espectrofotometro INNO Microplate Spectrophotometer (Inno
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Instrument®, Coreia do Sul), com normalizacdo dos resultados pela concentragdo de proteinas

totais.

Determinacao de metais e metaloides

As concentracdes totais de metais e metaloides foram determinadas em amostras de
musculo, figado e carapaga, de acordo com o estagio de desenvolvimento e disponibilidade
amostral. Adicionalmente, foram coletadas amostras de olho e unha, especialmente em
embrides mais desenvolvidos de 50 dias e em filhotes, em fun¢do do grau de desenvolvimento
morfoldgico desses tecidos. As amostras (0,5 g) foram digeridas com acido nitrico (67% v/v)
sob aquecimento e analisadas por espectrometria de massas com plasma indutivamente
acoplado (ICP-MS; Nexlon 300X, PerkinElmer-Sciex), conforme o método USEPA 6020B
(US EPA, 2014). Os limites de deteccao e quantificacdo foram calculados segundo o Instituto
Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia (INMETRO, 2016). Foram analisados os
elementos Aluminio (Al), Titanio (Ti), Cromo (Cr), Manganés (Mn), Ferro (Fe), Cobre (Cu),
Zinco (Zn), Arsénio (As), Selénio (Se), Rubidio (Rb), Estroncio (Sr), Cadmio (Cd) e Bario
(Ba).

Analise de dados

Em razdo do reduzido tamanho amostral decorrente da mortalidade embrionaria e
pos-eclosdo, os dados foram avaliados exclusivamente por analise descritiva, ndo sendo
aplicados testes estatisticos inferenciais. Os resultados foram apresentados por meio de
medianas e intervalos interquartilicos, utilizando graficos do tipo boxplot elaborados no

software Excel.

Resultados
Biomarcadores de estresse oxidativo
Glutationa Reduzida (GSH)

Em embrides de 40 dias, os grupos tratados apresentaram maior dispersdao dos valores
quando comparados ao controle, sendo observados niveis nominalmente mais elevados nos
tratamentos de maior concentragdo (Figura 1). O grupo T3 de embrides de 50 dias apresentou
uma tendéncia de aumento de GSH em relacdo ao controle. J& em filhotes, o grupo HT3

exibiu os maiores niveis de GSH, com menor variabilidade entre as amostras.
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Figura 1. Concentragdo de glutationa reduzida (GSH) (umol g*) em tecido hepatico de
Podocnemis expansa submetidos a diferentes grupos experimentais. Legenda: 40d - embrides
de 40 dias; 50d - embrides de 50 dias; H - filhotes; C - controle; T1 - tratamento 1 (0,53 pg
L™); T2 - tratamento 2 (5,3 pg L™); T3 - tratamento 3 (53 pg L™).

Carbonilacao Proteica

Os niveis de carbonilagdo proteica também apresentaram variagdo entre oS grupos
experimentais e estagios de desenvolvimento, em que nos grupos tratados de embrides de 40
dias, os danos proteicos iniciais foram sutis. Aos 50 dias, observou-se uma tendéncia de
aumento da carbonilagdo proteica, particularmente no grupo T3. Nos filhotes, o grupo HT3

apresentou os maiores niveis de carbonilagdo proteica entre todos os grupos analisados

(Figura 2).
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Figura 2. Niveis de carbonilagdo proteica (umol L’) em Podocnemis expansa como
biomarcador de dano oxidativo. Legenda: 40d - embrides de 40 dias; 50d - embrides de 50
dias; H - filhotes; C = controle; T1 - tratamento 1 (0,53 pg L™"); T2 - tratamento 2 (5,3 pug
L™"); T3 - tratamento 3 (53 pg L™).

Capacidade Antioxidante Total (CAOT)

Nos embrides de 50 dias, o grupo T3 apresentou valores inferiores de CAOT em
relacdo ao controle, com maior dispersdo dos dados (Figura 3). Em recém-eclodidos,
observou-se aumento da CAOT no grupo T3 em comparacdo ao controle, com menor

variabilidade entre as amostras.
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Figura 3. Capacidade Antioxidante Total (CAOT) em amostras de Podocnemis expansa
durante o desenvolvimento embrionario e pos-eclosdo. Os valores estdo expressos em mM/g
de proteina (PTN). Legenda: 40d - embrides de 40 dias; 50d - embrides de 50 dias; H -
filhotes; C = controle; T1 - tratamento 1 (0,53 pg L™); T2 - tratamento 2 (5,3 ug L™); T3 -
tratamento 3 (53 ug L™).

Metais e metaloides
Tecido muscular

Para a maioria dos elementos analisados no tecido muscular, observou-se uma
tendéncia de elevagdo das concentragdes nominais no estdgio de 50 dias em comparagao aos
40 dias de incubacdo. Destacou-se o grupo 50dT2, que apresentou as maiores medianas e
maior dispersdo dos dados para elementos como estroncio (Sr), bario (Ba), arsénio (As), ferro
(Fe), aluminio (Al), cromo (Cr) e titdnio (Ti). O zinco (Zn), cobre (Cu) e rubidio (Rb)
apresentaram um padrdo de actimulo progressivo relacionado ao desenvolvimento
embrionario, com maiores medianas nos grupos de 50 dias em relagdo aos de 40 dias. Nos
filhotes (H), os valores de Zn mantiveram-se elevados no grupo tratado (HT3) em relacdo ao
controle (HC). Inversamente, o selénio (Se) ¢ o manganés (Mn) destacaram-se por
apresentarem valores nominais inferiores no HT3 em comparacdo ao controle HC,
configurando um comportamento distinto entre os metais essenciais avaliados (Figura 4). Os
demais elementos avaliados no musculo ndo apresentaram variagdes descritivas entre os

grupos experimentais.
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Figura 4. Distribui¢do das concentragdes (mg kg™') de metais e metaloides em musculo de
Podocnemis expansa, nos diferentes grupos experimentais e estdgios de desenvolvimento. (A)
Cobre (Cu); (B) Manganés (Mn); (C) Rubidio (Rb); (D) Selénio (Se); (E) Titanio (Ti); (F)
Zinco (Zn). Legenda: 40d - embrides de 40 dias; 50d - embrides de 50 dias; H - filhotes; C =
controle; T1 - tratamento 1 (0,53 pg L™); T2 - tratamento 2 (5,3 pg L™); T3 - tratamento 3 (53

pg L.

Tecido hepatico
No tecido hepatico, observou-se uma dinamica de distribui¢do dos elementos distinta
da vista no tecido muscular. Para os elementos Fe, Cd, As e Mn, as medianas nominais mais

elevadas foram observadas no estdgio inicial de desenvolvimento no grupo controle (40dC),
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com reducdo nos valores nominais para os grupos tratados do mesmo estagio (40dT1, T2 e
T3). Em contraste, o Cu e o Se apresentaram um padrao de acimulo dependente do estagio de
desenvolvimento, com picos de concentracdo e maior dispersdo de dados ocorrendo nos
filhotes expostos & maior concentragcdo do pesticida (HT3) (Figura 5). Adicionalmente, o pico
observado no tratamento intermediario de 50 dias (50dT2) foi evidenciado pelas
concentragdes de estroncio (Sr), aluminio (Al) e bario (Ba). Os demais elementos analisados

(Zn, Ti, Cr e Rb) apresentaram variagdes sutis entre os grupos.
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Figura 5. Distribuicdo das concentragdes (mg kg') de metais e metaloides em figado de
Podocnemis expansa, nos diferentes grupos experimentais e estagios de desenvolvimento. (A)
Arsénio (As); (B) Cadmio (Cd); (C) Cobre (Cu); (D) Ferro (Fe); (E) Manganés (Mn); (F)
Selénio (Se). Legenda: 40d - embrides de 40 dias; 50d - embrides de 50 dias; H - filhotes; C =
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controle; T1 - tratamento 1 (0,53 pg L™); T2 - tratamento 2 (5,3 pg L™"); T3 - tratamento 3 (53
pg L.

Carapaca

Diferentemente dos tecidos moles, a carapaga apresentou um padrdo progressivo de
aumento nominal para alguns metais, como o Ba e¢ Zn. As concentragdes desses metais
elevaram-se gradualmente dos estagios de 40 para 50 dias de incubagdo, atingindo o apice nos
filhotes (H), com medianas nominais mais elevadas observadas no grupo exposto (HT3).
Observou-se que, nos embrides de 40 e 50 dias, as concentracdes de cobre (Cu)
permaneceram baixas, enquanto nos filhotes expostos ocorreu um aumento acentuado.
Adicionalmente, o padrdo de acimulo e elevada dispersdo de dados no tratamento
intermediario de 50 dias (50dT2) foi novamente verificado para elementos como As, Cd, Rb e
Se (Figura 6). Os demais elementos avaliados na carapaga ndo apresentaram variagdes visuais

expressivas entre os grupos experimentais.
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Figura 6. Distribuicao das concentragdoes (mg kg™') de metais e metaloides em carapaga de
Podocnemis expansa, nos diferentes grupos experimentais e estdgios de desenvolvimento. (A)
Arsénio (As); (B) Bario (Ba); (C) Cobre (Cu); (D) Rubidio (Rb); (E) Selénio (Se); (F) Zinco
(Zn). Legenda: 40d - embrides de 40 dias; 50d - embrides de 50 dias; H - filhotes; C =
controle; T1 - tratamento 1 (0,53 pug L™"); T2 - tratamento 2 (5,3 pug L™); T3 - tratamento 3 (53

pg L.

Unhas

A andlise do tecido queratinizado das unhas foi realizada em embrides de 50 dias e
filhotes e revelou um perfil de acumulagdo mineral que reflete tanto a ontogenia quanto uma
possivel resposta a exposi¢do. Elementos como Mn, Ba e Sr apresentaram um valor nominal

expressivo nos filhotes, com destaque para o grupo HT3. De forma consistente com os demais
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tecidos analisados, o grupo 50dT2 exibiu picos de concentracdo para Cd, As e Rb (Figura 7).

Notavelmente, o Ti apresentou um comportamento atipico, com redu¢des nominais marcantes

nos grupos tratados em comparacao aos controles (50dC e HC).
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Figura 7. Distribuicdo das concentracdes (mg kg') de metais e metaloides em unha de

Podocnemis expansa, nos diferentes grupos experimentais e estdgios de desenvolvimento. (A)
Arsénio (As); (B) Bario (Ba); (C) Cadmio (Cd); (D) Manganés (Mn); (E) Rubidio (Rb); (F)
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(33 ngL).

Olho
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No tecido ocular, o perfil de acumulagcdo dos elementos foi varidvel em fun¢do do
estagio de desenvolvimento e dos grupos experimentais dos embrides de 50 dias e filhotes. O
Ti e 0o Zn demonstraram tendéncias de elevacdo nominal nos filhotes em comparacao aos
embrides, onde o Ti exibiu valores nominais mais elevados nos grupos tratados (50dT2 e
50dT3). De forma consistente com os demais tecidos, elementos toxicos como As e Cd
apresentaram picos de concentragdo ¢ elevada dispersdo no grupo 50dT2 (Figura 8). O Ba
seguiu o padrdo observado para o 50dT2, mantendo, contudo, niveis elevados nos filhotes

tratados (HT3).
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Figura 8. Distribuicdo das concentracdes (mg kg') de metais e metaloides em olho de
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Arsénio (As); (B) Bario (Ba); (C) Cadmio (Cd); (D) Selénio (Se); (E) Titanio (Ti); (F) Zinco
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(Zn). Legenda: 40d - embrides de 40 dias; 50d - embrides de 50 dias; H - filhotes; C =
controle; T1 - tratamento 1 (0,53 pg L™); T2 - tratamento 2 (5,3 pg L™"); T3 - tratamento 3 (53

pg L.

Discussao

A exposi¢do ao pesticida durante o desenvolvimento de Podocnemis expansa ndo se
manifesta apenas com um efeito isolado, mas como um processo de desregulacao sistémica,
evidenciado pela integracdo dos biomarcadores de estresse oxidativo e da distribui¢do tecidual
de metais e metaloides. Os biomarcadores de estresse oxidativo avaliados no presente estudo
(GSH, carbonilagao proteica e CAOT) evidenciam alteragdes relacionadas ao estdgio de
desenvolvimento e concentragdo de exposicao, indicando ativacao e reorganizagao do sistema
antioxidante ao longo do desenvolvimento embrionario e pos-eclosdo de P. expansa.

Considerando que os niveis de GSH refletem a capacidade de neutraliza¢do das
espécies reativas de oxigénio (ROS) (Ghezzi, 2020), o aumento observado nos grupos
submetidos ao tratamento de maior concentracao (T3) sugere ativacao do sistema antioxidante
como resposta adaptativa ao estresse oxidativo induzido pelo pesticida. De forma semelhante
ao descrito no estudo de Ullah ef al. (2018) em que espécimes de carpa rohu (Labeo rohita)
foram expostos ao malathion e observaram também o aumento de GSH em tecido hepatico,
interpreta-se os resultados como uma resposta protetora do organismo para mitigar os danos
celulares causados pelas ROS geradas pelo pesticida (Ibrahim, 2019).

No entanto, em diferentes tecidos e outros organismos, o pesticida estd associado a
deplecdo de GSH, como em tecido ovariano e testicular de ratos (Arab et al., 2018; Taherdehi
et al., 2019) e orgaos de carpa prussiana (Carassius auratus gibelio) (Huculeci et al, 2009).
De modo geral, a literatura indica que a exposicdo ao malathion nem sempre resulta em
aumento dos niveis de GSH, uma vez que pode ser consumida durante a neutralizagdo das
espécies reativas de oxigénio, embora possa ocorrer em conjunto a geracdo de enzimas
relacionadas ao metabolismo da GSH como resposta adaptativa ao estresse oxidativo.

Paralelamente, observou-se elevagdo dos niveis de carbonilagdo proteica nos grupos
tratados, especialmente no T3, indicando maior dano oxidativo irreversivel as proteinas. Esses
achados, associados ao aumento dos niveis de GSH observado nos mesmos grupos, podem
sugerir que, apesar da ativacao do sistema antioxidante, os mecanismos de defesa nao foram
suficientes para prevenir completamente a oxidagdo proteica, sobretudo nos estdgios mais
avangados do desenvolvimento. Esse padrdo também foi constatado por Ibrahim (2019) em

seu estudo que objetivou avaliar as alteracdes no figado de tilapias do Nilo (Oreochromis
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niloticus) expostas cronicamente ao malathion, nas quais a carbonilagdo proteica aumentou de
forma dose-dependente. Além disso, nos filhotes do grupo T3 do presente estudo, os niveis
mais elevados desse biomarcador, quando comparados tanto aos embrides quanto aos filhotes
do grupo controle, podem refletir a exposicdo cumulativa ao pesticida durante e apods o
desenvolvimento embrionario.

A andlise da capacidade antioxidante total (CAOT) complementa esses achados,
fornecendo uma visdo mais geral e integrada da atividade de defesa antioxidante. A reducao
de CAOT observada em embrides de 50 dias submetidos ao tratamento de maior concentragao
(50dT3) sugere consumo dos antioxidantes totais frente ao estresse oxidativo, favorecendo o
aumento da carbonilagdo proteica do grupo. Resultados semelhantes foram vistos por Ibrahim
(2019), que atribuiu a diminuicdo da CAOT hepatica a superproducdo de radicais livres
durante a desintoxicagao do pesticida.

As variagdes observadas ao longo do desenvolvimento embrionario e pds-eclosio
refletem alteragdes na capacidade antioxidante e no balanco redox dos organismos avaliados,
assim a analise da distribuicido de metais e metaloides nos diferentes tecidos auxilia a
compreensdo dessas respostas, uma vez que muitos desses elementos participam direta ou
indiretamente de processos oxidativos, seja como cofatores enzimaticos essenciais ou de
modo a induzir estresse oxidativo (Haskins et al., 2017a; Pajarillo et al., 2021; Morao et al.,
2022; Zeng et al., 2025).

Um achado recorrente entre os tecidos foi o destaque do tratamento intermediario aos
50 dias de incubagdo (50dT2), que apresentou concentragdes nominais mais elevadas e maior
dispersao dos dados para diversos elementos toxicos e ndo essenciais, como As, Cd, Ba, Rb e
Ti. De modo geral, durante a formacdo dos ovos, naturalmente ocorre transferéncia materna
de muitos oligoelementos, como o Fe e o Mn, que sdo nutrientes essenciais para o
desenvolvimento embrionario (Keen et al., 1997; Zarate et al., 2013; Kocmoud et al., 2019;
Frossard et al., 2020; Frossard et al., 2021). Contudo, durante esse processo natural, metais
ndo essenciais também sdo transferidos, provavelmente (Frossard et al., 2020).
Adicionalmente, esse padrao observado no grupo 50dT2, pode sugerir um possivel fenomeno
de dose-resposta ndo monotonica (NMDR), onde o sentido da curva da relacdo entre dose e
efeito se inverte em algum ponto, onde o efeito primeiro cresce e depois diminui, ou o
contrario, dentro da faixa de doses estudada (Schoenfelder, 2014; Hill, Myers & Vandenberg,
2018). Como observado nesse caso, em que a presenga dos metais foi mais evidente no grupo

intermediario do que nos outros tratados.
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O aumento nominal de metais de transi¢do como o Cu e o Fe no figado e musculo
favorece a geracdo de ROS (Zeng et al., 2025), fornecendo uma explicacdo da reducdo de
CAOT observada nos embrides de 50 dias. Somado a isso, constatou-se a forte presenca do Al
e Cr no tecido muscular, especialmente no grupo 50dT2. Apesar de ndo existirem valores
limite de toxicidade para metais em queldnios amazdnicos, assim como em tartarugas
marinhas, sabe-se que elementos nao essenciais como Al, As, Cd e Cr sdo toxicos mesmo em
concentracdoes mais baixas em diferentes organismos (Jakimska et al., 2011; Morao et al.,
2022) e podem potencializar a formacdo de radicais livres, gerando estresse oxidativo
(Igbokwe et al., 2019; Zeng et al., 2025), contribuindo para os dados obtidos de GSH e
CAOT. Os niveis nominalmente mais elevados de Cu e Mn podem refletir a atividade
antioxidante mais presente, considerando que sdo cofatores da superoxido dismutase (SOD),
Cu/Zn-SOD e Mn-SOD, as quais convertem o anion superoxido (O:¢) em H:0:, reduzindo
dano a DNA, lipidios e proteinas (Wotonciej, Milewska & Roszkowska-Jakimiec, 2016).

No tecido hepatico de embrides, elementos como Fe, Cd, As e Mn apresentaram
medianas mais elevadas no grupo controle de 40 dias (40dC) em relacao aos grupos tratados,
sugerindo que o figado dos embrides de 40 dias possui uma reserva alta desses metais.
Possivelmente essas quantidades foram obtidas via transferéncia materna, considerando que
as fémeas adquirem metais através da cadeia alimentar e esses elementos podem ser
armazenados ou eliminados por elas (Burger & Gochfeld, 1991; Frossard et al., 2020), sendo
a reproducdo uma via viavel de excre¢do do excesso desses metais para as tartarugas,
transferindo os poluentes para seus ovos (Sakai et al. 1995). Assim como sugerido por Nagle
et al. (2001) com o estudo com tartarugas de agua doce (Trachemys scripta e Chrysemis
picta), a transferéncia materna de elementos toxicos para os ovos pode ser vantajosa para as
fémeas, considerando que podem diminuir a concentragdo de metais em seus proprios
organismos durante os eventos de nidificacdo. Ainda, assim como observado no musculo, Sr,
Al e Ba apresentaram um pico de concentragdo e maior dispersdo no tratamento intermedidrio
aos 50 dias, reforcando a hipdtese de que nesse estagio, essa concentragdo ocasionou elevada
vulnerabilidade sistémica ou na protegdo pela casca do ovo para P. expansa.

Em contraste com os embrides, os filhotes expostos ao pesticida (HT3) apresentaram
um perfil distinto de distribui¢do dos metais e metaloides, especialmente em relagdo aos
metais essenciais. Elementos como Zn, Cu e Se demonstraram tendéncias de maior acimulo
nos filhotes, principalmente em tecidos associados ao crescimento, prote¢ao e atividade
metabolica, como carapaga, figado e misculo. O aumento das concentragdes de Se no figado

dos filhotes controle e expostos se torna preocupante ao considerar que existe uma estreita
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faixa entre a essencialidade e a toxicidade do elemento, especialmente a nivel reprodutivo em
vertebrados oviparos (Janz et al., 2010; Haskins et al., 2017a). De forma semelhante, estudos
realizados com tartarugas-de-orelha-amarela (7rachemys scripta scripta) evidenciaram o
acimulo de altos niveis de selénio (Se) no tecido hepdtico, além de sangue e garras (Nagle et
al. 2001; Haskins et al. 2017b).

Sabe-se que a exposicao a altos niveis de Se também estd comumente associada ao
estresse oxidativo em vertebrados (Chapman et al. 2009; Haskins et al., 2017a), assim, nesse
contexto, considerando também os danos oxidativos induzidos pelo pesticida, além da
presenca elevada de Cu, um metal com potencial pro-oxidante, o aumento concomitante de
GSH e CAOT no figado dos filhotes expostos sugere uma forte resposta antioxidante hepatica
sob condig¢des de exposi¢cdao. Contudo, apesar dessa reorganizacao antioxidante, os altos niveis
de carbonilacdo proteica observados no tecido hepatico filhotes HT3 indicam que tais
mecanismos ndo foram totalmente eficazes em prevenir o dano oxidativo.

A distribuicdo de metais em filhotes de tartarugas, tanto em espécies marinhas quanto
de 4gua doce, tem sido pouco investigada, contudo, pesquisas realizadas em tartarugas adultas
e ovos evidenciam que a concentracdo de metais geralmente segue a ordem: rins, figado,
musculos e ovos (Storelli & Marcotrigiano, 2003; Jakimska et al., 2011; Ross et al., 2017;
Frossard et al., 2020). No presente estudo, observou-se um possivel fendmeno de sequestro
mineral, onde o excesso de metais, como Ba, Cu, Mn e Sr, foi direcionado para tecidos de
crescimento continuo e queratinizados, como a carapaca € as unhas, possivelmente como uma
tentativa de reduzir a toxicidade sistémica ou mesmo atuarem como vias de excre¢do para
elementos inorganicos (Faust et al., 2014; Aib et al., 2025).

A carapaca apresentou aumento progressivo de Ba e Zn associado ao estagio de
desenvolvimento, assim como visto por Frossard et al. (2020), onde foi constatada relacao
mais forte da carapaga com Al e Zn. Notavelmente, os filhotes do grupo HT3 apresentaram
uma elevagdo acentuada nos niveis de Cu também, o que pode representar uma resposta
adaptativa de compartimentalizagdo ou excre¢do de metais pro-oxidantes para reduzir a
toxicidade sistémica. De modo geral, a detec¢ao de oligoelementos como Fe, Zn, Mn e Sr
provavelmente refletem suas fungdes fisiolégicas na substituigdo mineral, atividade
enzimdtica e metabolismo 0Osseo, contudo, a presenga de elementos ndo essenciais ou
potencialmente toxicos, incluindo o Ba identificado no presente estudo, sugere contaminagao
ambiental, reforcando o papel da carapaga como um reservatdrio passivo para poluentes

exogenos (Becker et al., 2025; Aib et al., 2025).
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Quanto a andlise do tecido queratinizado das unhas, identificou-se um perfil de
acumula¢do mineral que pode refletir tanto a ontogenia quanto a resposta a exposi¢ao ao
pesticida. Elementos como Mn, Ba e Sr apresentaram aumentos nominais expressivos nos
filhotes, com destaque para o grupo exposto, sugerindo também uma estratégia de sequestro
mineral ou excre¢do em tecidos periféricos de crescimento continuo (Faust et al., 2014).
Ainda, o Ti apresentou redugdes marcantes nos grupos tratados em comparagao aos controles,
indicando uma possivel interferéncia do pesticida na homeostase deste elemento, levando ao
seu excesso em outros Orgaos.

Assim, diferentemente do observado nas unhas, o tecido ocular apresentou aumento de
Ti nos grupos expostos, tanto em embrides (50dT2 e 50dT3), quanto em filhotes (HT3). Esses
dados sugerem que a exposicdo ao pesticida pode estar associada a alteragdes na
permeabilidade de barreiras biologicas sensiveis, como a barreira hemato-retiniana facilitando
a entrada e retengdo de metais, como o Ti, em Orgdos sensoriais, potencialmente mais
suscetiveis a danos oxidativos. Sabe-se que a exposi¢ao a organofosforados esta associada ao
aumento da permeabilidade de barreiras sensiveis do sistema nervoso central (SNC),
especialmente a barreira hematoencefalica, mas os efeitos na barreira hemato-retiniana sao
plausiveis, embora ainda nao tenham sido demonstrados diretamente (Ravid et al., 2018).

De modo geral, a distribuicdo tecidual de metais e metaloides observada ao longo do
desenvolvimento embrionario e pos-eclosao de Podocnemis expansa indicam que a exposicao
ao pesticida pode promover ndo apenas alteracdes na concentracao desses elementos, mas
também uma reorganizacdo da deposi¢@o entre os diferentes tecidos. Além disso, foi possivel
notar o aumento do estresse oxidativo diante da exposi¢do ao malathion, juntamente do
aumento das concentragdes dos diferentes metais. As demandas ontogenéticas modulam essa
redistribuicdo, mas nesses casos também ha mecanismos adaptativos de
compartimentalizagcdo, objetivando a prote¢do de oOrgdos vitais. Entretanto, a exposi¢do
continua contribui com o cendrio analisado, sugerindo que tais mecanismos podem ser
insuficientes, considerando as estratégias compensatorias com evidéncias de estresse
oxidativo persistente e os danos moleculares observados.

Os resultados obtidos apresentam grande relevancia para o estudo e conservacdo da
espécie, contudo, algumas limitacdes devem ser ressaltadas, como o tamanho amostral
reduzido, em particular no grupo de filhotes, o que contribuiu para uma distribui¢do desigual
entre os tratamentos, impossibilitando a realizacao de analises estatisticas inferenciais, com a
interpretacdo dos resultados sendo apenas descritiva. Essa limitagdo estd relacionada

principalmente as perdas ocorridas durante o desenvolvimento embriondrio, que pode ocorrer

66



ao se trabalhar com espécies silvestres, especialmente em estidgios iniciais de
desenvolvimento. Além disso, as concentracdes de malathion utilizadas corresponderam a
valores nominais, sem confirmagdo analitica dos niveis ao longo do tempo na matriz de
incubacdo, ndo sendo possivel confirmar e acompanhar a estabilidade e/ou degradac¢do do
pesticida durante o periodo experimental, o que pode ter influenciado a exposi¢do real dos
embrides.

E importante considerar também a influéncia da transferéncia materna de
contaminantes ou de diferencas fisioldgicas entre ninhadas, que podem ter atuado como
fatores de confusdo, influenciando os niveis de biomarcadores avaliados e contribuindo para a
variabilidade observada entre os grupos. Diante do exposto, o presente estudo abre
perspectivas para novas pesquisas envolvendo os quelonios amazonicos, assim como a
analises de outros 6rgdos. Estudos futuros devem priorizar delineamentos experimentais com
maior nimero amostral e estratificagcdo por ninhada, minimizando possiveis vieses associados
a variabilidade materna e ambiental, possibilitando andlises estatisticas inferenciais mais
robustas. Novas possibilidades podem considerar a investigacdo de outros biomarcadores de
estresse oxidativo, como a peroxidacao lipidica (MDA) e as atividades das enzimas
antioxidantes superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx),
permitindo uma compreensdo mais integrada das respostas fisiologicas. Por fim, estudos com
delineamentos experimentais mais amplos e controle rigoroso das varidveis ambientais
poderdao contribuir para elucidar com maior precisdo os efeitos do malathion durante o

desenvolvimento embrionério de Podocnemis expansa.

Conclusao

Em uma abordagem descritiva, o presente estudo indica que a exposi¢ao ao malathion
durante a embriogénese de Podocnemis expansa estd associada a alteragdes nos perfis de
elementos minerais e a respostas relacionadas ao estresse oxidativo, observadas em condigdes
experimentais controladas.

Os resultados sugerem que o estagio embrionario de 50 dias exposto ao pesticida pode
representar um periodo de maior desequilibrio as variacdes na homeostase mineral, enquanto
os filhotes do grupo tratado refletem possivel redistribui¢do de elementos e efeitos
cumulativos da exposic¢ao ao longo do desenvolvimento. No entanto, as alteragdes observadas
refletem respostas fisiologicas potenciais associadas a exposicdo experimental, sem

caracterizar, de forma definitiva, efeitos adversos ou comprometimento funcional.
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Nesse contexto, estudos futuros maiores, controlados por ninho e com confirmagdo
analitica da exposicdo por meio de medi¢cdes ao longo do periodo de incubagdo sdo
necessarios para elucidar os mecanismos envolvidos e estabelecer relagdes causais mais
robustas, contribuindo para uma compreensdo mais precisa das implicagdes ecologicas da

exposi¢do a pesticidas em estagios iniciais do desenvolvimento de quelonios amazdnicos.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo teve como objetivo avaliar os efeitos da exposi¢ao ao malathion na
avaliacao de biomarcadores de estresse oxidativo € na determinag¢dao de metais e metaloides
durante o desenvolvimento embrionario de Podocnemis expansa. Os resultados foram obtidos
a partir de uma abordagem experimental e descritiva, permitindo identificar alteracdes que
podem estar associadas a exposi¢do ao pesticida, apesar de estar dentro de um contexto
controlado e com limitagdes metodoldgicas do delineamento adotado. Apesar disso, de forma
geral, os achados apresentam possiveis modificagdes na homeostase de metais e na ativagao
de respostas relacionadas ao estresse oxidativo, que se relacionam com a exposi¢do ao
malathion, especialmente em estagios especificos do desenvolvimento embrionario.

O periodo correspondente a 50 dias de incubagdo destacou-se como uma fase
potencialmente mais sensivel por conta das alteragdes observadas, enquanto os filhotes
expostos apresentaram distribuicdo incomum de metais e metaloides ao longo do
desenvolvimento inicial. Entretanto, considerando o tamanho amostral reduzido, a auséncia de
andlises estatisticas inferenciais e a ndo quantificagao analitica das concentragdes do pesticida
durante o experimento, os resultados obtidos ndo permitem inferéncias conclusivas quanto a
toxicidade do malathion ou aos impactos diretos sobre a viabilidade fisiologica dos
organismos, mas sugerem alteracdes fisioldgicas compativeis com respostas adaptativas ao
estresse em condicdes experimentais.

O estudo contribui de forma relevante por expandir o conhecimento ecotoxicoldgico
sobre os efeitos de contaminantes em quelonios amazonicos, ja que ¢ ainda pouco explorado,
especialmente em fases iniciais. Os dados obtidos reforcam a importancia de investigagdes
que considerem biomarcadores do equilibrio redox como ferramentas para a analise precoce
de alteracdes fisiologicas. Por fim, ressalta-se a necessidade de futuros estudos com
delineamentos experimentais mais robustos, maior controle por ninhada, quantificagdo do
contaminante nos substratos de incubagdo e investigacdo de outros biomarcadores. Essas
abordagens permitirdo uma compreensao mais aprofundada dos mecanismos envolvidos e
contribuirdo para o embasamento cientifico de estratégias de conservagao e manejo.
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CAPITULO 2 — EVALUATION OF OXIDATIVE STRESS BIOMARKERS AND
METAL(LOID) LEVELS IN EMBRYOS OF THE AMAZON RIVER TURTLE
(Podocnemis expansa) EXPOSED TO MALATHION

(Artigo experimental)
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ANEXO B - AUTORIZACAO PARA ATIVIDADES COM FINALIDADE
CIENTIFICA SISBIO

Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservacéo da Biodiversidade - ICMBio

Sistema de Autorizacéo e Informag&o em Biodiversidade - SISBIO

Autorizacdo para atividades com finalidade cientifica

Numero: 98371-1 | Data da Emissao: 20/03/2025 19:35:32 Validade™: 20/03/2026

De acordo com o art. 31 da Portaria ICMBio n°® 748/2022, esta autorizagao possui vigéncia equivalente ao previsto no cronograma
de atividades do projeto e validade de um ano, devendo ser revalidada anualmente, através da apresentagao do relatério anual de
atividades, no prazo de até 30 dias apoés o aniversario de sua emissao.

Dados do titular

MNome: Marcela dos Santos Magalhdes |CPF: 049 .770.054-90

Titulo do Projeto- IMPACTOS AMBIENTAIS E SUAS IMPLICAGOES NA CONSERVACAO DE QUELONIOS DA AMAZONIA

Mome da Instituicdo: Universidade Federal do Amazonas

| CHNPJ: 04.378.626/0001-97

Cronograma de atividades

# |Descricdo da atividade Inicio (mésfano) Fim (més/ano)

1 | Incubag&o dos ovos ex situ 08/2025 11/2025

2 | Coleta dos Ovos 08/2025 09/2025

3 | Coletas das amostras biologicas 10/2025 11/2025

4 | Microsocopia de Luz, Analise sanguinea e Microscopia de Varredura 1212025 0412026

5 [Monitoramento das areas de desova 08/2025 12/2025

6 | Coleta de filhotes 01/2026 01/2026
Equipe

# |Nome Funcédo CPF Nacionalidade
1 | Maria Fabiele Silva Oliveira Coleta e Analises. Estudante de doutorado 024.187.352-57 Brasileira
2 | MYLLENA VALENCA DORGON Coleta e Analises. Estudante de mestrado 016.319.162-03 Brasileira
3 |Louzamira Feitosa Bivaqua de Araljo Bidloga. Coleta de espécimes 808.126.602-00 Brasileira
4 | LANNA DANIELLA PRINTES MONTEIRO Coleta e Analise. Estudante de doutorado 516.898.122-49 Brasileira
5 |José Jones Pereira Junior Vetennario. 044.009.973-08 Brasileira
6 |[LUCAS CASTANHOLA DIAS Técnico de Laboratdrio 008.109.142-71 Brasileira
7 [MILENA BRASIL DO MONTE Analise de dados. Estudante de graduagao 029.254 582-70 Brasileira

Este documento foi expedido com base na Instrugdo Nermativa n® Portaria ICMBio n° 748/2022. Através do cddigo de autenticacdo

abaixo, qualquer cidaddo podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pégina do Sisbio/ICMBio na Internet

(www.icmbio.gov.br/sisbio).

Coédigo de autenticacdo: 0983710120250320

Pagina 1/5
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Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservacao da Biodiversidade - ICMBio

Sistema de Autorizagdo e Informagao em Biodiversidade - SISBIO

Autorizacdo para atividades com finalidade cientifica

Numero: 983711 | Data da Emisséo: 20/03/2025 19:35:32 Validade™: 20/03/2026

De acordo com o art. 31 da Portaria ICMBio n® 748/2022, esta autorizacdo possui vigéncia equivalente ao previsto no cronograma
de atividades do projeto e validade de um ano, devendo ser revalidada anualmente, através da apresentagéo do relatério anual de
atividades, no prazo de até 30 dias apos o aniversario de sua emissao.

Dados do titular

MNome: Marcela dos Santos Magalh&es | CPF. 049.770.054-90
Titulo do Projeto” IMPACTOS AMBIENTAIS E SUAS IMPLICAGOES NA CONSERVACAQ DE QUELONIOS DA AMAZONIA
Mome da Instituicdo: Universidade Federal do Amazonas | CNPJ: 04.378.626/0001-97

Observacgoes e ressalvas

1 A autorizagioe ndo eximira o pesquisador da necessidade de obter outras anuéncias, como: I} do proprietaric, arrendatario, posseire ou morader quando as atividades forem realizadas

em area de dominie privado ou dentre dos limites de unidade de conservagio federal cujo processe de regularizacio fundiaria encontra-se em curso; I} da comunidade indigena
envelvida, ouvido o 6rgdo indigenista oficial, quande as atividades de pesquisa forem executadas em terra indigena; I1i) do Conselho de Defesa Nacional, quando as atividades de pesquisa
forem executadas em area indispensavel 3 seguranga nacional; IV) da autoridade maritima, quande as atividades de pesquisa forem executadas em aguas jurisdicicnais brasileiras; V) do
Departamento Macicnal da Produgioe Mineral, quando a pesquisa visar a exploracio de depositos fossiliferos ou a extragio de espécimes fasseis; Vi) do érgdo gestor da

unidade de conservacdo estadual, distrital ou municipal, dentre outras.

2 Todos os membros da equipe de pesquisa devem estar cientes das recomendagGes e boas praticas a serem seguidas neste momento de emergéncia zoossanitaria no Brasil devido a
gripe aviaria. Informe-se na pagina do CEMAVE na Internet: httpsJ/fawww.gov.briicmbio/pt-briassuntos/centros-de-pesquisaicemave/destaques/gripe-aviarialgripe-aviaria-1.

3 Esta autorzagio NAQ exime o pesquisador titular & os membros de sua equipe da necessidade de atender as exigéncias e obter as autorizacbes previstas em oufros instrumentos
legais relafivos ao registro de agrotoxicos (Lei n° 7.802, de 11 de julho de 1989, Decreto n® 4.074, de 4 de janeiro de 2002, entre outros ).

4 Esta autorizagdo NAQ exime o pesquisador titular e os membros de sua equipe da necessidade de atender as exigéncias e obter as autorizacBes previstas em outros instrumnentos
legais relafivos ao registro de agrotéxicos (Lei n° 7.802, de 11 de julho de 1989, Decreto n® 4.074, de 4 de janeirc de 2002, entre outros ).

5 Este decumento ndo dispensa o cumprimento da Lei n® 13.123/2015, que dispde sobre o acesso ao patrimdnio genético, sobre a protegio & o acesso ac conhecimento tradicional

associado e sobre a reparticdo de beneficios para conservagdo e uso sustentavel da biodiversidade.

6 As atividades de campo exercidas por pessoa natural ou juridica estrangeira, em todo o territério nacional, que impliquem o deslocamento de recursos humanos e materiais, tendo por objeto
coletar dados, materiais, espécimes biclégices e minerais, pecas integrantes da cultura nativa e cultura popular, presente e passada, obtidos por meio de recursos e técnicas que se
destinem ao estudo, a difusdo ou & pesquisa, estdo sujeitas a autorizagdo do Ministério de Cigncia e Tecnologia (Decreto n® 98.830, de 15/01/90).

7 Esta autorzagio NAO exime o pesquisador titular & os membros de sua equipe da necessidade de obter as anuéncias previstas em outros instrumentos legais, bem como do
censentimento do responsavel pela drea, publica ou privada, onde sera realizada a atividade, inclusive do 6rgéo gestor de terra indigena, da unidade de conservacéo estadual,
distrital ou municipal, ou do proprietaric, arrendatério, posseire ou morador de drea dentro dos limites de unidade de conservagao federal cujo processo de regularizagdo fundiaria

encentra-se em curso.

8 Este decumento somente podera ser utilizado para os fins previstos na Portaria N°748/2022, no que especffica esta Auterizago, ndo podendo ser utilizado para fins comerciais,
industriais ou esportives. O material biologico coletado devera ser utilizado para atividades cientificas ou didaticas no ambito do ensino superior.

9 O fitular de licenga ou autorizagie e os membros da sua equipe deverdo optar por métodos de coleta e instrumentos de captura direcionados, sempre que possivel, ao grupo
taxondmico de interesse, evitando a morte ou dane significativo a outros grupos; e empregar esforgo de coleta ou captura que nde comprometa a viabilidade de populages do grupe
taxondmico de interesse em condicéo in situ.

10 | Ofitular de autorizagio ou de licenca permanente, assim como os membros de sua equipe, guando da violago do disposto nesta portaria ou em legislacio vigente, ou quando da
inadequacdo, omissdo ou falsa descrigio de informag@es relevantes que subsidiaram a expedicSo do ato, pode, mediante deciso motivada, ter a autorizago ou licenga

suspensa ou cassada pelo Instituto Chico Mendes, por meio da Coordenacio Gestora do Sishio, e esta sujeito as sancoes previstas na legislagio vigente.

11 | Em caso de pesquisa em UNIDADE DE CONSERVAGAD, o pesquisador titular desta autorizacio devera contactar a administracio da unidade a fim de CONFIRMAR AS DATAS das
expedicdes, as condigdes para realizacdo das coletas e de uso da infraestrutura da unidade.

12 | Caso seja identificada a ocorréncia de espécie exdtica dentro ou no entorno de UNIDADE DE CONSERVAGAO FEDERAL, além de descrever no relatério de atividades, o pesquisador

deve informar a equipe gestora com maior brevidade possivel.

Este documento foi expedido com base na Instrugdo Normativa n® Portaria ICMBio n® 748/2022. Através do codigo de autenticacdo
abaixo, qualquer cidaddo podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbic/ICMBio na internet
(www.icmbio.gov.br/sisbio).

Cddigo de autenticacdo: 0983710120250320 Pagina 2/5
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Autorizacdo para atividades com finalidade cientifica

Numero: 983711 | Data da Emisséo: 20/03/2025 19:35:32 Validade™: 20/03/2026

De acordo com o art. 31 da Portaria ICMBio n® 748/2022, esta autorizacdo possui vigéncia equivalente ao previsto no cronograma
de atividades do projeto e validade de um ano, devendo ser revalidada anualmente, através da apresentagéo do relatério anual de
atividades, no prazo de até 30 dias apos o aniversario de sua emissao.

Dados do titular

MNome: Marcela dos Santos Magalh&es | CPF. 049.770.054-90

Titulo do Projeto” IMPACTOS AMBIENTAIS E SUAS IMPLICAGOES NA CONSERVACAQ DE QUELONIOS DA AMAZONIA

Mome da Instituicdo: Universidade Federal do Amazonas | CNPJ: 04.378.626/0001-97

Outras ressalvas

[T ] RAN Goiania-GO

Locais onde as atividades de campo serdo executadas

# |Descrigédo do local Municipio-UF Bioma Caverna? Tipo
1 | Rio Uatumé S#o Sebastido do Amazdnia MNao Fora de UC Federal
Uatuma-AM
2 |Balbina Presidente Figueiredo-AM Amazdnia MNéo Fora de UC Federal
Atividades
# | Atividade Grupo de Atividade
1 | Manutencéo temporaria (até 24 meses) de vertebrados silvestres Atividades ex-situ (fora da natureza)
em cativeiro
2 | Coleta/transporte de espécimes da fauna silvestre in situ Fora de UC Federal
3 | Coleta/transporte de amostras biologicas in situ Fora de UC Federal

Atividades X Taxons

# |Atividade Taxon Qtde.

1 | Coleta/transporte de espécimes da fauna silvestre in situ Podocnemis sextuberculata 60

2 | Manutencéo temporaria (até 24 meses) de vertebrados Podocnemis sextuberculata -
silvestres em cativeiro

3 | Coleta/transporte de amostras biol6gicas in situ Podocnemis sextuberculata -

4 | Coletal/transporte de espécimes da fauna silvestre in situ Podocnemis erythrocephala 60

5 | Manutencio temporaria (até 24 meses) de vertebrados Podocnemis erythrocephala -
silvestres em cativeiro

6 | Coleta/transporte de amostras biologicas in situ Podocnemis erythrocephala -

7 | Coleta/transporte de espécimes da fauna silvestre in situ Podocnemis expansa 100

8 | Coleta/transporte de amostras biologicas in situ Podocnemis expansa -

9 | Manutencéo temporaria (até 24 meses) de vertebrados Podocnemis expansa -
silvestres em cativeiro

10 | Coleta/transporte de espécimes da fauna silvestre in situ Peltocephalus dumerilianus 40

11 | Coleta/transporte de amostras biologicas in situ Peltocephalus dumerilianus -

12 | Coleta/transporte de amostras biologicas in situ Podocnemis unffilis -

13 | Coleta/transporte de espécimes da fauna silvestre in situ Podocnemis unifilis 80

Este documento foi expedido com base na Instrugdo Normativa n® Portaria ICMBio n® 748/2022. Através do codigo de autenticacdo
abaixo, qualquer cidaddo podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbic/ICMBio na internet
(www.icmbio.gov.br/sisbio).
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Atividades X Taxons

# |Atividade Taxon Qtde.

14 | Manutencéo temporaria (até 24 meses) de vertebrados Podocnemis unffilis -
silvestres em cativeiro

A quantidade prevista so é obrigatdria para atividades do tipo "Coleta/transporte de espécimes da fauna silvestre in situ”. Essa quantidade abrange uma porgdo
territorial minima, que pode ser uma Unidade de Conservacgdo Federal ou um Municipio.

A quantidade significa: por espécie X localidade X ano.

Materiais e Métodos

# | Tipo de Método (Grupo taxondmico) Materiais

1 | Amostras biol6gicas (Répteis) Animal encontrado morto ou partes (carcaga)/osso/pele, Fragmento de

tecido/érgéo, Ovos inviaveis, Sangue, Outras amostras
biologicas(Ovaos viaveis)

2 | Método de captura/coleta (Répteis) Coleta manual, Captura manual

Destino do material biolégico coletado

# | Nome local destino Tipo destino

1 | Universidade Federal do Amazonas Laboratorio

Este documento foi expedido com base na Instrugdo Normativa n® Portaria ICMBio n® 748/2022. Através do codigo de autenticacdo
abaixo, qualquer cidaddo podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbic/ICMBio na internet
(www.icmbio.gov.br/sisbio).
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Registro de coleta imprevista de material biolégico

De acordo com Portaria ICMBIO N° 748, Art. 24. A coleta imprevista de amostras biolégicas, espécimes ou de material abidtico
em unidades de conservacdo e cavernas, ndo contemplados na autorizagdo ou na licenca permanente, deve ser
imediatamente anotada em campo especifico do documento.

Taxon* Qtde. Tipo de Amostra Qtde. Data

* ldentificar o espécime do nivel taxondmico possivel.
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abaixo, qualquer cidaddo podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbic/ICMBio na internet
(www.icmbio.gov.br/sisbio).

Cddigo de autenticacdo: 0983710120250320 Pagina 5/5

83



ANEXO C - CERTIFICADO CEUA/UFAM

Ministério da Educagio
Universidade Federal do Amazonas
Comité de Etica em Experimentagio Animal

CERTIFICADO CEUA/UFAM

Certificamos que a proposta intitulada "Efeitos do Malathion sobre o desenvolvimento embrionirio
d e Podocnemis expansa (tartaruga-da-amazonia)"', registrada com o n° 23105.020280/2024-85, sob a
responsabilidade de Marcela dos Santos Magalhdes - que envolve a produgdo, manutencio ou utilizagdo
de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa
cientifica encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n°
6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentagio Animal (CONCEA), e foi aprovada pela Comissio de Etica no Uso de Animais (CEUA)
da Universidade Federal doa Amazonas (UFAM).

[Finalidade ( ) Ensino (X) Pesquisa Cientifica

\Vigéncia da

b até dezembro de 2027
lautorizagdo

[Espécie/linhagem/racalTartaruga-da-amazonia (Podocnemis expansa)

IN° de animais 160

IPeso/Idade 15g - 30g (Ovos/Embrides/Filhotes)

Sexo Machos e Fémeas

Origem Praias artificiais localizadas a jusante da UHE de Balbina
PROCESSO:

IAPROVADO/DATA: 08 de outubro de 2024

TITULO: Efeitos do Malathion sobre o desenvolvimento embrionario de Podacnemis expansa (tartaruga-
da-amazonia)
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IAUTORES: Marcela dos Santos Magalhdes

IDEPARTAMENTO/UFAM: Departamento de Morfologia/ ICB

Manaus, 09 de outubro de 2024.

_. | Documento assinado eletronicamente por Marcus Vinicius Alves da Silva, Médico Veterinario, em
ol @ 09/10/2024, as 17:28, conforme horario oficial de Manaus, com fundamento no art, 6°, § 1°, do Decreto
eletronica n° 8.539, de 8 de outubro de 2015,

« A autenticidade deste documento pode ser conferida no site

s it
EhE = https://sei.ufam.edu.br/sei/controlador_externo.php?

Av. Rodrigo Otavio, 6200 - Bairro Coroado Campus Universitario Senador Arthur Virgilio Filho, Setor
Sul, Bloco D, ao lado do Biotério Central - Telefone:
CEP 69077-000, Manaus/AM, ceuamanaus(@ufam.edu.br

Referéncia: Processo n® 23105.020280/2024-85 SEIn® 2275986
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