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TOXICIDADE COMPORTAMENTAL E MUTAGÊNICA EM JUVENIS DE Podocnemis 

expansa (SCHWEIGGER, 1812) EXPOSTOS À EFLUENTE DE CURTUME  

 

 

Resumo 

 

O vasto ritmo de crescimento populacional e aumento na demanda por bens de consumo 

contribuem significativamente para a redução da biodiversidade. Um exemplo disso são as 

indústrias de curtume, as quais apresentam grande impacto econômico, uma vez que é 

responsável pela criação de emprego e geração de renda em diversos países. Entretanto, sabe-se 

que o efluente de curtume (EC) gera grandes quantidades de resíduos potencialmente tóxicos ao 

ambiente. Visto isso, objetivamos avaliar se a exposição de juvenis de Podocnemis expansa ao 

EC poderia ocasionar alterações comportamentais, mutagênicas e promover captação de Zn, Ca, 

Mg, Fe e Cr no fígado desses animais. Para isso, quatro grupos experimentais foram 

estabelecidos: controle, EC (1,4%), EC 3,1(%) e EC (6,5%). Os animais foram expostos por 21 

dias. Tartarugas expostas ao EC, em todos os grupos experimentais, apresentaram alterações 

comportamentais, tais como déficits natatórios e respiratórios, e dificuldade de endireitamento. 

Não observamos efeito diluição-resposta. Além disso, a partir do teste do micronúcleo e análise 

das alterações nucleares eritrocíticas, evidenciamos o aparecimento de diversas anormalidades 

eritrocitárias, tais como micronúcleo, núcleos notcheds e eritrócitos anucleados, que apareceram 

em maior frequência em animais dos grupos que foram expostos ao EC. Ainda, observamos que 

a acumulação de zinco, cálcio, ferro, magnésio e cromo nos fígados dos animais expostos ao EC. 

Portanto, nosso estudo fornece evidências pioneiras de que a exposição de juvenis de P. expansa 

ao EC induz efeitos comportamentais e mutagênicos nesses animais. 

Palavras-chave: Quelônios; meio ambiente; poluição aquática; ecotoxicologia; efluentes 

agroindustriais. 
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BEHAVIORAL AND MUTAGENIC TOXICITY IN Podocnemis expansa 

(SCHWEIGGER, 1812) JUVENILES EXPOSED TO TANNERY EFFLUENT 

 

Abstract 

 

The rapid population growth and the increase in demand for consumer goods contribute 

significantly to biodiversity contempt. An example of this is the tanneries business, which have a 

great economic impact, being responsible for job offers and income generation in several 

countries. However, it is known that tannery effluent (TE) generates large amounts of waste, 

potentially toxic, to the environment. Therefore, we aim to evaluate the behavioral, mutagenic 

effects, and possible uptake of Zn, Ca, Mg, Fe, and Cr in juveniles of Podocnemis expansa turtles. 

For this, four experimental groups were established: control, TE (1.4%), TE 3.1 (%), and TE 

(6.5%). The animals were exposed for 21 days. Turtles exposed to the tannery wastewater, in all 

experimental groups, had swimming and respiratory deficits, and difficulty in straightening. We 

did not observe a dilution-response effect. In addition, from the micronucleus analysis, we found 

the appearance of several erythrocyte abnormalities, such as micronucleus, notched nuclei, and 

non-nucleated erythrocytes, which appeared more frequently in animals exposed to the 

wastewater dilution experimental groups. Besides, we observed that animals exposed to the 

tannery wastewater accumulated zinc, calcium, iron, magnesium, and chromium in their livers. 

Therefore, our study provides pioneering evidence that the exposure of P. expansa juveniles to 

TE induces behavioral and mutagenic effects in these animals. 

 

Keywords: Chelonian; environment; water pollution; ecotoxicology; agribusiness effluents. 
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1. INTRODUÇÃO 

O vasto ritmo de crescimento populacional e aumento na demanda por diferentes bens 

de consumo têm contribuído significativamente para a redução da diversidade biológica (Crist. et 

al., 2017). Tal crescimento aumentou diretamente a produção industrial, que vem gerando 

grandes quantidades de resíduos, os quais são descartados diligentemente no meio ambiente 

(Segura et al., 2009). Um exemplo disso são as indústrias de curtume. Esse setor possui alto 

impacto econômico, uma vez que é responsável pela criação de emprego e geração de renda em 

diversos países do mundo, tais como Brasil, China e Paquistão (China & Ndaro, 2015; Sabumon, 

2016). Em contrapartida, o processamento da pele bovina gera grandes quantidades de resíduos 

potencialmente tóxicos (Souza et al., 2016), os quais são descartados (em 1 milhão de ton/ano), 

em muitos casos, diretamente no ambiente no ambiente (Brazilian Leather 2018).  

As leis de fiscalização das indústrias de curtume são pouco aplicadas, o que implica em 

um descarte desenfreado de efluentes não tratados em diferentes locais (Islam et al., 2011). 

Assim, a descarga de efluente de curtume em cursos d’água permanece um sério problema 

ambiental. Com isso, diversos trabalhos vêm relatando os efeitos em diversos modelos animais 

que são expostos a esse poluente. Guimarães et al. (2016) demonstraram efeitos semelhantes à 

ansiedade em filhotes de camundongos Swiss machos. Além disso, alterações 

neurocomportamentais, genotóxicas, citotóxicas, reprodutivas e mutagênicas já foram 

evidenciadas em peixes, girinos, algas e mamíferos (Tagliari et al., 2004; Tigini et al., 2011; 

Almeida et al., 2016; Silva et al, 2016; Montalvão et al., 2017; Vajpai et al., 2020), demonstrando 

a toxicidade desse poluente em diferentes níveis de exposição.  

Contudo, vale ressaltar a carência de estudos toxicológicos envolvendo répteis. Existem 

declínios nas populações de répteis aquáticos que habitam áreas poluídas, cujos fatores da 

redução populacional estão intimamente relacionados às ações antrópicas que incluem 

principalmente o descarte de materiais altamente tóxicos no ambiente (Gibbons et al., 2000). 

Além disso, são notórias as dificuldades em se utilizar répteis em ambientes de laboratório para 
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uso em estudos ecotoxicológicos e avaliações de risco, haja visto as restrições de manutenção 

desse grupo animal em laboratórios de pesquisa, tanto financeiras, quanto em manejo e 

manipulação por profissionais experientes e capacitados para tal finalidade (Talent et al., 2009), 

o que justifica ainda mais a ausência de estudos com esses animais. Com isso, avaliar os riscos 

ecológicos e toxicológicos de répteis torna-se inquestionável devido à falta de informações de 

toxicidade disponíveis, principalmente quando o efeito dos poluentes é pouco compreendido 

(Weir et al., 2015).  

A espécie Podocnemis expansa (Schweigger, 1812) é um quelônio de água doce da família 

Podocnemididae que ocorre na Colômbia, Venezuela, Guianas, Brasil, Peru, Equador e Bolívia 

(Vogt et al., 2015). Trata-se de um cágado, embora seja popularmente conhecida como uma 

tartaruga, cujas fêmeas são maiores que os machos e a nidação ocorre uma única vez em 

temporadas reprodutivas (Rueda-Almonacid et al., 2007). Esses animais são de extrema 

relevância em seus habitats, uma vez que a redução de suas populações pode alterar a rede trófica 

dos rios, impactando o ciclo de nutrientes e alterando a qualidade da água (Lara et al., 2012). 

Além disso, esses animais estão fortemente sujeitos à exposição à diferentes poluentes onde 

vivem, seja pelo contato dérmico ou pela via de exposição oral, ao ingerirem a água contaminada 

(Eggins et al., 2015).  

Ainda, pode-se mencionar que o Rio Amazonas é fortemente impactado por poluição 

advinda de mercúrio e aerossóis (Roulet et al., 2000; Cox & Hutingford, 2008) e até mesmo pelo 

próprio efluente de curtume, no qual ocorre a captação de cromo nos sedimentos do fundo do 

rio, que são lixiviados para outras áreas não poluídas (Souza et al., 2019). O Rio Amazonas é 

lotado em seus arredores de empresas de curtume que frequentemente, lançam seus efluentes 

sob o leito do rio (Guia Técnico Ambiental de Curtumes, 2015), o que suscita ainda mais 

preocupação ambiental e torna necessário o desenvolvimento de estudos que venham a conservar 

a biodiversidade dependente dessa região. 



15 
 

Existem estudos que documentem os efeitos comportamentais de diversos poluentes em 

animais do gênero Podocnemis sp. e outros quelônios. Testes de locomoção, alimentação, 

memória e endireitamento já foram realizados utilizando poluentes diversificados, tais como  

(Miller et al., 2020; Neuman-Lee & Janzen, 2011; Burger, 1998; Davis & Burghardt, 2007). No 

entanto, esses estudos não levam em consideração concentrações ambientais dos poluentes, o 

que distancia seus delineamentos a uma condição realista de poluição ambiental.  

Nesse sentido, objetivamos avaliar os efeitos comportamentais e mutagênicos de juvenis 

de P. expansa expostas à efluente de curtume, em diluições ambientalmente relevantes. Sabendo-

se que parâmetros hematológicos e de comportamento são bons biomarcadores de saúde em 

répteis (Stacy et al., 2011), pressupomos que esse efluente induz a formação de anormalidades 

eritrocitárias e altera o comportamento natatório e de endireitamento dos animais. 

 

2. MATERIAL E MÉTODOS 

2.1. Animais e delineamento experimental 

Ao todo, utilizamos 48 juvenis de P. expansa, provenientes de uma área de reprodução 

monitorada pelo Instituto Brasileiro de Meio Ambiente e Recursos Naturais Renováveis, 

administrado pelo Ministério do Meio Ambiente. Os animais foram capturados e, 

consecutivamente, levados ao Laboratório de Pesquisas Biológicas do IF Goiano (município de 

Urutaí, Goiás, Brasil). Em seguida, foram colocados em aquários com temperatura controlada 

(22°C ± 2°C) e 12h de ciclo claro/escuro. Os filhotes permaneceram em aquário por 18 semanas 

para aclimatação e, logo após, foram utilizados no experimento.  

Nesse caso, os animais (com biomassa e tamanho igualitários) foram distribuídos em 

quatro grupos experimentais (n=12 tartarugas/grupo). Os animais do grupo controle foram 

mantidos em aquários de 41 cm de comprimento x 34 cm de largura x 17.5 cm de altura contendo 

apenas água desclorada, isenta de poluentes. Já os demais grupos foram expostos à efluente de 

curtume (fornecidos por uma empresa de processamento de couro localizada em Inhumas-GO) 
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diluído em 2L nas seguintes proporções: 1,4% (grupo EC 1,4), 3,1% (grupo EC 3,1) e 6,5% (grupo 

EC 6,5). Os animais foram mantidos em sistema de troca de água semi-estático, com trocas a 

cada 48h. Durante as trocas, os animais ficavam expostos ao Sol para auxiliar o controle de 

temperatura corporal das mesmas. A alimentação dos animais foi fornecida ad libitum, na qual a 

ração era colocada na água três vezes ao dia e os modelos experimentais ficaram expostos por 21 

dias consecutivos (exposição aguda).  

 

2.2. Determinação das diluições do efluente de curtume 

Para definir as concentrações de diluições do efluente de curtume no qual os animais 

foram expostos, levamos em consideração o sistema de operação e a quantidade de couro 

processado diariamente pela indústria, os quais podem estar sendo descartados incorretamente 

no ambiente natural. Para determinar a taxa de geração de águas residuais, adotamos o horário 

de trabalho diário de 8 h e uma taxa média de processamento de 1 tonelada de pele/dia (dados 

fornecidos pela empresa). Esse valor gerou aproximadamente 32 m
3

 de efluente, conforme 

Pacheco (2005). Assim, a vazão de efluente considerada para efetuarmos as diluições em nosso 

trabalho foi de 4 m
3

/h.  

Para o cálculo de diluição, utilizamos a equação contida na Resolução n° 230, de 2011 do 

Conselho Nacional de Meio Ambiente (CONAMA, Brasil, onde: DERB = [EO/(EO + EW)], 

onde “DERB” refere-se à diluição do efluente no corpo d’água receptor (taxa de diluição); “EO” 

à saída do efluente e “EW” para a saída do curso de água. Considerando o fluxo constante de 

efluente durante todo o ano (4 m
3

/h), o fluxo do curso de água nos meses mais chuvosos 

(dezembro, janeiro, fevereiro e março) (274,37 m
3

/h) e os meses mais secos (julho, agosto, 

setembro e outubro) (57,51 m
3

/h), os valores 0,014 (1,4%) e 0,065 (6,5%), respectivamente, foram 

derivados. Assim, a diluição de 0,031 (ou 3,1%) foi obtida a partir da mediana das vazões mensais 

registradas ao longo do ano (121,1 m
3

/h). 
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2.3. Caracterização físico-química do efluente de curtume 

 A caracterização do efluente de curtume foi realizada em conformidade com os 

padrões da American Public Health Association (APHA, 1997). Além disso, foi realizada a 

análise de coliformes totais na água, segundo procedimentos metodológicos da Fundação 

Nacional de Saúde (FUNASA) (Brasil, 2006). Já a análise dos compostos orgânicos foi realizada 

por meio da técnica de espectrometria de massas com ionização por eletrospray, conforme 

metodologia descrita em Guimarães et al. (2016). 

 

2.4. Biomarcadores de toxicidade 

A toxicidade do efluente de curtume foi avaliada por meio de biomarcadores 

comportamentais, mutagênicos e de captação dos poluentes. Na análise comportamental, 

investigamos o potencial do efluente em ocasionar problemas natatórios nos animais, dificuldade 

em respirar, bem como déficit no endireitamento e alterações na capacidade de interações 

sociais. Todos os testes foram realizados em uma sala com isolamento acústico, contendo 

câmeras infravermelho acopladas a um computador externo, onde os vídeos eram armazenados 

para posteriormente serem analisados.  

 

2.4.1. Testes comportamentais 

2.4.1.1. Capacidade natatória 

No 20º dia de exposição, os efeitos dos tratamentos sobre a capacidade de natação de P. 

expansa foram avaliados. Para isso, utilizamos um aquário que continha 4 L de água (dimensões: 

19,5 cm de comprimento x 14 cm de largura x 20 cm de altura), divido em 9 quadrantes de 6,3 

cm de comprimento x 6,7 cm de altura (Fig. 1). Folhas de papel cartão amarelas revestidas com 

plástico impermeável revestiram as paredes dos aquários para diminuir a influência do meio 
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externo sobre o comportamento do animal. A escolha da cor do papel cartão refere-se ao fato 

de que cores escuras de papeis poderiam dificultar a visibilidade do animal no momento da 

análise. A água do aquário no momento dos testes continha as diluições correspondentes à cada 

tratamento, sendo trocada entre um animal e o próximo. Após ser colocado no centro do aparato, 

cada animal foi filmado por 30 minutos ininterruptos. Foram avaliados o total de cruzamentos 

dos quadrantes e o tempo total gasto para percorrer os quadrantes. Os vídeos comportamentais 

foram analisados com o auxílio do software PlusMZ.  

 

Figura 1- Desenho esquemático do aquário utilizado no teste de natação. 

 

2.4.1.2.  Endireitamento 

Esse teste avaliou se a exposição ao efluente de curtume poderia minimizar ou alterar o 

comportamento inato de endireitamento das tartarugas, bem como simular um ataque predatório 

ocasionado por ave, caracterizado por Joanna Burger (1998). Para tal, utilizamos um recipiente 

plástico (dimensões: 28 cm de comprimento x 17 cm de largura x 12,5 cm de altura) que continha 

areia média autoclavada e peneirada (simulando a areia da praia), a qual serviu de substrato para 

que o animal pudesse realizar as tentativas de endireitamento. Cada tartaruga foi solta de forma 

retilínea sob o centro da caixa a uma altura de 15 cm, com a região ventral voltada para cima. 

Foram avaliadas a latência para endireitamento, tentativas de endireitamento e o tempo gasto nas 

tentativas. Todos os vídeos comportamentais também foram analisados com o auxílio do software 

PlusMZ. 
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2.4.2. Análise mutagênica 

O ensaio de micronúcleo foi realizado para averiguar se o efluente de curtume poderia 

ocasionar danos mutagênicos em eritrócitos circulantes periféricos, o qual foi conduzido baseado 

na metodologia de Zapata et al. (2016). Para isso, além dos grupos experimentais definidos, 

adicionamos um grupo controle positivo (n= 6 animais), que ficaram expostos pelo mesmo tempo 

em que os animais expostos ao efluente de curtume, no qual os animais foram expostos à 

ciclofosfamida (5 × 10 
4

 μg /L), conforme também utilizado por Mesak et al., (2019). A eutanásia 

dos animais ocorreu conforme os critérios estabelecidos pela American Society of Ichthyologists 

and Herpetologists (ASIH 2004). Posteriormente, foram coletados aproximadamente 20 μL de 

sangue por animal e colocados em lâminas para esfregaço sanguíneo. As lâminas foram fixadas 

em metanol (100% (v/v)) por 5 min e, posteriormente, coradas com Panótico Rápido® (New 

Prov). A contabilidade dos eritrócitos foi feita em microscópio óptico Nikon Elipse E100 com 

lentes em imersão, conforme procedimentos adotados por Montalvão et al. (2017). Foram 

contabilizados 2000 eritrócitos por lâmina (n=12 lâminas/grupo, uma lâmina por animal) e 

apenas eritrócitos que não sobrepunham outras células e que estavam com a membrana nuclear 

sem danos. A análise das lâminas foi feita aleatoriamente e a cegas, por um único observador 

previamente treinado. No final, foram registradas as frequências de micronúcleo e de outras 

anormalidades nucleares/eritrocitárias evidenciadas. 

 

2.4.3. Quantificação de metais pesados 

Com a finalidade de avaliar se os constituintes do poluente foram captados no fígado das 

tartarugas, realizamos as quantificações de cromo (Cr), zinco (Zn), ferro (Fe), magnésio (Mg) e 

cálcio (Ca). Inicialmente, o órgão teve sua biomassa determinada para padronizar o peso de todas 

as amostras (500 mg) e, sequencialmente, os fragmentos foram submetidos à digestão química. 

Zinco, ferro, magnésio e cálcio foram submetidos à digestão ácida através de uma solução de 
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ácido perclórico (70% HClO4: 75% ácido nítrico (HNO3), na qual as amostras foram levadas à 

chapa de aquecimento a 100°C, até que as amostras fossem totalmente digeridas. 

Subsequentemente, foram inseridos 5 mL de HNO3 para dissolver os resíduos da amostra e 

completar o volume final para 5%. Cromo foi digerido em meio alcalino, em solução 0,28 M 

Na2CO3 e 0,5 M de NaOH (proporção de 1:1). As amostras da quantificação de cromo foram 

levadas à chapa de aquecimento à 90°C e depois de ter todo o conteúdo dos frascos evaporados, 

foi adicionado 20 mL de água purificada e aproximadamente 2 mL de H2SO4 foi adicionado para 

corrigir o pH das amostras. As soluções foram analisadas através de ICP-MS. 

 

2.5. Análises estatísticas 

Inicialmente, todos os dados obtidos foram submetidos aos testes de normalidade de 

Shapiro-Wilk, bem como aos testes de Levene e Bartlett, para avaliação da igualdade de variância 

residual. Os dados que apresentaram distribuição normal foram submetidos à análise de variância 

simples (one-way ANOVA), com pós-teste de Tukey, a 5% de probabilidade. Os dados não-

paramétricos foram submetidos ao teste de Kruskal-Wallis, a 5% de probabilidade. As múltiplas 

comparações foram realizadas através do pós-teste de Dunn’s, ao nível de 5% de probabilidade, 

em caso de resultados significativos. 

Testes par a par foram analisados através do teste t de Student (para comparar os dados 

paramétricos) e o teste de Mann-Whitney foi aplicado aos não paramétricos. Todos os ensaios 

foram gravados em vídeo e posteriormente analisados por um observador treinado, a cegas. 

Todas as análises e elaborações gráficas foram realizadas no software GraphPad Prism (versão 

7.0). 

 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

  Os dados da quantificação de elementos orgânicos e inorgânicos sugere que a toxicidade 

do efluente de curtume tenha relação entre a captação de seus poluentes e os efeitos observados. 
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A análise inorgânica do EC bruto e suas diluições na água os quais os animais foram expostos, 

apresentaram alta concentração de elementos químicos cuja toxicidade já é conhecida, como Ba, 

Pb, Cu, Hg, Ni, As, Cr e Ag, porém, sem a presença de coliformes totais (Tabela 1). Além disso, 

a análise de compostos orgânicos evidenciou a presença de estruturas moleculares complexas 

pouco identificadas em análises rotineiras, bem como a presença de hidrocarbonetos aromáticos 

e policíclicos (Tabela 2), o que confirma o potencial toxicológico desse poluente. 

 



22 
 

Tabela 1. Resultados das análises químicas inorgânicas e microbiológica da água, do efluente de curtume e de suas respectivas diluições. 

Elementos químicos Água EC (100%) EC (1,4%) EC (3,1%) EC (6,5%) 

Al (mg/L) 0,2 2,9 0,23 2,87 2,90 

Cl (mg/L) 4,99 9147 96,41 919,19 2290,49 

Ba (mg/L) 0,1 2,4 0,12 0,33 0,68 

Cd (mg/L) <0,0005 1,8 0,02 0,18 0,45 

Pb (mg/L) <0,01 0,6 0,02 0,07 0,16 

Cu (mg/L) <0,001 2,4 0,02 0,24 0,60 

Hg(mg/L) <0,0001 0,0009 0,00 0,00 0,00 

Ni (mg/L) 0,02 1,8 0,04 0,20 0,47 

Mg (mg/L) 160,32 184.00 158,90 146,13 124,84 

Na (mg/L) 5,9 158 7,42 21,11 43,93 

Zn (mg/L) 2,5 16,4 2,64 3,89 5,98 

As (mg/L) 0,005 1,4 0,02 0,14 0,35 

Cr (mg/L) <0,01 479 4,80 47,91 119,76 

Sn (mg/L) <0,01 7,200 0,08 0,73 1,81 

Ag (mg/L) <0,01 0,400 0,01 0,05 0,11 

Si (mg/L) 0,2 2,900 0,23 0,47 0,88 

    Análise 

microbiológica 

Coliformes totais 

(UFC/mL) 
Ausente Ausente Ausente Ausente  Ausente 

 

Legenda: EC: efluente de curtume. EC/água: relação entre as concentrações de água com aquelas identificadas no efluente de curtume. Os valores são expressos como o número de 

vezes em que as concentrações dos elementos químicos do EC são maiores do que aquelas identificadas na água. (*): indica um valor estimado, pois considerou-se como concentrações 

dos respectivos elementos químicos os limites de quantificação da técnica analítica utilizada no presente estudo. Logo, a relação EC/água pode ser ainda maior.   
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Tabela 1- Informações gerais da análise de componentes orgânicos do efluente de curtume bruto. 

    ESI (+)  

m/za

  Error 

(ppm)
b

  

RDB
c

  Fórmula  

Molecular  

Nome 

157.0832  4.64  3.5  C4H8N6O  1,1-Dimethyl-3-(2H-tetrazol-5-yl)urea  

236.1070  8.3  10.5  C16H13NO  Methyl-2-phenyl -3-formylindole  

304.2999  9.4  3.5  C21H37N  2-Hexyl-3,5-dipentylpyridine  

359.2369  3.9  11.5  C26H30O  2,6-di(4-isopropylbenzylidene)cyclohexan-1-one  

475.3166  1.8  7.5  C27H42N2O5  N-[({(E)-[(3E,17β)-17-Hydroxy-17-methylandrost-4-en-3-ylidene]amino}oxy)acetyl]valine  

881.7494  0.2  12.5  C59H96N2O3  

N
2

-[(3β)-Cholest-5-en-3-yl]-N-{11-[(7α,17β)-3,17-dihydroxyestra-1,3,5(10)-trien-7yl]undecyl}- 

N-methylglycinamide  

    ESI (-)  

164.0928  1.1  0.5  C6H15NO4  (2-hydroxyethyl)amino-tris(hydroxymethyl)methane  

232.0800  4.4  4.5  C5H11N7O4  N-[Bis(2-carbamoylhydrazino)methylene]glycine  

283.1875  1.1  -0.5  C11H28N2O6  

2-[(3-Aminopropyl)amino]-2-(hydroxymethyl)-1,3-propanediol-2-(hydroxymethyl)-1,3propanediol (1:1)  

511.3488  -0.9  0.5  C25H52O10  22-Hydroperoxy-3,6,9,12,15,18,21-heptaoxadotriacontan-1-ol  

579.3341  3  17.5  C36H44N4O3  

N-{5-[(2-Ethyl-1-piperidinyl)carbonyl]-2-(6-oxo-7,11-diazatricyclo[7.3.1.02,7]trideca-2,4-dien- 

11-yl)phenyl}-4-(2-methyl-2-propanyl)benzamide  

a”

m/z” representa a massa dividida pelo número de carga e o eixo horizontal no espectro de massa é expresso em unidades de m / z. 
b

“Error (ppm)” representa o erro de massa de uma tarefa, ao comparar uma m / z teórica e uma m / z observada experimentalmente. 
c

RDB – ring/double bond equivalente. Os íons foram detectados como [M - H] - protonado [H + H] + e aducto [M + Na] + e [M].
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Durante a exposição à EC, os animais não apresentaram sinais clínicos de indicação de 

toxicidade sistêmica (e.g.: fraqueza, dificuldade em respirar, dificuldade de locomoção, perda 

de pigmentação da carapaça ou plastrão e dificuldade em recolher a cabeça). Entretanto, houve 

redução da biomassa corporal das tartarugas expostas à diluição mais alta do efluente de 

curtume (EC 6,5%), em relação ao demais grupos experimentais (Figura 2). Sabe-se que que a 

quantidade de poluente ingerido e bioacumulado por animais em sistemas subaquáticos podem 

ditar as preferências dietéticas destes (Bergeron et al., 2009), o que pode ser um possível fator 

responsável pela diminuição da biomassa dos animais desse grupo. Além disso, a falta de 

suplementação de vitaminas e minerais ocasiona deficiência metabólica e bioquímica em 

quelônios (McWilliams, 2006) e esses déficits podem ter sido corroborados devido ao contato 

dos animais ao poluente, característica essa que não foi evidenciada nas tartarugas do grupo 

controle. A concentração de efluente utilizada correlacionou-se negativamente com o peso dos 

animais, demonstrando que o aumento da concentração diminui significativamente a biomassa 

corpórea do animal (Burger, 1977). 

 

Figura 2- Delta da biomassa dos animais, considerando o início e fim do período de exposição. 
As barras simbolizam média + desvio padrão dos dados. O sumário estatístico é apresentado no campo 

superior esquerdo da figura. Letras minúsculas distintas indicam diferenças significativa entre os grupos 

experimentais (n=12 animais/grupo). C: grupo controle; EC1,4: efluente de curtume diluído em água a 

1,4%; EC3,1: efluente de curtume diluído em água a 3,1%; EC6,5: efluente de curtume diluído em água 

a 6,5. 

 C           EC1,4%       EC3,1%      EC6,5% 
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Em relação aos testes comportamentais, observamos que os animais pertencentes ao 

grupo EC 6,5% apresentaram maior frequência de tentativas de endireitamento (figura 3A); 

entretanto, a latência (figura 3B) e o total de tentativas (figura 3C) foi menor nesse grupo. Polich 

et al., (2018) evidenciou que tartarugas filhotes Chrysemys picta expostas à corticosterona 

endireitaram-se mais rapidamente em relação ao grupo controle, o que contrasta com nossos 

dados. Além disso, os animais expostos à EC percorreram menos quadrantes no teste de 

natação, em relação aos animais do grupo controle e os mesmos dados foram observados no 

índice de respiração (razão entre a locomoção/tempo respirando) (Figura 3D). Outra 

característica observada é que todos os grupos expostos ao efluente de curtume percorreram 

menor quantidade de quadrantes em relação ao grupo controle (figura 3E). 

As tartarugas possuem tendência natural em endireitarem-se. Contudo, observamos que 

os animais da EC 6,5% executaram maiores tentativas de endireitamento e tal característica não 

foi veemente observada nos demais grupos, o que pode significar um comportamento 

semelhante a estresse ocasionado nos animais devido à alta concentração do poluente (Burger, 

1998). O índice de respiração demonstrou que tartarugas expostas ao EC tiveram menores 

índices do que os animais do grupo controle. Há diversas consequências que podem ser 

acarretadas às tartarugas em decorrência da ausência de uma boa natação. Áreas que são 

comumente marcadas por fatores antrópicos, tais como áreas de exploração, processamento e 

descarte de substâncias químicas nos afluentes de águas sobrepõem importantes habitats de 

tartarugas marinhas e de água doce. Além disso, variações em seu comportamento devido à 

presença de químicos e contaminantes na água coloca em risco as populações e a sobrevivência 

desses animais em seu meio natural, haja visto que a natação das tartarugas é um aspecto 

importante no que diz respeito à sua alimentação e escape de possíveis predadores naturais 

(Milton et al., 2003). Outro fator importante que deve ser mencionado é que os achados em 
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nosso estudo sugerem que as tartarugas sofreram exaustão no nado, possivelmente ocasionado 

pela presença do poluente no organismo desses animais (Selcer, 2006). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3- (A) Frequência de tentativas de endireitamento; (B) Latência para endireitamento; (C) 

Total de Tentativas de endireitamento; (D) Índice de Respiração E; (E) Total de cruzamentos 

percorridos por P. expansa expostas ou não ao EC, respectivamente. O sumário estatístico é 

apresentado no campo superior esquerdo da figura. Letras minúsculas distintas indicam diferenças 
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significativa entre os grupos experimentais (n=12 animais/grupo). C: grupo controle; EC1,4: efluente de 

curtume diluído em água a 1,4%; EC3,1: efluente de curtume diluído em água a 3,1%; EC6,5: efluente 

de curtume diluído em água a 6,5%. 

 

Quanto à análise de mutagenicidade, foram evidenciadas diferenças significativas em 

todos os grupos expostos ao efluente de curtume, em relação ao grupo controle, sem efeito 

diluição-resposta (Figura 4). Os animais expostos apresentaram efeito mutagênico equitativo ao 

grupo controle positivo. Observamos a presença de bebbled nucleus (núcleo com broto), 

notched nucleus (núcleos chanfrados), moved nucleus (núcleo deslocado), bem como 

eritrócitos anucleados, multilobulados e micronúcleo (Figura 5). 

Tais alterações geralmente relacionam-se a processos carcinogênicos que podem 

impactar as populações de P. expansa, uma vez que essas anormalidades estão relacionadas ao 

crescimento, desenvolvimento, sobrevivência e reprodução dos indivíduos acometidos por elas. 

A presença do micronúcleo está relacionada a falhas no processo de divisão celular, resultando 

em efeito aneugênicos (Degen et al., 1997). Resultados similares foram encontrados por Araújo 

et al., (2019), os utilizaram P. expansa para expor a nanopartículas de óxido de zinco e Mesak 

et al., (2018), que utilizou o mesmo modelo para exposição à ciclofosfamida.  Ambos 

observaram as anormalidades evidenciadas em nosso trabalho, além do aparecimento de outras 

anormalidades que não foram observados no nosso trabalho e efeitos citotóxicos relacionados 

à morfologia do eritrócito. Tais estudos servem para reforçar a importância da mutagenicidade 

como biomarcador e nossos dados demonstram o potencial mutagênico desse poluente sobre 

filhotes de tartarugas P. expansa. 
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Figura 4- Total de anormalidades nucleares evidenciadas em P. expansa expostas ou não ao 

efluente de curtume. Grupo Controle Positivo teve exposição à Ciclofosfamida (n=6 animais). O 

sumário estatístico é apresentado no campo superior esquerdo da figura. Letras minúsculas distintas 

indicam diferenças significativa entre os grupos experimentais (n=12 animais/grupo). C: grupo controle; 

EC1,4: efluente de curtume diluído em água a 1,4%; EC3,1: efluente de curtume diluído em água a 

3,1%; EC6,5: efluente de curtume diluído em água a 6,5; C+: controle positivo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5- Frequência de: (A) células tipo broto; (B) células tipo chanfro; (C) núcleo deslocado; 

(D) células anucleadas; (E) células multilobuladas e; (F) micronúcleos. O sumário estatístico é 

apresentado no campo superior esquerdo da figura. Letras minúsculas distintas indicam diferenças 

significativa entre os grupos experimentais (n=12 animais/grupo). C: grupo controle; EC1,4: efluente de 

curtume diluído em água a 1,4%; EC3,1: efluente de curtume diluído em água a 3,1%; EC6,5: efluente 

de curtume diluído em água a 6,5%; C+: controle positivo. 
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A quantificação de Cr no fígado demonstrou que houve maior captação desse metal pelos 

animais expostos à EC 6,5% (F(3,38) =12.92; p < 0.0001), o qual diferiu significativamente dos demais 

grupos experimentais. Os mesmos dados foram observados na quantificação de Zn (F(3,38) = 11.84; 

p < 0.0001) e Ca (H = 8.359 ; p = 0.0391), em que o grupo EC 6,5% diferiu significativamente dos 

outros grupos. A quantificação de Fe (H = 12.22 ; p = 0.0067) e Mg (H = 8.504 ; p = 0.0367) também 

apresentou similaridade nos resultados, uma vez que os grupos expostos ao EC diferiram 

estatisticamente do grupo controle (figura 6).  

 

 

 

 

 

 

 

4. Discussão 

  

 

 

Figura 6- Concentração de: (A) cromo; (B) cálcio; (C) magnésio; (D) zinco e; (E) ferro presentes nos 

fragmentos de fígados de P. expansa expostas ou não ao efluente de curtume. O sumário estatístico é apresentado no 

campo superior esquerdo da figura. Letras minúsculas distintas indicam diferenças significativa entre os grupos 

experimentais (n=12 animais/grupo). C: grupo controle; EC1,4: efluente de curtume diluído em água a 1,4%; EC3,1: 

efluente de curtume diluído em água a 3,1%; EC6,5: efluente de curtume diluído em água a 6,5%. 

 

De uma forma geral, o acúmulo de Fe, Ca, Mg, Zn e Cr no fígado (e em outros órgãos de 

tartarugas, como os rins, por exemplo), se dá principalmente devido à ligação de metais pesados com 

pela metalotioneína (MT) (Kägi e Koijma, 1987), proteína que geralmente liga-se à metais pesados e 

relaciona-se com a desintoxicação por substâncias tóxicas, metais pesados e homeostase de elementos 

essenciais. Como observado em nosso estudo, essas substâncias acumularam-se em grandes 
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quantidades no fígado dos animais expostos ao efluente de curtume. O zinco (Zn) é um importante 

elemento associado a estruturas e funções de proteínas e altos níveis de Zn intracelular são mantidos 

através de um controle homeostático. Ele se liga a uma rede diversificada de proteínas e tal fator pode 

afetar diversos processos biológicos, tais como divisão e diferenciação celular (Grungreiff et al., 2016). 

O fígado é o principal órgão responsável pelo metabolismo de zinco e o seu excesso no organismo 

pode ocasionar perda de apetite, náuseas e até mesmo a morte (Mangray et al., 2015). Em nosso 

estudo, encontramos grandes quantidades de zinco no fígado dos animais expostos à concentração 

mais alta do poluente, o que pode ajudar a justificar a perda de peso evidenciada nos animais desse 

grupo.  

 O ferro (Fe) desempenha um papel importante no organismo, uma vez que baixos níveis 

dessa substância pode ocasionar anemia, diarreia e até mesmo a desidratação. Além disso, o ferro é 

essencial para a produção de energia e transporte de oxigênio. Os organismos devem regular as 

concentrações de ferro para evitar efeitos tóxicos devido às suas propriedades redox que podem levar 

à produção de radicais livres de oxigênio responsáveis pela oxidação de lipídeos, proteínas e DNA 

(Gaetke e Chow, 2003). As tartarugas do nosso estudo que foram expostas ao efluente de curtume 

apresentaram grande concentração de ferro hepático e tais níveis podem estar relacionados à 

processos como a peroxidação lipídica, conforme relatado por Valdivia et al., (2007).  

 O cálcio (Ca) é um dos minerais mais importante para a saúde das tartarugas, estando 

presente em grande quantidade na constituição da carapaça e plastrão desses animais. Além disso, 

está envolvido em diversos outros processos do organismo, tais como regulação cardíaca, coagulação 

sanguínea, transmissão de impulsos nervosos e processos de ossificação (Almeida, 2007). Grandes 

quantidades de cálcio foram encontradas no fígado dos animais pertencentes ao grupo EC 6,5%. Vale 

ressaltar que a grande quantidade de cálcio no sangue pode resultar em hipercalcemia e tal distúrbio 

é fortemente relacionado ao aparecimento de neoplasias no corpo e principalmente no sangue 

(Andrigueto et al, 2002). Essa característica pode ajudar a justificar o surgimento das anormalidades 

eritrocitárias evidenciadas na análise de mutagenicidade. 
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 O magnésio (Mg) é importante para a formação dos ossos e ainda contribui para o 

funcionamento adequado dos nervos e músculos. O metabolismo do cálcio é associado ao magnésio 

que, por sua vez, também é importante para a atuação de muitas enzimas dependentes dele. Nesse 

estudo, os animais exibiram altos níveis de magnésio hepático, o que representa uma característica 

natural incomum do organismo (Jahnen-Dechent & Ketteler, 2012). Tal fator pode ocasionar 

fraqueza muscular e comprometimento na respiração, o que pode estar associado ao comportamento 

ansioso para respirar observado pelas tartarugas no teste de natação. 

 O cromo (Cr) auxilia na perda de peso porque potencializa a ação da insulina. O aumento 

da insulina ajuda a reduzir a sensação de fome, haja visto que a sensação de fome é causada quando 

o nível desse hormônio está baixo no organismo. Ademais, o Cr também evita a produção excessiva 

de enzimas que estimulam a produção de colesterol no fígado (Mertz, 1969; Sun et al., 2000). Assim 

como o zinco, a concentração de cromo no fígado das tartarugas do grupo EC 6,5% também foi alta 

em relação aos demais grupos experimentais, o que pode estar relacionado ao déficit metabólico 

observado nos animais desse grupo em relação à sua biomassa corporal reduzida. 

 Os dados encontrados em nosso estudo sugerem a necessidade de execução de fiscalizações 

em indústrias de curtume e da diminuição dos fatores antrópicos no meio ambiente. Podocnemis 

expansa é utilizada desde o século XXI para alimentação e fabricação de objetos de adorno e 

utensílios domésticos. Embora seja tratada como um animal cujo risco de extinção é baixo, as 

condições ambientais causadoras de estresse e o antropismo podem levar essa espécie à extinção à 

curto prazo, conforme demonstrado em nosso trabalho. Logo, mais estudos devem ser realizados 

utilizando P. expansa e demais répteis como sistema modelo, para que as lacunas de conhecimento 

dos efeitos de poluentes sobre a saúde desses animais possam ser efetivamente desvendadas. 

 

4. Conclusão 

 

Em tese, nossos dados apontam a toxicidade do efluente de curtume para a saúde de 

Podocnemis expansa, mesmo em baixas concentrações, o que corrobora com a nossa hipótese inicial. 
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O efluente demonstrou seu potencial mutagênico e de alteração comportamental, bem como sua 

capacidade de acumulação nos órgãos desses animais e sua capacidade em ocasionar danos aos 

mesmos. Os resultados aqui obtidos, embora significantes, representam apenas uma pequena parte 

do impacto ocasionado por esse poluente sobre os répteis. 

 

5. Conflitos de interesse e questões éticas 

 

Os autores declaram não haver conflito de interesses. A pesquisa foi aprovada pelo Sistema 

de Autorização e Informação sobre Biodiversidade (SISBIO / IBAMA), sob o n. 61531/2017. Todo 

o experimento foi realizado de forma minuciosamente cuidadosa para evitar que os animais sofressem 
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