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RESUMO

O género Phrynops é representado por quatro espécies com complexo ainda com
filogenia mal compreendida, estdo entre os grupos de quelénios menos conhecidos.
Diversos relatos de comunidades tradicionais apontam para caracteristicas peculiares
na secregao cutanea de algumas espécies que ainda permanecem desconhecidas
para a ciéncia. Dessa forma o presente estudo teve como objetivo a investigagcéo da
presenca de glandulas de Ratke e as caracteristicas bioquimicas da secreg¢do. Para
este estudo forma utilizadas secrecéo de 17 individuos de Phrynops geoffroanus
provenientes da coleta em parceria com a equipe do ICMBio no reservatério da UHE
Trés Marias, ao longo do perimetro da ESEC Pirapitinga e na area conhecido como
Vereda Grande. Trés individuos foram selecionados e transportados para o Centro de
Estudos e Pesquisas Biolégicas da PUC Goias para a realizagdo da analise
morfoldgica e histoldgica das glandulas produtoras da secrecéo de interesse. Foram
realizado o método de extracdo acido/base, o material obtido foi submetido a
cromatografia utilizando coluna C18 de fase reversa em aparelho HPLC. Para a
identificacdo da presenca de alcaloides utilizou-se um método colorimétrico a partir do
Reagente de Mayer. A espécie exsuda secregao por poros visiveis nas regides axilar
e inguinal, de coloracdo amarelada. A cromatografia em fase reversa demonstrou 10
picos de maior intensidade, os picos P8 e P9 apresentaram resultado positivo a
presenca de alcaloides na amostra. A secre¢cao possui provaveis efeitos toxicos,
registrando toxinas de natureza alcaloide em quelbnios, especificamente em Phrynops
geoffroanus. Resta sem explicacéo a origem da toxicidade da secregao estudada.

Palavras chave: cagado-de-barbela, secrecéo, toxicidade, glandulas tegumentares.



ABSTRACT

The Phrynops genus is represented by four species with complex yet with poorly
understood phylogeny, they are among the lesser known groups of turtles. Several
reports from traditional communities point to peculiar characteristics in the cutaneous
secretion of some species that still remain unknown to science. Thus, the present study
aimed to investigate the presence of Ratke's glands and the biochemical
characteristics of the secretion. This study used the secretion of 17 Phrynops
geoffroanus individuals from the collection in partnership with the ICMBio team at the
Trés Marias HPP reservoir, along the perimeter of ESEC Pirapitinga and in the area
known as Vereda Grande. Three individuals were selected and transported to the
Center for Biological Studies and Research at PUC Goias to carry out the
morphological and histological analysis of the glands producing the secretion of
interest. The acid / base extraction method was performed, the material obtained was
subjected to chromatography using a reverse phase C18 column on an HPLC
apparatus. To identify the presence of alkaloids, a colorimetric method was used from
the Mayer Reagent. The species exudes secretion through pores visible in the axillary
and inguinal regions, yellowish in color. Reverse phase chromatography showed 10
peaks of greater intensity, peaks P8 and P9 showed positive results in the presence of
alkaloids in the sample. The secretion has probable toxic effects, registering toxins of
an alkaloid nature in turtles, specifically in Phrynops geoffroanus. The source of the
toxicity of the studied secretion remains unexplained.

Keywords: Tortoise-de-barb, secretion, toxicity, integumentary glands.
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1. INTRODUGCAO

O Brasil é considerado o 3° lugar em riqueza de espécies de répteis do mundo,
onde sao encontrados atualmente 795 espécies, sendo 36 da ordem Testudines.
Considerando a diversidade de répteis, 47% sao endémicos, dentre estes, seis
espécies sdo de queldnios (BERNILS et al., 2018). A perda de habitat, fragmentacéo
e poluicdo sdo alguns dos fatores de grande ameaca a biodiversidade global e a
sobrevivéncia dos queldnios (STANFORD et al., 2020).

Quelbnios sao vertebrados amniotas, diapsidos modificados e ectodérmicos.
Tiveram sua origem provavelmente entre 170 e 163,5 milhdes de anos passados, no
Jurassico médio (JOYCE, 2017). Atualmente sao representados por poucas familias
de dois clados Cryptodira e Pleurodira, diferenciados por caracteristicas anatdbmicas e
pelo plano de retragao do pescogo (RUEDA-ALMONACID et al., 2007). Os queldnios
possuem grande importancia em estudos genéticos e taxondmicos por possuirem
histéria filogenética unica, pois mantém diversas caracteristicas altamente
conservadas ao longo de sua evolugédo sendo, desta forma, importantes candidatos

para as agdes de conservagao (SHAFTER, 2009).

Os quelbnios possuem carapacga dorsal e plastrao ventral, suas costelas séo
fusionadas a estrutura da carapaca, musculos abdominais e peitorais auxiliam na
respiracdo. Sao desprovidos de dentes e possuem placas corneas rigidas para a
apreensao do alimento, sdo oviparas e sua fecundacao € interna, com os machos
possuindo 6rgao copulador alojado dentro da cloaca (HICKMAN et al., 2013). Ocupam
diferentes habitats com representantes exclusivamente terrestres, como os
Testudinidae, espécies que vivem em ambientes fluviais e lacustres, como os
Chelidae, espécies exclusivamente marinhas como os Cheloniidae, e ainda espécies
que vivem em ambiente terrestre e de agua doce (GARCIA et al., 1994; GOULART,
2004).

Agrupando espécies popularmente conhecidas como Tartarugas-de-
pescocgolateral (cagado), a familia Chelidae constitui uma das familias mais diversas
de quelbnios. Agrupa pouco mais de 61 espécies viventes das quais 22 ocorrem na
América do Sul e 20 no Brasil, com sua distribuicdo influenciada pelo clima e
vegetacao (SOUZA, 2005; BONIN et al., 2006; RHODIN et al. 2017; VARGAS et al.
2020).



O género Phrynops é representado por quatro espécies, Phrynops geoffroanus
(Schweigger, 1812) (Figura 1), alvo do presente estudo (Carvalho et al. 2016;
NOVELLI, 2011), Phrynops hilarii (Duméril & Bibron, 1835), Phrynops tuberosus
(Peters, 1870) e Phrynops williamsi Rhodin & Mittermeier, 1983 (BERNILS, 2018). A
espécie Phrynops geoffroanus representa um complexo de espécies ainda com
filogenia mal compreendida. Friol (2014) reconheceu uma nova espécie criptica para

0 grupo.

Figura 1: Phrynops geoffroanus (Schweigger, 1812) Foto: Rafael Martins Valadao.

Phrynops geoffroanus é conhecido popularmente como cagado-de-barbela
(VOGT, 2008). A espécie pode atingir até 70 cm de carapaga, os machos sao menores
que as fémeas, possuem manchas negras e laranjas em tom escuro no plastrao, faixas
escuras de cada lado da cabeca esverdeada, com presenca de listras brancas, duas
barbelas gulares pequenos de cor branca em regiao mentoniana (NOVELLI, 2011).
Pescoco bem alongado, carapaga achatada, larga com coloragéo cinza esverdeada
e, quando adultos a coloracdo forte tende a ser menos intensa (BENICIO &
FONSECA, 2012; VOGT, 2008).



A espécie possui ampla distribuicdo geografica na América do Sul, ocorrendo
desde a Amazbnia colombiana ao sul do Brasil e norte da Argentina
(VANZOLINI,1994). No Brasil, essa espécie ocorre nos biomas Amazonia, Caatinga,
Pantanal, Cerrado e Mata Atlantica (VAN DIJK et al., 2014; RHODIN et al. 2017). Em
toda a sua extensao, podem ser encontradas em corregos, lagos e em rios urbanos
altamente afetados pela poluicdo (SOUZA & ABE 2000, 2001), sendo que fatores
ambientais moldam o ritmo do comportamento das espécies, possuindo maior

distribuicdo dentre os cagados brasileiros (SOUSA et al., 2004).

Phrynops geoffroanus chegou a ser considerada por Medem (1960) e Molina
(1989) uma espécie exclusivamente carnivora, porém hoje a espécie é considerada
onivora oportunista, tendo como base alimentar sementes, talos, frutos, cogumelos,
peixes, crustaceos e insetos com tendéncia a padrbes carnivoros na sua dieta
(FACHIN-TERAN et al., 1995; VOGT, 2008), havendo grande plasticidade de
alteracdo de acordo com o ambiente (DECONTE, 2012). O tegumento possui
revestimento de defesa contra invasdo de bactérias e outros microrganismos para o
corpo como uma camada de tecido funcionando como isolante para as estruturas

internas do organismo em relagdo ao meio ambiente (NOVELLI, 2011).

Essa espécie ndo é consumida pela populagao ribeirinha, ja que segundo a
mesma a carne causa uma reagao alérgica, que pode estar relacionado com o modo
de preparo incorreto, sua coloragao laranja do plastrao sugere que seja venenosa para
algumas pessoas, sendo incluida em rituais sagrados por comunidades indigenas
(VOGT, 2008).

Secregdes tegumentares sdo produzidas por répteis e de uma maneira geral,
atuam no comportamento reprodutivo como estimulo sexual e identificacdo
intraespecifica ou como odores, que sao secretados para funcdes defensivas para
repelir algum possivel predador (BLUM et al., 1971; NEILL, 1948). Glandulas
apresentam maior similaridade nas espécies aquaticas e semiaquaticas, pela

facilidade de dispersdo das secreg¢des na agua (BEZERRA et al 2019).

A maioria das tartarugas possuem glandulas inframarginais que se encontram
na altura da axila, produzindo secrecdo que possivelmente sdo utilizadas nas
interagbes sociais como mecanismo de defesa contra predadores (CARR &

MITTERMEIER, 2007), ficando ativa em alguns geoemididos durante a temporada
3



reprodutiva (RUEDA-ALMONACID et al., 2007). Em tartarugas marinhas sé&o
encontradas a Glandula de sal, érgéo responsavel pela eliminagado do excesso de sal

presente no organismo para manutengao da molaridade do animal (BRIAN & COWAN,
1971).

Algumas espécies de queldnios possuem glandulas localizadas no interior da
cloaca, glandulas mentais que liberar secre¢des de perto da mandibula e os 6rgaos
secretores emparelhados conhecido como glandulas de cheiro ou de Rathke
(EHRENFELD & EHRENFELD, 1973; PLUMMER & TRAUTH 2009; TRAUTH, 2012).
Na espécie Kinosternon scorpioides estas glandulas se localizam abaixo dos quinto e
sétimo escudos marginais, e produzem uma secreg¢ao de coloragdo amarelada e odor
caracteristico (BEZERRA et al., 2019).

Encontradas em membros de 13 das 14 familias de queldnios atuais, as
glandulas de Rathke foram descritas pela primeira vez por Peters (1848), também sao
conhecidas como glandulas inguinais e glandulas axilares, estruturas antigas e
homodlogas e compartilhadas entre todas as linhagens de tartarugas. Os dutos desta
glandula passam pelos 0ssos e abrem através dos poros na ponte da concha ou na
pele da axila ou regides inguinais, funcionando provavelmente como uma defesa para
afastar predadores. Este 6rgdo € hipotetizado para descarregar repelentes de
predadores, feroménios e metabdlitos excretados, ainda nao totalmente esclarecida
pelos pesquisadores (EHRENFELD & EHRENFELD, 1973; PLUMMER & TRAUTH,
2009; WELDON & GAFFNEY,1998; BRIAN & COWAN, 1971; CARR &
MITTERMEIER, 2007).

Os principais produtos das glandulas de Rathke sao proteinas, durante a época
de reprodugdo, o conteudo glandular serve como sinais de reconhecimento pelos
quais os machos em acasalamento podem distinguir entre as fémeas de sua espécie

e as de outras especies (EISNER et al., 1977).

As secrec¢des liberadas por glandula de Rathke podem ter um mal cheiro, que
serve para impedir ou afastar predadores, sendo descrita na maioria dos géneros vivos
das familias de Pleurodira, Chelidae, Pelomedusidae Bataguridae, Carettochelyidae,
Cheloniidae, Chelydridae, Platysternon), Dermatemydidae, Dermochelyidae,
Kinosternidae e Trionychidae (WELDON & GAFFNEY,1998). Emydidae,

Platysternidae e Testudinidae possuem invaginagbées epidérmicas emparelhadas
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chamadas glandulas mentais que estao situadas na regido da garganta e secretam

ativamente durante o periodo de acasalamento (ROSE et al.,1969).

Ehrenfeld e Ehrenfeld (1973) descreveram as glandulas axilares e inguinais de
Chelonia mydas e Sternotherus odoratus as quais secretam lipidios, glicoproteinas,
enzimas e varios acidos sendo que a diversidade de glicoproteinas pode fornecer
especificidade no nivel da espécie e sdo especializadas para a producao e extrusao

rapida de uma proteina-carboidrato substancia.

Em Chelonia mydas as glandulas de Rathke sao localizadas ao longo do angulo
formado pela carapaca e plastrao, podendo medir mais de 1,5 cm de comprimento por
5 mm de largura e pesa 0,5 g, consiste em uma série de secre¢des I6bulos embutidos
em uma capsula espessa de musculo estriado esvaziando-se diretamente nos dutos
(EHRENFELD & EHRENFELD, 1973). Bezerra et al. (2019) descreveram um unico
duto saindo da glandula contendo uma porgéo livre que vai até a entrada do canal
0sseo, onde entra e se estende até o poro excretor externo onde sao localizados os

escudos axilar e inguinal.

De acordo com Guix et al. (1989), o complexo P. geoffroanus entre os grupos
de quelénios menos conhecidos. Em relagdo as glandulas tegumentares, diversos
relatos de comunidades tradicionais apontam para caracteristicas peculiares na
secrecdo cutanea de algumas espécies que ainda permanecem desconhecidas para
a ciéncia.

Durante manejo de espécimes de Phynops geoffroanus em um programa de
monitoramento ambiental, um profissional que teve contato com a secrecéao relatou
efeitos sistémicos como dilatacdo das pupilas, visualizagdo de cores brilhantes e
estado letargico, durante um pequeno periodo ao ingerir a secregao expelida da
espécie Phrynops geoffroanus acidentalmente durante manuseio da espécie
(comunicagédo pessoal, 08 de outubro de 2019). Dados sobre a secregdo nesta
espéecie sao desconhecidos na literatura cientifica.

Diante disso, o objetivo deste trabalho é fazer uma investigagao preliminar
sobre a secrecdo tegumentar expelida por P. geoffroanus (Schweigger, 1812),
fornecendo dados para maior entendimento da biologia da espécie que ainda sao
pouco estudadas a fim de subsidiar inferéncias funcionais. Nossa hipétese inicial é
que a secrecgao € tdxica diante do relato supracitado.



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Investigar a presenca de glandulas de Ratke e as caracteristicas bioquimicas
da secrecgao de Phrynops geoffroanus.

2.2. Objetivos especificos

. Determinar a complexidade e diversidade molecular da secregéo obtida;
. Verificar a presencga de alcaloides na secrecao de P. geoffroanus;
. Testar protocolos para a caracterizagao bioquimica da secrecéo;



3. MATERIAL E METODOS
3.1. Area de Estudo

Entre os dias 24 de setembro a 03 de outubro de 2019, foi realizada a expedigao
de monitoramento em parceria com a equipe do ICMBio que desenvolve o
monitoramento da populagdo de Phrynops geoffroanus no ambito da Usina
Hidrelétrica Trés Marias, no Estado de Minas Gerais (18°20' -18°23'S e 45°17'
45°20'0), area que circunda a Estagao Ecolégica de Pirapitinga (Figura 2), localizada
na regiao da bacia hidrografica do Rio Sao Francisco, dentro do bioma cerrado. A
coleta ocorreu, em dois locais no reservatério da UHE Trés Marias ao longo do

perimetro da ESEC Pirapitinga e na area conhecido como Vereda Grande.

—
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-45.390 -45.340 -45.290

Legenda
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—— Vereda Grande

Figura 2: Locais amostrados das espécies capturadas de Phrynops geoffroanus no reservatério da
UHE Trés Marias e Vereda Grande préxima a ESEC Pirapitinga, localizado em Minas Gerais no
Municipio de Morada Nova, Bacia hidrogréfica do Rio Sdo Francisco.

3.2. Técnica de Captura

A coleta ocorreu pelos pesquisadores da equipe do ICMBio durante o
monitoramento da espécie, utilizando armadilhas funnel trap com iscas atrativas
(carne bovina, ragao para felinos, sardinha em conserva e abacaxi) que foram
colocadas e condicionadas em um recipiente plastico perfurado e amarrado dentro da
armadilha. As armadilhas sdo compostas por aros metalicos que sustentam uma rede
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de nailon em seu entorno. Ambas as extremidades da armadilha, sdo compostas por
uma entrada em forma de funil invertido, por onde o animal entra atraido pela isca,

tendo assim, dificuldade para sair por meios préprios.

Importante salientar que as armadilhas foram mantidas apenas parcialmente

submersas para permitir que o animal capturado pudesse subir para respirar.

Ao longo do perimetro da ESEC Pirapitinga foram instaladas 74 armadilhas,
que permaneceram ativas por trés dias. Ja na area denominada Vereda Grande, foram
instaladas 40 armadilhas que permaneceram instaladas por dois dias. Todas as
armadilhas foram revisadas diariamente (Figura 3). A coleta dos espécimes foi
condicionada a Licenca do SISBIO n. 610622.

Figura 3: Instalagdo da armadilha tipo funil (funnel trap) no reservatério da UHE Trés Marias. Foto:
Sénia Helena Santesso Teixeira de Mendonga.

3.3. Coleta e armazenamento da secre¢ao

Foram capturados muitos individuos, entretanto foram coletadas secrecdo de 17
espécimes, os mesmos foram transportados ao laboratério na sede do projeto da
ESEC Pirapitinga. Contidos manualmente, os espécimes foram posicionados com o
decubito dorsal como forma de estimular a secrecédo de suas glandulas. O material
secretado foi coletado com capilares de vidro e estocado em criotubos mantidos sob
refrigeracao (Figura 4). Apos este procedimento, trés espécimes, dois adultos e um
juvenil, foram selecionados e transportados para o Centro de Estudos e Pesquisas
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Biologicas da PUC Goias para, em cativeiro, continuarem o fornecimento de secre¢ao
em estudo e para estudos morfolégicos e histoldégicos. Os demais espécimes

capturados foram retornados a seus pontos de captura e libertados.

Figura 4: Coleta da secrecédo no reservatério da UHE Trés Marias. Foto: Sénia Helena Santesso
Teixeira de Mendonga.

3.3. Morfologia e histologia das glandulas

Dos trés espécimes de Phrynops geoffroanus, um foi selecionado para a analise
morfoldgica e histolégica das glandulas produtoras da secregao de interesse. O animal
foi eutanasiado por meio de injegao intravascular de tiopental sédico no vaso caudal,
sendo o 6bito verificado pela palidez das mucosas e auséncia de reflexo corneal. Uma
vez irresponsivo, perfuragdo craniana com destruicdo mecénica do encéfalo foi
adotado como método adjunto para assegurar-se do o6bito. O procedimento foi
efetuado por profissional médico-veterinario, em concordancia com a diretriz da
pratica de eutanasia do CONCEA (CONCEA, 2018) e sob anuéncia da Comissao de
Etica no Uso de Animais da Pontificia Universidade Catdlica de Goias (autorizagéo n.
5523051219 CEUA).

Para a localizagao e retirada das glandulas de interesse, foi realizada dissecg¢ao
exploratéria da cavidade celomatica do espécime através da separagao do plastrao
(Figura 5). Amostras de tecido foram coletadas e fixadas em formaldeido, incluindo
secao da carapacga a altura da fossa inguinal contendo o poro excretor e todos os
tecidos associados. O restante da carcagca do animal foi congelado a -20°C para
estudos posteriores.



Figura 5: Seccao do conjunto carapacga-plastrao (dir.) e poro excretor (apontado com a gulha) (esq.).
Fotos: Wilian Vaz Silva.

Para analise microscopica das amostras da regido inguinal e axilar onde se
encontra o poro e a possivel glandula, foram realizados cortes seriados na posi¢cao
parassagital, transversal e longitudinal dos fragmentos, que foram fixados em formol
a 10%, desidratados em uma série de concentragbes crescentes de alcool,
diafanizados em xilol e impregnados em parafina para obtengao de cortes transversais
e longitudinais seriados de 5um de espessura, conforme técnicas de rotina ja
utilizadas para estudos histologicos (LILLIE; FULLMER, 1976).

3.4. Isolamento e purificagao de alcaloides

Sobre a secregao obtida de Phrynops geoffroanus, realizou-se extragcao
acido/base com a secregao expelida pela espécie para a separagao de alcaloides.
Para tanto, 200uL de secregcao em suspensao aquosa foi acidificada com 200 yL de
solugao de acido cloridrico 0,1 N e submetida a 3 extragdes consecutivas com 200 uL
de acetato de etila. A fracdo aquosa obtida foi alcalinizada com hidréxido de aménio
até ph 9-10 e submetida a 4 extragbes com 200 pL acetato de etila, assim gerando
uma fragdo orgéanica enriquecida em alcaloides que foi desidratada com sulfato de
sédio anidro, filtrada e evaporada. Com este procedimento buscou-se a separagao
dos alcaloides de carateristicas basicas através de sua conjugagcdo em sais com a
adicdo de solucdo acida. Apos a extragdao do sal com solvente polar, a amostra foi
tratada com base para a liberagédo dos alcaloides em conformacgao nativa (VALENTE
et al. 2006).
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3.5. Fracionamento por cromatografia em fase reversa

Realizada a extragao, foi realizada cromatografia do material obtido, utilizando-
se coluna C18 de fase reversa em aparelho cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE). A coluna foi inicialmente equilibrada em solugdo aquosa de acido
trifluoracético (TFA) a 0,1 %, com fluxo de 1,0 ml/minuto e eluicdo com gradiente linear
de acetonitrila + TFA 0,1% TFA. A detecgao da eluigao foi realizada em comprimento

de onda de 216nm.
3.6. Deteccgao de alcaloides

Para a identificacdo da presenca de alcaloides utilizou-se um método
colorimétrico a partir do Reagente de Mayer, o qual é constituido de Cloreto de
Mercurio e lodeto de Potassio. Para tanto, a amostra foi solubilizada em agua destilada
(200pL) e acidificada com 30uL de HCI 70%, seguido da exposi¢cdo ao Reagente de
Mayer (NATH et al. 1946).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Durante a campanha de campo no reservatorio da UHE de Trés Marias em
parceria com o ICMBio/RAN, entre os dias 24 de setembro e 3 de outubro de 2019,
enquanto manuseava Phrynops geoffroanus nés percebemos que a espécie exsudava
secrecgao por poros visiveis nas regides axilar e inguinal que estimulou a concretizagao
do presente trabalho.

A secrecgdo observada durante a captura de Phrynops geoffroanus e manuseio
dos mesmos no laboratério da sede da Unidade de Conservagao, possui coloracao
amarelada, pastosa, inodora, onde os individuos a expeliam sobe condi¢des de

estresse.

Dezessete espécimes contidos manualmente foram estimulados com
posicionamento do decebito dorsal obtendo secrecéo de suas glandulas durante o
manejo. Vogt (2008) relata que a populagao ribeirinha ndo consome a carne de P.
geoffroanus por apresentar reagao alérgica, relaciona ainda a grande variedade de
cogumelos consumida pela espécie pode ser a causa da toxidade da carne, causando

as reacgoes alérgicas e alucindgenas na populagao.

Foi localizada a presenga de poros visiveis nas regides axilar e inguinal, de
coloragdo amarelada por onde a secrecao € exsuda. Ha evidéncias de que a espécie
possua uma glandula que produza a secrecao expelida em condi¢cdes de estresse
como uma possivel forma de defesa, ainda desconhecida na literatura. Em quel6nios
sdo observadas glandulas de Rathke ou glandulas inguinais e axilares, liberam
secrecao abaixo das pontes plastrais anterior e bordas posteriores, elimina produtos
de secregao, através da axila ou poros inguinais, que funcionam como repelentes de
predadores, feromdnios e metabdlitos excretados, ainda com fungdo pouco
esclarecida (BRIAN & COWAN, 1971; EHRENFELD & EHRENFELD, 1973; WELDON
& GAFFNEY,1998; CARR & MITTERMEIER, 2007; PLUMMER & TRAUTH, 2009).

Carr & Mittermeier (2007) sugeriram que possivelmente sdo utilizadas nas
interagcbes sociais como mecanismo de defesa, previnem as espécies de serem
alimentadas por seus predadores em potencial.

Durante a expedigdo um dos pesquisadores relatou que teve contato com a

secrecao expelida pela espécie, acidentalmente sentindo logo em seguida dilatagao
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das pupilas, cores brilhantes, de acordo com os dados, verificamos que € inédita a
presenga de toxinas em Phrynops geoffroanus.

Estudos demostram que na regiao do rio S&o Francisco, onde se localiza o
reservatorio de Trés Marias encontra-se grande abundancia de camarao (SATO et al.,
2006), provavelmente presente na dieta de Phrynops geoffroanus considerada uma
espécie onivora com base alimentar em crustaceos, cogumelos, peixes, insetos
mudando de acordo com o meio em que vive (FACHIN-TERAN et al., 1995; VOGT,
2008; DECONTE, 2012).

Devido a alteragao da dieta durante o periodo de manutencao em cativeiro o
espécime foi perdendo a coloragéo alaranjada intensa do plastréo. Essa perda gradual
da coloracao reforga a hipétese de que a espécie possa obter a substancia pela dieta,
dando a coloragéo da secreg¢ao expelida e do plastrao alaranjado, provavelmente

associada a crustaceos presentes nessa regiao.

A partir do relato do pesquisador ao ingerir a secre¢ao gerou-se a hipotese de
que haja presenca de alcaloides, que possa explicar os sintomas, foi testado o
protocolo de separagao de alcaloides com a secregao obtida do animal, armazenada
criotubos e mantidas em freezer a -20°C no Centro de Estudos e Pesquisas Bioldgicas
(CEPB).

Durante a realizacdo do protocolo de separacdo de alcaloides, a diluicao da
amostra da secrecdo em metanol secou em rota a vapor. Dificultando a filtragem da

solugdo e submeter ao sistema cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).
4.1. Cromatografia fase reversa

A cromatografia em fase reversa demonstrou a presenga de 10 picos de maior
intensidade, os quais foram denominados P1-P10. Eles foram coletados isoladamente
e submetidos ao teste colorimétrico para identificacdo qualitativa de alcaloides (Figura
6).
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Figura 6: Perfil cromatografico da amostra comprimento de onda de 216nm identificando a presenca
de alcaloides na presencga de 10 picos (P1-P10).

4.2. Teste colorimétrico para alcaloides

Todos os picos (P1 — P10) coletados no fracionamento por cromatografia de
fase reversa foram analisados para identificacdo da presenca de alcaloides na

amostra.

Os picos P8 e P9 apresentaram resultado positivo, uma vez que se tornaram
turvos com a adi¢ao do reagente de Mayer na amostra acidificada. A turvagéo no tubo
P8 foi mais intensa do que a turvacao no tubo P9, o que pode indicar contaminacao
das amostras, considerando que os tempos de retencdo das duas amostras estao

muito proximos.

A presenca de alcaloides pode indicar que a espécie os capture através da dieta,
contudo ainda séo incipientes estudos sobre a fungao quimica e ecologica dessa

secrecdo, além de aspectos da morfologia de Phrynops geoffroanus. Novas
14



abordagens devem ser realizadas aumentando a eficiéncia dos métodos empregados

nesse trabalho fornecendo subsidios para maior compreensao.
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5. CONCLUSOES

. Este € o primeiro estudo que conhecemos que registra a presenga de toxinas
de natureza alcaloide em quelbnios, especificamente em Phrynops geoffroanus.

. Essa secregéo possui provaveis efeitos toxicos, conforme observado a partir da
sintomatologia relatada pelo bidélogo ao, acidentalmente, entrar em contato com a
secregao;

. A provavel toxicidade desta secregédo corrobora o relato de Vogt (2008) da
aversao das populagdes ribeirinhas no consumo da carne de Phrynops geoffroanus,
apesar do consumo popular de outros quelénios.

. A avaliagdo macroscopica revelou a presenga de poros secretores inguinais e
axilares em Phrynops geoffroanus, provavelmente oriundos das glandulas de Rathke,
que sao responsaveis pela secrecao expelida pela espécie;

. Resta dois espécimes vivos em cativeiro, para estudos futuros explorando a
hipétese sobre a fungdo ecoldgica da secrecdo das glandulas, bem como sua
caracterizagao bioquimica funcional, estrutural e morfolégica.

. Igualmente, resta sem explicagcdo a origem da toxicidade da secregao
estudada, isto é, se é produto metabdlico de Phrynops geoffroanus ou se a espécie

se apropria da diversidade molecular de suas presas;
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