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RESUMO

As areas umidas s&o ecossistemas de suma importancia biolégica e econémica,
tornando-as atrativas para as popula¢gdes humanas. Entretanto estas areas sofrem com
pressdes antropicas, em especial a introducdo de contaminantes. Elementos como os
metais pesados e metaloides frequentemente exibem grandes danos a biota e, quando
as atividades antropicas elevam suas concentragdes em ambientes naturais, podem ser
incorporados pela cadeia trofica e muitas vezes sdo bioacumulados por organismos que
ocupam niveis troficos mais elevados. Dentre estes elementos, destacam-se o arsénio
(As), cadmio (Cd), chumbo (Pb) e mercurio (Hg), os quais sao frequentemente
encontrados em efluentes industriais e defensivos agricolas. Serpentes ja foram indicadas
como potenciais bioindicadores para a situacdo dos elementos-traco em ambientes
naturais, dada sua posi¢ao na cadeia trofica, sua historia natural e outras caracteristicas.
Dito isso, o presente estudo teve com objetivos: (1) Verificar a relagdo entre a
concentracao de As, Hg, Pb e Cd nos tecidos de Helicops infrataeniatus e o uso do solo
em trés areas distintas: o Distrito Industrial de Rio Grande, area sob influéncia da atividade
industrial; a localidade de Santa Izabel do Sul, sob influéncia agricola; e uma unidade de
conservagao, a Estagdo Ecoldgica do Taim; (2) verificar a variagao interespecifica das
concentragbes de As, Hg, Pb e Cd em quatro espécies de serpentes coletadas no
municipio de Rio Grande e (3) avaliar a correlacdo entre o tamanho corporal dos
individuos e as concentragdes de As, Hg, Pb e Cd encontradas nos mesmos. Os metais
foram mensurados em amostras de figado e tecido muscular. As concentragdes dos
metais-trago em H. infrataeniatus nao variaram significativamente entre as diferentes
localidades. Como estas estdo inseridas em uma mesma formacéao, a Planicie Costeira
do Rio Grande do Sul, é possivel que a composi¢cdo geoquimica da formagéo seja um
fator mais importante do que o uso antrépico do solo para as concentragdes de
elementos-traco. Quanto ao estudo interespecifico, também nao houve variagcao
significativa entre as espécies, indicando que a comunidade estaria exposta de maneira
uniforme. No entanto, trés correlagdes negativas foram encontradas em serpentes do
género Erythrolamprus. Portanto, uma potencial variagdo ontogenética na dieta ou uso de

habitat poderia ter certa influéncia na exposicdo aos elementos.

Palavras-chave: Ecotoxicologia; répteis; contaminagcdo ambiental; unidade de

conservagao.



ABSTRACT

Wetlands are ecosystems of great biological and economic importance, making them
attractive to human populations. However, these areas suffer from anthropogenic pressures,
especially the contaminant dumping. Elements such as heavy metals and metalloids often
exhibit great damage to biota and, when anthropic activities increase their concentrations in
natural environments, they can be incorporated into the trophic chain and are often
bioaccumulated by organisms occupying higher trophic levels. Among these elements we
can highlight the arsenic (As), cadmium (Cd), lead (Pb), and mercury (Hg), which are often
found in industrial effluents and agricultural pesticides. Snakes have already been indicated
as potential bioindicators for the status of trace elements in natural environments, given their
position in the food chain, their natural history, and other characteristics. That said, the
present study aimed to: (1) verify the relationship between the concentration of As, Hg, Pb
and Cd in Helicops infrataeniatus tissues and land use in three different areas: the Industrial
District of Rio Grande, an area under the influence of industrial activity; the Santa Izabel do
Sul region, under agricultural influence; and a conservation unit, the Taim Ecological Station;
(2) verify the interspecific variation of As, Hg, Pb and Cd concentrations in four snake species
collected in the municipality of Rio Grande and (3) evaluate the correlation between the body
size of individuals and the concentrations of As, Hg, Pb and Cd. The metals were measured
in liver and muscle tissue samples. The trace metals concentrations in H. infrataeniatus did
not vary significantly among the different locations. As they are inserted in the same
formation, the Coastal Plain of Rio Grande do Sul, it is possible that the geochemical
composition of the formation is a more important factor than the anthropic use of the soil for
the concentrations of trace elements. As for the interspecific study, there was also no
significant variation among the species, indicating that the community would be uniformly
exposed. However, three negative correlations were found in snakes of the genus
Erythrolamprus. Therefore, potential ontogenetic variation in diet or habitat use could have

some influence on element exposure.

Key-words: Ecotoxicology; reptiles; environmental contamination; conservation unit
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APRESENTAGAO

Esta dissertacdo esta dividida em quatro partes, sendo elas introdugcdo geral, dois
capitulos formatados sob normas de revistas cientificas, e consideragbes finais. A
introdugdo geral apresenta informacbdes sobre as pressbes sofridas pelas regides
formadas principalmente por areas umidas, incluindo a deposicao de contaminantes. Séo
apresentados também conceitos e informagdes acerca destes contaminantes, em
especial aqueles conhecidos como “elementos-traco”. E abordada ainda a absorcéo
desses elementos por animais e o0 eventual uso destes como ferramentas de
biomonitoramento. O capitulo 1 se trata de um manuscrito seguindo o padrdo de um
periodico cientifico, analisando a concentragao de quatro elementos-trago em tecidos de
uma espécie de serpente em trés pontos da planicie costeira do sul do Brasil. O capitulo
2, também padronizado segundo periddico cientifico, aborda a concentragdo de metais-
traco em quatro espécies de serpentes coletadas em uma regido urbanizada, buscando
compreender a importancia do fator “espécie” nessas concentragdes. Por fim, a quarta
parte da dissertacdo apresenta as consideracdes finais sobre a dissertagcado apresentada,

indicando as perspectivas e desafios futuros no tema abordado
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INTRODUCAO GERAL

O Brasil possui uma regido costeira de aproximadamente 8.500 quildmetros de
extensdo, transpassando 16 estados e cinco das seis maiores regides metropolitanas do pais
(Jablonski e Filet, 2008). Essa por¢do do territorio brasileiro, além de acomodar uma enorme
densidade demografica, compreende também diversos ambientes naturais diferentes. E na
regido costeira do pais que se encontram a maior parte dos remanescentes da Mata Atlantica
stricto sensu (Ribeiro et al. 2009). Além de ambientes florestados, a regido abriga também
restingas, mangues e demais areas imidas, muitas dessas formadas através do sucessivo avanco
e recuo do oceano sobre a plataforma continental.

As areas imidas s3o ecossistemas onde o solo se mantém saturado por agua durante ao
menos algum periodo, ocorrendo uma flutuacao dos niveis de dgua (Mitsch e Gosselink, 2015)
e, consequentemente, abrigando uma biota adaptada a seu regime hidrico (Junk et al., 2018).
Esses ambientes sao reconhecidos pela sua importancia tanto do ponto de vista bioldgico quanto
econdmico, promovendo, por exemplo, armazenamento e purificacdo da agua; regulagdo do
microclima; retencdo de carbono; armazenamento de sedimentos e nutrientes; entre outros
(Fletcher et al., 2011; Kingsford et al., 2016). Areas tmidas sdo frequentemente utilizadas
inclusive para a irrigacdo agricola, como por exemplo a orizicultura, a qual depende fortemente
de grandes volumes hidricos (Mitra et al., 2017). Além disso, as areas imidas sdo consideradas
de suma importancia para a biodiversidade, pois promovem regides de especiagao, endemismo
e oferecem diversos suportes a espécies direta e indiretamente relacionadas a elas (Junk et al.,
2014).

No entanto, tais ecossistemas merecem especial atencdo em relacdo a pressoes
antropicas. A produtividade e a variedade de recursos disponiveis nas areas umidas as tornam
atrativas para as populacdes humanas. A demanda por recursos hidricos, em especial pela
agricultura, pecudria e producdo de energia, ¢ responsavel por uma consideravel degradacao
das areas umidas (Kingsford, 2015). Alteragdes no curso dos rios (e.g.: barragens,
retilinizagdes, desvios) e a extragao de agua para irrigacdo promovem mudangas nos regimes
hidricos e no aporte de sedimento e nutrientes de areas umidas, planicies de inundacao e afins.
Em regides de grande atividade agricola, a drenagem dessas dreas para irrigacao ¢ destacada
como um dos principais motivos de perda de habitat, podendo causar erosdo, lixiviagdo e

alteragdes quimicas inclusive em regides adjacentes (Zedler e Kercher, 2005).
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Poluigdo, contaminacgio e a presenca de metais-traco em ambientes naturais

Dentre os varios danos causados aos ambientes aquaticos pela antropizagdo podemos
destacar ainda a poluicdo, que pode trazer consequéncias como eutrofizacdo e o aumento das
concentragdes de compostos nocivos para a biota. Muitos elementos conhecidos por causarem
danos aos seres vivos possuem ampla utilizagdo tanto na industria quanto na agricultura
(Machado et al,. 2017), sendo que a entrada destes contaminantes em areas imidas e ambientes
aquaticos pode ocorrer tanto pelo despejo direto de efluentes quanto por deposi¢ao atmosférica.
Estes contaminantes, quando liberados no ambiente natural, podem se dispersar tanto
espacialmente nos respectivos ambientes quanto através da cadeia trofica, contaminando
diversos grupos taxondmicos e colocando em risco inclusive as populacdes humanas (Chen e
Folt, 2000). Alguns elementos contaminantes dos ambientes aquéticos se mostram toxicos
inclusive em baixas concentragdes (Alam et al., 2011). Ingestdo de agua e alimentos
contaminados sdo importantes vias de absorcdo de elementos toxicos pela fauna.
Eventualmente, os contaminantes podem ser bioacumulados pelos organismos (Ali e Khan,
2018a; Rahman et al., 2012), ou seja, ocorre um aumento das concentragdes destes elementos
ao longo do tempo. Este processo impacta em especial espécies que ocupam niveis troficos
mais elevados (Burger et al., 2017; Hopkins et al., 2001). No sul do Brasil, ambientes aquaticos
naturais inseridos em regido com forte atividade agricola ja se encontraram impactados, sendo
constatada a presenc¢a de diversos pesticidas em tais ambientes (Castro-Lima et al/, 2020). Nao
obstante, contaminantes inorganicos (incluindo elementos-tragco) € compostos organicos
presentes em agrotdxicos foram encontrados em trés diferentes regides hidrograficas do Rio
Grande do Sul, sendo inclusive bioacumulados pelo zooplancton presente nestas areas (Zebral
etal.2021).

Dentre estes contaminantes estdo os metais pesados, que sdo metais de ocorréncia
natural, niimero atémico superior a 20 e densidade acima de 5 g/cm™ (Ali e Khan, 2018b), além
de metaloides, frequentemente inseridos no mesmo contexto por possuirem caracteristicas
semelhantes aos metais pesados, inclusive em relacdo a toxicidade. Alguns destes metais e
metaloides sdo comumente chamados de metais traco, por serem elementos encontrados
naturalmente em baixas concentracoes A mobilidade e toxicidade destes clementos sao
influenciadas pela sua especiacdo, ou seja, a existéncia de diferentes formas do elemento no
ambiente (Bjerregaard et al., 2014). Por sua vez, a especiacdo ¢ influenciada por diversos
fatores fisicos do ambiente como pH, temperatura, presenca de matéria organica, entre outros.

A espécie quimica do elemento também influencia na disponibilidade deste para assimilacao
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pela biota (Magalhaes et al., 2015). Alguns destes metais ndo participam das rotas metabdlicas
e nao possuem fungdo ou importancia conhecida nos organismos, sendo frequentemente
denominados “nao-essenciais”. Este ¢ o caso do metaldide arsénio (As) e dos metais cadmio
(Cd) chumbo (Pb) e mercurio (Hg), elementos altamente toxicos e frequentemente encontrados
no ambiente (Shakir et al., 2017; Tchounwou et al., 2012).

O arsé€nio ¢ um elemento quimico classificado como metaloide, possui nimero atomico
33, ¢ altamente toxico e considerado ndo-essencial. Ocorre naturalmente em rochas igneas,
metamorficas e sedimentares, sendo encontradas nestas ultimas as maiores concentragoes
(Smedley e Kinniburgh, 2002). No entanto, este elemento ¢ raramente encontrado em forma
livre no ambiente (Thompson, 1993). Em &aguas naturais, o arsénio ¢ mais frequentemente
encontrado em formas inorganicas como os ions As (III) e As (V) (Smedley & Kinniburgh,
2002, Hussain et al. 2020), estando estas entre as espécies mais toxicas do elemento
(Thompson, 1993). Quando absorvidas pelos organismos, algumas formas inorganicas, através
do processo de biometilagao, podem ser convertidas em formas metiladas (Barra et al., 2000).
No entanto, as espécies metiladas trivalentes (DMA(III) e MMA(III)) apresentam maior
genotoxicidade do que as formas inorganicas ndo-metiladas (Dopp et al., 2004). O As ¢ liberado
para a atmosfera de diversas maneiras, porém processos antropicos sdo usualmente
relacionados a concentracdes elevadas do metaloide no ambiente (Kumari et al., 2017). Arsénio
¢ frequentemente utilizado em compostos presentes em inseticidas, herbicidas, fungicidas e
outros produtos de uso agricola (Defarge et al, 2018; Wang e Mulligan, 2006). Kumari e
colaboradores (2017), em revisdo bibliografica, mencionaram varias consequéncias da
intoxicacdo por As em peixes, como alteragdes comportamentais, lesdes no figado, rins e
vesicula biliar, colapso vascular nas branquias, necrose € danos nas gonadas. Em serpentes foi
observado um aumento nas taxas metabdlicas de individuos coletados em uma regido
contaminada por arsénio, cadmio, selénio, cromo e cobre, frente a individuos coletados em um
local de referéncia (Hopkins ef al., 1999).

Mercurio ¢ um metal de nimero atdémico 80 com usos na industria, em produtos médicos
e em fungicidas, podendo ter efeitos carcinogénicos (Tchounwou et al., 2012). A forma
elementar do mercurio € a mais comum na atmosfera. Entretanto, ¢ nos ambientes aquaticos
que ocorre em maior intensidade o processo de metilagdo do merctrio elementar/inorganico
(Schneider et al., 2013), dando origem ao metilmercirio (MeHg), uma forma organica
altamente toxica e perigosa para a biota devido ao seu potencial de bioacumulagdo e
biomagnificacdo (Pouilly et al., 2013; Zhu et al., 2018). Consequentemente, o MeHg tende a

ser a forma mais abundante deste elemento em areas umidas. O vulcanismo, volatiza¢do no
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oceano e intemperismo de solos com a presenga do mercurio sdo processos que mobilizam esse
elemento (Pirrone et al., 2010). J& entre as fontes antropogénicas estdo emissdes através da
queima de combustiveis fosseis, produgdo de soda cdustica, presenca em pesticidas, fungicidas
e nos processos de extracdo e fundi¢ao de outros metais (Bjerregaard et al., 2014; Pirrone et al.,
2010; Tchounwou et al., 2012). O consumo de frutos do mar contaminados sdo vias de
exposicao para humanos. Em aves piscivoras expostas ao Hg foram observadas alteragdes
neurologicas, levando inclusive a uma diminui¢do da performance reprodutiva dos individuos
contaminados (Chan et al., 2003). Para répteis, efeitos como diminui¢do da taxa de crescimento,
afinidade do Hg com eritrécitos e impactos negativos ao sistema imune ja foram observados
(Schneider et al., 2013).

O chumbo (Pb) ¢ um metal de nimero atomico 82, ndo-essencial e toxico. Deposigdes
naturais de Pb estdo relacionadas a vulcanismo e intemperismo. Encontrado em pesticidas a
base de glifosato (Defarge et al., 2018), o chumbo também estd presente em pigmentos,
baterias, processos de fundi¢des de minerais e emissoes resultantes da queima de combustiveis
fosseis. Por muito tempo o chumbo também esteve presente na gasolina, estando nesta na forma
de chumbo tetraalquila. Durante a queima da gasolina, aproximadamente 70 a 75% do chumbo
era lancado a atmosfera (Hoffman et al., 2002), além das contaminac¢des através do
derramamento do combustivel no ambiente. No entanto, a adicdo de chumbo a gasolina esta
proibida no Brasil desde 1989. Ha registros de altas concentragdes de chumbo no ambiente em
regides proximas a fabricas de baterias (Yabe e Oliveira, 1998). Em relagdo aos efeitos da
contaminagdo no organismo, o Pb esta associado a disfungdes no sistema nervoso, imunologico
e problemas na reproduc¢ao (Araujo et al., 2016). Em estudo experimental, lagartos (Sceloporus
occidentalis) receberam, por via oral, doses agudas, subagudas e subcronicas de acetato de
chumbo (Salice ef al., 2009). Todos os individuos expostos a concentragdes agudas superiores
a 2000 mg/kg foram a oObito, enquanto efeitos como diminui¢do do peso corporal, alteragdes
hematologicas, histopatologicas e comportamentais foram observados nos lagartos expostos a
doses subletais. No sul do Brasil, a contaminagao por chumbo em répteis foi verificada apenas
recentemente em ambientes naturais (Quintela et al., 2019).

Também considerado altamente toxico e sem fun¢do biolodgica conhecida, o cadmio
(Cd) possui numero atomico 48. O vulcanismo ¢ a principal fonte de mobilizagdo natural do
metal, enquanto o intemperismo ¢ responsavel pelas maiores deposi¢des de Cd para solos e
ambientes aquaticos (WHO, 2003). Dentre as fontes antropogénicas de cddmio destacam-se a
liberagdo de efluentes industriais, mineracao, producao e uso de baterias e uso de fertilizantes.

Além de se mostrar genotoxico e carcinogénico, o Cd compete com elementos essenciais em

14



rotas metabolicas, como o selénio e o calcio (Wang e Shi, 2001), sendo inclusive acumulado
em 0ssos. A exposicdo aguda em humanos pode levar a efeitos como irritagdo pulmonar e
gastrointestinal, ocasionando diversos sintomas e inclusive podendo levar a 6bito (Tchounwou
et al., 2012). Em revisdo sobre danos em testiculos de mamiferos ¢ aves, Marettov ¢
colaboradores (2015) mencionam efeitos como danos em vasos sanguineos e epitélio
espermatogénico, destrui¢do de tibulos seminiferos e necrose, comprometendo fortemente a
funcdo testicular e, consequentemente, a reproduc¢ao de individuos afetados. Em lagartos, danos
e alteragdes hepaticas, alteragdes no epitélio ovariano e degeneragdo de ovoécitos foram
observados em individuos adultos. J& no estdgio embriondrio, anomalias graves como
exencefalia e anencefalia foram reportados para individuos oriundos de ovos incubados em
solos contaminados por Cd (Scudiero et al., 2011). Exposi¢gdes agudas em queldnios causaram
uma diminui¢do na performance locomotora, entretanto os individuos utilizados no estudo
mostraram uma aclimatacao frente aos efeitos causados pelo contaminante durante experimento

de exposi¢do cronica ao cadmio.

As serpentes como bioindicadores

Dada a importancia destes elementos devido a sua toxicidade, tanto as vias de exposicao
quanto seus efeitos em humanos sdo frequentemente abordados. Também ndo sdo raros os
estudos que tratam sobre as concentracdes de contaminantes em quelonios (Finlayson ef al.,
2016) e especialmente em peixes (Ali e Khan, 2018a), uma vez que estes tltimos comumente
compdem parte da dieta humana. Porém, ainda que a contamina¢do ambiental esteja entre as
principais causas de declinio de populagdes de répteis (Todd et al. 2010), artigos que abordam
essa tematica em serpentes sdo ainda escassos (Burger ef al, 2017) e em sua maioria focam
exclusivamente em espécies de habito aquatico (Burger et al., 2006; Campbell et al., 2005).
Serpentes exibem grande variabilidade tanto em seus hébitos alimentares quanto no uso do
habitat e substrato. Quanto a dieta, as espécies podem ser especialistas (batracofagas, ofiofagas,
piscivoras, etc.) ou generalistas. Em relacdo ao uso do habitat, as espécies podem ser terricolas,
fossoriais, arboricolas ou aquaticas, havendo ainda espécies que se utilizam de mais de um
substrato. Por se tratarem de animais exclusivamente carnivoros, as serpentes tendem a ocupar
niveis troficos mais elevados e, consequentemente, possuem maior risco de biomagnificacao
de elementos e compostos toxicos (Todd et al., 2010). Além disso, fatores como a variedade de
dieta e habitos entre diferentes espécies, bem como a area de vida relativamente pequena, coloca

estes animais como potenciais bioindicadores de exposi¢do a tais elementos (Grillitsch &
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Schiesari, 2010; Haskins et al., 2019). Diferengas espaciais e interespecificas foram
encontradas nas concentragdes de mercirio em quatro espécies de serpentes simpatricas,
coletadas ao longo de um gradiente de contaminagdo em um rio na costa leste dos Estados
Unidos (Drewett et al., 2013). Neste estudo, as serpentes aquaticas piscivoras se mostraram
mais expostas a contaminag¢do, indicando uma influéncia dos aspectos ecoldgicos das espécies
sobre sua exposi¢ao a elementos nocivos. O mesmo padrdo havia sido observado em quatro
espécies de queldonios na mesma area de estudo (Bergeron et al., 2007). A relagdo entre a dieta
de diferentes espécies e sua influéncia sobre a exposi¢do a metais também foi observada por
Mirlean e colaboradores (2005) em peixes no Rio Grande do Sul. Neste estudo, os autores
associaram as varia¢des na concentragdo de mercurio nos tecidos de quatro espécies com seus
respectivos habitos alimentares, a precipitacdo nos pontos de coleta e a distancia de fontes
emissoras do metal.

O Brasil possui uma grande diversidade de serpentes, superando 400 espécies (Costa et
al. 2022). No entanto, abordagens ecotoxicoldgicas envolvendo este grupo mostram-se escassas
no pais. No Espirito Santo foram mensuradas as concentra¢des de metais ¢ metaldides em
individuos de Boa constrictor e Bothrops jararaca (Frossard et al., 2017), entretanto dentre os
elementos analisados apenas Pb e Cd correspondiam a metais ndo-essenciais. Além disso, as
duas espécies presentes no estudo supracitado foram coletadas em regides distintas,
impossibilitando a avaliagdo interespecifica das concentragdes dos metais sob influéncia das
mesmas fontes emissoras. Frossard e colaboradores (2019) também realizaram experimentos
controlados e sugeriram que B. jararaca possa ser um potencial bioindicador para a
contaminagdo ambiental de caddmio, inclusive bioacumulando o elemento. No Rio Grande do
Sul, o tnico estudo a abordar contaminagdo por metais ¢ metaloides em serpentes foi realizado
por Quintela e colaboradores (2019), que mensuraram as concentragdes de arsénio e chumbo
em espécimes da serpente aquatica Helicops infrataeniatus procedentes da Estacdo Ecologica
do Taim. Dentre os grupos abordados neste estudo (peixes, H. infrataeniatus, Trachemys
dorbigni e Caiman latirostris), as maiores concentragcdes de As foram encontradas em
espécimes de H. infrataeniatus, que também correspondem aos maiores valores ja encontrados
em serpentes. Mesmo tratando-se de um estudo realizado em unidade de conservagdo, as
concentragdes de As observadas se mostraram superiores quando comparadas a trabalhos
realizados tanto em ambientes pouco perturbados quanto naqueles altamente impactados. Estes
dados evidenciam a extensdo dos impactos antropicos na regido. No entanto, nenhum estudo
foi ainda realizado em locais situados nos perimetros ou préximos as areas consideradas como

potenciais fontes de emissao.
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Ainda que serpentes possuam caracteristicas que as tornam organismos de interesse para
a determinacdo de contaminantes, este grupo encontra-se ainda subamostrado (Campbell &
Campbell, 2002), uma vez que mesmo estudos pontuais e de curto prazo exibem dados de
grande relevancia no contexto ecotoxicoldgico. Além disso, existem lacunas quanto a influéncia
dos aspectos ecoldgicos da biota e do uso antrdpico da paisagem sobre a contaminag¢do por
metais ¢ metaloides especialmente em serpentes, mesmo que essa abordagem tenha gerado
resultados interessantes em estudos anteriores (Bergeron et al., 2007; Drewett et al., 2013).

Compreender como a biologia e ecologia das espécies influencia na absorcdo de
contaminantes ¢ importante para apontar potenciais organismos bioindicadores para os
ambientes. Concomitantemente, verificar a influéncia do uso do solo sobre as concentragdes de
elementos nocivos nos organismos, auxilia na detec¢ao de regides que necessitam de atengdo
do ponto de vista conservacionista. Portanto, ainda existem hiatos no conhecimento sobre a
contaminagdo por metais-trago, em especial em regides e faxa negligenciados. Nesse contexto,
o presente estudo mensurou a presenga de arsénio, chumbo, cadmio e merctrio em cinco
espécies de serpentes simpatricas em trés regides amostrais com distintos usos do solo (unidade
de conservacdo, agricultura extensiva e industrias), verificando assim a ocorréncia e as

variagdes nos niveis de contaminagao entre as espécies analisadas e as regides de suas coletas.

Area de Estudo

O estudo foi realizado em trés regides amostrais localizadas na Planicie Costeira do Rio
Grande do Sul: o Distrito Industrial de Rio Grande; a localidade de Santa Izabel do Sul e a
Estacdo Ecoldgica do Taim (Figura 1). A Planicie Costeira se estende por aprox. 620km,
compreendendo um grande numero de ambientes aquaticos, como ambientes de areas imidas,
canais naturais e artificiais e grandes corpos d’agua, como a Laguna dos Patos e a Lagoa Mirim
(Tomazelli et al., 2000). O processo de formagao da regido ocorreu através de avangos € recuos
do mar. O ultimo ciclo desse processo, ocorrido a partir do Holoceno (aprox. 5 mil anos), ¢
denominado sistema Laguna-Barreira IV (Tomazelli et al. 2006), e foi responsavel pela
formagdo da regido do presente estudo. Na atualidade, periodos de cheias e alagamentos podem
promover uma conectividade temporaria entre diferentes ambientes aquaticos da regido,

possibilitando o carreamento de sedimentos, nutrientes e afins, de um ambiente para outro.
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Figura 1 - Mapa dos pontos amostrais do presente estudo. RG: Municipio de Rio Grande; S.IZA: Localidade
de Santa Izabel; TAIM: Estac¢iio Ecoldgica do Taim (em amarelo a drea total da unidade de conservacio).

Ao sul da Lagoa dos Patos esté localizado o municipio de Rio Grande, abrigando o canal
estuarino da Lagoa. O municipio tem sua economia voltada especialmente para a exploragdo
pesqueira e a atividade portudria. Estas, por sua vez, fomentam a presenga estratégica de
industrias na regido, incluindo aquelas voltadas para a producdo e distribui¢do de produtos
alimenticios, fertilizantes e tratamento de madeira, influenciando a qualidade ambiental da
regido devido a emissdo de efluentes industriais (Mirlean ef al., 2005). Grande parte destas
industrias estdo presentes na regido conhecida como Distrito Industrial de Rio Grande. Esta
area possui ainda remanescentes de ambientes naturais, tais como campos secos € alagadigos,
banhados permanentes e intermitentes, arroios e fragmentos de mata de restinga paludosa e
arenosa. Mesmo sofrendo grande pressdo antropica, estes remanescentes abrigam a biota do
distrito, caracterizando, portanto, a regido de influéncia industrial a ser amostrada durante a
execug¢do do estudo.

O segundo ponto amostral esta localizado proximo a localidade de Santa Izabel do Sul,
pertencente ao municipio de Arroio Grande e localizada ao norte da Lagoa Mirim. A Lagoa
Mirim € o segundo maior corpo d’agua presente na planicie costeira, apresenta mais de 170
quilometros de extensdo e possui conexdo com a Lagoa dos Patos através do canal Sdo Gongalo.
O canal Sdao Gongalo ¢ um corpo d’agua natural e tem inicio na Lagoa dos Patos ao lado do
municipio de Pelotas, recebendo efluentes de origem urbana. Este ainda recebe as aguas

oriundas do rio Piratini e possui uma larga planicie de inundag¢do ao longo de sua extensao,

18



formando uma regido de areas umidas ao norte da Lagoa Mirim, proximo a localidade de Santa
Izabel do Sul. Além da area inundavel, a regido de Santa Izabel do Sul ¢ caracterizada também
pela forte atividade agricola, em especial os cultivos de arroz irrigado e soja, que ocupam
grande parte da regido entre a rodovia BR-471 e a planicie de inundag@o do canal Sao Gongalo.

A Estagcdo Ecoloégica do Taim ¢é segunda maior unidade de conservagdo do bioma
Pampa. Estd localizada entre o Oceano Atlantico e a Lagoa Mirim. Sua paisagem ¢&
caracterizada principalmente por areas umidas, canais naturais e lagoas, como a Lagoa
Mangueira (Marques et al., 2013). Em periodos de cheia, os diversos corpos hidricos da regido
podem ficar temporariamente conectados, havendo, portanto, um fluxo de sedimentos e
nutrientes entre eles. Areas adjacentes a ESEC do Taim possuem a presenga do cultivo de arroz
irrigado, qual utiliza os corpos d’agua do proprio Taim para sua irrigagdo, influenciando tanto
os regimes hidroldgicos quanto a composi¢ao quimica das dguas do sistema (Villanueva et al.,

2000).

As espécies

As concentragdes de As, Hg, Pb e Cd foram mensuradas em quatro espécies simpatricas
de serpentes: Erythrolamprus jaegeri, E. poecilogyrus, Helicops infrataeniatus e Philodryas
patagoniensis. Erythrolamprus jaegeri (Glinter, 1858) ¢ uma serpente de pequeno porte,
dificilmente excedendo 600 mm de comprimento rostro-cloacal (CRC). Exibe preferéncia por
forragear em ambientes aquaticos e proximidades. Anfibios anuros compdem a maior parte da
dieta desta espécie, porém eventualmente também pode predar lagartos e artropodes (Corréa et
al., 2016). Erythrolamprus poecilogyrus (Cope, 1860) ¢ uma espécie de pequeno porte, nao
excedendo 750 mm de CRC. Esta espécie se mostra generalista em relacio ao seu uso de habitat,
bem como em sua dieta, a qual € composta por anuros, lagartos, pequenos roedores, peixes €
até mesmo outras serpentes. Helicops infrataeniatus Jan, 1865 € a espécie mais relacionada a
ambientes aquaticos presente no presente estudo, possuindo inclusive adaptacdes morfologicas
tipicas de espécies aquaticas (Aguiar & Di-Bernardo, 2004). A dieta da espécie € predominante
piscivora e os individuos podem chegar a 1000 mm de CRC. Por tultimo, Philodryas
patagoniensis (Girard, 1858) a maior dentre as espécies a serem analisadas, excedendo
1500mm de CRC. Também se apresenta como generalista em relacdo a seu uso de habitat,
apresentando habito terrestre, arboricola e eventualmente utilizando-se de corpos hidricos. Sua
dieta também ¢ generalista, predando pequenos mamiferos, aves, répteis e peixes (Hartmann &

Marques, 2005).
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Determinacio das concentracoes de As, Hg, Pb e Cd

As concentragdes de As, Hg e Pb, Cd foram determinadas em amostras de figado e
tecido muscular. As amostras serdo secas a 60°C, pesadas, digeridas em 4ml de HNO3 a 60°C
durante uma noite e diluidas em agua deionizada, chegando ao volume final de 5 ml por
amostra. As analises dos elementos arsénio, chumbo, cadmio e mercurio serdo realizadas em
espectrofotometro de absorgao atdmica. Para a calibragdo do equipamento foram utilizados os
padroes DOLT-5 (Dogfish Liver Certified Reference Material for Trace Metals and other
Constituintes) e DORM-4 (Fish Protein Certified Reference Material for Trace Metals).

OBJETIVO GERAL
Avaliar os niveis de concentracdo de As, Hg, Pb e Cd em diferentes espécies de
serpentes e investigar a influéncia do uso antrdpico da paisagem e de caracteristicas ecologicas

das espécies nas concentragdes encontradas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Verificar a existéncia de relagdes entre a concentracdo de As, Hg, Pb e Cd nos tecidos
de Helicops infrataeniatus e o uso do solo em trés areas inseridas na Planicie Costeira
do Rio Grande do Sul: o Distrito Industrial de Rio Grande, areca sob influéncia da
atividade industrial; a localidade de Santa Izabel do Sul, sob influéncia agricola; e uma
unidade de conservagdo, a Estacdo Ecoldgica do Taim;

e Verificar a variagdo interespecifica das concentracdes de As, Hg, Pb e Cd em quatro
espécies de serpentes coletadas no municipio de Rio Grande.

e Avaliar a correlacdo entre o tamanho corporal dos individuos e as concentragdes de As,

Hg, Pb e Cd encontradas nos mesmos.

HIPOTESES
e O uso antrépico dos ambientes influencia nas concentragdes de As, Hg, Pb e Cd,
sendo as regides amostrais onde predominam atividades industriais e agricolas as que
apresentardo maiores concentragdes dos elementos;
e Todas as espécies estudadas sofrem contaminagao pelos elementos analisados, havendo

diferencas interespecificas nas concentragoes influenciadas pelos habitos alimentares e
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uso do habitat/substrato, sendo as espécies mais intimamente relacionadas com o
ambiente aquatico as que apresentarao maiores concentracdes de metas-trago.
Individuos de maior comprimento rostro-cloacal apresentardo maiores concentragdes

dos elementos analisados, indicando uma possivel bioacumulagao.
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CAPITULO 1

Avaliacao espacial de concentragées de metais-tragco em figado e tecido muscular
da cobra d’agua Helicops infrataeniatus (Serpentes: Dipsadidae) na planicie

costeira do sul do Brasil

Vinicius Mendes, Fernando M. Quintela, Saulo R. Pino, Patricia G. Costa, Adalto Bianchini

& Daniel Loebmann
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Resumo

Regiodes de areas imidas sdo ambientes de suma importancia para a biota, em especial por serem
regides diversas e de grande especiagdo. Porém, quando impactados pela entrada de
contaminantes, esses ambientes podem levar a aumentos na toxicidade dos mesmos. Elementos
como os metais-trago podem inclusive estarem entre tais contaminantes, € costumam apresentar
diversos danos a fauna, incluindo os répteis. Serpentes ja4 foram indicadas como potenciais
bioindicadores para a situacdo dos elementos-trago em ambientes naturais. Dito isso, o presente
estudo mensurou as concentracdes de quatro metais-trago: arsénio, cddmio, chumbo e mercurio,
em amostras de figado e tecido muscular de Helicops infrataeniatus, quais foram coletadas em
trés pontos amostrais distintos. Os pontos eram caracterizados respectivamente como
industrializado, agricola e unidade de conservacdo. Nao foram observadas diferencas
significativas entre as concentracdes encontradas nos diferentes pontos amostrais. Também nao
foi detectada uma correlacdo significativa entre o tamanho corporal do individuo e as
concentragdes de metal. Porém, os tecidos muscular e de figado divergiram em concentragdes
de arsénio e mercurio. A auséncia de diferencas entre os locais indica que a evolugdo
geomorfoldgica da regido pode ser um fator preponderante na exposi¢do da fauna a metais-

tragco, uma vez que os trés pontos amostrais se encontram na mesma formagao geologica.
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1. Introducao

A polui¢do ambiental ja é facilmente reconhecida como uma das principais ameagas a
biodiversidade (Dudgeon et al. 2006). Alguns grupos possuem maior suscetibilidade a presenga
de elementos e compostos toxicos no ambiente, como anfibios (Sievers et al. 2019) e répteis
(Grillitsch e Schiesari, 2010). Muitos elementos conhecidos por causarem danos aos seres vivos
possuem ampla utilizagdo tanto na industria quanto na agricultura (Machado et al,. 2017).

Regides como as areas imidas merecem atencdo especial em relagdo a presenga de
contaminantes. Tais ambientes promovem diversos servi¢os ecossist€émicos como
armazenamento e purificacdo da agua; regulacdo do microclima; retencdo de carbono;
armazenamento de sedimentos e nutrientes; entre outros (Fletcher et al., 2011; Kingsford et al.,
2016). Além disso, do ponto de vista da biodiversidade, estas areas sdo conhecidas por
promover especiacdo, endemismo e oferecem diversos suportes a espécies direta e
indiretamente relacionadas a elas (Junk et al., 2014). No entanto, devido a abrigar uma grande
biodiversidade e possuir conectividade com outros ambientes, a poluicdo nas areas imidas
possui um potencial especialmente negativo. O aporte de contaminantes nesses ambientes pode
reduzir de maneira significativa a sobrevivéncia e capacidade reprodutiva de sua biota (Sievers
et al. 2018)

Dentre esses elementos estdo os metais-trago, elementos encontrados naturalmente em
baixas concentragdes. Alguns destes elementos ndo participam das rotas metabdlicas e nao
possuem fun¢do ou importancia conhecida nos organismos, sendo frequentemente
denominados “nao-essenciais”. Este ¢ o caso do metaldide arsénio (As) e dos metais cadmio
(Cd) chumbo (Pb) e mercurio (Hg), elementos altamente toxicos e frequentemente encontrados
no ambiente (Shakir et al., 2017; Tchounwou et al., 2012).

O arsénio ¢ um elemento quimico altamente toxico e considerado ndo-essencial. Apesar

de ser um elemento de ocorréncia natural, é raramente encontrado em forma livre no ambiente
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(Thompson, 1993). Quando absorvidas pelos organismos, algumas formas inorganicas, através
do processo de biometilagao, podem ser convertidas em formas metiladas (Barra et al., 2000),
as quais apresentam maior genotoxicidade do que as formas inorganicas nao-metiladas (Dopp
et al., 2004). Arsénio ¢ frequentemente utilizado em compostos presentes em inseticidas,
herbicidas, fungicidas e outros produtos de uso agricola (Defarge et al., 2018; Wang &
Mulligan, 2006). Em serpentes foi observado um aumento nas taxas metabolicas de individuos
coletados em uma regido contaminada por arsénio, frente a individuos coletados em um local
de referéncia (Hopkins et al., 1999).

Mercurio ¢ um metal com usos na industria em produtos médicos e em fungicidas,
podendo ter efeitos carcinogénicos (Tchounwou et al., 2012). Sua ocorréncia em ambientes
aquaticos ¢ especialmente perigosa. Nestes ocorre em maior intensidade o processo de
metilagdo do mercurio inorganico (Schneider ef al., 2013). Tal processo gera o MeHg, forma
organica altamente toéxica para a biota, possuindo potencial de bioacumulacio e
biomagnificacdo (Pouilly et al., 2013; Zhu et al., 2018). Consequentemente, 0 MeHg tende a
ser a forma mais abundante deste elemento em areas umidas. Entre as fontes antropogénicas do
mercurio estdo emissoes através da queima de combustiveis fosseis, producao de soda cdustica,
presenga em pesticidas, fungicidas e nos processos de extracdo e fundicdo de outros metais
(Bjerregaard et al., 2014; Pirrone et al., 2010; Tchounwou et al., 2012). Para répteis, efeitos
como diminuicdo da taxa de crescimento, afinidade do Hg com eritrdcitos e impactos negativos
ao sistema imune ja foram observados (Schneider et al., 2013).

O chumbo (Pb) ¢ um metal ndo-essencial e toxico comumente encontrado em pesticidas
a base de glifosato (Defarge et al., 2018). Ainda, estd presente em pigmentos, baterias,
processos de fundi¢des de minerais e emissdes resultantes da queima de combustiveis fosseis.
Ha registros de altas concentragdes de chumbo no ambiente em regides proximas a fabricas de

baterias (Yabe & Oliveira, 1998). Em relagdo aos efeitos da contaminag@o no organismo, o Pb
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esta associado a disfungdes no sistema nervoso, imunoldgico e problemas na reprodugdo
(Araujo et al., 2016). Em estudo experimental, lagartos (Sceloporus occidentalis) receberam,
por via oral, doses agudas, subagudas e subcronicas de acetato de chumbo (Salice et al., 2009).
Todos os individuos expostos a concentracdes agudas superiores a 2000 mg/kg foram a dbito,
enquanto efeitos como diminui¢@o do peso corporal, alteragdes hematoldgicas, histopatoldgicas
e comportamentais foram observados nos lagartos expostos a doses subletais. No sul do Brasil,
a contaminagdo por chumbo em répteis foi verificada apenas recentemente em ambientes
naturais (Quintela ef al., 2019).

Por fim, o cadmio também ¢ um clemento ndo essencial ¢ altamente toxico. Esse
elemento pode ser encontrado em efluentes industriais, zonas de mineragao, produgdo e uso de
baterias e uso de fertilizantes. Dentre seus principais danos, o Cd compete com elementos
essenciais em rotas metabodlicas, como o selénio e o calcio (Wang & Shi, 2001), sendo inclusive
acumulado em ossos. Em lagartos, danos e alteracdes hepaticas, alteragdes no epitélio ovariano
e degeneracao de ovoécitos foram observados em individuos adultos. Ja no estdgio embrionario,
anomalias graves como exencefalia e anencefalia foram reportados para individuos oriundos de
ovos incubados em solos contaminados por Cd (Scudiero et al., 2011). Exposi¢des agudas em
queldnios causaram uma diminuicdo na performance locomotora, entretanto os individuos
utilizados no estudo mostraram uma aclimatagdo frente aos efeitos causados pelo contaminante
durante experimento de exposi¢do cronica ao cadmio.

Dadas as diferentes fontes antropogénicas de cada elemento, regides com diferentes
usos poderdo apresentar concentragdes distintas desses metais. Consequentemente, uma mesma
espécie que habite diferentes locais podera estar exposta a quantidades variadas dos elementos
ao longo de sua distribui¢do. Nesse sentido, estudos que buscam encontrar variagdes em
concentragdes de metais em répteis que habitavam locais contaminados j& sugeriram que

diversos fatores podem estar envolvidos nessas contaminagdes. Grandes fontes antropicas de
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contaminantes podem resultar na presenga de metais nos tecidos dos animais (Bergeron ef al.,
2007; Drewett et al., 2013). No entanto, a ocorréncia natural dos metais-traco ndo pode ser
desconsiderada, uma vez que, em determinados casos, essa pode se mostrar um fator-chave na
detecgdo destes na biota (Quintela et al., 2019).

Sendo assim, buscamos verificar a presenca de metais-trago em animais habitantes da
Planicie Costeira do Rio Grande do Sul. Essa regido abriga aglomerados industriais, extensas
areas de agricultura e importantes unidades de conservagao, se tornando uma regido util para a
observacao da influéncia da agdo humana na biota. Para tal, se faz importante o uso de espécies
que possuam ampla distribuigdo na regido alvo, assim como tenha sua biologia
consideravelmente conhecida. Helicops infrataeniatus Jan, 1865 ¢ uma espécie de serpente
relacionada a ambientes aquaticos. Conhecida popularmente como cobra d’agua (Gonzalez et
al. 2020), possui adaptacdes morfologicas tipicas de espécies aquaticas (Aguiar & Di-Bernardo,
2004). A dieta da espécie ¢ predominante piscivora e os individuos chegam a 1000mm de CRC.
A espécie esta distribuida desde o nordeste argentino (prox. ao sul do Uruguai) até o centro-
oeste brasileiro (Nogueira et al. 2019), sendo relativamente comum no Rio Grande do Sul,
incluindo a Planicie Costeira.

O objetivo do presente estudo, portanto, foi determinar as concentracdes de arsénio,
cadmio, chumbo e mercurio presentes em musculo e figado de Helicops infrataeniatus, em uma
regido com diferentes usos do solo e graus de antropizacdo. Ainda, foi verificada a correlagao

entre o comprimento rostro-cloacal dos individuos e as concentragdes dos respectivos metais.

2. Materiais e métodos
2.1. Area de Estudo
A formacdo da planicie costeira ¢ formada especialmente por deposigdes recentes de

sedimentos (Lopes et al. 2010) com regides entre dunas caracterizadas pelo acimulo de matéria
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organica. Toda a regido foi formada a partir de sucessivos avangos e recuos do mar, conhecido
como sistema laguna-barreira (Tomazelli e Villwock, 2005) sendo que a area de estudo esta no
ultimo ciclo dessa formacdo, denominada Barreira 4, formada a partir do Holoceno (ca. 5 mil
anos) (Tomazelli et al. 2006). O estudo foi realizado em trés areas (Figura 1): o Distrito
Industrial de Rio Grande; a localidade de Santa Izabel do Sul e a Estagdo Ecologica do Taim.
O municipio de Rio Grande tem sua economia voltada especialmente para a exploragdo
pesqueira e a atividade portudria. Estas, por sua vez, fomentam a presenca estratégica de
industrias na regido, incluindo aquelas voltadas para a producdo e distribuicdo de produtos
alimenticios, fertilizantes e tratamento de madeira, influenciando a qualidade ambiental da
regido devido a emissdo de efluentes industriais (Mirlean et al., 2005). Ainda, a regido possui
ainda remanescentes de ambientes naturais, tais como campos secos e alagadi¢os, banhados
permanentes e intermitentes, arroios e fragmentos de mata de restinga paludosa e arenosa.

O segundo ponto amostral estd localizado proximo a localidade de Santa Izabel do Sul,
pertencente ao municipio de Arroio Grande. A éarea de coleta transpassa a planicie alagavel
oriunda do canal S3o Gongalo. Esse ¢ um corpo d’agua natural e tem inicio na Lagoa dos Patos
ao lado do municipio de Pelotas, recebendo efluentes de origem urbana. Além da area umida,
aregido de Santa [zabel do Sul ¢ caracterizada também pela forte atividade agricola, em especial
os cultivos de arroz irrigado e soja, que ocupam grande parte da regido entre a rodovia BR-471
e a planicie de inundagdo do canal Sdo Gongalo.

A Estagdo Ecologica do Taim ¢ segunda maior unidade de conserva¢do do bioma
Pampa. Estd localizada entre o Oceano Atlantico e a Lagoa Mirim. Sua paisagem ¢
caracterizada principalmente por areas umidas, canais naturais e lagoas, como a Lagoa
Mangueira (Marques et al., 2002). Em periodos de cheia, os diversos corpos hidricos da regido
podem ficar temporariamente conectados, havendo, portanto, um fluxo de sedimentos e

nutrientes entre eles. Areas adjacentes a ESEC do Taim possuem a presenga do cultivo de arroz
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irrigado, qual utiliza os corpos d’agua do préprio Taim para sua irrigagdo, influenciando tanto
os regimes hidrologicos quanto a composi¢ao quimica das aguas do sistema (Villanueva et al.,

2000).

2.2. Amostragem

Parte dos espécimes utilizados no estudo sdo oriundos de animais atropelados entre os
anos de 2015 € 2019. Além disso, foi empregado um esfor¢o de coleta nas trés areas de estudo,
sob a licenga SISBIO n° 69640. As coletas foram realizadas através de busca ativa e utilizagao
de abrigos artificiais, sendo os individuos eutanasiados e posteriormente tombados na Colecao
Herpetologica da Universidade Federal do Rio Grande. Um total de 30 individuos foram
utilizados no estudo. Todos os 30 individuos forneceram amostras de tecido muscular.
Amostras de figado foram coletadas em 25 individuos. Destes 30, 13 foram coletados no
Distrito Industrial de Rio Grande, 12 na localidade de Santa Izabel e cinco na Esta¢do Ecologica

do Taim.

2.3. Determinag¢do das concentragoes de As, Hg, Pb e Cd

As concentragdes de As, Hg e Pb, Cd foram determinadas em amostras de figado e
tecido muscular. As amostras foram secas a 60°C, pesadas, digeridas em 4ml de HNO3 a 60°C
durante uma noite e diluidas em agua deionizada, chegando ao volume final de Sml por amostra.
As analises dos elementos arsénio, chumbo, cadmio e mercario serdo realizadas em
espectrofotometro de absor¢ao atomica. Para a calibragdo do equipamento foram utilizados os
padroes DOLT-5 (Dogfish Liver Certified Reference Material for Trace Metals and other
Constituintes) e DORM-4 (Fish Protein Certified Reference Material for Trace Metals). Tais

padrdes possuem os valores certificados conforme a Tabela 1.
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2.4. Andlise dos dados

Apds a obtengdo das concentragdes dos metais nos tecidos foi realizado o teste de
Shapiro-Wilk, qual mostrou uma distribuicdo ndo-normal no conjunto de dados. Foram
calculadas a média e o desvio padrao das concentracdes de cada elemento em cada tecido,
expressos em pgeg'. A fim de verificar a correlagdo entre as concentragdes dos elementos € o
tamanho corporal dos individuos (CRC) foi performada uma correlagdo linear de Pearson.
Diferengas nas concentracdes entre tecidos foram analisadas através do teste de Wilcoxon para
amostras dependentes. Por fim, a compara¢ao entre os diferentes pontos amostrais foi realizada
através do teste de Kruskal-Wallis e, apds este, foi performado ainda o teste post-hoc de Dunn
(com corregdo de Bonferroni para multiplas comparagdes). As andlises aplicadas foram

executadas no ambiente estatistico R

3. Resultados

O comprimento rostro-cloacal foi obtido de 28 individuos, alcangando a média de 326.35
(£ 92.2mm). As concentragdes de arsénio, cadmio, chumbo e mercurio, tanto no tecido muscular
quanto no figado, sdo apresentadas na tabela 2 em pgeg' (peso seco). Os valores individuais
absolutos das concentragdes de elementos variaram de 0.0021 a 0.5658 pgeg™! (As), 0.0137 a 3.5877
pgeg! (Cd), 0.0008 a 0.2754 pgeg' (Hg) e 0.0015 a 0.6508 ugeg' (Pb). Todas as amostras
apresentaram concentragdes acima do limite de deteccdo. Nao foi observada correlaciao
significativa entre a concentra¢do dos metais presentes no estudo e o comprimento rostro-cloacal
dos individuos (Figura 2).

As diferengas na concentracao de As, Cd, Pb e Hg entre figado e tecido muscular mostraram
diferengas significativas para os elementos arsénio e mercurio (p = 0.0346 e p = 0.0451

respectivamente) (Figura 3). Nao foram encontradas diferencas significativas na concentragcdo de
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nenhum dos elementos supracitados entre as localidades das coletas (p > 0.05). Consequentemente,

0 teste post-hoc também mostrou valores nao significativos ao comparar as localidades.

4. Discussiao

Este foi o segundo estudo a utilizar H. infrataeniatus como espécie-alvo ao analisar
concentragdes de metais-trago e o primeiro a realizar uma comparagdo entre areas amostrais com
caracteristicas diferentes em relagdo ao uso do solo. O fato de as areas amostradas estarem sobre a
mesma formagdo geomorfoldgica parece ter sido fator predominante sobre as concentragdes de
metais no modelo de estudo e ndo o uso do solo como hipotetizado nesse estudo. Além disso, a
matéria organica costuma realizar interacdes com os metais presentes no ambiente, alterando sua
forma e, consequentemente, suas caracteristicas de biodisponibilidade e afins (Groenenberg e Lofts,
2014). Portanto, ¢ importante considerar que as caracteristicas geoquimicas da regido podem ser
um fator de grande influéncia em estudos ecotoxicoldgicos com elementos de ocorréncia natural.
Quintela e colaboradores (2020) verificaram que a composi¢do geoquimica das regides amostradas
levou a um resultado oposto ao postulado na sua hipdtese, em que se esperava concentracdes
superiores na regido com forte influéncia antropica. Tal resultado corrobora a importancia da
presencga natural dos elementos no ambiente sobre a contaminag¢do dos animais. Apesar disso, 0s
autores destacaram a necessidade de um estudo detalhado das concentracdes dos metais no
ambiente para elucidar por completo essa questao.

A auséncia de correlagdo entre o comprimento rostro-cloacal dos individuos e os respectivos
metais estudados vai ao encontro dos resultados exibidos por Quintela e colaboradores (2019). Estes
também nao observaram correlagdes entre o CRC e as concentragdes de As ¢ Pb em H.
infrataeniatus. Ou seja, na espécie, tais metais possivelmente ndo tem sua toxicodinamica
influenciada por fatores como tamanho corporal e/ou estdgio de desenvolvimento dos individuos.

4.1. Arsénio
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Os valores encontrados de arsénio em tecido muscular no presente estudo foram
conspicuamente inferiores ao encontrado por Quintela e colaboradores (2019), tanto para
individuos oriundos da regido da ESEC do Taim quanto para as outras duas localidades. Em relacao
a esse mesmo elemento houve diferencas significativas entre os valores obtidos entre as amostras
de figado e de tecido muscular. As amostras de figado possuiam concentragdes inferiores do metal.
Campbell e colaboradores (2005) verificaram as concentragdes de metais em Nerodia sipedon,
serpente norte-americana com caracteristicas ecologicas semelhantes a H. infrataeniatus. Neste
estudo, as concentragdes (peso umido) de As encontradas em amostras de figado de individuos
oriundos de local impactado (0.171 = 0.058 pgeg!) foram semelhantes ao encontrado em H.
infrataeniatus. Ja as concentragdes nos figados coletados em ambiente pristino foram menores se
comparadas ao presente estudo (0.037 £ 0.007 pgeg™). Porém tal valor, se apresentado em peso
seco, poderia trazer resultado sensivelmente diferente. As concentragdes em tecidos musculares de
N. sipedon, entretanto, foram menores para ambos os ambientes (0.037 £ 0.008 pgeg™! em ambiente
impactado € 0.033 + 0.009 pgeg' no ambiente pristino). Assim como no presente estudo, Campbell
e colaboradores (2005) encontraram concentracdes de arsénio significativamente maiores no figado
do que no tecido muscular estudado. Burger et al 2006 encontraram em tecido muscular de Nerodia
fasciata, N. taxispilota e Agkistrodon piscivorous, trés espécies de habitos aquaticos, concentracdes
(peso seco) superiores no ambiente contaminado (0.4 + 0.04, 0.7 £ 0.09 e 7 + 0.09 ugeg’,
respectivamente).  Pituophis melanoleucus, serpente estritamente terrestre, apresentou
concentragdes de As semelhantes do que no presente estudo, tanto no tecido muscular quanto figado
(0.125+0.031 e 0.156 £0.027 pgeg™' de peso umido, respectivamente). A dieta de H. infrataeniatus
¢ composta em sua maior parte por peixes, incluindo o género Astyanax (Aguiar, Di-Bernardo
2004). Esse, por sua vez, apresentou uma grande concentracdo de As em estudo previamente
realizado na ESEC Taim, de 19.461 + 4.046 ngeg' (Quintela et al. 2019). No entanto,

diferentemente do exposto pelo estudo supracitado, as concentragdes das serpentes do presente
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estudo foram muito menores, ndo corroborando uma possivel bioacumulagdo. Mesmo a espécie
com a menor concentracdo de arsénio encontrada por Quintela e colaboradores apresentou
concentra¢io maior do que a encontrada atualmente em H. infrataeniatus (3.551 £ 2.363 ugeg™).
4.2. Cdadmio

Um menor numero de estudos mensurou as concentragdes do respectivo metal em tecidos
de serpentes. Segundo Campbell et al 2005, no tecido muscular de N. sipedon nao houve diferencas
significativas entre o ambiente impactado e ndo impactado (0.0162 + 0.0031 e 0.0143 + 0.0143
ngeg”! de peso imido), estando estes valores abaixo do encontrado em H. infrataeniatus, qual
também ndo apresentou diferencas significativas entre os ambientes. Ja nas amostras de figado,
tanto houve uma diferenca significativa entre os ambientes, quanto o valor de Cd do ambiente
impactado se mostrou bastante préximo aos valores encontrados em nosso estudo (0.118 + 0.017 e
0.0411 + 0.006, peso umido), considerando a diferenca entre valores de peso umido e seco. No
entanto, o ambiente contaminado estudado por Campbell et al 2005 sofreu langamento direto de
contaminantes por mais de uma década. Consequentemente, divergéncias significativas entre os
ambientes seriam esperadas na maioria dos cenarios estudados. Apesar das pressdes nas areas aqui
estudadas também serem distintas entre si, as trés localidades possuem atividades antrdpicas ou ao
menos a influéncia destas, como no caso da ESEC Taim. Em Campbell et al 2005, musculo e figado
apresentaram diferengas significantes apenas no ambiente contaminado. Burguer et al. 2017
também encontraram concentragdo de Cd significativamente maior no figado de Pituophis
melanoleucus (0.128 + 0.03 pgeg™! peso umido) do que no tecido muscular (0.027 £ 0.008 pgeg’!
peso umido). Porém, nesse caso todos os espécimes sdo oriundos do ambiente pristino. Tal padrao
ndo ocorreu com H. infrataeniatus, ndo havendo diferengas significativas no cddmio encontrado.

4.3. Chumbo
A maioria dos estudos que analisaram as concentragdes de chumbo em serpentes

encontraram valores semelhantes a o que encontramos na Planicie Costeira do Rio Grande do Sul.
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Pituophis melanoleucus apresentou, em figado e musculo, 0.140 + 0.039 € 0.393 £0.131 pgeg' de
peso umido, respectivamente (Burger et al. 2017). A concentragdo no tecido muscular foi
significativamente maior nessa espécie, diferentemente do que encontramos em H. infrataeniatus,
nao havendo diferenca entre tecidos para concentragdes de chumbo. J4 em Nerodia sipedon as
concentragdes foram novamente aproximadas a o que encontramos, independentemente do
ambiente ou tecido (miisculo em ambiente pristino: 0.0585 + 0.0169 ugesg™'; misculo em ambiente
contaminado: 0.0602 £ 0.0081 pgeg!; figado em ambiente pristino: 0.026 = 0.0042 pgeg™'; figado
em ambiente contaminado: 0.0504 + 0.0054 pgeg™ de peso umido) (Campbell et al. 2005). Na
propria H. infrataeniatus, Quintela e colaboradores (2019) encontraram uma concentragdo
consideravelmente baixa do elemento no tecido muscular dos individuos coletados na ESEC Taim
(0.00258 £ 0.00214 pgeg'). O mesmo padrio se repetiu naquele estudo para todas as outras
espécies, incluindo os peixes comumente predados pela cobra d’agua. No entanto, o estudo com
trés espécies aquaticas mostrou concentragdes de Pb expressivamente altos no ambiente impactado
(Burger et al. 2006) frente ao presente trabalho. No estudo supracitado, as concentragcdes de chumbo
em Nerodia fasciata, N. taxispilota e Agkistrodon piscivorous foram de, respectivamente, 2 £+ 0.2,
32+ 05e3+1 pgeg! de peso seco de tecido muscular. O local de coleta destas espécies foi
severamente impactado por mais de trés décadas de atividades relacionadas a obtencdo de matéria
prima para armas nucleares. O chumbo foi um dos principais elementos depositados na regido.
Ademais, essas concentracdes foram significativamente maiores do que as encontradas, no mesmo
estudo, no sangue das trés espécies (0.1 £0.01, 0.04 = 0.01 e 0.04 £ 0.02 pugeg™!, respectivamente),
indicando o acimulo do elemento no tecido muscular do animal.
4.4. Mercurio

A maior parte dos estudos ecotoxicologicos com répteis trouxe analises de concentragdes

de Hg. Praticamente todos principais estudos com serpentes apresentaram concentragdes médias de

mercurio maiores do que as encontradas nas cobras d’agua dos trés pontos amostrais da Planicie
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Costeira do Rio Grande do Sul. Em Pituophis melanoleucus foram encontradas concentracdes de
Hg de, em média, 0.459 + 0.078 pgeg! no figado e 0.0758 + 0.012 pgeg™! no tecido muscular
(Burger et al 2017). O ambiente de coleta dos animais era pouco antropizado, ndo havendo
deposic¢des diretas do elemento no local. Assim como em nosso estudo, o figado apresentou
concentragdo significativamente maior do que o musculo dos individuos. Ja as espécies aquaticas
Nerodia fasciata, N. taxispilota e Agkistrodon piscivorous exibiram 0.6 £ 0.05, 0.7 = 0.1 ¢ 0.9 £
0.1 pgeg'! de mercurio em tecido muscular (Burguer et al 2006). Estas foram coletadas em ambiente
impactado, porém sem clara introdug¢do do respectivo elemento. Por sua vez, N. sipedon, em
ambiente preservado, apresentou concentragdes de Hg (peso umido) de 1.403 + 0.214 pugeg! em
tecido muscular e 0.582 + 0.0474 pgeg! no figado. A diferenca entre os tecidos nesse cendrio foi
significativa, porém oposta ao ocorrido no presente estudo e no estudo com P. melanoleucus. Ja no
ambiente impactado, as concentragdes nos dois tecidos foram consideravelmente proximas (0.75 £
0.0762 pgeg! em tecido muscular e 0.741 + 0.0493 pgeg™! em figado). Drewett e colaboradores
2013 também estudaram a serpente aquatica N. sipedon e outras trés espécies de serpentes: Regina
septemvittata, espécie semiaquatica que se alimenta especialmente de lagostim; Pantherophis
obsoletus, uma serpente com habitos preferencialmente arboricolas e que preda aves e pequenos
mamiferos; e Thamnophis sirtalis, espécie terricola generalista, predando principalmente anfibios
e invertebrados. Os animais foram coletados ao longo da planicie de inundagdo de um rio
contaminado por mercurio. As andlises foram realizadas em pedacos da ponta da cauda das
serpentes, contendo pele, tecido muscular e 6sseo. Destas espécies, as menores concentracdes de
Hg foram encontradas em P. obsoletus (0.26£0.09 ngsg™! de peso seco). Mesmo essa ja foi superior
ao encontrado em nosso estudo, no entanto tal espécie teria o menor contato direto com o ambiente
contaminado. 7. sirtalis e R. septemvittata apresentaram, respectivamente, 4.59 £ 0.38 ¢ 1.28 £ 0.32
ngeg! (peso seco) de Hg. N. sipedon foi a espécie com maior concentragio de mercurio, 5.6 + 0.4

pgeg!, valor muito superior ao encontrado por Campbell e colaboradores (2005). Ainda, a espécie
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apresentou uma relagdo significativamente positiva entre o comprimento rostro-cloacal e a
concentragdo de mercurio e, portanto, a espécie apresenta um bom biomarcador para o respectivo

metal, algo ndo encontrado em nossas analises para qualquer metal.

5. Conclusoes

De modo geral, concentragdes marcadamente altas de elementos-trago em tecidos de
serpentes s6 foram encontradas em ambientes seriamente contaminados com o0s respectivos
elementos. No entanto, apesar da atividade agricola na regido de entorno, a ESEC Taim nao
aparenta apresentar contamina¢do comparavel com alguns dos estudos supracitados, nos quais as
amostragens ocorreram em locais com mais de trés décadas de despejo de metais. Ainda assim,
Quintela e colaboradores (2019) encontraram valores altos de arsénio, elemento comumente
associado a atividade agricola (Defarge et al., 2018; Wang e Mulligan, 2006). Curiosamente,
utilizando a mesma espécie modelo e mesma regido de coleta, os valores encontrados foram
conspicuamente menores. O tamanho das amostras de ambos os estudos pode ser um dos fatores
determinantes para essa diferenca. Tal fato alerta para a necessidade de se conhecer as
concentragdes dos metais nos sedimentos locais, a0 mesmo tempo em que se realizam as analises

nos tecidos animais.
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473 7. Figuras e Tabelas

474

475

476  Figura?2 - Mapa dos pontos amostrais do presente estudo. RG: Municipio de Rio Grande; S.IZA: Localidade
477 de Santa Izabel; TAIM: Estaciio Ecoldgica do Taim (em amarelo a drea total da unidade de conservacio).
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Tabela 1 - Valores padrées utilizados para a calibragdo do equipamento espectrofotometro.

DOLT-5 | DORM-4
Valor certificado pgeg” incerteza Valor certificado pgeg” incerteza
Arsénio 34.6 24 6.87 +0,44
Cadmio 14.5 +0,6 0.299 +0,018
Mercurio 0.44 +0,18 0.412 + 0,036
Chumbo 0.162 + 0,032 0.404 10,062

54



489
490
491

492

Tabela 2 - Valores de concentragao de arsénio, cadmio, mercurio e chumbo em Helicops infrataeniatus,

expressos em ugeg™ de peso seco de tecido muscular e figado. RG = Distrito Industrial de Rio Grande; S.

IZA = Santa Izabel do Sul; TAIM = Estagao Ecoldgica do Taim.

Tecido Localidade N Arsénio Cadmio Mercurio Chumbo
o RG 13  0.1436+0.113 0.3636 £0.472 0.0191+0.018  0.1217 £ 0.11
§ S.1ZA 12 0.1564 +0.144 0.3752+0.359 0.0368 +0.027 0.1432 +0.192
§ TAIM 5 0.1220+0.093 0.9138+1.301 0.0386+0.04 0.1133+0.112
° RG 12 0.1439+0.156 0.446+1.001 0.0512+0.027 0.1139 £ 0.153
}g, S.1ZA 10 0.0416+0.041 0.1926+0.165 0.0576 £ 0.084 0.0849 + 0.083
- TAIM 3 0.0387+0.011 0.1653+0.151  0.0208 + 0.01 0.071 £ 0.058
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CAPITULO 2

Concentragoes de arsénio, cadmio, chumbo e mercurio em serpentes simpatricas

de uma regiao urbanizada no extremo sul do Brasil

Vinicius Mendes, Fernando M. Quintela, Saulo R. Pino, Patricia G. Costa, Adalto Bianchini

& Daniel Loebmann
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Resumo

Elementos-trago, costumeiramente utilizados na industria ¢ em produtos agricolas, sao
conhecidos por diversos efeitos danosos em animais, incluindo a redu¢@o das capacidades de
sobrevivéncia das populagdes. Devido a sua histdria natural, serpentes possuem potencial para
serem utilizadas como bioindicadores de contaminagdes. Portanto, este estudo buscou mensurar
as concentragdes de quatro elementos em Erythrolamprus jaegeri, E. poecilogyrus, Helicops
infrataeniatus e Philodryas patagoniensis, serpentes simpatricas em drea urbanizada no
extremo sul do Brasil. As concentragdes dos elementos foram determinadas em amostras de
figado e tecido muscular analisadas em espectrofotdometro. Nao foram encontradas diferengas
significativas nas concentra¢des de metais entre as espécies. No entanto, os dados indicam que
figado e tecido muscular retém metais de maneira diferente. Ainda, possiveis variagdes

ontogenéticas podem ser um fator importante nas concentragdes de metais em serpentes.
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1. Introducao

A expansdo de centros urbanos acarreta diversos riscos a fauna silvestre, incluindo a
exposicdo a contaminantes (Murray et al. 2019). Elementos-trago, (i.e., elementos de ocorréncia
em baixas concentragdes nos ambientes naturais) podem representar perigos a biota, em
especial em eventuais situagdes de deposi¢ao antropogénica (Shakir et al., 2017; Tchounwou
et al.,, 2012). O uso de alguns desses elementos em agrotdxicos (Defarge et al., 2018) e
polimeros de origem industrial (Yabe & Oliveira, 1998) podem ser fatores chaves para a entrada
desses elementos nos ambientes naturais. A deposi¢ao de compostos toxicos, mesmo em locais
j& impactados, podem levar a contaminacdo de ambientes pristinos, especialmente os aquaticos
(Dudgeon et al. 2006). Consequentemente, a biota desses ambientes, frente a eventuais grandes
contaminagodes, pode sofrer danos significativos a nivel populacional. Estudos j& indicaram
depreciacdo no fitness de espécies habitantes de locais impactados (Sievers et al. 2018).
Diversos estudos abordam danos a répteis marinhos frente a contaminagdes (Grillitsch e
Schiesari, 2010; Komoroske et al., 2012). Apesar de bem conhecidos os efeitos dos poluentes
em tartarugas marinhas, recentemente foi reportada a mortandade de serpentes marinhas em
ambiente altamente contaminado pelo derrame de 6leo (Yaghmour et al., 2022). J4 em ambiente
continental, alguns estudos indicaram diferengas espaciais ao longo de gradientes de
contaminagdo. Também foram observadas diferengas em ambientes antropizados e/ou
contaminados em relagdo a regides pristinas e naturais. Em relag@o aos efeitos destes elementos,
em serpentes foi observado um aumento nas taxas metabolicas de individuos coletados em uma
regido contaminada por arsénio, cadmio, selénio, cromo e cobre, frente a individuos coletados
em um local de referéncia (Hopkins et al., 1999). Mercurio ja foi indicado como responsavel
pela diminuicdo da taxa de crescimento, afinidade com eritrocitos e impactos negativos ao

sistema imune (Schneider et al., 2013).
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No Brasil, poucos estudos buscaram verificar a presenga de elementos-trago em répteis.
Quintela e colaboradores (2019) mensuraram as concentragdes de arsénio e chumbo em
espécimes da serpente aquatica Helicops infrataeniatus, o quelonio Trachemys dorbigni e o
jacaré-do-papo-amarelo (Caiman latirostris) na Estacdo Ecolégica do Taim, unidade de
conservagdo com status de sitio Ramsar. Tal estudo revelou altos niveis de arsénio,
especialmente na serpente. No Espirito Santo, as serpentes Boa constrictor € Bothrops jararaca
foram utilizadas para a verificagdo de diversos elementos, incluindo chumbo e cadmio
(Frossard et al., 2017). Ainda, um estudo experimental com B. jararaca verificou um potencial
de bioacumulagdo de cddmio na espécie (Frossard et al. 2019). Tal estudo também indicou que
diferentes 6rgdos e tecidos podem acumular concentragdes distintas dos elementos. Portanto,
estes podem apresentar diferentes potenciais para o estudo de absor¢do, acimulo ou mesmo
danos oriundos da presenca de elementos tdxicos na biota.

Devido a sua historia natural, serpentes possuem potencial para serem utilizadas como
bioindicadores de contaminagdes (Haskins et al. 2019). Além disso, existem lacunas quanto a
influéncia dos aspectos ecologicos da biota e do uso antrépico da paisagem sobre a
contaminagdo por metais e metaloides especialmente em serpentes, mesmo que essa abordagem
tenha gerado resultados interessantes em estudos anteriores (Bergeron et al., 2007; Drewett et
al., 2013).

Sendo assim, o presente estudo buscou mensurar as concentragdes de arsénio, mercurio,
chumbo e cddmio em quatro espécies simpatricas de serpentes (Erythrolamprus jaegeri, E.
poecilogyrus, Helicops infrataeniatus e Philodryas patagoniensis) no municipio de Rio
Grande, area antropizada localizada na planicie costeira do extremo sul do Brasil. Ainda, foram
verificadas as correlagdes entre o tamanho corporal (comprimento rostro-cloacal) dos
espécimes e as concentragdes destes metais, bem como a diferenga entre as concentragdes

encontradas em tecido muscular e tecido hepatico.

59



50

51

52

53

54

55

56

57

58

59

60

61

62

63

64

65

66

67

68

69

70

71

72

73

74

2. Materiais e métodos

As coletas foram realizadas no municipio de Rio Grande, um dos maiores municipios
inseridos na Planicie Costeira do Rio Grande do Sul. O municipio possui populagio estimada
em 212 mil habitantes (IBGE, 2021), e sua economia ¢ majoritariamente voltada as atividades
pesqueira e portudria, uma vez que o porto do municipio estd entre os principais do pais. A
regido abriga, ainda, diversos empreendimentos industriais. Tais empreendimentos aproveitam
a proximidade do porto para o recebimento de insumos e escoamento de producdo. Dentre essas
industrias, estdo aquelas voltadas para a produgao e distribui¢do de fertilizantes e tratamento de
madeira, influenciando a qualidade ambiental da regido devido a emissdo de efluentes
industriais (Mirlean et al., 2005). A forte presenca industrial nas areas de entorno ao Porto de
Rio Grande tornou a regido conhecida como Distrito Industrial. O Distrito industrial, apesar de
altamente antropizado, possui remanescentes de ambientes naturais, como campos Secos €
alagadicos, banhados permanentes e intermitentes, arroios ¢ fragmentos de mata de restinga
paludosa e arenosa. Consequentemente, mesmo ambientes sem uso antrdpico direto ainda
sofrem com a deposic¢do e dispersao de efluentes industriais e afins.

Erythrolamprus jaegeri (Giinter, 1858) ¢ uma serpente de pequeno porte, dificilmente
excedendo 600 mm de comprimento rostro-cloacal (CRC). Exibe preferéncia por forragear em
ambientes aquaticos e proximidades. Anfibios anuros compdem a maior parte da dieta desta
espécie, porém eventualmente também pode predar lagartos e artropodes (Corréa et al., 2016).
Erythrolamprus poecilogyrus (Cope, 1860) ¢ uma espécie de pequeno porte, ndo excedendo
750 mm de CRC. Esta espécie se mostra generalista em relagdo ao seu uso de habitat, bem
como em sua dieta, a qual € composta por anuros, lagartos, pequenos roedores, peixes e até
mesmo outras serpentes. Helicops infrataeniatus Jan, 1865 é a espécie mais relacionada a

ambientes aquaticos presente no presente estudo, possuindo inclusive adaptagdes morfoldgicas
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tipicas de espécies aquaticas (Aguiar & Di-Bernardo, 2004). A dieta da espécie ¢ predominante
piscivora e os individuos podem chegar a 1000 mm de CRC. Por ultimo, Philodryas
patagoniensis (Girard, 1858) a maior dentre as espécies a serem analisadas, excedendo
1500mm de CRC. Também se apresenta como generalista em relagdo a seu uso de habitat,
apresentando habito terrestre, arboricola e eventualmente utilizando-se de corpos hidricos. Sua
dieta também ¢é generalista, predando pequenos mamiferos, aves, répteis e peixes (Hartmann &
Marques, 2005). Ao todo, foram coletados 29 individuos de E. jaegeri, 11 de E. poecilogyrus,
13 de H. infrataeniatus e seis de P. patagoniensis.

As concentragdes dos elementos-trago As, Hg e Pb, Cd foram mensuradas em amostras
em todas as espécies, a partir de amostras de tecido muscular e hepatico. Tais amostras foram
retiradas dos individuos eutanasiados, secas em estufa a 60°C durante 12h, pesadas e digeridas
em 4ml de HNO3 a 60°C durante novas 12h. e diluidas em agua deionizada, chegando ao
volume final de 5 ml por amostra. As anélises dos elementos arsénio, chumbo, cadmio e
mercurio serdo realizadas em espectrofotdmetro de absor¢do atomica. Para a calibragdo do
equipamento foram utilizados os padroes DOLT-5 (Dogfish Liver Certified Reference Material
for Trace Metals and other Constituintes) e DORM-4 (Fish Protein Certified Reference Material
for Trace Metals).

Os resultados das anélises de concentragdo foram obtidos em pgeg™. Apos, foi calculada
a média e o desvio padrdo das concentracdes de cada elemento em cada tecido de cada espécie.
Para a deteccao da normalidade dos dados foi realizado o teste de Shapiro-Wilk, qual mostrou
uma distribui¢do nao-normal. Diferengas nas concentragdes entre tecidos foram analisadas
através do teste de Wilcoxon. A correlacdo entre as concentracdes dos elementos e o tamanho
corporal dos individuos foi verificada através da correlagdo linear de Pearson. Para comparar
os resultados entre as espécies, foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis. As analises aplicadas

foram executadas no ambiente estatistico R.
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3. Resultados

As concentragdes de metais encontradas no presente estudo se encontram evidenciadas na
Tabela 1, expostas em média e desvio-padrio (ugeg™') para cada elemento, espécie e tecido.
Através do teste de Kruskal-Wallis, ndo foram encontradas diferengas significativas nas
concentragdes de metais entre as espécies, portanto, ndo havendo variagdo interespecifica em
nenhuma das varidveis estudadas (elemento e tecido). Diferengas significativas entre as
concentragdes dos tecidos foram encontradas para cddmio em E. jaegeri (p = 0,01474) e
mercurio novamente em E. jaegeri (p = 0,004757) e H. infrataeniatus (p = 0,009277). Através
do teste de correlagdo de Spearman, foram detectadas correlagcdes em apenas trés situagoes:
arsénio e chumbo em figado de E. jaegeri (p = 0.000335, tho =-0.8; e p=10.012, tho = -

0.631, respectivamente) e cddmio em figado de E. poecilogyrus (p = 0.008, rho = -0.81).

4. Discussiao

O presente estudo ¢ o primeiro a realizar uma avaliacdo interespecifica de elementos tracos em
serpentes no sul do Brasil. O municipio de Rio Grande, apesar de urbanizado, ainda apresenta
remanescentes de areas naturais, mesmo que estas estejam sob influéncia da antropizagdo. Os
padroes de correlagdes negativas para arsénio e chumbo em figado de E. jaegeri e cddmio em
figado de E. poecilogyrus pode indicar uma eventual variagdo ontogenética, qual ja foi
documentada para uma espécie congénere (Eisfield et al., 2021). A auséncia de diferengas
interespecificas em serpentes ocorreu em outras situagdes descritas na literatura (Burguer et al.,
2006, Drewett et al., 2013).

Burger e colaboradores (2006) realizaram a aferi¢do das concentracdes de chumbo, arsénio e
mercurio em trés serpentes de habitos aquaticos: Nerodia fasciata, N. taxispilota e Agkistrodon

piscivorous. Neste estudo, houve variacdo significativa para arsénio (Sendo 4. piscivorous a
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espécie com maior concentracdo, ¢ as demais com concentragdes semelhantes) e chumbo
(sendo, nesse caso, N. taxispilota a espécie com concentragdo conspicuamente superior as
demais). As concentracdes supracitadas foram verificadas em tecido muscular, sendo os
individuos oriundos de um ambiente contaminado. Frente ao fato de que as espécies presentes
no estudo possuem habitos semelhantes, tanto alimentares quanto em uso de habitat, os autores
ndo inferem sobre o que levou a tais diferencas.

No entanto, em um estudo tratando exclusivamente de concentragdes de mercurio, espécies com
historia natural consideravelmente distinta entre si exibiram diferencas interespecificas
significantes (Drewett et al. 2013). Neste estudo foram utilizadas as espécies Nerodia sipedon
e Regina septemvittata, espécies semiaquaticas; Pantherophis obsoletus, uma serpente com
habitos preferencialmente arboricolas; e Thamnophis sirtalis, espécie terricola generalista.
Ainda, foi realizada andlise isotOpica para diferenciar as espécies em relagdo aos seus recursos
alimentares. No caso, as espécies relacionadas a ambientes aqudticos apresentaram
concentragdes de mercurio conspicuamente superiores as duas outras espécies. Tal padrio,
portanto, indica que o ambiente aquatico e os habitos alimentares das espécies que o utilizam
podem ser fatores importantes para a absor¢do de elementos-trago. No presente estudo, apesar
de ndo observadas diferencas interespecificas, ¢ importante ressaltar que as espécies nao
passaram por analise isotopica. Portanto, a diferenciacdo dos recursos das espécies ¢ menos
clara do que a apresentada por Drewett e colaboradores (2013).

Variacdes intraespecificas entre as concentragdes de tecidos ja foram documentadas em outros
estudos com serpentes. Pituophis melanoleucus apresentou concentracdes de cadmio e
mercurio significativamente maiores no figado em rela¢do tecido muscular, porém o inverso
ocorreu nas analises com chumbo (Burger et al. 2017). Tanto em ambiente contaminado quanto
pristino, N. sipedon apresentou concentracdes de cadmio significativamente superiores no

figado (Campbell et al. 2005). No mesmo estudo, uma maior concentragdo de arsénio foi
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encontrada em figado apenas no ambiente pristino. Ja para mercurio, o tecido muscular continha
maior concentragdo frente ao figado, também apenas em ambiente preservado.

Em estudos relativos a diferengas interespecificas, a presenga de dados isotdpicos sobre os
animais pode ser um fator decisivo na compreensdao dos demais resultados (Drewett et al.,
2013). Nao obstante, a analise dos sedimentos locais, respeitando a temporalidade das coletas
de amostras bioldgicas, também fomentara as respostas ao objetivo do estudo. Ainda assim, o
presente estudo contribui para a compreensdo dos fatores que influem nas concentragdes de
elementos-trago em serpentes, especialmente no tocante a relacdo entre tais concentragdes € o

tamanho corporal dos individuos.
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248 6. Figuras e tabelas

249
250 Tabela 3 - média e desvio padrio em pgeg™' das concentracdes de metais-traco por espécie e por tecido.
Espécie Tecido N Arsénio Cadmio Mercurio Chumbo
Musculo 29 0.4538+0.662  0.2105+0.449 0.0284+0.02 0.1481+0.153
E. jaegeri
Figado 27  0,2460+0,233  0,0719+0,086  0,0513+0,032  0,1326+0,169
Miusculo 11 0288240315  0,531+0,665 0,05+0,049  0,3812+0,476
E. poecilogyrus
Figado 10  0,1375+0,187 0,388+0,565 0,0345+0,027 0,2061+0.2
Musculo 13 0,1436+0,113  0,3636+0,472  0,0191£0,018 0,1217+0,11
H. infrataeniatus
Figado 12 0,1439+0,156  0,446+0,101  0,0512+0,027  0,1139+0,153
Musculo 6 0,323+0,188 0,2962+0,303  0,0385+0,034 0,1526+0,15
P. patagoniensis
Figado 4 0,3119+0,546  0,1318+0,112  0,0288+0,017  0,0188+0,024
251
252
253 Tabela 4 - Valor de p do teste de Wilcoxon, indicando a significincia das diferencas entre as concentragoes
254 dos metais entre tecidos.
Arsénio Cadmio Mercurio Chumbo
E. jaegeri 0.1111 0.01474 0.004757 0.2291
E. poecilogyrus 0.08398 0.1602 0.4922 0.1602
P. patagoniensis 0.875 1 0.625 0.125
H. infrataeniatus 0.791 0.9097 0.009277 0.9097
255
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CONSIDERAGOES FINAIS

No presente estudo foram avaliadas as concentracbes de metais-traco em
serpentes da planicie costeira. As espécies Erythrolamprus jaegeri, E. poecilogyrus,
Philodryas patagoniensis e Helicops infrataeniatus foram coletadas em uma regiao
urbanizada com grande presencga industrial: o municipio de Rio Grande, objetivando
verificar a existéncia de diferencgas interespecificas nas concentragdes dos elementos
estudados. H. infrataeniatus foi coletada também em mais dois pontos amostrais na
planicie costeira do Rio Grande do Sul: a localidade de Santa Izabel, com predominio de
agricultura; e a Estagao Ecoldgica do Taim, unidade de conservagao formada por areas
umidas, porém sob impactos de areas agricolas adjacentes. As concentragdes dos metais
arsénio, cadmio, chumbo e mercurio foram mensuradas nos tecidos musculares e no
figado dos individuos.

As hipoteses postuladas indicando a existéncia de diferencas intra e
interespecificas nessas concentragdbes nao foram corroboradas. A inexisténcia de
variagao significativa intraespecifica permite supor que, independentemente das pressdes
antropicas, as caracteristicas geoquimicas da formagao Planicie Costeira podem ter um
papel importante nos metais absorvidos pela fauna. O fato de nao haver diferencas
interespecificas indica que as espécies sofrem suscetibilidade semelhante a absorc¢ao de
metais. No entanto, sugere-se que analises isotopicas sejam realizadas para verificar
diferencas na utilizagdo de recursos. Ainda, algumas correlagdes negativas entre o
tamanho corporal e a concentragao dos metais foram encontradas. Nesses casos, €
possivel que variagdes ontogenéticas na dieta ou uso do habitat possa ter promovido uma
exposi¢cao maior de individuos jovens aos elementos trago.

Sendo assim, sugerimos que estudos futuros relacionados a concentragdes de
metais-traco na fauna realizem também a mensuracdo dos mesmos elementos nos
substratos utilizados pelas espécies. Desse modo, € possivel compreender com mais
facilidade o papel das fontes antrépicas destes elementos, bem como discutir sobre os
modos de absorcdo desses pela fauna. Nao obstante, em estudos interespecificos,
analises de is6topos estaveis também podem ser ferramentas para a compreensao da
importancia dos recursos alimentares das espécies na exposigao aos elementos-trago.
Além disso, tais analises também podem facilitar a compreensao de variacdes

ontogenéticas e a importancia dessas no contexto ecotoxicologico.
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ANEXOS

COMISSAO DE ETICA EM USO ANIMAL J .
Universidade Federal do Rio Grande |UJ
_

Pro-Ratinna de Pesquisa e FBG-—GI“.I%‘.M - PROPESP
CRUBNGLE  hitp:ihwww propesp.furg. br

CERTIFICADO N® P011/2021

Certificamos que o projeto intitulade “Relagdo entre o uso antropico do solo e a ocorréncia de
metais-trago em serpentes simpatricas da Planicie Costeira do Rio Grande do Sul”, protocolo
n® 23116.000800¢2021-88, sob a responsabilidade de Daniel Loebmann - que envolve a produgao,
manutengio efou utifizagio de animais periencentes ao Filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o
homem), para fins de pesquisa — encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n® 11.794, de B
de outubro de 2008, do Decrelo n® 6.889, de 15 de julho de 2008, e com as normas editadas pelo
Conselho Macional de Confrole da Experimentagdo Animal (COMCEA), e foi APROVADO pela
COMISSAC DE ETICA EM USO ANIMAL D& UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRAMDE
(CEUA-FURG), em reunido de 01 de setembro de 2021 (Ata 008/2021).

A CEUA lembra acs pesquisadores que qualquer alteracio no protocolo experimental ou na
equipe deve ser encaminhada & comiss3c para avaliagSo e aprovacdo. Um relatério final deve ser
emviado a CEUA no terming da vigéncia do seu projeto.

CEUA N® Pgli2021
FINALIDADE Pesquisa
COLABORADORES AUTORIZADOS A Vinicius Mendes Meneses
MANIPULAR OS5 ANIMAIS
VIGENCIA DO PROJETO
ESPECIE § GRUPOS TAXONOMICOS Eryhirolamprus poeciogyrus, E. jaegen, E
paitagoniensis
NUMERD DE ANIMAIS 25 animats (5 de cada especie)
[T LT T AT 1 A O i ST BO640
ATIVIDADE(S) (%) CAPTURA .
{*) COLETA DE MATERIAL BIOLOGICO
{ Y MARCACAD
_ () OUTRAS:
LOCAL{s) REALIZACAD ATIVIDADES Disfrite Industrial, Rio Grande: Estacac Ecologica do
Taim, Rio Grande; Santa [zabel do Sul, Armoio Grande.
ENVIC DO RELATORIO PARCIAL
ENVIO DO RELATORIO FINAL

Rio Grande, D6 de setembro de 2021.

Med. Vet Alice T. Meirelles Leite
Coordenadora da CEUA-FURG
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