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RESUMO

Apesar de existir um consideravel nidmero de trabalhos com elementos
traco em tartarugas marinhas no mundo, ha uma caréncia desses estudos
na regido do Atlantico Sul Ocidental, principalmente para fémeas
reprodutivas da tartaruga-verde. Este estudo teve como objetivo avaliar e
quantificar as concentracbes de elementos tragco nas fémeas reprodutivas
de tartarugas-verdes da Reserva Biologica do Atol das Rocas. A partir dos
resultados buscou-se correlacionar as concentracbes de elementos traco
encontradas no sangue com o tamanho do animal, correlacbes de
elementos essenciais e ndo essenciais entre as matrizes e verificar se o
fluido cloacal poderia ser um indicador de elementos traco nesses animais.
ApOs as coletas realizadas no primeiro semestre de 2017 e 2018, as
amostras de sangue, ovos e fluido cloacal foram devidamente
armazenadas, congeladas (-18°C) e transportadas para o laboratério, onde
foi realizada digestdo acida e determinacdo dos elementos por ICP-OES.
No sangue, apenas Al foi detectado abaixo do limite de detecgdo. Foram
observadas, no sangue, correlacfes positivas entre as concentracdes no
sangue e o tamanho do animal para chumbo e vanadio e correlacdes
negativas para cobre e ferro. Nos ovos, as maiores concentracdes de
elementos essenciais e ndo essenciais foram registradas na casca e na
gema. No fluido cloacal, apenas oito dos treze elementos foram
determinados, uma vez que o restante ficou abaixo do limite detectavel pelo
método analitico. Para a metodologia utilizada, o fluido cloacal néo foi
recomendado como matriz indicadora de elementos trago nesses animais.
Quando comparados com outros estudos, estes resultados apresentam
valores menores ou entre os valores encontrados ao redor do mundo para a
mesma espécie. O presente estudo fornece concentracdes que podem
servir como base para estudos futuros com fémeas de tartarugas-verdes
em periodo reprodutivo.

Palavras-chave: ecotoxicologia, tartarugas marinhas, oceano Atlantico sul.
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ABSTRACT

Although there were a significant large number of scientific works dealing with
trace elements in sea turtles around the world, there are few of them in the
South Occidental Atlantic Ocean, mainly with green-turtle reproductive adult
females. The main goal of the present study is to evaluate and quantify trace
elements concentrations in green-turtle (Chelonia mydas) reproductive adult
females at Reserva Biologica do Atol das Rocas. From the results, one of the
objectives was to correlate trace element concentrations found in blood with
animal size, correlations of essential and non-essential elements between
matrices and to verify if cloacal fluid could be an indicator of trace elements
on those animals. After collecting, that took place at first semester of 2017
and 2018, the blood samples, eggs and cloacal fluid were propely stored,
frozen (-18°C) and transported to the laboratory. There the acid digestion took
place as well as the elements determination by ICP-OES method. In the
blood, only Al was detected below detection limits. Positive corelations
between the size of the animal and Pb and V concentrations were observed
in the blood, also negative correlations to Cu and Fe. In the eggs, the largest
concentration of essencials and non-essencials elements were registrated at
the egg shells and in the gems. In the cloacal fluid, only eight of thirteen
elements were determined by the analithyc method used. The other essential
and non-essential elements are below the detection limit. Therefor the cloacal
fluid is not a recommended indicator matrice of trace elements in those
animals for the used methodology. These results, compared to other scientific
studies, present lower values among those detected around the world to the
same species. The present study provides concentrations that may serve as
the basis for future studies with female green-turtles in the reproductive
period.

Key words: ecotoxicology, sea turtles, South Atlantic Ocean.
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1 INTRODUCAO
1.1 Caracterizacao da tartaruga-verde

As tartarugas marinhas séo répteis pertencentes a ordem Testudines,
subordem Cryptodira, que se distribuem em duas familias: Dermochelyidae
com apenas uma espécie e Cheloniidae com seis espécies. Dentre as sete
espécies viventes, cinco ocorrem ao longo do litoral brasileiro: Dermochelys
coriacea (tartaruga-de-couro), Chelonia mydas (tartaruga-verde), Caretta
caretta (tartaruga-cabecuda), Eretmochelys imbricata (tartaruga-de-pente) e
Lepidochelys olivacea (tartaruga-oliva) (Marcovaldiet al., 2011).

Todas as espécies de tartarugas marinhas estdo vulneraveis (Caretta
caretta, Dermochelys coriacea e Lepidochelys olivacea), criticamente
ameacadas (Eretmochelys imbricata) ou ameacadas de extincdo (Chelonia
mydas) e com suas populacdes em declinio, segundo dados da IUCN -
International Union for ConservationofNature (2018). No Brasil, o cenério muda
para Chelonia mydas, que esta vulneravel, para Dermochelys coriacea que,
junto a Eretmochelys imbricata esta criticamente ameacada e para Caretta
carettae Lepidochelys olivacea, que estdo ameacadas de extingdo, segundo o
Livro Vermelho da Fauna Brasileira Ameacada de Extincdo (2018). As espécies
sao protegidas, em todos os estagios de vida, pela Portaria IBAMA n.° 1.522 de
19 de dezembro de 1989 (Brasil, 1989).

Segundo Almeida et al. (2011), como a tartaruga-verde tem preferéncias
pelas ilhas oceénicas isoladas para nidificar, acaba por sofrer um menor
impacto em relacdo a predacdo dos ninhos e outras perturbacdes mais
frequentes nas areas urbanizadas. No entanto,a reducdo das populacfes
dessa espécie esta relacionada a captura incidental por redes de pesca,
mudancas climaticas, patdogenos, poluicdo por rejeitos soélidos e poluicéo
qguimica, causada principalmente pelas descargas de poluentes nos oceanos
(Hirth, 1997; Seminoff, 2004; Marcovaldi et al.,2011).

A tartaruga verde possui distribuicdo circunglobal, preferencialmente em
zonas tropicais e subtropicais.E altamente migratéria e pode percorrer milhares
de quildbmetros de distdncia entre as &reas de reproducdo e alimentacao
(Seminoff, 2004; Marcovaldi et al.,2011). No Brasil o periodo reprodutivo desta
espécie ocorre entre dezembro e maio e as principais areas de desova séo

ilhas oceéanicas: llha de Trindade, no litoral do estado do Espirito Santo,



Reserva Biologica do Atol das Rocas, no litoral do estado do Rio Grande do
Norte e Arquipélago de Fernando de Noronha, no estado de Pernambuco
(Marcovaldi et al.,2011).

As areas de alimentacéo da tartaruga verde sao registradas ao longo de
toda costa brasileira. Sua dieta varia em conformidade com a fase do ciclo de
vida (Marcovaldi et al.,2011).A espécie apresenta alimentagdo carnivora
guando os filhotes ainda tém habito oceanico, passando a alimentacao onivora,
com tendéncia a herbivoria, quando os juvenis se deslocam para as regides
proximas a linha de costa, mantendo o habito preferencialmente herbivoro na
fase adulta (Bjorndal, 1980; 1997).

A tartaruga-verde € identificada morfologicamente através da
observacédo de um par de escamas pré-frontais localizados na cabeca, quatro
pares de escamas pés-orbitais e quatro pares de escudos laterais na carapaca,
além disso, possuem uma mandibula serrilhada e quando filhotes e juvenis
apresentam plastrdo branco, que quando adultos adquire um tom amarelado
(Pritchard e Mortimer, 2000; Almeida et al., 2011) (Figura 1).

1 par de escamas
pre-frontais 4 escudos laterais

) escudo
&' . pre-central

\_ ] 4 escamas
o *"ijos-orbitais

Figura 1. Identificacdo morfolégica da tartaruga-verde (Chelonia mydas).
Fonte: Plano de Acéo Nacional para Conservacao das Tartarugas Marinhas
(2011).



Os estagios de vida da tartaruga-verde sdo definidos a partir da
obtencédo dos dados biométricos da carapaca dos animais. Para Hirth (1997) a
fase de filhote é considerada até a primeira semana de vida, seguido da
classificacdo de juvenil com até 40 cm de comprimento de carapaca,
subadultos de 41cm até atingirem a maturidade sexual, entre 70 e 100 cm de
comprimento, tornando-se adultos. No Brasil, o Projeto Tamar possui uma
forma de classificacdo que se diferencia, colocando filhotes como aqueles que
possuem até 29,9 cm de comprimento curvilineo de carapaca (CCC), juvenis
com 30 a 95,5 cm e adultos aqueles com mais de 96 cm de CCC (Prioste,
2016).

A espécie pode alcancar até 143 cm de CCC, e é a segunda maior
espécie de tartaruga marinha, entretanto, as fémeas reprodutivas do Atol das
Rocas e da llha de Trindade, por exemplo, apresentam em média 116 cm de
comprimento (Grossman, 2001; Almeida et al.,2011; Marcovaldi et al.,2011).

Em 2007 foi elaborado o Plano de Acdo Nacional de Tartarugas
Marinhas — PAN Tartarugas Marinhas. O primeiro ciclo (2010-2015) foi
consolidado em 2010 através da portaria ICMBIo n° 135, de 23 de dezembro de
2010. Em 2017, através da portaria ICMBIio n° 287, de 26 de abril de 2017, o
segundo ciclo (2017-2022) foi estabelecido, objetivando manter a tendéncia de
recuperacdo das populacfes de tartarugas marinhas que ocorrem no litoral
brasileiro. Dentre as acdes estabelecidas pelo PAN esta a reducédo de impactos
causados pela poluicdo marinha, incluindo a identificagdo e avaliagdo de

impactos causados por compostos quimicos.

1.2 Exposicao das tartarugas marinhas aos elementos traco

As tartarugas marinhas estdo expostas aos impactos humanos em todas
as fases da vida. A poluicdo em suas diversas formas é uma ameaca para o
habitat marinho e, consequentemente, para as tartarugas e demais animais
viventes no meio (Hamann et al.,2010). Como possuem um longo ciclo de vida,
as tartarugas tendem a bioacumular elementos traco e acabam atuando como
importantes biomonitoras ambientais. A tartaruga-verde possui habitos
alimentares costeiros e esta diretamente inserida em locais onde ha o maior
despejo de residuos industriais, agricolas e urbanos (Hirth, 1997; Lutcavage et
al., 1997).



Os trabalhos utilizando as tartarugas marinhas como biomonitoras
ambientais sdo comuns em diversas partes do mundo em areas de
alimentacao e nidificacdo. Segundo Cortés-Gomez (2017) ha um total de 58
artigos cientificos ao redor do mundo com essa tematica até 2017.
Rodriguez (2017) reportou um numero total de 88 trabalhos ao todo e Ross
et al. (2017) encontrou 95 artigos até 2017. Acrescenta-se a esse total mais
3 artigos publicados em 2018.

O primeiro trabalho envolvendo elementos traco foi publicado em
1974 por Hillestad et al.,que determinou a concentracdo dos elementos em
ovos. Nos anos 1980, os ovos ainda foram a principal matriz de analise
(Stoneburner et al., 1980), até que em 1990 comecaram a ser utilizados
tecidos de carcacas para a avaliacdo dos elementos (Davenport et al.,1990;
Aguirre et al.,1994; Sakai et al.,1995; Pople et al.,1998; Storelli et al.,1998;
Godley et al.,1999; Caurant et al.,1999).

Os anos 2000 foram marcados por um maior niamero de trabalhos
publicados,cenario em que se destacou o primeiro trabalho utilizando
sangue como uma matriz potencialmente indicadora da acumulacdo de
elementos traco, que foi escrito por Day (2003). No Brasil,0o primeiro
trabalho fornecendo dados acerca da contaminacdo por Hg (mercurio) em
tartarugas marinhas foi escrito por Soto et al. (2005).

Como as tartarugas marinhas sao animais protegidos mundialmente,
existe uma dificuldade na obtencdo de amostras, sendo a maioria dos
trabalhos sobre a distribuicAo de elementos traco feitos com animais
encalhados mortos ou que vém a 6bito durante tentativas de reabilitacdo
(D’llio et al.,2011; Bezerra et al.,2014; Rodriguez, 2017). Além da
dificuldade para a obtencdo das amostras, ainda ha uma caréncia de
valores de referéncia, uma vez que 0 consumo desses animais por
humanos é proibido, somado ao fato de, como as tartarugas marinhas séo
animais que executam longas migracfes ao longo da vida, torna-se inviavel
afirmar, com preciséo, o local onde estdo adquirindo os elementos.

Apesar de haver muitos trabalhos a respeito do tema realizados no
mundo todo (Prioste et al., 2015; Cortés-Gomez, et al., 2017, Ross et al.,
2017), os valores ndo permitem comparacdo de uma maneira tdo precisa

guanto necessario, uma vez que as areas se diferem muito quanto a



urbanizacao, industrializacdo e caracteristicas do solo. Por outro lado, com
os resultados aqui obtidos, sera possivel tracar um perfil das concentracdes
de elementos traco presentes na populacdo de tartarugas-verdes que
desovam na Reserva Biologica do Atol das Rocas.

O sangue € ainda uma matriz pouco utilizada para esse tipo de estudo,
mas ja se mostrou eficiente nos resultados acerca da determinacdo dos
elementos traco nesses animais, e pode, portanto, ser uma forma nao letal
de obtencao das amostras em tartarugas marinhas (Day et al., 2007).

Através do trabalho de Cortés-Gomez (2017) é possivel verificar um total
de 34 artigos utilizando sangue como matriz de anélise de elementos traco.
Desses, dois foram realizados no Brasil (Prioste et al, 2015 e da Silva et al.,
2016) e nove dentre os 34 utilizaram a tartaruga-verde como organismo de
estudo.

Os ovos de tartarugas marinhas foram a primeira matriz a ser
utilizada para este tipo de estudo (Hillestad et al, 1979) e seguiram sendo
estudados com o objetivo de prever as concentracdes no corpo da fémea
em pesquisas mais atuais. Neste estudo, foram coletados ovos que nédo se
desenvolveram durante o periodo de incubacdo, diferente de alguns
estudos que utilizaram ovos frescos.

Ainda na busca por metodologias ndo invasivas e nao letais para
estudos de elementos traco em tartarugas marinhas, foi testado o fluido
cloacal, liquido transparente e espesso, que é liberado pelas fémeas junto

com a postura dos ovos.

1.3 Elementos trago

Os elementos traco podem ser divididos entre essenciais, toxicos e
eventualmente presentes. Essenciais sdo aqueles que desempenham func¢des
bioldgicas importantes para o funcionamento do organismo como cobre (Cu),
ferro (Fe), manganés (Mn), selénio (Se), vanadio (V) e zinco (Zn), entretanto
podem se tornar toxicos dependendo da sua forma quimica e concentracgéo,
podendo representar riscos a saude e ao meio ambiente.

Os elementos toxicos sdo conhecidos por causar danos ao organismo
mesmo em baixas concentragdes, como por exemplo, o aluminio (Al), arsénio
(As), bario (Ba), cadmio (Cd), cromo (Cr), niquel (Ni) e chumbo (Pb). Por



altimo, estdo os elementos que podem ser encontrados nas células, mas que
nao possuem funcdes bioldgicas descritas, como o rubideo (Rb), césio (Cs) e
estroncio (Sr) (Valls e Lorenzo, 2002; Macedo, 2006; Lima e Mercon, 2011,
Rodriguez, 2017).

A exposicdo a elementos com capacidade de bioacumulacéo,
principalmente aqueles que sdo toxicos, pode causar disturbios
neuroldgicos, gastricos, intestinais, respiratérios, imunologicos, hepaticos,
renais, dermatolégicos, comportamentais, carcinogénicos e até mesmo
reprodutivos (0 que pode levar a uma queda na sobrevivéncia das
populacdes), a depender da capacidade de metabolizacdo do organismo e
da toxicidade e forma quimica do elemento (Barbieri, 2009; Ley-Quifidénez,
2009; Prioste, 2017).

O Al é o elemento mais abundante da costa terrestre, no entanto ndo
possui nenhum beneficio conhecido para o organismo, (Cardoso et al., 2011;
European Aluminium Association, 2011; Sjogren et al., 2014). As informacgdes
em relacdo a acumulacdo de Al no sangue de tartarugas marinhas séo
escassas, resultando na falta de conhecimento acerca dos efeitos desse
elemento na salde desses animais (Sparling et al.,2010; McFadden et
al.,2014).

O As néo possui nenhuma funcdo biolégica conhecida nos animais,
entretanto é constituinte dos fosfolipidios em algas e fungos (Guilherme et
al.,2005). No meio ambiente o As ocorre de forma organica e inorganica, sendo
0 As inorganico e seus compostos extremamente toxicos (Fowler et al., 2014).
Em sua forma organica ocorre em concentracdes altas no oceano e nos
organismos marinhos, 0 que torna comum uma concentragcdo elevada desse
elemento nos animais que vivem neste meio (Saeki et al., 2000). Algas
marinhas também possuem uma alta capacidade de acumular o As (em niveis
de 1.000 a 50.000 vezes mais que a agua do mar) (Kunito et al., 2008).

O Ba € um elemento ndo essencial para o organismo e além de possuir
capacidade de bioacumular, é também um antagonista fisiologico do potassio
(K), bloqueando os canais de potassio na bomba de sodio (Na) — potassio (K)
nas membranas celulares, causando o aumento no influxo ativo e inibindo o
efluxo passivo do K levando a hipocalemia induzida por Ba?* e resultando em

arritmias cardiacas e paralisia muscular (Macedo, 2006; Oskarsson, 2014).



O Cd é um elemento ndo essencial e toxico para 0s organismos, sua
concentracdo se eleva de acordo com o nivel trofico e € capaz de bioacumular
em plantas aquéaticas, invertebrados, peixes e mamiferos (Azevedo e Chasin,
2003). De acordo com Storelli et al. (2008), a idade, inferida através do
tamanho da tartaruga, influencia no acumulo de Cd conforme ocorre a
mudanca de habito alimentar de carnivora/onivora para herbivora na tartaruga-
verde, o que leva a uma tendéncia de menores concentragdes desse elemento
em adultos dessa espécie.

O Cr (lll) pode funcionar como um suplemento nutricional em pequenas
quantidades, enquanto o Cr (IV) pode ser cancerigeno (Langard e Costa,
2014). Um estudo feito por Wise et al. (2014) mostrou que o ambiente marinho
favorece o Cr (VI) e apresentou resultados acerca de uma cultura de células de
tartarugas-de-pente  mostrando que as particulas desse elemento sao
citotdéxicas e clastogénicas para essa espécie, podendo o Cr(VI) apresentar
riscos a saude das tartarugas marinhas.

O cobre € um elemento essencial para o funcionamento do organismo
participando na formacdo da hemoglobina, absorcdo do ferro e auxiliando na
manutencao dos tecidos 6sseo, conectivo e vascular (Beatty, 2007; Ellingsen et
al.,2014). Apesar de essencial, esse elemento pode ser citotoxico em
concentracfes elevadas nas tartarugas marinhas (Tan et al.,2010). Da Silva et
al. (2016) apresentaram dados que mostram que em tartarugas acometidas
com a fibropapilomatose, doengca que acomete as tartarugas marinhas
causando tumores cutaneos, a concentracdo de Cu no sangue ¢€
significativamente maior que em tartarugas ndo acometidas ou pouco
acometidas.

O ferro € abundante na crosta terrestre e pode ser um elemento
essencial ou toxico a depender das suas concentracdes. E essencial em
mecanismos de estresse oxidativo, entretanto, o excesso de ferro pode causar
graves danos patoldgicos. Apesar de o préprio organismo possuir mecanismos
para a homeostase do Fe, € possivel haver deficiéncia ou sobrecarga desse
elemento (Ponka et al.,2014). McFadden et al. (2014) relataram em seu estudo
que as concentracfes de Fe entre machos e fémeas variou significativamente
com os machos apresentando um maior valor em relagdo as fémeas. Os

autores atribuiram essa diferenca a reproducéo e a transferéncia para os ovos.



O Mn é um elemento essencial para os organismos e € regulado por
mecanismos homeostaticos (Lucchiniet al.,2014). Segundo Ley-Quifionez et al.
(2011), o Mn pode ser fundamental na desintoxica¢cdo do Arsénio do organismo
das tartarugas marinhas.

As concentractes de Ni devem ser mais estudadas por se tratar de um
elemento potencialmente téxico (Klein e Costa, 2014). Segundo Labrada et al.
(2011), concentracbes elevadas de niquel nas tartarugas marinhas podem
estar relacionadas a alimentacdo em regides mais enriquecidas pelos
elementos traco. Correntes, ressurgéncia, vulcanismo e outros fatores naturais
podem influenciar nessas concentragoes.

O chumbo, por ser um metal toxico pode afetar principalmente o sistema
imunolégico, o deixando mais suscetivel aos efeitos toxicos dos elementos,
mesmo em niveis mais baixos (Skerfving e Bergdahl, 2014; Silva et al.,2016).
Prioste et al. (2015) observaram uma correlagéo positiva do Pb com o CCC dos
animais, indicando que os animais estudados foram expostos, 0 que aumentou
a carga do elemento. Da Silva et al.(2016), que avaliaram a contaminacao por
elementos traco como uma possivel causa da fibropapilomatose concluiu que o
chumbo teve concentracdes significativamente maiores em tartarugas afetadas
com a fibropapilomatose.

A concentracdo de Se no sangue reflete na acumulagcédo/bioacumulacao
encontrada em outros tecidos (figado, rim e musculo), o que comprova a
eficdcia do sangue para a concentracdo basal desse elemento (Ley-Quifibnez
et al.,2013). O selénio € um elemento essencial para 0os organismos e tem sido
sugerido como importante no desenvolvimento embrionario dos répteis (Gaus
et al.,2012). Como o Se interage amplamente com outros metais, prevenindo,
por exemplo, os efeitos toxicos de As, Cd, Hg e Ag, e alguns desses metais
protegem o corpo da toxicidade do selénio (Alexander, 2014) uma interpretagao
precisa de suas concentracdes é dificultada, assim como torna dificil o
estabelecimento de niveis de base para concentracbes essenciais e téxicas
deste elemento (Ley-Quifidnez et al., 2013; Prioste et al., 2015).

Embora sugerido que o vanadio seja essencial, principalmente para os
mamiferos, nenhum papel funcional foi descrito para as tartarugas marinhas
(Gaus et al., 2012; Assem e Oskarsson, 2014). O V é requerido pelas algas

verdes, parece estar envolvido na fixacdo de N, e € constituinte da porfirina e



da proteina heme (Guilherme et al.,2005). Além de ser encontrado na natureza,
em diversos minerais, 0 V esta também associado a refinaria de petroleo e
industrias metallrgicas, o que pode aumentar sua concentracao em areas onde
existem essas atividades (ATRSD, 2009). A partir do sangue, o vanadio é
distribuido para os ossos, onde ocorre maior concentracdo desse elemento.
N&o existem evidéncias de que o V é capaz de se acumular em organismos
marinhos e na cadeia alimentar (Costigan et al.,2001).

O Zn € um elemento essencial, porém em excesso pode se tornar toxico
(Sandstead, 2014). Esse elemento possui muitas funcfes metabdlicas sendo
encontrado em concentragcdes elevadas quando comparado a outros
elementos, além disso, tem sido relatado em muitos estudos sendo o mais
abundante dos elementos estudados em tartarugas marinhas (Camacho et
al.,2013; Ley-Quifidnez et al.,2013). A principal forma de exposi¢cédo ao zinco é
através da alimentacdo, sendo adquirido através da cadeia trofica (Storelli e
Marcotrigiano, 2003; Sandstead, 2014). Em humanos a concentracdo de zinco
aumenta em alguns 6rgaos de acordo com a idade, mas nao foi observada a
biomagnificacdo em répteis (Grillitsch e Schiesari, 2010).

Comparacbes muito detalhadas acerca das concentracdes dos
elementos traco em tartarugas marinhas, mesmo da mesma espécie, nao
sdo possiveis por uma série de fatores que devem ser considerados tais
como a composicdo genética das populagdes, tamanho, locais de
forrageamento, rotas de migracao e alimentacao. Além disso, ha uma certa
caréncia de conhecimento sobre a capacidade de retencdo ou
desintoxicacao desses elementos nas tartarugas marinhas.

Ha uma necessidade de melhor compreenséo das fontes de poluicao,
especialmente das fontes difusas, e também sobre os fatores que influenciam
na dispersdao dos poluentes, a toxicologia, a transferéncia materna, o0s
impactos causados e a avaliacdo e incentivo para a reducédo da poluigéo
(Hamannet al.,2010).



2 OBJETIVO GERAL

O objetivo deste trabalho foi avaliar e quantificar a presenca de
elementos traco essenciais e ndo essenciais em sangue, 0vOS nhao
desenvolvidos e fluido cloacal das fémeas adultas de tartarugas-verdes que

desovam no Atol das Rocas.
2.1 Objetivos especificos

a) Verificar as correlacdes entre o comprimento curvilineo da carapaca
(CCC) e concentragédo de elementos traco essenciais € ndo essenciais no

sangue;

b) Verificar as possiveis correlacdes entre a distribuicdo de elementos

traco essenciais e ndo essenciais no sangue, no fluido cloacal e nos ovos;

c) Verificar se o fluido cloacal pode ser um indicador de elementos

traco essenciais e ndo essenciais nas tartarugas marinhas.
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3 METODOLOGIA
3.1 Area de estudo

A Reserva Biolégica do Atol das Rocas (03°51’S; 33°49'W) esta
localizada no nordeste do Brasil, a 267 km a leste do municipio de Natal,
capital do estado do Rio Grande do Norte e 148 km a oeste do Arquipélago de
Fernando de Noronha (Figura 2). A regido forma um recife eliptico com
aproximadamente 7,5 km2 e além do recife e do topo submarino é limitado pela
isGbata de 1.000 m, totalizando 360 kmz2. A distribuicdo pluvial é irregular ao
longo do ano, com temperaturas atmosféricas que variam de 17,5°C a 35,8°C.
As marés sao semidiurnas com amplitude na maré de sizigia com
aproximadamente 2,7 m. As informacfes da maré sédo estimadas com base nas
informacgdes publicadas pela Diretoria de Hidrografia e Navegacéo (DHN) para
0 Arquipélago de Fernando de Noronha(MMA, 2007; Almeida, 2006; Pereira et
al. ,2010).

Em 1979, essa area se tornou a primeira unidade de conservacgao
marinha do Brasil, passando a ter protecéo integral e proibida qualquer forma
de recreacdo e exploracdo dos recursos naturais. A ida e a permanéncia no
local sdo permitidas somente para a equipe de fiscalizacdo e pesquisadores
previamente autorizados pelo SISBio (sistema online que permite aos
pesquisadores a solicitacdo de coleta de material bioldgico para a realizacédo de
pesquisa em unidades de conservacdo federais). Atualmente, a Reserva
Biolégica do Atol das Rocas é gerida pelo Instituto Chico Mendes de
Conservacao da Biodiversidade — ICMBIo e vinculada ao Ministério do Meio
Ambiente (MMA), com apoio da Fundacdo SOS Mata Atlantica, FUNBIO/Banco
Mundial (projeto GEF Mar) (Kikuchi, 1994; Almeida, 2006; MMA, 2007; Pereira
et al.,2010).

O Atol das Rocas é o unico atol do Oceano Atlantico Sul. Apesar de
ser um dos menores atois do mundo, a regido possui grande importancia na
manutencdo da biodiversidade marinha brasileira (Candisani, 2002; MMA,
2007; Granville et al.,2012), sendo considerado o segundo maior sitio de
desova da tartaruga-verde no Brasil. A temporada reprodutiva da espécie no
local inicia-seno final de dezembro e se estende até julho, com o nascimento
dos ultimos filhotes (Belliniet al., 2013).Durante parte do periodo reprodutivo

dos anos de 2017 e 2018 foram realizadas as coletas de amostras das
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tartarugas-verdes utilizadas neste estudo.
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Figura 2. Mapa do Brasil com indicacéo do estado do Rio Grande do Norte e

da Reserva Biologica do Atol das Rocas.
Fonte: Adaptado de Costa (2011).

3.2 Amostragem

Este trabalho foi realizado com autorizacdes SISBio nimeros 40636
(em 2017) e 59809 (em 2018) e a &rea de estudo foi selecionada tendo em
vista a viabilidade de obtencdo de amostras de tartarugas marinhas e da
caréncia de estudos sobre ecotoxicologia nas tartarugas-verdes que desovam
neste local. O material (sangue, fluido cloacal e ovos) foi coletado durante as
temporadas reprodutivas de 2017 e 2018 da tartaruga verde no Atol das
Rocas.Através das observacdes de campo de Grossman (2001) foi
considerado que as tartarugas retornam para desovar no local numa média
de 2 a 4 anos, com uma pequena porcentagem de retornos de 1 e 5 anos.
Dessa forma, subentende-se que as fémeas amostradas néo foram as
mesmas nos dois anos de coleta. O material foi congelado e armazenado
assim até a analise quimica no Laboratério de Ciéncias Ambientais — LCA da

Universidade Estadual do Norte Fluminense - UENF.

3.2.1 Coletas durante o procedimento de desova
O monitoramento das tartarugas-verdes na Reserva Biologica do Atol
das Rocas é feito a partir dos dados da tabua de marés da regido. De um modo

geral, as tartarugas marinhas desovam no periodo noturno e nesse caso,
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devido ao fato do atol possuir uma formacdo recifal em seu entorno, so é
possivel que as fémeas alcancem a praia para desovar na maré cheia, quando
esses animais conseguem ultrapassar essa barreira e chegar até a praia. A
tabua de marés estd disponivel no site da Marinha do Brasil
(www.marinha.mil.br). O monitoramento tem inicio cerca de 2 horas antes das
marés cheias de sizigia, e 1 hora antes das marés cheias de quadratura.

A abordagem da fémea para o inicio dos procedimentos de coleta foi
realizada apos o animal ter iniciado a postura, quando j& ha cerca de 30 ovos
no ninho, para que ndo haja interferéncia no processo de desova. Inicialmente
foi feita a coleta de dados biométricos (comprimento curvilineo de carapaca
(CCC) e largura curvilinea de carapaca (LCC) e confirmacéo da identificacao
do animal através de anilhas ou microchip, aqueles que ndo possuiam
microchip receberam esse identificador individual. O nimero do microchip foi
visualizado em um leitor digital e foi feita a anotacdo desse numero na planilha
de campo juntamente com os dados biométricos, a observacdo sobre a
presenca de anilhas e/ou cicatrizes de anilhas e outras informacdes que sejam
relevantes sobre o animal, como a presenca de lesbes na carapaca.Apos as
atividades de rotina descritas, foram feitas as coletas de material biol6gico para
a realizacao deste trabalho: sangue e fluido cloacal.

Foram coletados aproximadamente 10 mL de sangue de 24 animais,
apenas em 2018. A coleta aconteceu durante 0 momento da desova, no seio
venoso cervical do animal,com assepsia prévia do local. Foram utilizadas
agulhas (12 x 40) e seringas com heparina (Pires et al.,2008 com adaptacdes).
A armazenagem das amostras foi feita em tubos falcon mantidos sob
refrigeracao até a realizagéo das analises.

O fluido cloacal de 24 individuos foi coletado em 2017 e 2018 (12
animais em cada ano). A coleta do material ocorreu durante a postura dos
ovos, com o0 auxilio de um utensilio plastico em formato de concha. A
quantidade coletada variou de animal para animal. O fluido foi armazenado em

embalagens plasticas e congelado até que fosse analisado.
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3.2.2 Coleta de material dos ninhos

Em 2017, ap0s a observacédo de nascimento dos filhotes (entre 45 — 60
dias ap0s a postura), foi realizada a coleta de ovos nédo desenvolvidos.Durante
a abertura dos ninhos foram contabilizadas as cascas de ovos que indicam o
sucesso de eclosdo do ninho, ovos que ndo se desenvolveram e filhotes
natimortos, quando presentes. Como ndo é possivel prever a quantidade de
material por ninho, tentou-se padronizar a coleta de 4unidades de ovos néo
desenvolvidos, para 14 ninhos distintos.

Como houveram alguns ninhos desenterrados por outras fémeas ou
mesmo dois ninhos muito perto um do outro, ndo foi possivel identificar a qual
fémea pertencia cada ninho e, portanto as informagdes sobre os ovos fazem
uma inferéncia sobre as populacfes desses anos como um todo.

Em 2018, devido a marés muito altas terem atingido os ninhos, alguns
acabaram sendo desenterrados e apenas ovos encontrados na areia foram

coletados, somando 14 ovos ao numero coletado em 2017.

3.2.3 Analise quimica
Ovos

Segundo a metodologia proposta por Ehsanpour et al.(2014), os ovos
tiveram seu material separado em casca, albumen e gema. A abertura guimica
seguiu a metodologia de Latouche e Mix (1982) que foi adaptada de acordo
com as condi¢cfes do laboratério.

Foram utilizados 14 ovos da temporada de 2017 e 14 ovos da
temporada de 2018. Aliquotas de aproximadamente 1,0 g de material em
triplicata para gemas e duplicatas para clara e quando possivel também para
casca, foram pesadas com o auxilio de uma balanga digital (precisdo 0,001) e
acondicionadas em tubos de ensaio onde foram adicionados 1,5 mL de H20,
30% e 10 mL de HNO3 65%.

No dia seguinte a adicdo dos reagentes, as amostras foram levadas para
o bloco digestor de sistema aberto em capela e aquecidas a cerca de 130°C
até quase atingir a secura total da amostra, aproximadamente 14 dias. Em
seguida as amostras foram filtradas e aferidas a um volume final de 15 mL de
solucéo de HNO3 0,5 N.
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Sangue

A metodologia utilizada para o sangue foi baseada em pesquisas
recentes realizadas no préprio Laboratorio de Ciéncias Ambientais, juntamente
com informagdes encontradas no trabalho de Ehsanpour et al. (2014).

Primeiramente o sangue foi liofilizado e homogeneizado. Posteriormente
foi pesado 0,5 g de material seco,que foi solubilizado com 10 mL de
HNO365%.0 material foi aguecido até 100°C em bloco digestor durante quatro
dias. Em seguida foi utilizada agua ultra pura para aferir o material até 14mL de
volume final.Foram feitas triplicatas para cada réplica.

Fluido cloacal

N&o foram encontrados outros estudos que utilizassem o fluido cloacal
como indicador de elementos traco em tartarugas marinhas e, portanto, a
metodologia apresentada para essa matriz foi desenvolvida durante a
execucao deste estudo, baseada no experimento realizado para as amostras
de sangue.

Foram utilizados aproximadamente0,5 g de material umido, solubilizado
com 10 ml de HNO365%. O material foi aquecido até 100°C em bloco digestor
durante quatro dias. Em seguida foi utilizada agua ultrapura para aferir o
material até 14 ml de volume final.

Para a verificacdo de possiveis contaminac¢des, foram analisados
brancos em todos o0s experimentos.Todo material foi analisado em
espectrofotdometro de emissédo atbmica com plasma induzido (ICP-OES) para a
determinacao dos elementos. O valor de deteccdo para os elementos avaliados

neste estudo € apresentado na tabela 1.
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Limite de deteccéao

Elementos (U0
Al <0,0009
As <0,006
Ba <0,0002
Cd <0,0001
Cr <0,0003
Cu <0,0004
Fe <0,007
Mn <0,0004
Ni <0,0003
Pb <0,0019
Se <0,013
\% <0,0008
Zn <0,003

Tabela 1: Limite de deteccao dos elementos no ICP-OES.

3.2.4 Analise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas com o auxilio do programa R
(versédo 1.1.383).

Para avaliar a diferenca da concentracdo dos elementos entre as trés
matrizes analisadas (sangue, fluido cloacal e os trés componentes do ovo —
casca, albumen e gema) foi realizado teste de Tukey.

Para avaliar o acumulo de elementos traco de acordo com o tamanho do
animal e verificar as correlacdes entre 0s elementos essenciais e nao
essenciais foi realizada uma Analise dos Componentes Principais (PCA).

Em cada uma das andlises os dados foram ajustados sempre que
necessario para atender as premissas da andlise de variancia e regressao

linear (homocedasticidade, linearidade e normalidade).

16



4 RESULTADOS

O presente estudo descreve pela primeira vez resultados sobre as
concentracdes de elementos traco no sangue, ovos nao desenvolvidos e fluido
cloacal das tartarugas-verdes que desovam no Atol das Rocas.

N&o foram encontrados na literatura outros estudos analisando sangue,
tampouco fluido cloacal como indicador de elementos traco em fémeas
reprodutivas vivas das tartarugas-verdes no Atlantico Sul Ocidental, desta
forma, este pode ser o primeiro estudo com essas matrizes desenvolvido nessa
regiao.

As amostras coletadas em 2017 e 2018 de ovos e fluido cloacal foram
agrupadas, chegando a um numero total de 28 ovos, que foram separados em
casca, albimen e gema, e 24 amostras de fluido cloacal.

Em relacdo ao sangue, foram coletadas 24 amostras, no periodo de 20
de janeiro a 06 de marco de 2018, todas de fémeas adultas e realizadas
durante 0 momento da postura dos ovos. Os animais mediram de 107 a 121
centimetros curvilineos de carapaca (CCC) com média de 113,13.

Nos ovos, a ordem decrescente dos elementos segue descrita para as
trés fracdes do ovo separadamente.

Casca: Al>Fe>Cu>Zn>Ba>Se>As>V>Mn>Cr>Ni>Pb>Cd;

Gema: Zn>Fe>AlI>As>Cu>Ba>Se>Mn>Pb>V>Ni>Cd>Cr;

Albumen: Fe>Zn>AI>Cu>Se>As>Ba>Ni>Mn>Cr>Pb>Cd>V.

No fluido cloacal foram detectados oito dos treze elementos utilizados
neste estudo, com ordem decrescente: Al>Zn>Ba>Ni>Cu>Cd>V.

No sangue, com excegdo do Al, todos os elementos selecionados neste
estudo foram detectados, seguindo a ordem decrescente de concentragao:
Fe>Zn>Cu>Se>As>Pb>Ba>Cd>Mn>V>Cr>Ni.

As concentracbes minimas, maximas e medianas dos elementos para

cada matriz foram descritas a seguir, na tabela 2.
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Tabela 2: Valores minimos, maximos e medianas encontrados para cada elemento em todas matrizes analisadas.

Cascade ovo

Albumen

Gema

Elementos Minimo (ug.g™) Mediana (ug.g™® Maximo (ug.g™) Minimo (ug.g™) Mediana (ug.g™?) Maximo (ug.g™) Minimo (ug.g™) Mediana (ug.g™) Maximo (ug.g™)
Al 11,115 18,678 (19) 37,793 0,349 0,82 (6) 2,286 0,186 1,053 (7) 2,725
As 0,091 0,2605 (20) 0,688 0,104 0,143 (4) 0,152 0,104 0,324 (20) 0,977
Ba 0,159 0,4745 (26) 1,132 0,024 0,071 (13) 0,261 0,008 0,277 (27) 1,054
cd 0,011 0,025 (16) 0,139 0,007 0,023 (10) 0,031 0,003 0,024 (14) 0,033
cr 0,033 0,154 (19) 0,452 0,017 0,024 (6) 0,101 0,002 0,007 (6) 0,026
Cu 2055 3,07 (26) 4,568 0,037 0,252 (10) 0,568 0,051 0,291 (24) 0,768
Fe 0,623 6,483 (14) 15,116 221 3,764 (15) 7,742 1,24 9,869 (25) 16,906
Mn 0,027 0,167 (23) 0,624 0,007 0,036 (5) 0,089 0,013 0,129 (23) 0,321
Ni 0,011 0,107 (16) 0,98 0,025 0,068 (14) 0,1 0,002 0,014 (7) 0,075
Pb 0,044 0,092 (21) 0,511 0,015 0,033 (3) 0,044 0,002 0,026 (9) 0,076
Se 0,082 0,267 (10) 0,693 0,138 - 0,149 0,07 0,132 (5) 0,268
v 0,085 0,131 (19) 0,892 0,009 0,01 (4) 0,043 0,002 0,017 (3) 0,058
Zn 1,107 2,743 (26) 7,875 0,338 2,428 (20) 4,372 1,003 9,395 (28) 18,564

*NUmeros entre parénteses apds a mediana representam o N.
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Tabela 2: Valores minimos, maximos e medianas encontrados para cada elemento em todas matrizes analisadas (continuacgéo).

Fluido Cloacal Sangue
Elementos Minimo (ug.g™) Mediana(ug.g™) Maximo (ug.g™) Minimo (ug.g™) Mediana (ug.g™) Maximo (ug.g™)

Al 8,346 24,184 (6) 28,44 <0,0009 - -
As <0,006 - - 0,381 0,642 (24) 2,325
Ba 1,081 - - 0,017 0,072 (24) 0,912
cd 0,004 0,011 (9) 0,022 0,058 0,1 (24) 0,167
Cr <0,0003 - - 0,004 0,01 (19) 0,018
Cu 0,061 - - 0,940 1,659 (24) 2,835
Fe <0,007 - - 302,000 393 (24) 504
Mn <0,0004 - - 0,039 0,087 (24) 0,27
Ni 0,065 - - 0,007 0,016 (14) 0,036
Pb <0,0019 - - 0,064 0,214 (23) 0,495
Se <0.013 - - 0,008 0,238 (17) 7,267
Y 0,001 - 0,003 0,011 0,081 (24) 0,303
Zn 8,606 - 17,043 6,745 24,265 (24) 28,86

*NUmeros entre parénteses ap6s a mediana representam o N.
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A comparacdo das matrizes foi feita de forma geral, uma vez que as

amostras de ovos (casca, albumen e gema pertencem ao mesmo ovo), fluido

cloacal e sangue nao necessariamente correspondiam a amostras de uma

mesma fémea. Foi realizado um teste de Tukey e as diferencas entre as

matrizes séo representadas a seguir (figura 3)
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Figura 3: Distribuicdo das concentracdes de elementos tragco nas amostras de ovo

(casca, albumen e gema), fluido cloacal e sangue da tartaruga verde. Letras diferentes

significam diferengas entre as matrizes.
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Através de uma analise do grupo de boxplots apresentados é possivel
observar que as maiores concentracdes tanto de elementos essenciais, quanto
de ndo essenciais, estdo presentes na casca e no sangue. Sendo: aluminio,
bério, cromo, niquel, vanadio, cobre e manganés com maiores concentracdes
na casca e arsénio, cadmio, chumbo, ferro, selénio e zinco com maiores

concentra(;(")es no sangue.

Ovos:

Al
As
Ba
Cd
Cr
Cu
Fe
M
Mi
Pb
Se

Casca
B Albumen

B Gema

Zn

0% 20% 40% 60% 80% 100%

Figura 4: Percentual da distribuicdo das concentracdes de cada elemento de acordo com
cada frac@o dos ovos.

Entre os componentes dos ovos, a casca possui as maiores
concentracfes de elementos essenciais e ndo essenciais seguida da gema e

do albUmen.
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Figura 5: Analise dos Componentes Principais (PCA) realizada entre os elementos
essenciais e ndo essenciais e comprimento curvilineo da carapaga (CCC) no sangue.

A analise de componentes principais (PCA) (Figura 4) foi realizada para
agrupar os elementos determinados no sangue (elementos essenciais X néo
essenciais X comprimento curvilineo da carapaca), a fim de identificar a relacéo
entre essas variaveis.

Os componentes principais 1 e 2 explicam 29,86% e 24,57%,
respectivamente, da variagdo dos dados e representam a variacdo das
concentracfes dos elementos entre si e em relacdo ao comprimento curvilineo
de carapaca.

E possivel observar que as correlagdes foram positivas para chumbo e
vanadio em relagdo ao tamanho dos animais. O chumbo, elemento toxico,
tende a se acumular ao longo dos anos nos animais. A correlagao positiva de
chumbo e o tamanho da tartaruga ja foi documentada por Prioste et al. (2015).

Segundo Costigan et al. (2001), ndo existem evidéncias de que o vanadio &
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capaz de se acumular em organismos marinhos e na cadeia alimentar,
entretanto, os resultados aqui apresentador mostram uma correlagéo entre as
concentragfes de vanadio e o tamanho do animal, indicando que pode ocorrer
a bioacumulacédo deste elemento.

Do lado oposto, fazendo uma correlacdo negativa em relacdo ao
tamanho do animal estdo ferro e cobre, dois elementos essenciais. O
manganés (Mn) esté fortemente correlacionado com o bario (Ba), um elemento
nao essencial. E o selénio esta fortemente ligado ao arsénio, também um
elemento ndo essencial.

Como nossa faixa de tamanhos € pequena, variando de 107 a 121 CCC,
a pouca correlacéo para os demais elementos pode estar relacionada a isso.

Como as tartarugas marinhas ndo se alimentam durante o periodo
reprodutivo (Bjorndal, 1997), alguns elementos podem sofrer alteracdes nos
seus niveis de concentracdo, uma vez que pode haver mobilizacdo desses

elementos do tecido adiposo para a corrente sanguinea.
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5 DISCUSSAO

5.1 Ovos nao eclodidos

As andlises de ovos foram comparadas com trabalhos realizados a partir
dos anos 2000 para aumentar a variabilidade comparativa. Alguns trabalhos
apresentaram dados de ovos que ndo tiveram seu conteudo separado em
casca, gema e albumen e foram tratados como “ovo total”. A comparacédo pode
ser vista na tabela 3.

A excrecdo de elementos através dos ovos foi observada nos estudos
que utilizaram essa matriz para analisar suas concentragdes (Lam et al.,2006).
Para Sakai et al. (2000), os resultados encontrados nas gemas poderiam
prever as concentracdes na fémea que realizou a postura, 0 que nos capacita a
prever a concentracdo das fémeas coletadas em 2017, uma vez que nao houve
coleta de sangue desses individuos.

Nos resultados de Al-Rawahy et al. (2007) n&o ficou bem estabelecido
se existe uma absorcdo dos elementos durante a incubacdo em areia
potencialmente contaminada, mas as concentracdes elevadas do metal por ele
encontradas na gema indicaram que se houver uma barreira protetora que
impeca que os elementos-traco, principalmente os mais téxicos cheguem a
gema, essa barreira é inadequada. No presente estudo, foi possivel observar
gue o arsénio, um elemento téxico, atingiu a gema em uma concentracao maior
gue na casca e no albumen, contudo é mais provavel que o arsénio tenha sido

adquirido da fémea progenitora.
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Tabela 3: Concentracdes dos elementos (média + DP, ug.g-1 peso Umido) nas fracdes dos ovos de Chelonia mydas em diferentes regiées do _mundo.

Contetdo Referéncia N Local Al As Ba Cd Cr
Casca Sakai et al., 2000 1 Japéo - - - <0,03 -
Lam et al., 2006 a 30 China <0,15 0,22 £ 0,02 3,5+0,58 0,01 +£0,01 0,47 0,1
Sinaei e Bolouki, 2017 48 Oma - - - 0,40 + 0,05 -
Este estudo 28 Atol das Rocas - Brasil 21,39 + 8,94 (19) 0,30 + 0,13 (20) 0,55 + 0,26 (26) 0,04 + 0,03 (16) 0,16 + 0,11 (19)
Albamen  Sakai et al., 2000 1 Japéo - - - <0,03 -
Lam et al., 2006 a 30 China <0,15 0,17 £ 0,02 0,5+0,11 <0,0005 0,05+0,01
Sinaei e Bolouki, 2017 48 Oma - - - 0,62 = 0,09 -
Este estudo 28 Atol das Rocas - Brasil 1,06 + 0,73 (6) 0,13+ 0,02 (4) 0,09 £ 0,07 (13) 0,02 + 0,008 (10) 0,03 + 0,03 (6)
Gema Sakai et al., 2000 1 Japéo - - - <0,03 -
Lam et al., 2006 a 30 China <0,15 2,5+0,37 8,7+1,6 <0,0005 0,94 +0,12
Sinaei e Bolouki, 2017 48 Oma - - - 0,45 + 0,06 -
Al-Rawahy et al., 2007 75 Oma - - - 0,16 + 0,03 0,07 £ 0,00
Este estudo 28 Atol das Rocas - Brasil 1,33+ 0,85 (7) 0,35 + 0,19 (20) 0,33 + 0,28 (27) 0,01 + 0,01 (14) 0,01 + 0,009 (6)
Ovo total Sakai et al., 2000 1 Japéo - - - <0,03 -
Van de Merwe et al., 2009 55 Malasia - 0,09 +0,01 - 0,00 £ 0,00 -
Ikononomopoulou et al., 2013 a 9 Malasia - <LLOQ - <LLOQ 0,48 £ 0,05
Ross et al., 2016 31 Panama 0,12 £ 0,04 - 0,09 £ 0,04 -
Souza et al.,, 2018 b 20 llha de Trindade - Brasil - - 0,58 0 0,06

a: a unidade dos dados originais foi convertida para possibilitar a comparagéo; b:o autor forneceu apenas o valor da mediana

ND: ndo detectado; LLOQ = acima do limite inferior de detec¢&o, mas inferior ao limite inferior de quantificacéo.

27



Tabela 3: Concentracdes dos elementos (média_+ DP, ug.g-1 peso Umido) nas fracdes dos ovos de Chelonia mydas em diferentes regiées do mundo (continuacéo).

Contetdo Referéncia N Local Cu Fe Mn Ni Pb
Casca Sakai et al., 2000 1 Japéo 4,74 1,98 1,33 <0,03 <0,03
Lam et al., 2006 a 30 China 1,3+0,33 - 0,27 +0,06 0,01+£1,5 0,11 £ 0,02
Sinaei e Bolouki, 2017 48 Oma 6,85+ 0,67 - - - 4,25 + 0,56
Este estudo 28 Atol das Rocas - Brasil 3,12 + 0,68 (26) 5,92 + 4,28 (14) 0,20 + 0,16 (23) 0,15 + 0,22 (16) 0,10 + 0,09 (21)
Albamen  Sakai et al., 2000 1 Japao 0,157 1,07 1,07 <0,03 <0,03
Lam et al., 2006 a 30 China 0,06 + 0,01 - 0,04 +0,00 0,01 + 0,00 0,00 £ 0,00
Sinaei e Bolouki, 2017 48 Oma 4,02+0,19 - - - 3,02 +0,97
Este estudo 28 Atol das Rocas - Brasil 0,26 £ 0,21 (10) 4,10 £ 1,50 (15) 0,04 + 0,03 (5) 0,06 + 0,02 (14) 0,03 £ 0,01 (3)
Gema Sakai et al., 2000 1 Japao 0,634 24,4 24,4 <0,03 <0,03
Lam et al., 2006 a 30 China 0,34 +£ 0,03 - 0,27 +£0,04 0,19 + 0,02 0,04 + 0,00
Sinaei e Bolouki, 2017 48 Oma 2,48 + 0,26 - - - 3,31 +0,65
Al-Rawahy et al., 2007 75 Oma 1,09 £ 0,09 - 0,30 + 0,02 0,06 + 0,00 0,08 £ 0,01
Este estudo 28 Atol das Rocas - Brasil 0,35 + 0,22 (24) 8,75 + 4,71 (25) 0,13 + 0,08 (23) 0,02 + 0,02 (7) 0,03 + 0,02 (9)
Ovo total Sakai et al., 2000 1 Japéo 0,781 10,9 0,38 <0,03 <0,03
Van de Merwe et al., 2009 55 Malasia 0,52 +0,02 - - - 0,03 £ 0,00
Ikononomopoulou et al., 2013 a 9 Malasia 0,68 + 0,05 - 0,27 £ 0,04 - <LLOQ
Ross et al., 2016 31 Panama 05+0,1 - 0,27 +0,06 - 0,00 £ 0,00
Souzaetal.,, 2018 b 20 llha de Trindade - Brasil 1,05 14,05 0,05 - 1,17

a: a unidade dos dados originais foi convertida para possibilitar a comparagéo; b:o autor forneceu apenas o valor da mediana

ND: ndo detectado; LLOQ = acima do limite inferior de detec¢&o, mas inferior ao limite inferior de quantificacéo.
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Tabela 3: Concentragdes dos elementos (média + DP, ug.g-1 peso Umido) nas fracdes dos ovos de Chelonia mydas em diferentes regides do mundo (continuagdo).

Contetido Referéncia N Local Se \4 Zn
Casca Sakai et al., 2000 1 Japdo - - 0,555
Lam et al., 2006 a 30 China 2,5+0,83 1,2+0,23 1,2+0,23
Sinaei e Bolouki, 2017 48 Oma - - 5,32+1,05
Este estudo 28 Atol das Rocas - Brasil 0,33+ 0,25 (10) 0,22 + 0,20 (19) 2,89 + 1,34 (26)
Albimen  Sakai et al., 2000 1 Japéo - - 1,29
Lam et al., 2006 a 30 China 0,27 £ 0,05 0,11 +0,01 0,3+0,05
Sinaei e Bolouki, 2017 48 Oma - - 3,34 £0,76
Este estudo 28 Atol das Rocas - Brasil 0,14 + 0,007 (2) 0,01 +£0,01 (4) 2,49 + 1,09 (20)
Gema Sakai et al., 2000 1 Japéo - - 47,2
Lam et al., 2006 a 30 China 35+0,6 0,22 + 0,05 45+ 3,6
Sinaei e Bolouki, 2017 48 Oma - - 33,88 £5,32
Al-Rawahy et al., 2007 75 Oma ND 0,15 + 0,02 8,58 £1,03
Este estudo 28 Atol das Rocas - Brasil 0,17 + 0,08 (5) 0,02 + 0,02 (3) 9,10 + 5,29 (28)
Ovo total Sakai et al., 2000 1 Japéo - - 20,3
Van de Merwe et al., 2009 55 Maléasia 0,46 + 0,02 - 15,34 + 0,93
Ikononomopoulou et al., 2013 a 9 Malasia 0,45 £ 0,05 - 17,91 +1,42
Ross et al., 2016 31 Panama - - 14+3
Souza et al.,, 2018 b 20 llha de Trindade - Brasil - - 12,22

a: a unidade dos dados originais foi convertida para possibilitar a comparacéo; b:o autor forneceu apenas o valor da mediana

ND: ndo detectado; LLOQ = acima do limite inferior de detec¢éo, mas inferior ao limite inferior de quantificacéo.



De modo geral, a maioria dos elementos traco deste estudo acumulou-
se na casca do ovo (Al, Ba, Cd, Cr, Mn, Ni, Pb, Se, e V), seguido da gema (As,
Fe e Zn), o albumen ndo apresentou maiores concentracdes para nenhum
elemento. Conforme concluido nos outros trabalhos ao qual este foi
comparado, ha uma necessidade de mais estudos utilizando as trés fracbes do
ovo como indicadores de elementos traco a fim de compreender a mobilidade

dos elementos ndo essenciais e as fungdes dos elementos essenciais.
5. 2 Fluido cloacal

O fluido cloacal é liberado pela tartaruga no momento de postura dos
ovos. E um fluido claro que é sintetizado por glandulas localizadas no trato
reprodutivo da fémea (Al-bahryet al.,2011). O fluido, constituido por
glicoproteinas possui também propriedades antibacterianas (Keene, 2012).
Existem trabalhos realizados com essa matriz ao redor do mundo (Santoro et
al.,2006; Al-Bahry et al.,2009; 2011; 2012; Keene, 2012), entretanto, nao foram
encontrados registros para a utlizagdo do fluido cloacal como potencial

indicador de elementos traco nas tartarugas marinhas.

O fluido cloacal é secretado no oviduto, onde ha a formacao dos ovos e
nestes mesmos locais, podem vir a receber cargas de contaminantes oriundas
do corpo da fémea. Portanto,a hip6tese era de que o mesmo também pudesse
exibir concentragdes dos contaminantes. Oito dos doze elementos-trago foram
detectados no fluido cloacal (Al, Zn, Ba, Ni, Cu, Cd e V), ainda assim, entre
eles Ba, Ni, Cu, V e Zn foram detectados em apenas 1 ou 2 amostras. Apenas
Al e Cd foram quantificados em 6 amostras.Os resultados obtidos foram
analisados a partir da comparacéo dos valores encontrados com os valores de

deteccdo do equipamento para cada elemento.
O aluminio, maior elemento encontrado no fluido cloacal.

Como a amostragem abrangia 24 amostras, o numero delas que
detectaram os elementos foi pouco e mais estudos, com adaptacdes na
metodologia serédo feitos futuramente a fim de sanar davidas sobre essas
concentragcdes no fluido cloacal. Neste momento, essa matriz parece nao ser

uma boa indicadora de metais no corpo da fémea.
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5.3 Sangue

As concentracbes encontradas no sangue foram comparadas a outros
trabalhos ao redor do mundo a partir de 2010 e estédo representadas na tabela
4,

Neste estudo o Aluminio foi detectado no sangue em valores abaixo do
limite de deteccéo (<0,0009 pg.g?), diferente dos outros estudos aos quais foi
comparado, indicando que possivelmente esta populacdo ndo esta exposta a
esse elemento.

Estabelecendo uma comparacdo com o0s valores encontrados por
Prioste et al. (2015) no Arquipélago de Fernando de Noronha, localizado a
aproximadamente 150km do Atol das Rocas, nota-se que o presente estudo
possui maiores concentracdes de As, Cd, Pb, Cu, Mn, Se e Zn, que foram
analisados por Prioste et al.(2015), sendo os trés primeiros elementos muito
toxicos. Os animais utilizados pelos autores eram juvenis e apresentavam
tamanho médio menor do que os deste estudo (72 CCC x 113 CCC), o que
pode sustentar a hipotese de que esses animais sdo capazes de bioacumular
estes elementos ao longo de suas vidas, ainda que essa espécie adote uma

alimentacao herbivora, ou seja, em menor nivel tréfico, quando adulta.

As concentracbes de alguns elementos podem aumentar na corrente
sanguinea decorrente do periodo de afagia das tartarugas no periodo
reprodutivo, pois ha mobilizacdo destes no tecido adiposo, que € capaz de
acumula-los. Assim, mesmo alguns elementos essenciais, como 0 zinco,
podem apresentar-se em concentracdes toxicas (Bjorndal, 1997; Sakai et al.,
2000; lkonomopoulou et al.,2013). Os resultados apresentados por outros
trabalhos variaram consideravelmente em relacdo aos encontrados neste
estudo, embora alguns valores estejam proximos. Estes resultados deixam
clara a necessidade de mais pesquisas e uma ampliacdo das areas de coleta
buscando aprofundar o conhecimento sobre o0s niveis basais e 0s niveis
potencialmente toéxicos desses elementos bem como a importancia e a acao

desses elementos no organismo.
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Tabela 4: Concentracées dos elementos (média + DP, ug.g™ peso imido) no sangue de Chelonia mydas em diferentes regiées do mundo.

Referéncia N Local ccCc Al As Ba Cd Cr
van de Merwe et al., 2010 a 16 Australia 33-82 - 4,36 +1,41 - 0,03 +0,09 -
Labrada et al., 2011 42 punta Abreojos (México) 64b - - - 0,06 + 0,00 -

14 Bahia Magdalena (México) 583b - - - 0,03 + 0,00 -
Komoroske et al., 2012 a 30 EUA (Pacifico) 90,5 0,14+0,03 0,15+0,02 - 0,01+0,04 -
Ley-Quifiénez et al., 2013 12 México (Pacifico) 641b - - - 0,99 +0,35 -
Camacho et al., 2014 (d) 21 Cabo Verde 45,49 195+2,35 0,44 £ 0,10 - 0,30 + 0,07 0,04 £ 0,01
McFadden et al., 2014 a 87 Atol Palmyra (EUA) 70,4b 1,05+0,93 - 0,556 + 0,228 0,02 £ 0,02 0,03+ 0,03
Prioste et al., 2015 a 31 Fernando de Noronha (Brasil) 72c 0,09 0,36 - 0,01 -
da Silva et al., 2016 13 Sul do Brasil 37 - - - 0,08 +£0,01 -
Villa et al., 2017 a 35 Australia 75 - 0,18 £ 0,25 0,003 £ 0,00 0,003 £ 0,00 0,001 £ 0,00
Monzén-Argiiello et al., 2017* 10 llhas Canérias (Espanha) 41,5-81 0,03 2,95+1,11 - 0,01 +0,00 0,0003+ 0,0004
Sinaei e Bolouki, 2017 12 Costa norte do mar de Oma - - - - 0,37 £ 0,02a -
Yipel et al., 2017 3 Costa sul da Turquia 745 0,56 +0,50 <0,003 - <0,003 0,04 £ 0,03
Este estudo 24 Atol das Rocas - Brasil 113,13 <0,0009 (24) 0,81+ 0,49 (24) 0,11+ 0,17 (24) 0,10+ 0,02 (24) 0,01 + 0,006 (19)

a: a unidade dos dados originais foi convertida para possibilitar a comparagéo; b: o comprimento da tartaruga fornecido pelo autor foi referente ao comprimento reto da carapaca;

c: o0 autor forneceu apenas o valor da mediana;

* A média e o desvio padrdo aqui apresentados correspondem ao conjunto de dados fornecidos pelo autor, uma vez que no trabalho original o mesmo forneceu apenas valores

minimo e maximo.
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Tabela 4: Concentracdes dos elementos (média + DP, ug.g™* peso (imido) no sangue de Chelonia mydas em diferentes regides do mundo (continugo).

Referéncia N Local ccC Cu Fe Mn Ni Pb
van de Merwe et al., 2010 a 16 Austrélia 33-82 1,09+0,99 - - - 0,02 + 0,05
Labrada et al., 2011 42 punta Abreojos (México) 64b - 343 £13 - 76,47 +11,02 -

14 Bahia Magdalena (México) 583b - 302 £10 - 73,30 £ 9,30 -
Komoroske et al., 2012 a 30 EUA (Pacifico) 90,5 0,75+0,04 - 0,46 + 0,09 - 1,26 + 0,22
Ley-Quifiénez et al., 2013 12 México (Pacifico) 641b 171+0,73 - 1,22+ 0,99 1,03+1,01 -
Camacho et al., 2014 (d) 21 Cabo Verde 4549  0,25+0,12 i 0,03 + 0,02 2,76 + 0,54 0,07 + 0,02
McFadden et al., 2014 a 87 Atol Palmyra (EUA) 70,4b 0,43+0,17 237 £ 39 0,02 = 0,02 0,01+0,01 0,01 +0,01
Prioste et al., 2015 a 31 Fernando de Noronha (Brasil) 72¢c 0,75 - 0,06 - 0,02
da Silva et al., 2016 13 Sul do Brasil 37 0,95 +0,10 - - 9,15 + 1,45 0,98 + 0,15
Villa et al., 2017 a 35 Austrélia 75 0,64 £ 0,17 300 £ 85 0,06 £ 0,04 0,01 £ 0,00 0,02 £ 0,01
Monzén-Argiiello et al., 2017* 10 llhas Canarias (Espanha) 41,5-81 0,76+0,14 - 0,30 + 0,68 0,0005 + 0,0005 0,03 + 0,02
Sinaei e Bolouki, 2017 12 Costa norte do mar de Oma - 2,01+0,23 - - - 0,77 0,20
Yipel et al., 2017 3 Costa sul da Turquia 74,5 1,92+ 1,69 4,74 +£1,12 0,02 £ 0,01 2,60+ 1,23 0,02 £ 0,02
Este estudo 24 Atol das Rocas - Brasil 113,13 1,63+ 0,44 (24) 401 +44(24) 0,09+ 0,05(24) 0,01+ 0,008 (14) 0,23 + 0,12 (23)

a: a unidade dos dados originais foi convertida para possibilitar a comparagéo; b: o comprimento da tartaruga fornecido pelo autor foi referente ao comprimento reto da carapaca;

c: o0 autor forneceu apenas o valor da mediana;
* A média e o desvio padrdo aqui apresentados correspondem ao conjunto de dados fornecidos pelo autor, uma vez que no trabalho original o mesmo forneceu apenas valores

minimo e maximo.
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Tabela 4: Concentracdes dos elementos (média + DP, ug.g™* peso timido) no sangue de Chelonia mydas em diferentes regides do mundo (continugo).

Referéncia N Local CCC  Se \% Zn
van de Merwe et al., 2010 a 16 Austrdlia 33-82 244+0,63 - 7,92 + 0,66
Labrada et al., 2011 42 punta Abreojos (México) 64b  159+0,19 - 13,92 + 0,49
14 Bahia Magdalena (México) 58,3b 1,81+0,43 13,58 + 0,59
Komoroske et al., 2012 a 30 EUA (Pacifico) 90,5 0,77+0,25 - -
Ley-Quifiénez et al., 2013 12 México (Pacifico) 64,1b 7,66+3,19 - 63+ 17
Camacho et al., 2014 (d) 21 Cabo Verde 4549 0,61+0,25 - 1,04 £ 0,45
McFadden et al., 2014 a 87 Atol Palmyra (EUA) 704b  1,57+352 - 7,50 £ 2,34
Prioste et al., 2015 a 31 Fernando de Noronha (Brasil) 72c 042 - 14,5
da Silva et al., 2016 13 Sul do Brasil 37 - - 0,66 + 0,11
Villa et al., 2017 a 35 Austrélia 75 0,15+£0,13 0,006 + 0,00 11,0 £ 2,50
Monzon-Argiello et al., 2017* 10 Illhas Canérias (Espanha) 41,5-81 4,62+4,05 - 10,06 + 5,33
Sinaei e Bolouki, 2017 12 Costa norte do mar de Oma - - - 36+3
Yipel et al., 2017 3 Costa sul da Turquia 74,5 <0,004 - 2,48+ 0,61
Este estudo 24 Atol das Rocas - Brasil 113,13  0,94+1,52 (17) 0,09+0,07 (24) 23 +4(24)

a: a unidade dos dados originais foi convertida para possibilitar a comparacgéo; b: o comprimento da tartaruga fornecido pelo autor foi referente ao comprimento reto da carapaca;

c: 0 autor forneceu apenas o valor da mediana;
* A média e o desvio padrdo aqui apresentados correspondem ao conjunto de dados fornecidos pelo autor, uma vez que no trabalho original o mesmo forneceu apenas valores

minimo e maximo.
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6 CONCLUSAO

No sangue foram observadas correlacfes positivas entre os elementos e 0
tamanho da tartaruga para vanadio e para chumbo, e negativas para cobre e
ferro.

Através do teste de Tukey foi possivel visualizar as similaridades
estatisticas entre os elementos e as matrizes, entretanto, é importante ressaltar
gue os ovos analisados, assim como o fluido cloacal ndo necessariamente séo
das fémeas que tiveram o sangue amostrado. Tanto elementos essenciais,
como nao essenciais apresentaram um padréo similar de distribuicdo entre as
matrizes, apresentando maiores valores na casca e no sangue.

Os resultados obtidos com o fluido cloacal ndo foram suficientes para
afirmar que essa é uma possivel matriz indicadora da contaminagdo por
elementos traco na tartaruga verde. Porém, o presente estudo indica que essa
matriz aparenta ndo ser uma boa escolha, tendo em vista que varios dos
elementos analisados ficaram abaixo do limite de deteccdo do método.Ainda
nao descartamos 0 uso dessa matriz e mais estudos seréo realizados com o
fluido a partir de adaptacées na metodologia, como uma maior quantidade ou o
uso de um equipamento mais sensivel.

Tanto para elementos essenciais como ndo essenciais, nossos resultados
apresentaram valores menores ou entre os valores encontrados pelos outros

estudos aos quais foi comparado ao redor do mundo para a referida espécie.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Como as tartarugas marinhas raramente se alimentam durante a
migracdo para as areas de reproducdo (Bjorndal, 1997) é sugerido que a
exposicdo aos contaminantes quimicos esteja relacionada principalmente as
areas de alimentacdo. Uma vez que o Atol das Rocas se trata de uma Reserva
Biologica com a minima perturbacdo antropica e sem fontes de despejo de
contaminantes, as concentragdes encontradas nestes animais podem ainda ser
reflexo das concentracdes adquiridas nas areas de alimentacdo, o que também
pode ter feito com que alguns niveis de elementos tenham diminuido no corpo
desses animais, uma vez que o sangue é um bom indicador da exposicéo
recente a contaminantes (Ley-Quifionezet al.,2013). Contudo, essa espécie
pode ser uma indicadora da saude do ambiente marinho como um todo, uma

vez que a poluicdo abrange todos 0s oceanos, mesmo em locais remotos.

Outros trabalhos ao redor do mundo, incluindo o Brasil, analisaram estes
elementos no sangue e nos ovos desta espécie, entretanto pouco se sabe
sobre os niveis toxicos e os efeitos nos organismos das tartarugas marinhas.
Este estudo contribui com dados que podem ser utilizados como base para

individuos adultos da tartaruga verde.
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8 MATERIAL SUPLEMENTAR

8.1 Apéndice 1

Apéndice 1. Concentragdo de elementos essenciais e ndo-essenciais (ug g-1 peso Umido; média DP) nas matrizes de Chelonia mydas.

Al As Ba Cd Cr Cu
Casca 21,393 +8,940a(19) 0,302 * 0,139b (20) 0,558 + 0,265a (26) 0,043 £ 0,039b (16) 0,169 + 0,112a (19) 3,121 + 0,687a (26)
Albumen 1,066 + 0,736b (6) 0,135 + 0,021c (4) 0,101 + 0,076b (13) 0,021 + 0,008bc (10) 0,039 + 0,033b (6) 0,268 + 0,214d (10)
Gema 0,959 + 0,769b (7) 0,356 + 0,192b (20) 0,342 + 0,289a (27) 0,017 £ 0,011c (14) 0,021 + 0,026b (6) 0,350 + 0,227c (24)
Fluido Cloacal 22,007 + 7,093a (6) NA (20) 1,081a(1) 0,011 + 0,005¢ (9) NA (23) 0,061cd (1)
Sangue NA (24) 0,818 + 0,496a (24) 0,114 + 0,176ab (24) 0,101 + 0,026a (24) 0,011 + 0,006b (19) 1,633 + 0,442b (24)

* Nameros entre parénteses representam o N. Letras ao lado do desvio padrdo sdo o resultado do Teste de Tukey (a = 0.05).

Apéndice 1. Concentracdo de elementos essenciais e ndo-essenciais (ug g-1 peso Umido; média DP) nas matrizes de Chelonia mydas (continuacéo).

Fe Mn Ni Pb Se \Y Zn
Casca 5,920 + 4,283b (14) 0,201 + 0,164a (23) 0,153 + 0,228a (16) 0,108 + 0,094b (21) 0,330 + 0,258a (10) 0,228 + 0,206a (19) 2,897 + 1,341c (26)
Albimen 4,107 + 1,509¢ (15) 0,043 £ 0,030b (5) 0,062 + 0,023a (14) 0,031 + 0,014c (3) 0,143 £ 0,007a (2) 0,017 + 0,016b (4) 2,411 + 1,042¢(20)
Gema 8,393 + 5,013b (25) 0,137 + 0,081a (23) 0,025 + 0,027ab (7) 0,033 + 0,023c (9) 0,150 + 0,084a (5) 0,025 + 0,028b (3) 9,106 + 5,292b (28)
Fluido Cloacal NA (22) NA (19) 0,065ab (1) NA (19) NA (20) 0,002 + 0,001b (2) 12,824 + 5,965b (2)
Sangue 401,111 + 44,002a (24) 0,094 + 0,059ab (24) 0,018 + 0,008ab (14) 0,237 + 0,126a (23) 0,943 + 1,524a (17) 0,099 + 0,074b (24) 23,265 * 4,509a (24)

* NUumeros entre parénteses representam o N. Letras ao lado do desvio padrdo sdo o resultado do Teste de Tukey (o = 0.05).
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