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RESUMO

Os ecossistemas aquaticos globais enfrentam uma severa deterioragdo decorrente de pressoes
antropicas urbanas, industriais e agricolas, o que compromete a viabilidade de diversas
populagdes biologicas. Nesse cenario, o Rio Iguacu destaca-se negativamente como o segundo
mais poluido do Brasil. Contudo, em seu trecho terminal (Baixo Iguagu), o rio margeia o Parque
Nacional do Iguagu (PNI), uma Unidade de Conservacao de Protecao Integral que abriga um
expressivo remanescente de Mata Atlantica e atua como uma zona de amortecimento bioldgico
regional. Apesar dessa protecdo, sub-bacias que drenam para o parque, como a do Rio Silva
Jardim, sofrem forte influéncia agropecudria, contrastando diretamente com areas altamente
preservadas, como a sub-bacia do Rio Floriano. Para mensurar a eficiéncia dessas areas
protegidas e os impactos dos gradientes de degradacdo ambiental, o biomonitoramento da fauna
local torna-se imprescindivel. Os répteis, em virtude de sua sensibilidade fisiologica (como
ectotermia e metabolismo lento) e alta fidelidade ao habitat, atuam como excelentes
bioindicadores ecotoxicologicos. Diante disso, o presente estudo objetiva estabelecer perfis
integrados e valores de referéncia de bioquimica sérica e gasometria venosa para populagdes
de vida livre de duas espécies com ecologias distintas: Phrynops geoffroanus, uma espécie
generalista e tolerante a ambientes impactados, € Phrynops williamsi, um especialista reofilico
de corredeiras, vulneravel a extingdo e ameacado pela fragmentacdo decorrente de usinas
hidrelétricas. Objetiva-se avaliar a influéncia do tamanho corporal sobre esses parametros e
caracterizar as correlagdes entre os analitos, fornecendo subsidios inéditos para o
monitoramento sanitario € a conservacao desses taxons. A avaliacao do estado homeostatico,
adaptativo e sanitario dessas populagdes serd realizada por meio do perfil bioquimico sérico,
cuja fundamentagdo tedrica abrange a estabilidade pré-analitica das amostras e o
comportamento dindmico de biomarcadores essenciais. Por fim, a integracdo e a comparagao
das respostas bioquimicas e fisioldgicas interespecificas sob diferentes gradientes de
conservagao fornecerdo subsidios fundamentais para compreender a resiliéncia desses animais
frente a poluicdo e a fragmentagdo de habitat, gerando dados robustos para direcionar
estratégias eficientes de conservagao para a ordem Testudines na Mata Atlantica. Este trabalho
justifica-se pela primeira descricdo de valores hemogasométricos das duas espécies estudadas,

bem como a primeira descri¢cao bioquimica do Phrynops williamsi.

Palavras-chave: Ecologia populacional; Biomarcadores bioquimicos; Impacto antrépico.



ABSTRACT

Global aquatic ecosystems are undergoing severe degradation due to urban, industrial, and
agricultural anthropogenic pressures, compromising the viability of numerous biological
populations. In this context, the Iguagu River stands out negatively as the second most polluted
river in Brazil. However, along its terminal stretch (Lower Iguagu), the river borders the Iguagu
National Park (INP), a Strict Protection Conservation Unit that harbors a significant remnant of
the Atlantic Forest and functions as a regional biological buffer zone. Despite this protection,
sub-basins draining into the park, such as the Silva Jardim River basin, are strongly influenced
by agricultural activities, directly contrasting with highly preserved areas such as the Floriano
River basin. To assess the effectiveness of these protected areas and the impacts of
environmental degradation gradients, biomonitoring of local fauna is essential. Reptiles, due to
their physiological sensitivity (such as ectothermy and slow metabolism) and high habitat
fidelity, serve as excellent ecotoxicological bioindicators. Therefore, the present study aims to
establish integrated profiles and reference values for serum biochemistry and venous blood gas
analysis in free-ranging populations of two species with distinct ecological traits: Phrynops
geoffroanus, a generalist species tolerant of impacted environments, and Phrynops williamsi, a
rheophilic specialist inhabiting fast-flowing waters, vulnerable to extinction and threatened by
habitat fragmentation resulting from hydroelectric power plants. The study also aims to evaluate
the influence of body size on these parameters and to characterize correlations among analytes,
providing unprecedented support for health monitoring and conservation of these taxa. The
assessment of the homeostatic, adaptive, and health status of these populations will be
conducted through serum biochemical profiling, whose theoretical framework encompasses
both the pre-analytical stability of samples and the dynamic behavior of essential biomarkers.
Finally, the integration and comparison of interspecific biochemical and physiological
responses under different conservation gradients will provide fundamental insights into the
resilience of these animals to pollution and habitat fragmentation, generating robust data to
guide effective conservation strategies for the order Testudines in the Atlantic Forest. This study
is justified by the first description of blood gas parameters for both species investigated, as well

as the first biochemical characterization of Phrynops williamsi.

Keywords: Population ecology; Biochemical biomarkers; Anthropogenic impact.
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1 INTRODUCAO

Os ecossistemas aquaticos sofrem intensa deterioracdo decorrente de pressdes
antropicas, destacando-se a industrializagdo, a expansdo urbana e as atividades agricolas
(Yamamoto et al., 2016; Barcenas-Garcia et al., 2022; Santos; Laranja, 2024). Esse dinamismo
impulsiona o aporte de contaminantes nesses ambientes (Cazenave et al., 2009), promovendo
alteracdes drasticas na qualidade da agua e na dinamica ecologica local (Crespo-Lopez et al.,
2011; Lehun et al., 2021). No cenario global, a contaminag¢dao quimica cronica de longo prazo,
associada a perda de habitats, compromete a viabilidade dos organismos e culmina no declinio
ou exting¢ao local de diversas populagdes (Ferretti ef al., 2026; Alter et al., 2021; Baghmaleki,
2026 Poletta et al., 2008).

Ha seis décadas a comunidade cientifica adverte sobre os impactos deletérios de longo
prazo de poluentes nos ecossistemas (Arp et al., 2023). Os corpos hidricos atuam como o
destino final da maioria dos contaminantes antropicos, incluindo compostos organicos
persistentes com potencial genotdxico ou carcinogénico, como as bifenilas policloradas
(PCBs), pesticidas organoclorados (OCPs) e hidrocarbonetos policiclicos arométicos (HPAs).
Consequentemente, a biota aqudtica expde-se a complexas misturas quimicas cujos
componentes podem interagir, resultando em efeitos toxicos aditivos, sinérgicos ou antagdnicos
(Barata et al., 2006; Bannl et al., 2009; Bouraoui et al., 2009; Hossain et al., 2026).

Nesse contexto, destaca-se a bacia hidrografica do Rio Iguagu, sistema fluvial de
elevada relevancia na regido sul do Brasil (IAT, 2023) que, contudo, ocupa a segunda posi¢ao
no ranking dos rios mais poluidos do pais (Lehun ez al., 2021). Esse estresse ambiental decorre
do expressivo volume de efluentes recebidos ao longo de sua extensdo, a qual abrange os
estados do Parana e Santa Catarina, além de por¢des do nordeste argentino (Iat, 2023). Em
contrapartida, em sua por¢ao terminal, o rio margeia um dos maiores fragmentos remanescentes
de Mata Atlantica do pais, protegido pelo Parque Nacional do Iguagu (PNI) (MapBiomas, 2024;
Silva et al., 2022). Por constituir uma Unidade de Conservacao de Prote¢do Integral, a
legislacdo brasileira restringe seu manejo ao uso direto dos recursos naturais (Brasil, 2000),
funcionando como uma zona de amortecimento (buffer zone) essencial para resguardar a
integridade biologica regional (Roe; Georges, 2007). Apesar disso, a eficicia dessas reservas
em mitigar danos externos depende diretamente do uso e ocupacao do solo nas matrizes
circundantes (Mammides, 2020).

Para mensurar a eficiéncia dessas areas protegidas e quantificar o nivel de degradagio

antropica, o monitoramento da fauna local torna-se imprescindivel. Os répteis sdo considerados
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bioindicadores fidedignos da satide ecossistémica devido a alta sensibilidade a oscilagdes
ambientais e capacidade de resposta rapida a estressores bidticos e abioticos (Baptista et al.,
2022; Carlsson, 2019; Humphries; Benitez-Nelson; Combrink, 2022). Nos ecossistemas
aquaticos e semiaquaticos do PNI, os quelonios Phrynops geoffroanus (cagado-de-barbela) e
Phrynops williamsi (cadgado-rajado) destacam-se como importantes representantes da
herpetofauna (Brites; Rantin, 2004; Venancio ef al., 2013). Ambos compartilham atributos
ecologicos marcantes, como acentuada longevidade, habito alimentar oportunista, metabolismo
braditdlico e alta fidelidade ao habitat, caracteristicas que os tornam vulnerdveis a
bioacumulagdo e aos efeitos cronicos de defensores agricolas, metais pesados e patdogenos
(Fonseca et al., 2023; Santos et al., 2021; Vogt et al., 2023).

Todavia, P. williamsi apresenta especificidades ecologicas restritas. Ao contrario de
congéneres generalistas, a espécie habita prioritariamente ambientes 16ticos de corredeiras e
rios encachoeirados com afloramentos rochosos utilizados para termorregulacao (Spier et al.,
2011; Spier et al., 2014). Essas areas servem também como sitios de forrageamento, onde
consomem macroinvertebrados bentdnicos, especialmente crustaceos do género Aegla (Kunz
et al., 2018). Com ocorréncia geografica limitada ao sul do Brasil, Uruguai e Argentina (Trd,
2022), P. williamsi ¢ classificado como globalmente vulneravel a extingdo. No cendrio nacional,
suas populacdes sofrem severas ameagas decorrentes da fragmentagdo de habitats promovida
pela instalagdo de usinas hidrelétricas, que alteram a dindmica hidrodinamica original dos
corpos hidricos (Regolin et al., 2023).

Diante do cenario de impacto ambiental, o estabelecimento do perfil bioquimico sérico
surge como ferramenta diagnostica essencial. Essa analise fornece dados robustos sobre o
estado clinico, metabolico e adaptativo da espécie a partir de volumes amostrais reduzidos
(Lumeij et al., 1990; Valle, 2008; Ashraf et al., 2025). A quantificacdo de biomarcadores dos
metabolismos energético, proteico e mineral oferece subsidios fundamentais para avaliar as
fungdes hepatica, renal e muscular, conferindo maior seguranga a avaliacdo ecoldgica das
populacdes afetadas (Camilo-Cotrim ef al., 2022).

Investigar quelonios sob diferentes gradientes de conservacao ambiental contribui para
a compreensao de seus ajustes fisiologicos e viabiliza comparagdes interespecificas futuras.
Como P. geoffroanus frequentemente coloniza &reas antropizadas, avaliar as respostas
bioquimicas e fisiologicas de ambas as espécies auxilia na compreensdo da resiliéncia destes
animais a polui¢ao. Portanto, a integracao de dados ecoldgicos e biomarcadores fisiologicos €

fundamental para subsidiar estratégias de conservacao eficientes para a ordem Testudines.
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2  REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 IMPACTOS ANTROPICOS EM ECOSSISTEMAS AQUATICOS E A BACIA DO
RIO IGUACU

O Rio Iguagu ¢ considerado um dos principais cursos d’agua da Regido Sul do Brasil,
drenando uma bacia hidrogréfica de aproximadamente 70.800 km? que abrange os estados do
Parand, Santa Catarina e parte do nordeste argentino. Sua nascente esta localizada na Serra do
Mar, no municipio de Curitiba-PR, e seu percurso estende-se por cerca de 1.320 km até sua
confluéncia com o rio Parané (IAT, 2023).

Em razdo de sua extensdo, a bacia do rio ¢ dividida nas seguintes Unidades
Hidrograficas de Gestao de Recursos Hidricos (Resolugdao n°® 49 de 2006, CERH/PR): o Alto
Iguagu, porcao entre a nascente € o municipio de Porto Amazonas; o Médio Iguagu, que se
estende até as proximidades de Unido da Vitodria; e o Baixo Iguagu, correspondente ao ultimo
trecho antes da foz na regido da Triplice Fronteira entre Brasil, Argentina e Paraguai (Iat, 2023;
Lehun et al., 2021).

Ao longo de sua trajetdria, o rio Iguagu atravessa regides com intensa ocupacao
antropica, caracterizadas por atividades urbanas, industriais e agropecudrias. Esse uso do solo
contribui para a degradacdo da qualidade da 4gua e o langamento de efluentes de diferentes
naturezas. Estudos recentes indicam que o rio Iguagu ocupa a segunda posi¢ao entre os rios
mais poluidos do Brasil, atras apenas do Rio Tieté, do estado de Sao Paulo (Lehun ez al., 2021).

Na por¢do terminal do rio, observa-se um contraste marcante entre suas margens
esquerda e direita. A margem direita atravessa o Parque Nacional do Iguagu (PNI), unidade de
conservagao federal criada em 1939 (Decreto Federal n® 1.035) com area de 185.262,5 hectares,
que abriga um dos mais extensos remanescentes continuos de Mata Atlantica do Brasil. Nessa
margem, o rio recebe contribui¢des dos rios Floriano e Silva Jardim, cujas sub-bacias estdo
parciais ou totalmente inseridas no PNI (MapBiomas, 2024).

A sub-bacia do rio Floriano encontra-se quase integralmente protegida, apresentando
cobertura vegetal nativa de 99,31% (calculado a partir de MapBiomas, 2024), o que favorece
sua utilizagao como area de referéncia ou controle para defini¢do de pardmetros de conservagao
e monitoramento (Silva et al., 2022). Por outro lado, o rio Silva Jardim nasce e percorre uma
regido sujeita a uso agropecuario intensivo antes de adentrar a zona protegida do parque. Essa

diferenca no uso do solo entre as sub-bacias se reflete em sua cobertura vegetal remanescente,
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estimada em apenas 45,89% (MapBiomas, 2024), o que o torna potencial vetor de aporte de
nutrientes, sedimentos e contaminantes ao Baixo Iguacu (Santos; Laranja, 2024).

Ja a margem esquerda do Rio Iguacu, nesse trecho, permanece influenciada por areas
fragmentadas e regides de uso totalmente antrépico (Mapbiomas, 2024). No leito principal do
Baixo Rio Iguagu, ocorre a formagao de ilhas fluviais, que constituem habitats essenciais para
diversas espécies aquaticas e semiaqudticas, como a Ilha do Sol e a Ilha do Geninho. Essas
ilhas, portanto, estdo sujeitas a um regime hidrico misto, resultante da combinacao de aguas
oriundas da zona de prote¢ao do PNI com aquelas provenientes de areas nao protegidas, de uso
agroindustrial (Santos; Laranja, 2024).

O rio Iguagu ¢ reconhecido pelo alto indice de endemismo de sua fauna, onde cerca de
70% de suas espécies de peixes, por exemplo, ndo sdo encontradas em nenhum outro lugar do
planeta (Baumgartner ef al., 2012; Roxo et al., 2017). O local configura-se como um cendrio
de grande relevancia ambiental, a despeito disso, suas populacdes aquaticas e semiaquaticas
estdo continuamente expostas a descarga de contaminantes em quase toda a extensdo de sua
bacia (Morais ef al., 2024; Poletta et al., 2013; Yamamoto et al., 2016).

Ja foi relatado que o Baixo Iguagu apresenta consideravel reducdo da poluicdo em
relagdo aos trechos associados as grandes metropoles. Embora seja comprovada o menor valor
de alguns compostos, como a cromo, fésforo aluminio e chumbo, os valores ainda estdo acima
do permitido pelo CONAMA (Resolu¢do n® 357 de 2005) (Rubio-Vargas et al., 2024;
Yamamoto ef al., 2016). Estudos t€ém demonstrado que a polui¢do presente ao longo do curso
de todo Rio Iguacu causa tanto danos genotdxicos, quanto relagdes desequilibradas entre
parasitismo e fauna local (Lehun et al., 2021; Lehun; Duarte; Takemoto, 2023; Yamamoto et
al., 2018).

Nesse contexto, a analise dos impactos antropicos, por meio de abordagens
ecotoxicologicas, sobre a qualidade da agua e a biota sdo importantes ferramentas na
conservagao ambiental (Corredor-Santamaria; Goémez; Velasco-Santamaria, 2016;
CrespoLopez et al., 2011; Lehun, ef al., 2021; Mitkovska; Chassovnikarova, 2020; Zapata et
al., 2016).

2.2 REPTEIS COMO BIOINDICADORES DE QUALIDADE AMBIENTAL

Os répteis sao um grupo de animais composto por lagartos, serpentes, anfisbenas,
quelonios e jacarés (ICMBio, 2018). Eles possuem caracteristicas biologicas marcantes, como

a pele recoberta por escamas e a ectotermia, a capacidade de utilizar fontes externas de calor
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para regular a temperatura corporal. Dispersos em diversas biotas, desempenham papéis
fundamentais nos ecossistemas como predadores, presas, dispersores de sementes € espécies
comensais, possuindo habitos carnivoros, herbivoros ou onivoros. Por sofrerem alteracdes
previsiveis quando em contato com compostos xenobidticos (substincias estranhas ao
organismo), esses animais tém se destacado globalmente nas pesquisas como excelentes
bioindicadores ou biomonitores, fornecendo informag¢des singulares para analises de riscos
biologicos e avaliagdo da qualidade ambiental (Zapata et al., 2016; Silva et al, 2020; Dos Santos
et al., 2021; Arienzo, 2023). Embora os estudos com bioindicadores historicamente se
concentrem na botanica e na zoologia de invertebrados (Knasmuller, 2019), os organismos do
filo Vertebrata, e os répteis em particular, t€m desempenhado um papel excelente na anélise
dos efeitos de poluentes quimicos e da radiagao ionizante (Stark et al., 2022).

O alto potencial dos répteis como sentinelas ambientais estd diretamente ligado a sua
ecologia e fisiologia peculiar. Muitas espécies apresentam baixas taxas de deslocamento e forte
fidelidade ao habitat, o que as torna altamente sensiveis as mudangas ambientais locais e mais
vulneraveis a riscos ecologicos (Burger et al., 2004; Gibbons et al., 2000; Raza et al., 2025).
Desse modo, as alteragdes do meio sdo rapidamente refletidas em seu modo de vida,
comportamento e at¢é mesmo em sua genética (Hayden Bofill; Blom, 2024). Outro fator
determinante ¢ a sua fisiologia ectotérmica, que inclui periodos de redugdo natural da atividade
metabdlica; essa caracteristica faz com que a recuperagdo a nivel celular seja significativamente
mais lenta quando os individuos sdo submetidos a danos provocados por agentes toxicos (Odetti
etal.,2024).

Esses animais ilustram a realidade do cendrio nocivo gerado por atividades antropicas
através de vias complexas de exposicdo e absor¢do. A contaminacdo ocorre usualmente pela
ingestdo voluntaria de alimentos ou pela ingestdo acidental de agua, fragmentos de solo e
sedimentos enriquecidos geogenicamente ou antropogenicamente por elementos toxicos
(Wings, 2007). Ha também a via respiratéria (pulmonar), por meio da inalagdo e expiragao de
poluentes gasosos, € o contato dérmico direto com substratos contaminados. Adicionalmente,
destaca-se a absor¢do e a eliminacdo através do sistema tegumentar, uma caracteristica
particular de répteis que realizam trocas transcutaneas de agua e gases (Simonyan et al., 2018;
Santalucia, 2025; Kurnaz, 2026;). Por outro lado, os metais e compostos que ndo sao absorvidos
no intestino dos vertebrados acabam sendo eliminados através das fezes, tornando essa matriz
organica uma amostra valiosa e ndo invasiva para analises devido a sua elevada concentragdo

de rejeitos e metais pesados (Xu et al., 2006; Eccles et al., 2024).
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Em habitats de dgua doce e salgada, os répteis aquaticos e semiaquaticos demonstraram
ser extremamente Uteis para monitorar a contaminacao por metais pesados, dado que esses
elementos possuem capacidade de bioacumulagdo variada em diferentes tecidos (Burger et al.,
2009; Adel et al., 2015). Pertencentes a elevados niveis tréficos, espécies classificadas nas
ordens Squamata, Crocodilia e Chelonia proporcionam um largo perfil de contaminagdo ao
longo do fluxo alimentar, evidenciando processos de biomagnificagdo. No ambiente aquatico,
em adicao as relacdes predatorias, o comportamento migratorio dessas espécies oferece
informagoes valiosas sobre diferentes regidoes geograficas, ajudando a mapear a dispersdo da
polui¢do em corpos d’agua (Silva, 2020; Hayden Bofill; Blom, 2024).

A exposi¢do a poluentes organicos como os agroquimicos e compostos derivados do
petroleo, carvao e explosivos acarreta sérias consequéncias fisiologicas. O contato prolongado
ou a ingestdo dessas substancias pelos lagartos pode provocar graves alteragdes morfologicas
nos testiculos, figado, rins e tireoide. Além disso, desencadeia prejuizos sist€émicos severos, tais
como a alteracdo das atividades enzimadticas, o estresse oxidativo e profundos disturbios
metabolicos e hormonais (Amaral et al., 2012; Cardone, 2015; Chang et al., 2016; Mingo et al.,
2016; Freitas et al., 2020; Silva et al., 2020; Onoja et al., 2025; Guimaraes, 2025).

Da mesma forma, a exposi¢ao a agentes inorganicos ¢ radionuclideos reflete grandes
alteracdes negativas no organismo desses animais (Stark et al., 2022). Elementos quimicos e
metais pesados como sddio (Na), aluminio (Al), niquel (Ni), cromo (Cr), ferro (Fe), manganés
(Mn), enxofre (S), silicio (Si), chumbo (Pb), radonio (Rn), cadmio (Cd), zinco (Zn), cobre (Cu)
e mercurio (Hg) tém sido frequentemente identificados e quantificados em amostras de sangue
de lagartos submetidos a diferentes fontes poluidoras ao redor do mundo (Schaumburg et al.,
2012; Nasri et al., 2017; Simonyan et al., 2018; Salvador et al., 2018; Marambio-Alfaro et al.,
2020; Ceriaco et al., 2024; Salice, 2025).

Essas pesquisas cientificas acumulam resultados solidos em diversas regides do planeta.
Citam-se os efeitos de poluentes inorganicos em individuos de Salvator merianae na Argentina
(Schaumburg et al., 2012); Acanthodactylus boskianus na Tunisia (Nasri et al., 2017);
Darevskia raddei e Darevskia armeniaca na Arménia (Sargsyan et al., 2019; Simonyan et al.,
2018); Trachylepis wahlbergii na Angola (Ceriaco et al., 2024); Microlophus atacamensis no
Chile (Marambio-Alfaro et al., 2020) e Anolis sagrei nos Estados Unidos (Salice, 2025). No
cenario brasileiro, destacam-se os estudos com Tropidurus torquatus e Phyllopezus periosus
(Salvador et al., 2018; Silva et al., 2021). Inclusive, um estudo realizado na Caatinga do Rio

Grande do Norte utilizou essa espécie endémica de lagarto (P. periosus) para analisar os efeitos
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causados pelo gas radonio a nivel celular, comprovando que o grupo ¢ altamente sensivel a
toxicidade e a radioatividade natural do ambiente (Silva et al., 2021).

Em suma, as atividades antropicas e os compostos xenobiodticos influenciam diretamente
o comportamento, a biologia e a sobrevivéncia dos répteis de vida livre. Seja pela contaminagao
quimica por metais e defensivos agricolas, ou pelos impactos da radiagdo ionizante e natural,
esses poluentes acometem negativamente os animais a nivel celular. Como consequéncia direta
dos danos a saude, observa-se a reducao das taxas de reprodugdo e sobrevivéncia das espécies
(Hueza et al., 2008; Parker, 2023), o que ameaga a integridade das populagdes de répteis e

desequilibra os processos biologicos e ecoldgicos dos ecossistemas em que estdo inseridos.
2.3 BIOLOGIA, ECOLOGIA E CONSERVACAO DO GENERO PHRYNOPS

As tartarugas possuem uma histéria evolutiva de cerca de 300 milhdes de anos e
representam hoje um dos grupos de animais mais ameagados pelas pressdes antropicas (Rhodin
et al., 2018; Poletta et al., 2013). Entre os quelonios, os cdgados exercem funcdes ecoldgicas
vitais em ambientes dulcicolas, participando ativamente da ciclagem de nutrientes, do controle
populacional de invertebrados e pequenas presas, bem como da dispersao de sementes e do
aumento da heterogeneidade do habitat (Barcenas-Garcia et al., 2022; Ribeiro; Utta; Barreto,
2017).

Esses animais sdo considerados excelentes organismos-sentinela devido a sua ampla
distribuicdo, comportamento territorial, longevidade e suscetibilidade fisiologica a
bioacumulagdo de poluentes nos tecidos ao longo do tempo (Borges et al., 2022; Castafio et al.,
2020; Poletta et al., 2013). Pesquisas com Podocnemis expansa, por exemplo, evidenciaram a
acumulagdo de metais em ovos e filhotes via transferéncia materna ou direta do ambiente,
acarretando danos citogenéticos teciduais (Frossard et al., 2021). Adicionalmente, por estarem
presentes em multiplos niveis troficos, jovens ou adultos acumulam e biomagnificam
contaminantes por meio da ingestdo hidrica e alimentar (peixes e plantas), bem como pela
absorc¢do via mucosa e pele (Barcenas-Garcia et al., 2022; Frossard et al., 2013; Ribeiro; Utta;
Barreto, 2017).

Um exemplo notavel da resiliéncia desses quelonios em ambientes impactados por
efluentes ¢ o cagado-de-barbela (Phrynops geoffroanus), pertencente a familia Chelidae e
amplamente distribuido em rios e coérregos da América do Sul. Trata-se de um carnivoro
oportunista e tolerante a ecossistemas degradados, sendo frequentemente encontrado em

trechos urbanos (Souza; Abe, 2000). Contudo, essa tolerancia ecologica nao o exime de sofrer
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efeitos subletais decorrentes de poluentes (Brites; Rantin, 2004; Venancio et al., 2013). De fato,
exames de amostras bioldgicas de P. geoffroanus demonstraram a sensibilidade da espécie a
exposicdo de contaminantes através de severas alteracdes hematologicas, bioquimicas e
genotoxicas (Brites; Rantin, 2004; Fonseca et al., 2023; Santos ef al., 2021).

Por outro lado, enquanto espécies generalistas como P. geoffroanus enfrentam a
poluicdo quimica nas cidades, espécies especialistas sofrem com a degradacdo fisica de seus
hébitats naturais provocada por grandes obras de infraestrutura. E o caso de Phrynops williamsi
Rhodin & Mittermeier, 1983, popularmente conhecida como cagado-rajado. Também
pertencente a familia Chelidae, a espécie ocorre no sul do Brasil, Uruguai e Argentina (TRD,
2022), habitando preferencialmente ambientes 16ticos, como corredeiras em rios com pedras e
lajes sobressalentes a agua, estruturas que utiliza para fins de termorregulacdo (Spier ef al.,
2011; Spier et al., 2014). Essas areas de corredeiras sao igualmente cruciais para o seu
forrageio, onde consome macroinvertebrados associados a esses substratos, a exemplo de
crustaceos do género Aegla (Kunz et al., 2018).

Atualmente considerada vulneravel a extingdo em nivel global (Rhodin ef al., 2018), P.
williamsi distribui-se em Santa Catarina por diferentes bacias hidrograficas do planalto, oeste e
sul (Kunz et al., 2018). Ocorre que, em muitas dessas bacias, hd um cenario crescente de
instalag@o e planejamento de diversas usinas hidrelétricas de diferentes poténcias e tamanhos,
o que afeta e descaracteriza diretamente o habitat reofilico utilizado pela espécie (Regolin et
al., 2023). Alertas sobre os impactos severos desses barramentos em P. williamsi vém sendo
formalizados ha mais de uma década e constantemente enfatizados pela comunidade cientifica,
com especial destaque para o estado catarinense (Bérnils et al., 2004; Spier et al., 2011; Spier
et al.,2014; Kunz et al., 2018; Regolin et al., 2023). Essa problematica reflete uma tendéncia
global para diferentes espécies de cagados, caracterizada por uma profusdo de alertas e
sugestoes teoricas na literatura, mas poucas agdes praticas e raras implementacdes de solucoes

efetivamente testadas em campo (Barcenas-Garcia et al., 2022).
2.4 BIOQUIMICA SERICA E GASOMETRIA EM REPTEIS

O perfil bioquimico sérico ou plasmatico € uma ferramenta imprescindivel, pois fornece
um amplo panorama do estado homeostatico a partir de pequenos volumes de amostra,
auxiliando no diagnéstico e prognoéstico de enfermidades (Bowes, 1989; Lumeij et al., 1990;

Valle, 2008; Louth et al., 2024; Morel et al., 2025). Contudo, a interpretagdo fidedigna desses
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resultados exige o conhecimento dos intervalos de referéncia especificos e das limitagdes
metodoldgicas (Ritchie et al., 1994; Berg et al., 2021; Nieto-Claudin et al., 2024).

Os valores bioquimicos em répteis sdo altamente dindmicos, variando conforme a
espécie, idade, sexo, manejo, nutricdo, além de fatores sazonais e ambientais, como
temperatura, umidade, desmatamento e polui¢do por contaminantes (Marques et al., 2025;
Sobrino-Yacobi et al., 2025).

Um dos grandes desafios na rotina clinica de animais silvestres refere-se a estabilidade
analitica dos analitos durante o acondicionamento (Ehsani et al., 2008). Devido a escassez
frequente de laboratdrios especializados proximos aos locais de atendimento, o congelamento
ou refrigeracao das amostras torna-se obrigatdrio para preservar elementos termolabeis e evitar
erros pré-analiticos (Cray et al., 2009; Singh et al., 2015). Particularmente em quelonios, as
analises em plasma sdo frequentemente preferidas em detrimento do soro, visto que o
processamento plasmatico otimiza o volume total obtido a partir de coletas restritas e complexas
(Bryant et al., 2012; Kelly et al., 2015; Zhou et al. 2024; Madhumathi; Mohandoss, 2025).

Dentre os analitos dindmicos, a glicose destaca-se como um parametro metabolico
altamente instavel em répteis, oscilando tipicamente entre 60 a 120 mg/dL sob a influéncia de
fatores sazonais (niveis mais altos no verdo), nutricionais ¢ de manejo, como estresse pos-
captura, mergulho e uso de anestésicos (Troiano, 2018; Duncan et al., 2022; Lind et al., 2024).
Enquanto a hiperglicemia correlaciona-se ao estresse ou terapias com glicocorticoides, a
hipoglicemia pode decorrer de desnutricdo, septicemia ou graves hepatopatias; ademais,
oscilagdes térmicas ambientais provocam efeitos paradoxais, reduzindo a glicemia em
tartarugas e elevando-a em jacarés (Almosny, 2014; Troiano, 2018).

Paralelamente ao metabolismo de carboidratos, o colesterol e os triglicerideos atuam
como importantes marcadores nutricionais e reprodutivos, embora sua dosagem clinica ndo seja
rotineira. Ambos apresentam elevagdes fisioldgicas expressivas em fémeas durante a
vitelogénese, devido a producdo enddgena hepatica regulada por lipoproteinas, enquanto
flutuagdes sazonais também sdo descritas (Christopher et al., 1999; Gonzélez; Silva, 2006;
Zaias et al., 2006; Barbosa-Moyano et al., 2020). Em contrapartida, declinios nos niveis de
colesterol em serpentes estdo associados ao periodo de ecdise (Silvestre, 2005; Almosny, 2014).

A integridade nutricional e o estado de hidratacao também podem ser monitorados pelas
proteinas totais (Innis; Knotek, 2020; Campbell, 2022; Pulcherio et al., 2022). Durante a fase
folicular ativa de fémeas, ocorre uma hiperproteinemia induzida por estrégenos, caracterizada
pelo aumento especifico de globulinas destinadas a formagao da gema do ovo (Almosny et al.,

2007; Campbell, 2015; Pulcherio ef al., 2022). A albumina, por sua vez, representa cerca de
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50% das proteinas circulantes; sintetizada no figado, ela € responsavel por 80% da osmolaridade
plasmatica, pelo transporte de metabolitos e pela modulagao do pH sanguineo (Gonzalez; Silva,
2006). Desse modo, a hipoalbuminemia aponta para desnutricao ou perdas proteicas, enquanto
a hiperalbuminemia restringe-se quase exclusivamente a quadros de desidratacdo (Gonzalez et
al., 2006; Sobrino-Yacobi et al., 2025). Clinicamente, o valor das globulinas e a relacao
albumina/globulina sdo calculados por subtragao aritmética, embora a eletroforese represente o
método de determinacao mais seguro (Troiano, 2018).

Referente a creatina quinase (CK), para diferenciar o acometimento hepatico do dano
muscular, a CK destaca-se como marcador altamente especifico para o tecido muscular
esquelético e cardiaco; sua elevagdo sérica, influenciada pelo sexo e sazonalidade, decorre de
traumas, infecg¢des sistémicas ou do estresse gerado pela contencdo fisica vigorosa no momento
da coleta de sangue (Zaias et al., 2006; Chaffin et al., 2008; Almosny, 2014). Em Phrynops
geoffroanus, a captura ¢ manejo dos individuos promove um aumento significativo das
concentragdes séricas de creatina quinase (CK), indicando que a liberag@o dessa enzima para a
corrente sanguinea persiste apds a captura. Esse aumento pode estar associado a ocorréncia de
microlesdes musculares decorrentes do esforco fisico, da contencdo, da manipulacdo dos
animais e/ou da resposta fisiologica ao estresse. Em contrapartida, os niveis de lactato
apresentaram reducdo significativa ao longo do periodo de manejo, retornando aos valores
basais ap6s 24 horas. Esse padrdo sugere uma recuperagdo metabodlica progressiva e o
restabelecimento gradual da homeostase energética, evidenciando a capacidade dos individuos
de compensar as alteracdes fisiologicas induzidas pelos procedimentos de captura e
manipulacdo (De Azevedo, et al., 2026).

Completando o painel de glandulas anexas, a amilase ¢ uma substancia pancreatica de
funcdo amilolitica (e eventualmente lipolitica) otimizada em pH alcalino, sendo utilizada para
o diagndstico de lesdes no pancreas de répteis (Divers, 2000). Ja a fosfatase alcalina (FAL),
composta por isoenzimas dsseas e hepaticas, exibe concentracdes fisiologicamente mais
elevadas em animais jovens devido ao intenso desenvolvimento da matriz dssea, podendo
elevar-se também frente a distirbios endocrinos como o hipoparatireoidismo (Hernandez-
Divers, et al., 2001; Fernandez et al., 2007; Campbell, 2014).

Ao contrario dos mamiferos, a determinagao de um perfil bioquimico para o diagndstico
de doencas renais em répteis ¢ complexa devido as particularidades anatomicas e fisiologicas
de seus orgdos excretores (Campbell, 2015). O acido urico € o principal catabdlito nitrogenado
de répteis terrestres, representando de 80 a 90% do total de nitrogénio excretado (Campbell,

1996; THORNTON et al., 2025). Sintetizado no figado e parcialmente nos tubulos renais, a
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hiperacidemia pode indicar perda de até dois tercos da fungdo renal decorrente de infecgdes
bacterianas ou, alternativamente, ser reflexo de uma dieta hiperproteica (Capitelli; Crosta,
2013; Almosny, 2014; Campbell, 2015). A ureia e a creatinina possuem valor diagnostico
limitado na maioria dos répteis; a creatinina sérica ¢ virtualmente irrelevante (< 1 mg/dL), e a
ureia ndo ¢ especifica, elevando-se temporariamente apos grande ingestdo proteica (Almosny,
2014; Campbell, 2006). Contudo, a dosagem plasmatica de ureia torna-se util na avaliacdo de
nefropatias em répteis de habitos aquaticos, os quais a excretam majoritariamente (Campbell,
2015).

Para confirmar lesdes renais em animais uricotélicos, recomenda-se a analise conjunta
do 4cido trico com o equilibrio mineral. O célcio e o fosforo tém seus niveis modulados pelo
paratormonio, calcitonina e forma ativa da vitamina D, mantendo a calcemia da maioria dos
répteis entre 8 e 11 mg/dL, com flutuacdes fisioldgicas mais altas em fémeas (Campbell, 2014).
Cerca de 88% do célcio organico esta depositado na matriz 6ssea e o restante circula na forma
ionizada (Ca™), desempenhando fung¢des vitais (gonzalez; Silva, 2006). O monitoramento do
calcio ¢ indicado em distirbios metabodlicos e neoplasias, sendo que a hipercalcemia se
correlaciona a hipervitaminose D, desidratacdo e nefropatias, enquanto a hipocalcemia esta
associada a erros nutricionais, hiperfosfatemia e hipoalbuminemia (Almosny, 2014; Campbell,
2015). O magnésio, mineral eminentemente intracelular concentrado nos ossos (70%) e tecidos
moles (29%), atua como ativador essencial de mais de 300 enzimas ligadas ao ATP (Gonzélez;
Silva, 2006; Rosol; Capen, 1997).

Por fim, o metabolismo inorganico ¢ complementado pelo ion ferro, que circula
carreado pela transferrina e atua como cofator proteico indispensavel, sendo absorvido no
intestino e reciclado via hemocaterese (Harvey, 2008). A dosagem de ferro auxilia na
caracterizacdo de anemias hipocromicas e microciticas; o aumento nos niveis sé€ricos vincula-
se a hemossiderose, anemias hemoliticas e necrose hepatica aguda, ao passo que o declinio
sérico indica mé absor¢do cronica, perdas de sangue ou restricdo na liberagdo dos estoques
organicos decorrente de processos inflamatérios sistémicos (Almosny, 2014; Stacy, 2011;

Campbell, 2015).
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3 OBJETIVO

3.1

OBJETIVO GERAL

O presente trabalho tem como objetivo estabelecer os perfis basais de bioquimica sérica

e hemogasometria em Phrynops geoffroanus e Phrynops williamsi de vida livre do Parque

Nacional do Iguacu, Brasil

3.2  OBJETIVOS ESPECIFICOS

a)

b)

Determinar e estabelecer os valores de referéncia para os pardmetros bioquimicos
séricos e de gasometria sanguinea em populagdes de vida livre de Phrynops geoffroanus
e Phrynops williamsi no Parque Nacional do Iguacu;

Avaliar a influéncia do tamanho corporal (comprimento e largura da carapaca e plastrao)
e da massa muscular/peso sobre os perfis bioquimicos e gasométricos das duas espécies
amostradas;

Identificar ¢ caracterizar as correlagdes ¢ interacdes existentes entre os diferentes
analitos bioquimicos e os parametros gasométricos analisados para cada espécie;
Comparar os perfis ecoldgico-sanitdrios obtidos entre P. geoffroanus e P. williamsi,
discutindo as variagdes fisioldgicas associadas as particularidades de habitat
(generalista vs. especialista de corredeiras);

Disponibilizar uma linha de base fisiologica inédita que sirva como ferramenta de
diagnostico e subsidio para o monitoramento sanitario, manejo e estratégias de

conservacdo de queldnios dulcicolas na regido do bioma Mata Atlantica.
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4 RESULTADOS

Os resultados da pesquisa estdo de acordo com as autorizagcdes SISBIO n° 98471-1 e
CEUA n° 7664021224 e foram descritos na forma de um artigo cientifico, conforme estabelece
a normatizagdo de trabalhos académicos do Programa de Pds-graduagao em Saude, Bem-estar
e Producao Animal Sustentavel na Fronteira Sul (PPG-SBPAS).

Os dados e discussodes referentes ao perfil bioquimico sérico e gasometria sanguinea
estdo relatados no Artigo I, seguindo as normas pertinentes do periddico “Journal of Zoology”,
disponivel em https://zslpublications.onlinelibrary.wiley.com/hub/journal/14697998/author-

guidelines
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5 ARTIGOI

Serum biochemical and blood gas profiles of two South American freshwater chelonians

Abstract

Freshwater turtles of the genus Phrynops are important ecological indicators in South American river systems.
Comprehensive reference intervals for blood biochemistry and blood gas parameters are essential for health
monitoring, conservation medicine, and interspecific comparisons. Seventy-nine specimens (56 Phrynops
geoffroanus and 23 Phrynops williamsi) were captured in the Iguacu River Basin within Iguagu National Park,
southern Brazil. Blood was collected by dorsal cervical sinus puncture. Twenty serum biochemical analytes were
measured on an automated analyzer using commercial kits, and 11 blood gas parameters were assessed with a
portable field analyzer. Data distribution was evaluated by the Shapiro-Wilk test; associations between analytes
and body size (maximum carapace length, MCL) and inter-analyte correlations were assessed by Spearman's rank
coefficient. Notable interspecific differences were observed in amylase (P. geoffroanus median 1,941 U/L vs. P.
williamsi median 90 U/L), triglycerides (112 vs. 26.5 mg/dL), and hematocrit (16% vs. 20%). Creatine kinase
showed wide variability in both species (medians 1,770 and 3,482 U/L, respectively). Body size correlated
negatively with AST, lactate, and glucose, and positively with albumin, total protein, and ALP. Blood pH ranged
from 7.30 to 7.34, with pCO: values between 42 and 52 mmHg. Inter-analyte correlations supported expected
coupling between bicarbonate and total CO-, and between albumin and total protein. This study provides the first
simultaneous characterization of serum biochemical and blood gas profiles for free-ranging P. geoffroanus and P.
williamsi, revealing interspecific biochemical divergence, allometric effects, and metabolic coupling patterns

relevant to conservation programs.

Keywords: Chelidae; hematobiochemistry; hemogasometry; Iguagu National Park; reptile physiology; reference

intervals; wildlife medicine

Introduction

Freshwater turtles occupy a central position in aquatic ecosystems, acting simultaneously as predators,
scavengers, and prey (Brito et al. 2025). Their longevity, aquatic fidelity, and sensitivity to habitat degradation,
water contamination, and anthropogenic disturbance, have made them effective biological sentinels of ecosystem
integrity and environmental quality (Venancio et al. 2013; da Silva et al. 2024). Characterizing baseline blood
parameters for free-ranging populations is therefore an essential component of conservation medicine and
ecotoxicological monitoring in chelonians (Innis et al. 2014; Adamovicz et al. 2018).

The genus Phrynops (Wagler, 1830) comprises side-necked turtles of the family Chelidae, distributed

across major river drainages of central and southern South America. Phrynops geoffroanus (Schweigger, 1812) is
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most widely distributed member, colonizes environments from urban streams and agricultural channels to
relatively pristine rivers (Souza and Abe 2000; Brites and Rantin 2004; Ferronato et al. 2009) and its persistence
in polluted waterways makes it a valuable model for ecophysiological research in altered landscapes (Silva,
Oliveira & Bonini-Domingos 2011; Venancio et al. 2013).

In contrast, Phrynops williamsi (Rhodin & Mittermeier, 1983) occupies a narrower niche, associated with
lotic systems and fast-flowing rocky streams in the upper Parana and Uruguay Rivers basins, from southern Brazil
to Argentina and Uruguay (Brito et al. 2025). Its restricted habitat and limited range underlie its classification as
Vulnerable on the IUCN Red List, underscores the urgency of baseline physiological data to support conservation
planning (Rhodin et al. 2018).

Previous work on P. geoffroanus has focused mainly on hematological parameters and the influence of
season, origin, and sex on erythrocyte indices (Ferronato et al. 2009; Zago et al. 2010; Pulcherio et al. 2023), with
little attention to body-size effects on biochemical analytes or to blood gas parameters in free-ranging populations
(Venancio et al. 2013). For P. williamsi, no blood biochemical or blood gas reference data have been published to
date.

The present study aimed to (1) establish serum biochemical and blood gas reference profiles for free-
ranging P. geoffroanus and P. williamsi in the Iguagu National Park; (2) investigate the relationship between body
size and selected biochemical analytes; and (3) characterize inter-analyte correlations within each panel. These
data represent the first integrated biochemical and blood gas reference framework for these species, supporting

health-based monitoring of freshwater chelonians.

Material and Methods

The study was authorized by the Brazilian Biodiversity Authorization and Information System (SISBIO),

under permit number 98471-1, and was approved by the Institutional Animal Ethics Committee (CEUA), under

protocol number 7664021224.

Study area and capture

Specimens were captured in the Iguagu River Basin within Iguagu National Park (Parana, Brazil), a

protected area of approximately 185,000 ha of Atlantic Forest and a UNESCO World Heritage Site harboring one
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of the best-preserved remnants of subtropical Atlantic Forest in South America. Captures used funnel traps (80 x
46 x 20 cm) installed along suitable aquatic habitats margins, set in the morning (08:00 h) and checked every 24
h. Upon capture, individuals were physically restrained and placed in cloth bags to minimize handling stress until

sample collection.

Biometric assessment

Standard morphometric measurements were recorded for each individual using a digital caliper, including
maximum carapace length, maximum carapace width, maximum plastron length, and maximum plastron width.
Body mass was measured in grams using a spring scale, and sex was determined by external morphology following
Rueda-Almonacid et al. (2007). Each individual also underwent a directed physical examination of the shell, skin,
ocular and oral mucosae, and oral cavity; animals with open wounds, lesions, or visible skin/shell blemishes and

necrotic areas were excluded, and only individuals judged clinically healthy were sampled.

Blood collection

Blood was collected by puncture of the dorsal cervical venous sinus, following aseptic preparation of the
venipuncture site with povidone-iodine. A heparinized 1 mL syringe equipped with a 21G 1% needle (0.8 x 30
mm) was used for all collections. Sample volume did not exceed 0.8% of body mass (in grams) for any individual,

in accordance with established guidelines for blood sampling in reptiles.

Blood gas analysis

An aliquot of whole blood was dispensed immediately after collection into the Epoc® Blood Gas
Analyzer/NXS (Siemens Healthineers), a portable point-of-care device capable of measuring pH, partial pressures
of oxygen (pO;) and carbon dioxide (pCO,), bicarbonate (cHCO3"), total CO, (TCO»), electrolytes (Na*, K*, Ca*",
CI"), hematocrit (Hct), and blood urea nitrogen (BUN). Analyses were performed within one minute of collection

to minimize pre-analytical variation.

Serum biochemistry
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The remaining blood was centrifuged at 5,000 rpm for five minutes to obtain sérum and biochemical
analyses were performed with commercial kits on an automated analyzer (Wiener lab CM 250®). The 20-analyte
panel included: uric acid, ALT, amylase, AST, calcium, CK, total cholesterol, creatinine, ALP, phosphorus,
glucose, HDL, lactate, lipase, magnesium, total protein, urea, GGT, and triglycerides. Because circulating blood
volume was limited in the smallest individuals by the 0.8% sampling ceiling, the complete panel could not be run
on every specimen; amylase, lipase, and HDL, were most often affected by insufficient serum volume. The number

of animals evaluated per analyte is indicated in Tables 1 and 2.

Statistical analysis

Data were tested for normality using the Shapiro-Wilk test. Variables conforming to normality (p > 0.05)
are presented as mean + standard deviation (SD), whereas non-normally distributed variables are expressed as
median with minimum and maximum values, along with the 25th and 75th percentiles (P25-P75). Spearman's rank
correlation coefficient (p) was used to assess associations between body size (MCL) and each biochemical and
blood gas analyte, and to construct inter-analyte correlation matrices for each species. A significance threshold of
p < 0.05 was adopted throughout. Statistical analyses were performed in Rstudio [Version 2025.05.1+513

(2025.05.1+513)].

Results

A total of 79 individuals were sampled: 56 Phrynops geoffroanus and 24 Phrynops williamsi. In P.
geoffroanus, MCL ranged from 118.58 to 375.32 mm, with a median of 178.68 mm and an interquartile interval
of 153.77 to 242.84 mm. Body mass ranged from 170 to 3,800 g (median 615 g; IQR 381.25-1,250 g). For P.
williamsi, MCL averaged 198.79 + 47.98 mm (P25-P75: 160.89-240.50 mm), and body mass showed a median of
595 g [255-2,440 g] with an interquartile range of 381.25 to 1,290 g, values broadly similar to those of the

conspecific population.

Serum biochemical profile



30

Phrynops geoffroanus (Table 1). Most analytes showed wide individual variation, as reflected in the broad
ranges recorded for CK (187-14,522 U/L), ALP (82-3,261 U/L), lactate (14.7-283.3 mg/dL), and triglycerides (15-
673 mg/dL). Albumin and total protein showed distributions consistent with normality (means 1.59 + 0.28 g/dL
and 3.77 + 0.76 g/dL, respectively).

The strong protein covariation (see below) is expected given albumin’s role as the major plasma protein
fraction in chelonians. Glucose averaged 171.24 + 54.22 mg/dL, and lactate, sensitive to muscular exertion and
anaerobic metabolism, showed a median of 90.3 mg/dL with long the upper tail (maximum 283.3 mg/dL).

Among hepatic enzymes, ALT was markedly lower than AST (medians 9 and 91 U/L), reflecting the
lower tissue specifity of ALT and relatively high AST activity in both hepatic and muscular tissue in reptiles. Lipid
analytes included total cholesterol (median 104 mg/dL), HDL (22 mg/dL), and triglycerides (112 mg/dL), and

amylase activity was high (mean 1,897.6 +442.30 U/L).

Table 1. Serum biochemical profile of Phrynops geoffroanus (n=56).

Median Mean SD Min  Max P25 P75
Uric Acid (mg/dL) 24 2.32 0.71 0.8 4 1.85 2.7
Albumin (g/dL) 1.6 1.59 0.28 0.8 2.3 1.4 1.75
ALT (U/L)* 9% 14.43 15.98 0 89 5.5 17
Amylase (U/L) 1941 1897.6 442.30 855 2552 1694 2142.5
AST (U/L)* 91 101.74 52.66 0 275 67 127.5
Calcium (mg/dL)* 9 8.89 1.19 4.7 11 83 9.47
CK (U/L)* 1770.0 3321.08 391255 187 14522 752 3672.25
Cholesterol (mg/dL)* 104 108.47 42.81 26 238 80.5 127
Creatinine (mg/dL)* 0.17 0.20 0.12 0 0.45 0.11 0.3
ALP (U/L)* 491 584.2 496.05 82 3261 283.5 657.5
Phosphorus (mg/dL) 3.1 3.34 0.92 2 6.9 2.7 3.7
Glucose (mg/dL) 168 171.24 54.22 45 316 134.25 199
HDL (mg/dL)* 22 29.39 20.11 8 89 16.5 37.5
Lactate (mg/dL)* 90.3 97.26 52.11 147 2833 61.1 127.6
Lipase (U/L)* 10 19.25 22.43 6 98 8.75 21.5
Magnesium (mg/dL)* 2 1.95 0.59 0.1 4 1.65 2.2
Total Protein (g/dL) 3.8 3.77 0.76 1.8 53 3.35 4.3
Urea (mg/dL)* 14 19.37 20.12 0 108 7 23.5
GGT (U/L)* 2.71 6.63 10.33 0 56.28 0.09 9.30

Triglycerides (mg/dL)* 112 127.02 105.44 15 673 64 152.5
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Alanine aminotransferase (ALT), amylase, aspartate aminotransferase (AST), calcium (Ca), creatine kinase (CK),
alkaline phosphatase (ALP), high-density lipoprotein (HDL), gamma-glutamy! transferase (GGT). Values marked

with an asterisk (*) indicate non-normal distribution according to Shapiro-Wilk test (p < 0.05).

Prynops williamsi (Table 2). Several analytes differed from the pattern observed in P. geoffroanus.
Amylase was markedly lower (median 90 U/L vs 1,941 U/L, ~20-fold), as were triglycerides (median 26.5 mg/dL
vs 112 mg/dL). CK was higher and even more variable (median 3,482 U/L; range 2-40,089 U/L), and ALP was
also more variable, with a higher mean (1,287.23 + 2,236.15 U/L), driven by high-value outliers. Glucose was
lower (mean 118.77 vs. 171.24 mg/dL) and creatinine higher (mean 0.30 vs 0.20 mg/dL) than in P. geoffronus.

Albumin and total protein were similar between species.

Table 2. Serum biochemical profile of Phrynops williamsi (n=23).

Median Mean SD Min  Max P25 P75
Uric Acid (mg/dL) 2.7 2.94 1.38 0.6 5.7 2 3.5
Albumin (g/dL) 1.8 1.81 0.24 1.4 2.3 1.62 2
ALT (U/L)* 3 13.73 37.57 0 180 2 11.5
Amylase (U/L)* 90 561.69 762.77 17 2251 42 1000
AST (U/L)* 89 100 50.14 42 262 63 123.75
Calcium (mg/dL)* 8 6.18 4.52 0 13.6 0 9.1
CK (U/L)* 3482.0 6243.09 8712.66 2 40089  1014.5  6366.25
Cholesterol (mg/dL) 85.5 87.95 29.49 4 145 73.25 104.75
Creatinine (mg/dL) 0.32 0.30 0.13 0.04 047 0.20 0.41
ALP (U/L)* 437.5 1287.23 2236.15 11 8240 139.5 737.5
Phosphorus (mg/dL)* 3.85 4.14 1.59 2.4 10.3 3.32 4.52
Glucose (mg/dL) 117.5 118.77 26.90 80 191 104.5 132.5
HDL (mg/dL) 34 36.43 10.19 19 53 32 40.5
Lactate (mg/dL) 102 111.11 45.54 36.6 1983 76.75 155.17
Lipase (U/L)* 9 17.54 15.72 5 53 8 22
Magnesium (mg/dL)* 1.9 1.50 1.04 0.1 3 0.2 2.3
Total Protein (g/dL)* 3.75 3.68 0.97 0.2 5.2 34 4.17
Urea (mg/dL)* 19.5 21.95 11.08 7 48 15 26.75
GGT (U/L) 5.29 5.76 4.06 0 16.88 4.17 7.2

Triglycerides (mg/dL)* 26.5 30.41 14.72 14 66 20.75 32.25
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Alanine aminotransferase (ALT), amylase, aspartate aminotransferase (AST), calcium (Ca), creatine kinase (CK),
alkaline phosphatase (ALP), high-density lipoprotein (HDL), gamma-glutamy! transferase (GGT). Values marked

with an asterisk (*) indicate non-normal distribution according to Shapiro-Wilk test (p < 0.05).

Correlations between body size and biochemical analytes

In P. geoffroanus, MCL correlated negatively with uric acid (p = -0.377; p = 0.006), AST (p =-0.505; p
< 0.001), lactate (p = -0.459; p = 0.001), and glucose (p = -0.426; p = 0.002), and positively with albumin (p =
0.420; p=0.002), total protein (p = 0.449; p =0.001), and ALP (p = 0.345; p = 0.014); remaining analytes showed
no significant association (p > 0.05) (Fig. 1).

In P. williamsi, a broader set of analytes correlated with body size: negatively for uric acid (p =-0.579; p
=0.006), ALT (p =-0.665; p =0.001), AST (p =-0.654; p = 0.001), phosphorus (p =-0.657; p = 0.001), lipase (p
=-0.668; p = 0.013), HDL (p =-0.731; p = 0.005), and GGT (p =-0.753; p < 0.001). and positively for calcium
(p=0.631; p=10.002) and ALP (p = 0.566; p = 0.008); remaining analytes showed no significant correlation (p >

0.05) (Fig. 2).

Inter-analyte correlation matrices (serum biochemistry)

In P. geoffroanus, the strongest correlation observed was between albumin and total protein (p = 0.88),
consistent with the dominant contribution of albumin to total circulating protein. Among hepatic and muscular
enzymes, ALT and AST showed moderate positive correlation (p = 0.38), and AST correlated more strongly with
CK (p = 0.64), suggesting substantial muscular contribution to circulating AST activity. Uric acid co-varied
positively with both calcium (p = 0.52) and AST (p = 0.42). Among mineral electrolytes, calcium correlated with
lactate (p = 0.48) and magnesium with lactate (p = 0.34). A strong positive correlation was found between total
cholesterol and HDL (p = 0.80). Amylase co-varied with total protein (p = 0.64) and AST (p = 0.45) (Fig. 3).

In P. williamsi, the albumin-total protein correlation was even stronger (p =0.93). Albumin also correlated
with total cholesterol (p = 0.70) and triglycerides (p = 0.63). Among hepatic enzymes, ALT and AST were
positively correlated (p = 0.73), and both were associated with uric acid (ALT: p = 0.66; AST: p = 0.77) and
phosphorus (ALT: p =0.67; AST: p =0.75). AST also correlated with CK (p = 0.61). Uric acid showed positive

associations with ALT, AST, CK (p=0.61), phosphorus (p =0.69), HDL (p =0.70), and GGT (p = 0.70). Calcium
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and magnesium were strongly correlated (p = 0.76), and both were associated with ALP (calcium: p = 0.73) and
amylase (magnesium: p = 0.84). ALP and amylase showed the strongest positive correlation in this matrix (p =
0.86). Notable negative correlations included HDL with calcium (p = -0.62) and HDL with magnesium (p = -0.68)

(Fig. 4).

Blood gas profile

Phrynops geoffroanus (Table 3). Blood pH ranged from 7.001 to 7.51, with a median of 7.313 (mean 7.30
+ 0.11), indicating a slightly acidotic tendency relative to standard mammalian values and consistent with the
expected range for aquatic chelonians. pCO, showed a median of 49.8 mmHg (mean 51.84 + 13.64 mmHg), while
pO> had a median of 61.8 mmHg (mean 61.93 + 13.12 mmHg). Bicarbonate and total CO, were closely aligned,
with medians of 25.1 and 24.9 mmol/L, respectively. Hematocrit averaged 15.47 + 3.21% (range 10-24%). Sodium
showed a median of 138 mmol/L, potassium a mean of 3.83 + 0.45 mmol/L, ionized calcium 6.20 + 0.54 mmol/L,

and chloride 97.98 = 4.21 mmol/L. BUN ranged widely from 3 to 44 mg/dL (median 6 mg/dL).

Table 3. Blood gas and electrolyte profile of Phrynops geoffroanus (n = 45).

Median Mean SD Min Max P25 P75
pH 7.313 7.30 0.11 7.001 7.51 7.236 7.371
pCO: (mmHg)* 49.8 51.84 13.64 322 79.4 40.4 64.1
pO: (mmHg)* 61.8 61.93 13.12 40.2 86.8 49.5 71.4
cHCOs™ (mmol/L) 25.1 24.92 4.77 15.9 33.5 214 29
TCO: (mmol/L) 24.9 137.89 3.42 130 143 136 140
Na* (mmol/L)* 138 3.83 0.45 3 5 3.6 4
K* (mmol/L) 3.8 6.20 0.54 4.9 7.8 5.8 6.6
Ca?" (mmol/L) 6.2 97.98 4.21 90 109 95 102
Cl” (mmol/L) 98 25.06 5.06 15.4 34.5 21.2 29.4
Hct (%) 16 15.47 3.21 10 24 13 17
BUN (mg/dL)* 6 7.81 7.59 3 44 3 9

pCOy, partial pressure of carbon dioxide; pO-, partial pressure of oxygen; cHCOs~, bicarbonate; TCO-, total CO2;
Hct, hematocrit; BUN, blood urea nitrogen. Asterisks (*) indicate non-normal distribution (Shapiro-Wilk, p <

0.05).
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Phrynops williamsi (Table 4). Blood pH in this species was slightly higher than in P. geoffroanus, with a
median of 7.355 (mean 7.34 £ 0.11). pCO; was lower (median 44.1 mmHg; mean 42.43 + 12.48 mmHg), and pO,
was notably higher (mean 78.17 £ 11.84 mmHg; range 47.4-95.3 mmHg). Bicarbonate and total CO, averaged
22.37 £ 4.54 and 22.34 + 4.84 mmol/L, respectively, somewhat lower than in P. geoffroanus. Hematocrit was
higher (mean 20.10 +2.71%; range 16-27%). Sodium, potassium, and chloride were comparable between species,
while ionized calcium showed a lower median in P. williamsi (5.5 vs 6.2 mmol/L). BUN ranged from 3 to 24

mg/dL (median 6 mg/dL).

Table 4. Blood gas and electrolyte profile of Phrynops williamsi (n = 21).

Median Mean SD Min Max P25 P75
pH 7.355 7.34 0.11 7.124 7.50 7.287 7.419
pCO: (mmHg)* 44.1 42.43 12.48 25.5 81.2 31.1 49
pO:2 (mmHg) 79.6 78.17 11.84 47.4 95.3 72 85.4
cHCOs5™ (mmol/L) 22.1 22.37 4.54 14.5 30.8 19.5 24.2
TCO: (mmol/L) 139 139.86 4.45 132 151 137 142
Na* (mmol/L) 3.65 3.68 0.37 3.1 4.3 3.375 3.925
K* (mmol/L) 5.5 5.48 1.08 2 7.8 5.1 6.1
Ca?* (mmol/L)* 99 99.24 4.13 93 112 97 101
Cl” (mmol/L)* 22 22.34 4.84 14.4 30.9 19.1 24.4
Hcet (%) 20 20.10 2.71 16 27 18.5 22
BUN (mg/dL)* 6 8.11 5.12 3 24 5.5 8.5

pCOs., partial pressure of carbon dioxide; pO:, partial pressure of oxygen; cHCOs, bicarbonate; TCOz, total COz;
Hct, hematocrit; BUN, blood urea nitrogen. Asterisks (*) indicate non-normal distribution (Shapiro-Wilk, p <

0.05).

Inter-analyte correlation matrices (blood gas parameters)

In P. geoffroanus, the expected inverse relationship between pH and pCO, was confirmed (p = -0.70),
and pH was also negatively associated with pO» (p =-0.33). pCO, showed positive correlations with cHCO3™ (p =
0.40) and TCO; (p = 0.44). The correlation between cHCO3~ and TCO» was near-perfect (p = 0.97), as expected
from their shared dependence on the bicarbonate buffer system. pO, correlated negatively with cHCO3™ (p =-0.41)
and TCO; (p = -0.37). Among electrolytes, sodium and chloride co-varied positively (p = 0.56). Potassium

correlated positively with pOz (p = 0.32) and negatively with cHCO;™ (p = -0.36) (Fig. 5).
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In P. williamsi, the pH-pCO; inverse correlation was also present (p = -0.60). pCO; correlated positively
with cHCO;™ (p=0.58) and TCO: (p = 0.63), and the cHCO3 -TCO; correlation was again near-perfect (p = 0.99).
Sodium correlated with both chloride (p = 0.63) and pCO; (p = 0.48). Potassium showed negative correlations

with pH (p = -0.48) and cHCO3™ (p =-0.41). BUN correlated positively with chloride (p = 0.39) (Fig. 6).

Exploratory stratification by venous pO:

No direct behavioral record of respiratory state (surfaced/ventilating vs. Submerged/apneic) was available
at capture. As an exploratory, descriptive approach rather than a validated physiological classification, animals
with complete blood gas data were stratified post hoc around the species-specific median venous pO,. In P.
geoffroanus (n=45), the lower-pO, subgroup (median 49.0 mmHg, n=22) and the higher-pO, subgroup (median
71.4 mmHg, n=23) did not differ significantly in pCO> (52.3 vs. 45.5 mmHg; p=0.72) or pH (7.33 vs. 7.29;
p=0.14), but the lower-pO, subgroup showed significantly higher cHCO3~ (27.7 vs. 23.5 mmol/L; p=0.024) and
TCO; (27.2 vs. 22.8 mmol/L; p=0.030), while ionized calcium was higher in the higher-pO, subgroup (6.40 vs.
5.95 mmol/L; p=0.015). Venous pO: also correlated positively with lactate (p=0.51; p<0.001) and glucose (p=0.41;
p=0.009), and negatively with MCL (p=-0.30; p=0.044). In P. williamsi (n=21), no significant differences were

detected between pO, subgroups for any variable, likely reflecting the smaller sample.

Discussion

Serum biochemistry: inter-species comparisons and baseline characterization

The biochemical profiles reported here represent the most comprehensive baseline data available for free-
ranging populations of both species. Differences between P. geoffroanus and P. williamsi were apparent for several
analytes, with some of the most striking contrasts involving amylase, triglycerides, and hematocrit. In P.
geoffroanus, amylase activity (median 1,941 U/L) was roughly 20-fold higher than in P. williamsi (median 90
U/L).

Although amylase reference data for freshwater chelonians are scarce, this magnitude of difference
exceeds what analytical variability could explain P. geoffroanus is a generalist omnivore tolerant of diverse food

sources, including organic matter from polluted environments (Ferronato et al. 2009; Ribeiro, Utta & Barreto
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2017), whereas P. williamsi occupies more restricted lotic habitats with a narrower, more carnivore dietary niche
(Brito et al. 2025). Greater dietary diversity may drive higher pancreatic amylase secretion in P. geoffroanus,
though untested. Amylase is also modulated by reproductive state, being elevated during nesting in hawksbill
turtles (Ehsanpour et al. 2015).

Triglyceride concentrations were also markedly lower in P. williamsi (median 26.5 vs 112 mg/dL).
Plasma triglycerides in chelonians are sensitive to reproductive status and nutritional condition: in female green
turtles, triglycerides peak during vitellogenesis and courtship and decline after the last clutch (Hamann, Limpus &
Whittier 2002). The higher values in P. geoffroanus may reflect a more eclectic diet, lipid-rich diet, a higher
proportion of reproductive females, or a more anabolic nutritional state at the time of capture, whereas the lower
triglycerides in P. williamsi could indicate lower caloric intake or greater energy expenditure in its rheophilic
(Price 2017). which reviewed lipid physiology across reptiles and emphasized the sensitivity of triglycerides to
nutritional and reproductive status.

Glucose concentrations were higher in P. geoffroanus (mean 171.24 vs 118.77 mg/dL), despite this
species appearing less behaviorally reactive during restraint than P. williamsi, which also showed higher and more
variable CK and lactate, both more consistent with greater capture-related muscular exertion. This pattern argues
against differential catecholamine-driven stress hyperglycemia as the main driver of the interspecies glucose
difference and instead points to a metabolic or dietary basis: baseline glycemia in reptiles is shaped by diet and
digestive physiology (Neuman-Lee et al. 2019), and the more generalist, carbohydrate-inclusive diet of P.
geoffroanus, already reflected in its markedly higher amylase activity, may sustain higher baseline circulating
glucose than the more strictly carnivorous P. williamsi.

CK values were elevated and highly variable in both species, with P. williamsi showing even wider
dispersion (range 2-40,089 U/L), typical wild-caught reptiles. Arguedas (2024), reviewing CK/AST data from 17
wild reptile studies, concluded that such variation in inherent to free-ranging populations, reflecting muscle
exertion during capture and restraint: struggling induces intense isometric contraction, transiently releasing CK
and AST into circulation. This variability means that isolated elevated CK or AST should not be read as myopathy
or hepatic pathology without supporting clinical signs (Adamovicz et al. 2018; Arguedas 2024).

The AST-CK correlation (p = 0.64 in P. geoffroanus; p=0.61 in P. williamsi) supports a shared muscular
origin for both enzymes. Studies of tissue enzyme activities in eastern box turtles (7errapene carolina carolina)
demonstrated that CK activity is highest in skeletal and cardiac muscle, while AST is relatively non-specific across

tissues including muscle, liver, and gastrointestinal tract (Adamovicz et al., 2019). Parallel co-elevation of these
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enzymes after restraint is thus most parsimoniously explained by muscle-derived release rather than concurrent
hepatic injury, particularly in the absence of other signs of liver dysfunction. (Divers and Stahl 2019).

Lactate values were high and variable in both species (P. geoffroanus median 90.3 mg/dL; P. williamsi
median 102 mg/dL). Reptiles have limited aerobic scope relative to endotherms, and brief muscular activity during
capture readily induce anaerobic metabolism and lactate accumulation (Bennett 1978; Warren and Jackson 2008).
This response has been documented in chelonians: plasma lactate rose rapidly in gopher tortoises after trap capture,
preceding glucocorticoid elevation (Goessling and Mendonga 2021). Lactate in turtles captured by funnel traps

and immediately restrained therefore reflects capture exertion rather than chronic metabolic disturbance.

Allometric effects of body size on biochemical analytes

Understanding how biochemical parameters vary with body size is particularly important in chelonians,
whose prolonged ontogeny results in marked variation in age, metabolic rate, reproductive status, and dietary
ecology among individuals within the same population. Allometric relationships between body size and blood
analytes have been described in numerous reptilian taxa, including freshwater and marine turtles, where enzymes,
proteins, and metabolites shift systematically during growth (Bolten and Bjorndal 1992; Deem et al. 2006; Stacy,
Alleman & Sayler 2011). Failure to account for ontogenetic variation may therefore broaden reference intervals
artificially and obscure biologically meaningful patterns.

The negative correlations between MCL and tissue enzymes (AST, ALT in P. williamsi; AST in both
species), metabolites (lactate, glucose, uric acid), and enzymatic markers (GGT, lipase, phosphorus in P. williamsi)
are consistent with allometric scaling of metabolic rate. Ultsch (2013) confirmed that mass-specific metabolic rate
decreases with body mass; larger turtles generate less metabolic heat and accumulate less lactate during equivalent
exertion than smaller conspecifics (Bennett 1978; Ultsch 2013), matching pattern here, where smaller,
metabolically active individuals showed the highest exertion-sensitive values.

The positive correlations between MCL and albumin, total protein, and ALP have a different basis. In sea
turtles, positive relationships between carapace length and total protein, albumin, and globulin fractions have been
attributed to growing liver mass and hepatic synthetic capacity during somatic growth, and dietary shifts toward
protein-rich prey at larger sizes (Anderson et al. 2011; Stacy et al. 2018; Kucinick et al. 2024). Albumin is the

principal plasma protein in chelonians (Osborne et al. 2010), and its increase with size likely reflects greater hepatic
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capacity in larger, more replete individuals, also reported in juvenile loggerhead from Madeira (Delgado et al.
2011).

ALP activity increasing with body size is consistent with bone remodeling: ALP is produced by
osteoblasts, and its activity reflects bone formation and mineralization (Sharma et al. 2014). Although most shell
growth occurs early in ontogeny, continuous remodeling persists throughout life, and larger animals, with greater
shell surface and bone mass, may sustain higher osteoblast turnover (Divers and Stahl 2019). The positive ALP-
size relationship likely reflects ontogenetic skeletal activity rather than pathological.

The broader set of size-dependent analytes in P. williamsi (ALT, phosphorus, HDL, GGT, lipase, calcium,
ALP) may reflect a wider range of ontogenetic stages in its smaller sample, amplifying size-related variance, or a
stronger selection for size-dependent resource allocation in its energetically demanding lotic habitat (Rhodin et al.
2018; Brito et al. 2025). The positive size-calcium correlation is notable, since calcium is critical for muscle
contraction, neural signaling, and shell mineralization, and its size-dependent dynamics in freshwater chelonians

remain unexplored.

Inter-analyte correlations within biochemical panels

The albumin-total protein correlation was the strongest in both species (P. geoffroanus: p = 0.88; P.
williamsi: p = 0.93). This is physiologically expected: albumin is the dominant plasma protein in chelonians, and
its synthesis-driven variation will inevitably drive parallel changes in total protein. Osborne et al. (2010)
demonstrated this relationship in loggerhead and green sea turtles, where albumin and total protein were tightly
coupled across both healthy and ill individuals, reinforcing its conservation across chelonian taxa.

The cholesterol-HDL correlation in P. geoffroanus (p = 0.80) reflects HDL as the dominant circulating
lipoprotein in many reptile; VLDL and LDL represent smaller fractions of total cholesterol; in nesting sea turtles,
cholesterol and triglycerides rise together during vitellogenesis (Hamann et al. 2002; Kucinick et al. 2024). The
weaker relationship in P. williamsi may reflect lower absolute lipid concentrations or genuine differences in
lipoprotein composition.

In P. williamsi, uric acid co-varied with ALT, AST, CK, phosphorus, HDL, and GGT. Uric acid is the
principal nitrogenous waste product in uricotelic reptiles, generated in the liver through xanthine oxidase-mediated
oxidation of purines from nucleic acid turnover and dietary protein catabolism (Moyle 1949; Halan et al. 2022).

Its association with hepatic enzymes may reflect shared dependence on hepatic activity, since higher protein
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turnover generates more purine substrate. The CK and phosphorus association may similarly reflect higher
muscular activity or tissue breakdown in smaller, more metabolically active individuals. These correlations
deserve follow-up in larger, seasonally stratified datasets.

The ALP-amylase correlation in P. williamsi (p = 0.86) lacks an obvious mechanistic explanation. Both
enzymes associated positively with calcium and magnesium, cofactors for multiple enzyme families, suggesting
shared dependence on divalent cation availability. Alternatively, a subset of animals in a specific state, such as
peak growth or post-prandial anabolism, may have upregulated both ALP (osteoblast activity) and amylase (active
digestion). Given the small P. williamsi sample, outliers could disproportionately influence this correlation, and it

should be interpreted cautiously.

Blood gas parameters and acid-base physiology

Blood pH in both species (medians of 7.313 and 7.355 for P. geoffroanus and P. williamsi) falls within
the expected range for aquatic chelonians sampled in the field. The slightly acidic values relative to mammalian
norms reflect handling-induced lactate accumulation, CO; retention during apnea, and the temperature-dependence
of blood pH in ectotherms. In reptiles, blood pH decreases by approximately 0.013-0.016 pH units per degree
Celsius increase in body temperature, a relationship first described systematically by Reeves (1972) under the
alphastat hypothesis and subsequently quantified in multiple chelonian species (Reeves 1972; Wang and Jackson
2016). Since body temperature at the time of sampling was not standardized across individuals, some of the inter-
individual pH variation in both species likely reflects differences in body temperature rather than intrinsic acid-
base disturbance.

The lower pCO; and higher pO, observed in P. williamsi (pCO, mean 42.43 vs 51.84 mmHg; pO, mean
78.17 vs 61.93 mmHg) may reflect differences in the respiratory physiology of turtles inhabiting distinct aquatic
environments. P. williamsi occupies lotic habitats with higher dissolved oxygen and lower dissolved CO; than the
lentic or low-velocity water used by P. geoffroanus, and chronic exposure to well-oxygenated water may shift the
habitual pCOs set point through differences in ventilatory drive or cutaneous gas exchange. Blood gas parameters
in free-ranging chelonians are also known to be strongly influenced by activity level, PCV, and season, with more
active animals showing lower pH and pO; and higher pCO, and lactate (Adamovicz et al. 2018). The higher pO,

in P. williamsi may therefore reflect better habitual oxygenation, more active surface ventilation during capture,
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or both, consistent with this species' greater behavioral reactivity during restraint, also reflected in its higher CK
and lactate values.

The higher hematocrit in P. williamsi (mean 20.10 vs 15.47%) is consistent with greater oxygen-carrying
capacity. In air-breathing aquatic vertebrates, increased erythrocyte mass is one of the principal mechanisms for
extending aerobic dive duration by enlarging blood oxygen stores (Lutz and Dunbar-cooper 1987). Whether the
higher hematocrit in P. williamsi reflects a species-level adaptation to the more energetically demanding rheophilic
lifestyle or simply inter-individual variation in nutritional state and activity level at the time of sampling cannot
be determined from the current cross-sectional dataset, but this difference is physiologically plausible given the
species' ecology.

The absence of a significant pCO, or pH difference between the lower- and higher-pO, subgroups of P.
geoffroanus argues against a simple model in which pO» depression was driven mainly by ventilatory apnea with
proportional CO; retention. This is consistent with continuous arterial PO, recordings in undisturbed freshwater
turtles, which show that blood O, tension is not tightly coupled to ventilation because of the incomplete anatomical
separation between pulmonary and systemic circulations in the chelonian heart; intracardiac right-to-left shunting,
which increases during apnea, diverts deoxygenated blood into the systemic circulation without a corresponding
rise in PCO, (Williams and Hicks 2016). Cardiac shunting, rather than ventilatory frequency alone, may therefore
account for much of the individual variability in pO, observed here, independently of whether an animal was
breathing or submerged at capture.

Instead of a respiratory acidosis pattern, the lower-pO, subgroup showed higher bicarbonate and total
CO, without a corresponding fall in pH, compatible with the high plasma buffering capacity long described in
freshwater chelonians, which allows CO; and bicarbonate to shift over a wide range while pH is defended (Belkin
1968), and with the general reliance of intermittently breathing reptiles on bicarbonate buffering, rather than
moment-to-moment ventilatory adjustment, to stabilize acid-base status between breaths (Burggren and Shelton
1979).

The positive correlation between venous pO, and both lactate and glucose is compatible with the capture-
stress interpretation discussed above: animals that struggled more vigorously likely combined a stronger
catecholamine-driven glycolytic response with more active surface ventilation, elevating pO», lactate, and glucose
together, whereas calmer or more recently submerged individuals showed lower values across all three. The
negative correlation between pO> and MCL is likewise consistent with allometric scaling of metabolic rate: larger

individuals, with lower mass-specific demands and greater tolerance of extended apnea (Ultsch 2013), may sustain



41

longer voluntary submergence before a comparable drop in oxygenation. These associations remain descriptive
and hypothesis-generating rather than direct evidence of apnea, since respiratory state was not recorded
independently of the blood gas values themselves; confirming this would require paired behavioral observation in
future studies.

The near-perfect correlation between cHCO3;~ and TCO; in both species (p = 0.97 and 0.99) is analytically
expected, since TCO; is the sum of dissolved CO,, carbamino compounds, and HCOs, the last accounting for over
90% under physiological conditions. The strong negative pH-pCO, correlation (p = -0.70 and -0.60) directly
reflects the Henderson-Hasselbalch relationship and confirms active respiratory modulation of acid-base balance,
consistent with blood gas data reported for other chelonians under field conditions (Innis et al. 2014; Adamovicz
et al. 2018).

The positive Na"-Cl- correlations in both species (p = 0.56 and 0.63) reflect the electrochemical coupling
of these major extracellular ions, maintained by active renal and epithelial transport. The negative potassium-
bicarbonate relationship (p =-0.36 and -0.41) reflects a classical trans-membrane exchange: in metabolic alkalosis,
extracellular K* shifts intracellularly in exchange for H', reducing plasma K* as HCOs™ rises, a well established
reciprocal relationship whose detection here supports the internal consistency of the dataset.

The overall stability of Na+ and Cl— in both species is also consistent with the broader role of the
chelonian urinary and cloacal bladders in extracellular electrolyte and water homeostasis, which buffer plasma ion

concentrations against short-term fluctuations in hydration and intake (Jorgensen 1998).

Methodological considerations and limitations

Methodological considerations affect interpretation. Blood was collected by venous puncture, rather than
arterial blood; venous pO; is lower and more directly reflects tissue oxygen extraction, so comparisons with arterial
data should be made cautiously. Capture-to-sampling time and ambient temperature were not standardized across
and could have added variability to lactate, glucose, CK, and blood gas parameters. Sample sizes, particularly for
P. williamsi (n=24), suffice description and Spearman correlations but may limit power for smaller associations
or narrow-confidence reference intervals. Larger, seasonally, stratified samples would strengthen this framework.
Finally, the Iguacu National Park is relatively well-preserved, these profiles may differ from degraded or urban

habitats populations.
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Conclusions

This study provides the first simultaneous characterization of serum biochemical and blood gas
parameters for free-ranging P. geoffroanus and P. williamsi from Iguagu National Park. Both species showed wide
intra-species variability in capture-sensitive analytes, particularly CK, AST, and lactate, reinforcing the need to
interpret these markers within the pre-analytical context of field capture and restraint.

The two species differed notably in amylase activity, triglyceride and glucose concentrations, hematocrit,
and pO,, differences that likely reflect genuine dietary, metabolic, and ecological divergence rather than
methodological artifacts. Body size was a consistent predictor of several analytes in both species, with allometric
scaling of mass-specific metabolic rate best explaining the negative correlations between MCL and metabolically
labile enzymes and metabolites, and hepatic growth accounting for the positive correlations with plasma proteins
and ALP.

Blood gas data confirm functional acid-base homeostasis in both species under field conditions.
Differences in pO, and hematocrit suggest that P. williamsi may sustain greater oxygen-carrying capacity,
potentially related to the energetic demands of its rheophilic ecology. The reference intervals and correlational
patterns documented here provide a practical foundation for veterinary health assessments of captive and wild

Phrynops and support evidence-based conservation programs for these South American chelonians.
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Fig. 1 Spearman correlations between serum biochemical analytes and body size (MCL) in Phrynops geoffroanus.
Scatter plots show the nine analytes with statistically significant correlations (p < 0.05). Lines represent fitted

regression curves with 95% confidence bands (p and p values are shown for each panel).

Fig. 2 Spearman correlations between serum biochemical analytes and body size (MCL) in Phrynops williamsi.
Scatter plots show the nine analytes with statistically significant correlations (p < 0.05). Lines represent fitted

regression curves with 95% confidence bands (p and p values are shown for each panel).

Fig. 3 Spearman correlation matrix of serum biochemical parameters in Phrynops geoffroanus.
Color scale ranges from -1 (blue; strong negative correlation) to +1 (red; strong positive correlation); color
intensity is proportional to the magnitude of the coefficient. Only statistically significant correlations (p < 0.05)

are shown.

Fig. 4 Spearman correlation matrix of serum biochemical parameters in Phrynops williamsi.
Color scale ranges from -1 (blue; strong negative correlation) to +1 (red; strong positive correlation); color
intensity is proportional to the magnitude of the coefficient. Only statistically significant correlations (p < 0.05)

are shown.

Fig. 5 Spearman correlation matrix of blood gas and electrolyte parameters in Phrynops geoffroanus.
Color scale ranges from -1 (blue; strong negative correlation) to +1 (red; strong positive correlation); color
intensity is proportional to the magnitude of the coefficient. Only statistically significant correlations (p < 0.05)

are shown.

Fig. 6 Spearman correlation matrix of blood gas and electrolyte parameters in Phrynops williamsi.
Color scale ranges from -1 (blue; strong negative correlation) to +1 (red; strong positive correlation); color
intensity is proportional to the magnitude of the coefficient. Only statistically significant correlations (p < 0.05)

are shown.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

A intensa deterioragdo antrdpica observada na bacia do Rio Iguagu, em contraste com a
integridade ecoldgica resguardada pelo Parque Nacional do Iguagu, consolida este cenario
como um modelo ideal para estudos de ecotoxicologia e conservagao. Diante do declinio global
das populagdes de répteis, o uso de quelonios dulcicolas como bioindicadores mostra-se uma
estratégia robusta, dada a sua capacidade de refletir bioacumulagdo e estresse ambiental a longo
prazo.

Ao propor o estabelecimento de perfis bioquimicos e gasométricos para Phrynops
geoffroanus € Phrynops williamsi, este estudo preenche uma lacuna critica na literatura sobre a
herpetofauna da Mata Atlantica. A comparacao entre uma espécie generalista e uma especialista
de corredeiras, esta Ultima globalmente ameagada, permitird compreender ndo apenas as
respostas fisiologicas individuais, mas também o nivel de resiliéncia e vulnerabilidade desses
animais frente as pressoes exogenas. Em ultima andlise, a determinagdo desta linha de base
inédita fornecerd uma ferramenta diagndstica essencial, subsidiando 6rgios de gestao ambiental

na elaborac¢do de estratégias de manejo e conservagdo baseadas em evidéncias fisiologicas.
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ANEXO A - AUTORIZACAO PARA ATIVIDADES COM FINALIDADE
CIENTIFICA

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

Sistema de Autorizacao e Informacdo em Biodiversidade - SISBIO

Autorizacdo para atividades com finalidade cientifica

Numero: 98471-1 | Data da Emisséo: 14/04/2025 18:46:35 Validade™: 14/04/2026

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

Dados do titular

MNome: Patrick Luiz Bola Gonsales | CPF: 097.644.419-47

Titulo do Projeto: SAUDE UNICA: SANIDADE DAS POPULAGOES DE PHRYNOPS GEOFFROANUS E PHRYNOPS WILLIAMSI NO RIO
FLORIANO EM COMPARAGAO AS POPULAGOES EXPOSTAS A IMPACTOS ANTROPICOS NO RIO IGUAGU, PARQUE NACIONAL
DO IGUAGU.

Nome da Instituigdo: UNIVERSIDADE FEDERAL DA FRONTEIRA SUL - UFFS | CNPJ: 11.234 780/0001-50

Registro de coleta imprevista de material biologico

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

Taxon* Qtde. Tipo de Amostra Qtde. Data

* Identificar o espécime do nivel taxondmico possivel.

Este documento foi expedido com base na Instrugdo Normativa n° Portaria ICMBio n° 748/2022. Através do codigo de autenticagdo
abaixo, qualquer cidaddo podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na Internet
(www.icmbio_gov.br/sisbio).

Cadigo de autenticagédo: 0984710120250414 Pagina 6/6
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Ministério do Meio Ambiente - MMA

Instituto Chico Mendes de Conservagéo da Biodiversidade - ICMBio
Icmio’. Sistema de Autorizagéo e Informagédo em Biodiversidade - SISBIO
MMA

Autorizagdo para atividades com finalidade cientifica

Numero: 98471-1 | Data da Emisséo: 14/04/2025 18:46:35 Validade*: 14/04/2026

De acordo com o art. 31 da Portaria ICMBio n°® 748/2022, esta autorizacdo possui vigéncia equivalente ao previsto no cronograma
de atividades do projeto e validade de um ano, devendo ser revalidada anualmente, através da apresentagdo do relatério anual de
atividades, no prazo de até 30 dias ap6s o aniversario de sua emisséo.

Dados do titular

MNome: Patrick Luiz Bola Gonsales | CPF: 097.644.419-47

Titulo do Projeto: SAUDE UMICA: SANIDADE DAS POPULAGOES DE PHRYNOPS GEOFFROANUS E PHRYNOPS WILLIAMSI NO RIO
FLORIANO EM COMPARAGAO AS POPULAGOES EXPOSTAS A IMPACTOS ANTROPICOS NO RIO IGUAGU, PARQUE NACIONAL
DO IGUACU.

Nome da Instituigdo: UNIVERSIDADE FEDERAL DA FRONTEIRA SUL - UFFS | CNPJ: 11.234 780/0001-50

Cronograma de atividades

# | Descrigdo da atividade Inicio (més/ano) Fim (més/ano)

1 | Delineamento do estudo, reconhecimento de campo, coleta de dados, anélise de 03/2025 03/2030
dados e redacéo.

Equipe

# | Nome Fungéo CPF Nacionalidade

1 | Paulo Henrique Braz Pesquisador 022.712.201-14 Brasileira

2 | Rafael Martins Valadao Pesquisador 050.946.066-62 Brasileira

3 | ADEMAR FRANCISCO FAGUNDES Pesquisador 083.244.219-47 Brasileira
MEZNEROVVICZ

4 | Carlos Eduardo Vargas Grou Pesquisador 083.603.199-79 Brasileira

Este documento foi expedido com base na Instrugdo Normativa n° Portaria ICMBio n° 748/2022. Através do codigo de autenticagdo
abaixo, qualquer cidaddo podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na Internet
(www.icmbio_gov.br/sisbio).

Cadigo de autenticagéo: 0984710120250414 Pégina 1/6
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Ministério do Meio Ambiente - MMA

: Instituto Chico Mendes de Conservagéo da Biodiversidade - ICMBio
Icmio’. Sistema de Autorizagéo e Informagédo em Biodiversidade - SISBIO
MMA

Autorizagdo para atividades com finalidade cientifica

Numero: 98471-1 | Data da Emisséo: 14/04/2025 18:46:35 Validade*: 14/04/2026

De acordo com o art. 31 da Portaria ICMBio n°® 748/2022, esta autorizacdo possui vigéncia equivalente ao previsto no cronograma
de atividades do projeto e validade de um ano, devendo ser revalidada anualmente, através da apresentagdo do relatério anual de
atividades, no prazo de até 30 dias ap6s o aniversario de sua emisséo.

Dados do titular

MNome: Patrick Luiz Bola Gonsales | CPF: 097.644.419-47

Titulo do Projeto: SAUDE UMICA: SANIDADE DAS POPULAGOES DE PHRYNOPS GEOFFROANUS E PHRYNOPS WILLIAMSI NO RIO
FLORIANO EM COMPARAGAO AS POPULAGOES EXPOSTAS A IMPACTOS ANTROPICOS NO RIO IGUAGU, PARQUE NACIONAL
DO IGUACU.

Nome da Instituigdo: UNIVERSIDADE FEDERAL DA FRONTEIRA SUL - UFFS | CNPJ: 11.234 780/0001-50

Observagoes e ressalvas

1 A autorizagio ndo eximira o pesquisador da necessidade de obter outras anuéncias, como: |) do proprietario, arrendatario, posseiro ou merador quando as atividades forem realizadas

em drea de dominic privado ou dentro dos limites de unidade de conservagio federal cujo processo de regularizagio fundiaria encontra-se em curso; Il) da comunidade indigena

envolvida, ouvido o érgdo indigenista oficial, quando as atividades de pesquisa forem executadas em terra indigena; |ll) do Conselho de Defesa Nacional, quando as atividades de pesquisa
forem executadas em area indispensavel a seguranga nacional; V) da autoridade maritima, quando as atividades de pesquisa forem executadas em aguas jurisdicionais brasileiras; V) do
Departamento MNacional da Produggo Mineral, quando a pesquisa visar a exploraco de depdsitos fossiliferos ou a extragéo de espécimes fosseis; VI) do 6rgdo gestor da

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

2 Todos os membros da equipe de pesquisa devem estar cientes das recomendagbes e boas praticas a serem seguidas neste momento de emergéncia zoossanitaria no Brasil devido 3

gripe aviaria. Informe-se na pagina do CEMAVE na Internet: hitpsJ/fwww gov_brficmbio/pt-br/assuntos/centros-de-p isa/cemave/d {grips iafgripe-aviaria-1.

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

4 Esta autorizagiio NAQ exime o pesquisador litular e os membros de sua equipe da necessidade de atender as exigéncias e obler as autorizagdes previstas em outros instrumentos

legais relativos ao registro de agrotéxicos (Lei n® 7.802, de 11 de julho de 1989, Decreto n® 4.074, de 4 de janeiro de 2002, entre outros).

5 Este documento néo dispensa o cumprimento da Lei n® 13.123/2015, que dispde sobre o acesso ao patriménio genético, sobre a protegio e o acesso ao conhecimento tradicional

associade e sobre a reparticdo de beneficios para conservacdo e uso sustentavel da biediversidade.

6 As atividades de campo exercidas por pessoa natural ou juridica estrangeira, em todo o territorio nacional, que impliquem o deslocamento de recurses humanos e materiais, tendo por objeto
coletar dados, materiais, espécimes bioldgicos e minerais, pecas integrantes da cultura nativa e cultura popular, presente e passada, obtidos por meio de recursos e técnicas que se
destinem ao estudo, a difus&o ou & pesquisa, estdo sujeitas a autorizacio do Ministério de Ciéncia e Tecnologia (Decreto n® 98.830, de 15/0:1/90).

7 Esta autorizaciio NAO exime o pesquisador titular e os membros de sua equipe da necessidade de ober as anuéncias previstas em outros instrumentos legais, bem como do
consentimento do responsavel pela area, plblica ou privada, onde sera realizada a atividade, inclusive do érgdo gestor de terra indigena, da unidade de conservagio estadual,
distrital ou municipal, ou do proprietario, arrendatério, posseiro ou morador de area dentro dos limites de unidade de conservacéo federa cujo processo de regularizagio fundiaria
encontra-se em curso.

8 Este documento somente podera ser utilizado para os fins previstos na Portaria N°748/2022, no que especifica esta Autorizagdo, ndo podendo ser utilizado para fins comerciais,

industriais ou espertivos. O material bioldgico coletado devera ser utiizado para atividades cientificas ou didaticas no ambito do ensine superior.

9 O titular de licenca ou autorizagdo e os membros da sua equipe deverdo optar por métodos de coleta e instrumentos de captura direcionados, sempre que possivel, ao grupo
taxondmico de interesse, evitando a morte ou dano sigrificative a cutros grupos; e empregar esforgo de coleta ou captura que nio comprometa a viabilidade de populagies do grupo

taxondmico de interesse em condicdo in situ.

10 | Oftitular de autorizacdo ou de licenca permanente, assim como os membros de sua equipe, quande da violagdo do disposto nesta portaria ou em legislagdo vigente, ou quande da
inadequacdo, omissio ou falsa descrigio de informagbes relevantes que subsidiaram a expedigo do ato, pede, mediante decisfo motivada, ter a autorizagéo ou licenga

suspensa ou cassada pelo Instituto Chico Mendes, por meio da Coordenagio Gestora do Sisbio, e esta sujeito as sangbes previstas na legislagio vigente.

11 | Em caso de pesquisa em UNIDADE DE CONSERVA(;;Z\O, © pesquisador titular desta autorizagdo devera contactar a administracdo da unidade a fim de CONFIRMAR AS DATAS das

expedigies, as condigdes para realizagio das coletas e de uso da infraestrutura da unidade.

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

deve informar a equipe gestora com maior brevidade possivel.

Este documento foi expedido com base na Instrugdo Normativa n° Portaria ICMBio n° 748/2022. Através do codigo de autenticagdo
abaixo, qualquer cidaddo podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na Internet
(www.icmbio_gov.br/sisbio).

Cadigo de autenticagéo: 0984710120250414 Péagina 2/6
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Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservacéo da Biodiversidade - ICMBio

Sistema de Autorizacédo e Informacgdo em Biodiversidade - SISBIO

Autorizagdo para atividades com finalidade cientifica

Numero: 98471-1 Data da Emisséo: 14/04/2025 18:46:35 Validade*: 14/04/2026

De acordo com o art. 31 da Portaria ICMBio n°® 748/2022, esta autorizacdo possui vigéncia equivalente ao previsto no cronograma
de atividades do projeto e validade de um ano, devendo ser revalidada anualmente, através da apresentagdo do relatério anual de
atividades, no prazo de até 30 dias ap6s o aniversario de sua emisséo.

Dados do titular

MNome: Patrick Luiz Bola Gonsales | CPF: 097.644.419-47

Titulo do Projeto: SAUDE UMICA: SANIDADE DAS POPULAGOES DE PHRYNOPS GEOFFROANUS E PHRYNOPS WILLIAMSI NO RIO
FLORIANO EM COMPARAGAO AS POPULAGOES EXPOSTAS A IMPACTOS ANTROPICOS NO RIO IGUAGU, PARQUE NACIONAL
DO IGUACU.

Nome da Instituigdo: UNIVERSIDADE FEDERAL DA FRONTEIRA SUL - UFFS | CNPJ: 11.234 780/0001-50

Outras ressalvas

[1

GR5 Sul

2 RAN Goiania-GO

Locais onde as atividades de campo serédo executadas

# | Descrigdo do local Municipio-UF Bioma Caverna? Tipo

1 | Parque Macional do Iguagu Mata Atléntica Nao Dentro de UC Federal

2 | bacia do rio Iguagu Serranopolis do Mata Atléntica Néo Fora de UC Federal
Iguagu-PR

3 | bacia do rio Iguagu Mateléndia-PR Mata Atlantica N&ao Fora de UC Federal

4 | bacia do rio Iguagu Foz do Iguagu-PR Mata Atlantica MN&ao Fora de UC Federal

5 | bacia do rio Iguagu Céu Azul-PR Mata Atlantica Néo Fora de UC Federal

6 | bacia do rio lguagu Capanema-PR Mata Atlantica Nao Fora de UC Federal

Atividades

# | Atividade Grupo de Atividade

1 | Manutengéo temporaria (até 24 meses) de vertebrados silvestres
em cativeiro

Atividades ex-situ (fora da natureza)

Levantamento de dados abioticos em UC federal

Dentro de UC Federal

Coleta/transporte de espécimes da fauna silvestre in situ

Dentro de UC Federal

Coleta/transporte de espécimes da fauna silvestre in situ

Fora de UC Federal

Captura de animais silvestres in situ

Fora de UC Federal

Captura de animais silvestres in situ

Dentro de UC Federal

Coleta/transporte de amostras biologicas in situ

Dentro de UC Federal

Coleta/transporte de amostras bioldgicas in situ

Fora de UC Federal

Marcag&o de animais silvestres in situ

Fora de UC Federal

Dentro de UC Federal

Slalo|l@~wo|a|jw]n

0 | Marcag&o de animais silvesires in situ
1 | Observagéo e gravacgéo de imagem ou som de taxon em UC
federal

Dentro de UC Federal

Este documento foi expedido com base na Instrugdo Normativa n° Portaria ICMBio n° 748/2022. Através do codigo de autenticagdo

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

(www.icmbio_gov.br/sisbio).

Cadigo de autenticagéo: 0984710120250414

Pégina 3/6
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Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservacéo da Biodiversidade - ICMBio

Sistema de Autorizacédo e Informacgdo em Biodiversidade - SISBIO

Autorizagdo para atividades com finalidade cientifica

Numero: 98471-1 | Data da Emisséo: 14/04/2025 18:46:35 Validade*: 14/04/2026

De acordo com o art. 31 da Portaria ICMBio n°® 748/2022, esta autorizacdo possui vigéncia equivalente ao previsto no cronograma
de atividades do projeto e validade de um ano, devendo ser revalidada anualmente, através da apresentagdo do relatério anual de
atividades, no prazo de até 30 dias ap6s o aniversario de sua emisséo.

Dados do titular

MNome: Patrick Luiz Bola Gonsales | CPF: 097.644.419-47

Titulo do Projeto: SAUDE UMICA: SANIDADE DAS POPULAGOES DE PHRYNOPS GEOFFROANUS E PHRYNOPS WILLIAMSI NO RIO
FLORIANO EM COMPARAGAO AS POPULAGOES EXPOSTAS A IMPACTOS ANTROPICOS NO RIO IGUAGU, PARQUE NACIONAL
DO IGUACU.

Nome da Instituigdo: UNIVERSIDADE FEDERAL DA FRONTEIRA SUL - UFFS | CNPJ: 11.234 780/0001-50

Atividades X Taxons

Atividade Taxon Qtde.
1 | Captura de animais silvestres in situ Phrynops williamsi -
2 | Coleta/transporte de amostras biologicas in situ Phrynops williamsi -
3 | Coleta/transporte de espécimes da fauna silvestre in situ Phrynops williamsi 60
4 | Manuteng&o temporaria (até 24 meses) de vertebrados Phrynops williamsi -
silvestres em cativeiro
5 | Marcag&o de animais silvestres in situ Phrynops williamsi -
6 | Observagéo e gravacédo de imagem ou som de taxon em Phrynops williamsi -
UC federal
7 | Captura de animais silvestres in situ Phrynops geoffroanus -
8 | Coleta/transporte de amostras biolagicas in situ Phrynops geoffroanus -
9 | Coleta/transporte de espécimes da fauna silvestre in situ Phrynops geoffroanus 60
10 | Manutencg&o temporaria (até 24 meses) de vertebrados Phrynops geoffroanus -
silvestres em cativeiro
11 | Marcag&o de animais silvestres in situ Phrynops geoffroanus -
12 | Observacéo e gravacgio de imagem ou som de téaxonem Phrynops geoffroanus -
UC federal

A quantidade prevista 5o € obigatoria para atividades do tipo "Coleta/transporte de espécimes da fauna silvestre in situ”. Essa quantidade abrange uma porgdo
territorial minima, que pode ser uma Unidade de Conservacédo Federal ou um Municipio.

A quantidade significa: por espécie X localidade X ano.

Materiais e Métodos

# |Tipo de Método (Grupo taxondémico) Materiais

1 | Amostras biolégicas (Répteis) Animal enconfrado morto ou partes (carcaca)osso/pele, Ectoparasita,
Fragmento de tecido/orgéo, Sangue, Secrecéo

2 | Método de captura/coleta (Répteis) Funil trap

3 | Método de marcagéo (Répteis) Corte de escudos marginais

4 | Método de observacéo e registro (Répteis) Foto-identificagéo

Este documento foi expedido com base na Instrugdo Normativa n° Portaria ICMBio n° 748/2022. Através do codigo de autenticagdo
abaixo, qualquer cidaddo podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na Internet
(www.icmbio_gov.br/sisbio).

Cadigo de autenticagéo: 0984710120250414 Péagina 4/6
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Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservacéo da Biodiversidade - ICMBio

Sistema de Autorizacédo e Informacgdo em Biodiversidade - SISBIO

Autorizagdo para atividades com finalidade cientifica

Numero: 98471-1 | Data da Emisséo: 14/04/2025 18:46:35 Validade*: 14/04/2026

De acordo com o art. 31 da Portaria ICMBio n°® 748/2022, esta autorizacdo possui vigéncia equivalente ao previsto no cronograma
de atividades do projeto e validade de um ano, devendo ser revalidada anualmente, através da apresentagdo do relatério anual de
atividades, no prazo de até 30 dias ap6s o aniversario de sua emisséo.

Dados do titular

MNome: Patrick Luiz Bola Gonsales | CPF: 097.644.419-47

Titulo do Projeto: SAUDE UMICA: SANIDADE DAS POPULAGOES DE PHRYNOPS GEOFFROANUS E PHRYNOPS WILLIAMSI NO RIO
FLORIANO EM COMPARAGAO AS POPULAGOES EXPOSTAS A IMPACTOS ANTROPICOS NO RIO IGUAGU, PARQUE NACIONAL
DO IGUACU.

Nome da Instituigdo: UNIVERSIDADE FEDERAL DA FRONTEIRA SUL - UFFS | CNPJ: 11.234 780/0001-50

Destino do material biologico coletado

# | Nome local destino Tipo destino
1 | UNIVERSIDADE FEDERAL DA FRONTEIRA SUL - UFFS Laboratério
2 | Instituto Chico Mendes de Conservacéo da Biodiversidade Laboratorio
3 | Instituto Federal Farroupilha Laboratdrio

Este documento foi expedido com base na Instrugdo Normativa n° Portaria ICMBio n° 748/2022. Através do codigo de autenticagdo
abaixo, qualquer cidaddo podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na Internet
(www.icmbio_gov.br/sisbio).

Cadigo de autenticagéo: 0984710120250414 Pégina 5/6

72



ANEXO B —-DECLARACAO DE COLABORACAO E RECEBIMENTO DE

MATERIAL BIOLOGICO

02071.000040/2022-67
NMimero SEI:021293230

INTEGRA:,

Frograma ce Imsgridacs 3 KV

MINISTERIO DO MEIO AMBIENTE E MUDANCA DO CLIMA
INSTITUTO CHICO MENDES DE CONSERVAGAQ DA BIODIVERSIDADE

CENTRO NACIONAL DE PESQUISA E CONSERVAGAO DE REPTEIS E ANFIBIOS -
RAN

Rua 2,49, Edif. Walter Bittar, 2° Andar, - Bairra Setor Central - Goiénia - CEP 74013-
020

Telefone: (61)2028-8880/(61)2028-8708

DECLARACAO

Goidnia, na data da assinatura eletréinica.

Declaracao de colaboracdo entre o ICMBio/RAN e o Prof. Dr. Dr. Paulo Henrique
Braz em ac¢bes relacionadas a conservacio de quelénios.

Centro Nacional de Pesquisa e Conservacdo de Répteis e Anfibios (ICMBio/RAN) certifica que o
Professor Dr. Paulo Henrigue Braz, C.P.F: 022.712.201-14, é parceiro do RAN na implementacao
dos Planos de Ac3o para a Conservacao da Herpetofauna do Sul e Planc de Agdo para a
Conservacao da Herpetofauna do Sudeste.

Sempre que possivel, o professor acompanha as expedicoes em campo e faz andlises
relacionadas & medicina da conservacdo para subsidiar acdes de manejo e conservacao das
espécies alva, Além disso, recebe material bioldgico (sangue, esfregacos, fezes, secrecdes, etc.)
para analises parasitdrias e ecofisiolégicas.

0 ICMBio j& elaborou 96 Planos de Acao para Espécies Ameacadas de Extingdo - PAN, trata-se
de um instrumento de gestdo e de politicas publicas, construido de forma participativa, a ser
utilizado para o ordenamento @ a priorizacdo de acfes para a conservacao de espécies e
ambientes naturais, com um objetivo estabelecido em um horizonte temporal definido. Ou seja,
é um instrumento de gestao oficial do governo brasileiro, por meio de portaria publicada pelo
ICMBio.

No dmbito do ICMBio/RAN, coordenamos quatro PAN, de maneira que o Dr. Paulo Henrique Braz
colabora na implementacio para a conservacao de guelénios alvo em dois deles (Herpetofauna
do Sul e Herpetofauna do Sudeste), com previsac de contribuir futuramente com agdes de
canservacao no segundo ciclo do Plano de Acao Nacional para a Conservacao da Ictiofauna,
Herpetofauna e Primatas do Cerrado, Pantanal e Amazdnia, em agbes voltadas para o "cadgado-
do-pantanal”.

Atenciaosamente,

RAFAEL ANTONIO MACHADD BALESTRA
Coordenadar do ICMBio/RAN

- 'I Documento assinado eletronicamente por Rafael Anténio Machado Balestra,
.‘IEl. \i] Coordenador{a), em 17/04/2025, as 15:36, conforme art. 1%, Ill, "b", da Lei

Fisinaturs
SherdnalE

: https:jfsei.icmbio.gov.briautenticidade informando o codigo verificador
021293735 e o cddigo CRC CTAF74D9.

73



ANEXO C - NORMAS DA REVISTA JOURNAL OF ZOOLOGY

25/08r2028, 0753 Journal of Zoalkogy
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tracking and for a wealth of resources including FAQs and tips on article preparation, submission and
more.

Proofs

The corresponding author will receive an email alert containing a link to a web site from where a PDF file
of the proof can be downloaded. The corresponding author must provide a reliable email address and
inform the Production Editor of any extended period when the email address is not effective. Instructions
for returning the proofs will be sent with the proof. Excessive alterations to the text, other than printer's
errors, may be charged to the author. The Editors reserve the right to correct the proof themselves, using
the accepted version of the typescript, if the author's corrections are overdue and the journal would
otherwise be delayed. The journal of Zoology has had a change in journal style, Latin species names are no
lomger given in the article title but are instead inserted in the abstract, please keep this in mind when
choosing the titles for submitted articles.

Early View Publication

The journol of Zoology is covered by Wiley Blackwell's Early View service. Early View articles are complete
full-text papers published online in advance of the print issue. Articles published online are complete and
in their final form: the author's final corrections have been incorporated and changes cannot be made
after online publication. Early View articles do not have volume, issue or page numbers, and therefore
cannot be cited in the traditional way. They are therefore given a Digital Object Identifier (DOI), which
allows the article to be cited and tracked before it is assigned to an issue. After print publication the DOI
remains valid and can continue to be used to cite and access the article.

Author material archive policy

Please note that unless specifically requested, Wiley Blackwell will dispose of all hardcopy or electronic
material submitted 2 months after publication. If you require the return of material submitted please
inform the Production Editor when your paper is accepted for publication.

Offprints

Free access to the final PDF offprint or your article will be available via author services only. Please
therefore sign up for author services if you would like to access your article PDF offprint and enjoy the
many other benefits the service offers. A copy of the Publisher’s Terms and Conditions for the use of the
PDF file will accompany the electronic offprint and the file can only be distributed in accordance with

these requirements. Additional paper offprints may be ordered when proofs are sent out, provided that
the order is placed promptly (i.e. at the time of proof correction).

. Sign up for email alerts

Enter your email to receive alerts when new articles and issues are published.

Email address

Enter email

hitps:Mzslpublications onlnelibrany wiley comhubijoumal 4607298 authar-guidelines 11HE
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