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RESUMO:

FROSSARD, Alexandra. Universidade Vila Velha-UVV, Fevereiro de 2015.
Bioacumulacdo de cadmio e elementos tragos encontrados em serpentes
do Espirito Santo. Orientador: Jodo Luiz Rossi Junior; Co-orientador: Levy de
Carvalho Gomes.

Os elementos quimicos, em sua maioria, encontram-se em ciclos bioquimicos e
geoquimicos fechados e em concentracfes que ndo causam efeitos nocivos
aos organismos. Contudo, acdes antropicas aceleradas promovem alteracdes
ambientais, como 0 aumento no aporte de contaminantes, a exemplo do
carbono orgénico, nitrogénio e o fosforo considerados nutrientes, elementos
tracos e sedimentos resultantes de atividades industriais, agricolas e da
circulacao de veiculos automotores. Alguns metais, como por exemplo, 0 Zinco,
o Ferro, o Manganés e o Cobre sao elementos onipresentes, pelo menos em
concentracfes traco, e sdo essenciais para o metabolismo, na forma de
micronutrientes. Outros, como o Chumbo e o Cadmio, ndo sdo necessérios a
vida das plantas e dos animais, embora existam na natureza, ou formando
compostos complexos ou em sua forma elementar. Os elementos tracos,
guando encontrados em concentracfes anormais, se inserem em um grupo de
substancias denominadas desreguladoras endocrinas, uma categoria recente
de poluentes ambientais que se caracterizam por interferir na funcionalidade do
sistema enddcrino. H& uma preocupacdo consideravel sobre os niveis de
contaminantes nos organismos e Seus ecossistemas, particularmente para
espécies em niveis tréficos superiores. Algumas espécies possuem habitos
biolégicos que aumentam a probabilidade de exposicdo aos contaminantes,
produzindo, desse modo, informacdes relevantes que seriam perdidas, se
apenas amostras abidticas fossem analisadas. Para a avaliacdo do grau de
exposi¢cdo a poluicdo em que os organismos de uma regido sdo expostos
utilizam-se espécies denominadas bioindicadoras. Répteis podem servir como
bioindicadores Uteis porque muitas espécies sdo generalistas, tem vida
relativamente longa, ocorrem em uma variedade de habitats e ocupam
diferentes niveis troficos.

Palavras Chaves: Bioindicadores, contaminantes ambientais, répteis.



ABSTRACT:

FROSSARD, Alexandra. University Old UVV-Vila, February 2015. Cadmium
Bioaccumulation and trace elements found in the Holy Spirit snakes.

Advisor: Jodo Luiz Rossi Junior; Co-advisor: Levy de Carvalho Gomes.

Chemical elements, mostly, are in closed biochemical and geochemical cycles
and at concentrations that do not cause harm to organisms. However,
accelerated human actions promote environmental changes, such as increasing
the contribution of contaminants, such as organic carbon, nitrogen and
phosphorus nutrients considered, trace elements and sediment resulting from
industrial, agricultural and circulation of motor vehicles. Some metals, such as
zinc, iron, manganese and copper are ubiquitous elements in at least trace
concentrations, and are essential to metabolism in the form of micronutrients.
Others, such as lead and cadmium, are not necessary for the life of plants and
animals, although there are in nature, or forming complex compounds or in its
elemental form. Trace elements, as found in abnormal concentrations fall into a
group of substances called endocrine disrupting a new class of environmental
pollutants which are characterized by affecting the endocrine system
functionality. There is considerable concern about the levels of contaminants in
organisms and their ecosystems, particularly for species at higher trophic levels.
Some species have biological habits that increase the likelihood of exposure to
contaminants, producing thereby important information that would be lost if only
abiotic samples were analyzed. For the evaluation of the degree of exposure to
pollution in the bodies of a region are exposed are used species known as
bioindicators. Reptiles can serve as useful biomarkers because many species
are generalists, have relatively long life, occur in a variety of habitats and
occupy different trophic levels.



1. INTRODUCAO GERAL

Os elementos quimicos, em sua maioria, encontram-se em ciclos bioquimicos e
geoquimicos fechados e em concentracfes que ndo causam efeitos nocivos
aos organismos. Contudo, acdes antropicas aceleradas promovem alteracdes
ambientais, como 0 aumento no aporte de contaminantes, a exemplo do
carbono organico, nitrogénio e o fosforo considerados nutrientes, elementos
tracos e sedimentos resultantes de atividades industriais, agricolas e da
circulacado de veiculos automotores (Martins, 2008; Goonetilleke et al., 2005;
Pascalicchio, 2002).

Os problemas ambientais causados por contaminantes quimicos sao de
natureza organica ou inorganica. Os poluentes inorganicos sédo aqueles de
origem mineral e 0s organicos sdo aqueles provenientes da decomposicao de

animais e vegetais, e podem ser sintetizados pelo homem (Alcantara, 1985).

Sobre os poluentes inorganicos, os elementos tracos sdo os mais frequentes
nos solos urbanos e agricolas, sendo que, os mais comumente encontrados
sdo Cobre, Chumbo, Zinco, Cadmio e Niquel (Pedron et al., 2004). Por serem
demasiadamente estaveis na natureza os metais podem ser acumulados no
solo, nos sedimentos ou nos sistemas biolégicos (Allen et al., 1993). Em
consequéncia dessa estabilidade e escassez na natureza os elementos tracos

sao considerados indicadores de poluicao (Peldez-Rodriguez, 2001).

De acordo com Carapeto (2012), Forstner e Wittmann (1983), levando em
consideracdo a potencial poluicdo ambiental, os elementos tracos podem ser
classificados como 1- ndo criticos, 2- toxicos, mas muito insolGveis ou muito
raros, 3- muito toxicos e relativamente acessiveis. Todos sdo considerados
unidades quimicas que possuem capacidade de bioacumulacdo e
biomagnificacdo nos organismos vivos e persisténcia no ambiente (Tavares e
Carvalho, 1992). A bioacumulacdo € caracterizada quando o0 organismo
absorve o composto quimico do meio abidtico ou bidtico (Leblanc, 1995). Ja a
biomagnificacdo ocorre quando a concentracdo desse composto quimico se
eleva ao longo da cadeia alimentar (Reinfelder, 1999). Ambas se encarregam

de transformar concentracdes consideradas normais em concentragdes toxicas
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para diferentes espécies. Devido a grande capacidade de persisténcia dos
elementos tracos, o efeito ao organismo vivo € garantido, em longo prazo,

mesmo apos a interrupgdo das emissdes (Tavares e Carvalho, 1992).

Alguns metais, como por exemplo, o Zinco, o Ferro, o Manganés e o Cobre sao
elementos onipresentes, pelo menos em concentracdes traco, e SAo essenciais
para o metabolismo, na forma de micronutrientes. Outros, como o Chumbo e o
Céadmio, ndo sdo necessarios a vida das plantas e dos animais, embora
existam na natureza, ou formando compostos complexos ou em sua forma

elementar (Carapeto, 2012).

Os elementos tracos, quando encontrados em concentracfes anormais, se
inserem em um grupo de substancias denominadas desreguladoras
enddcrinas, uma categoria recente de poluentes ambientais que se
caracterizam por interferir na funcionalidade do sistema enddcrino. A esses
poluentes séo atribuidas suspeitas de efeitos adversos a saude animal, como
perda de peso, disturbios comportamentais, danos a diversos 6rgdos e, em
alguns casos, inclusive, esses efeitos podem levar ao declinio populacional
(Bila e Dezotti, 2007; Hueza et al., 2008).

O aumento da utilizacdo de defensivos agricolas, tais como Aldrin e DDT (Ziolly
et al.,, 1995), que possuem Cadmio e outros elementos tracos em suas
composicdes (Corbi et al., 2005), favorecem o carreamento de elementos
tracos para os rios, contaminam a agua, o solo e os alimentos (Guilherme et
al.,, 2005). Estes agroquimicos sofrem processos de bioacumulacdo em
diferentes niveis tréficos, concentrando-se na gordura de peixes, crustaceos,
aves e outros animais terrestres (Siqueira e Braga, 2000; Odum, 1988) e,
principalmente, em organismos do topo da cadeia trofica como é o exemplo de
algumas serpentes (Barcelo e Poschenrieder, 1992; Margalet, 2004; Rissato et
al., 2004).

Ha uma preocupacdo consideravel sobre os niveis de contaminantes nos
organismos e seus ecossistemas, particularmente para espécies em niveis
troficos superiores (Burger e Gochfeld, 2000). Algumas espécies possuem

habitos bioldgicos que aumentam a probabilidade de exposicdo aos
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contaminantes, produzindo, desse modo, informacdes relevantes que seriam

perdidas, se apenas amostras abiéticas fossem analisadas.

Para a avaliacdo do grau de exposicdo a poluicdo em que os organismos de
uma regido sao expostos utilizam-se espécies denominadas bioindicadoras
(Loppi et al., 1998). Por isso, existe uma procura por espécies que podem
servir como bioindicadores de poluentes ambientais e de técnicas de
amostragem nao destrutiva, bem como os dados comparativos sobre
contaminantes em locais diferentes utilizando a mesma espécie. Bioindicadores
sdo fundamentais tanto para avaliar a situacdo e as tendéncias de
contaminacdo em uma ampla escala geogréfica e temporal (Piotrowski, 1985;
Peakall, 1992; Burger e Gochfeld, 2001; Carignan e Villard, 2001), quanto para
avaliar a exposicao e os efeitos criticos (Burger, 2006).

Para ser biologicamente relevante, um indicador deve apresentar mudancas
em resposta a um estressor, mas ndo ser tdo sensivel as mudancas que
ocorram quando ndo ha motivo para preocupac¢do, ou indiquem variacdes
triviais ou sem importancia biolégica (O'Connor e Dewling, 1986). Desta forma,
as mudancas devem ser atribuidas a um estressor particular, e passivo de
comprometimento de outras espécies e populacbes dentro do mesmo

ecossistema (Linthurst et al., 1995).

O elemento-chave para um bom bioindicador € o reconhecimento da sua
importancia biologica, e ele também deve ser metodologicamente relevante
(Burger e Gochfeld, 2001), além de ser facilmente acessado, para que 0s
gestores e o0s reguladores os empreguem em mandatos de conformidade.
Facilidade de medida é uma caracteristica chave e inclui aspectos como nos
objetivos de clareza e facilidade de identificacdo de caracteristicas importantes
e facilidade de coleta de dados e andlise (Fox, 1994; Fox et al., 1991). Além
disso, a sociedade deve estar disposta a pagar, tanto para a implementacao de
um bioindicador quanto para agir sobre os resultados, para que ele se torne

uma referéncia de estudo.

Répteis podem servir como bioindicadores uteis porque muitas espécies sao
generalistas, tem vida relativamente longa, ocorrem em uma variedade de

habitats e ocupam diferentes niveis troficos (Bauerle et al., 1975; Heinz et al,
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1980; Hopkins et al., 1999, Campbell e Campbell, 2001). No entanto, os répteis
sdo raramente incluidos nos estudos de contaminacdo ambiental e avaliagdo
de riscos ecoldgicos, embora existam dados sobre os niveis de contaminantes
nesta classe de vertebrados (Burger, 1992; Campbell e Campbell, 2002; Clark
et al., 2000; Burger et al., 2002; Frossard et al., 2013).

De acordo com Burger et al. (2007), as espécies que ocupam diversos niveis
troficos, sdo mais vulneraveis a contaminagdo por elementos tracos e
desempenham um papel muito importante como indicadores de contaminacéo
ambiental (Crain e Guillette, 1998).

O uso de serpentes selvagens como bioindicadores ambientais oferece
informagdes importantes sobre os efeitos de poluentes sobre estes animais e
até sobre as populacdes humanas (Bauerle et al., 1975; Stafford et al., 1976;
Burger, 1992; Hopkins et al., 1999; Burger et al., 2007). E importante salientar
gue ndo se conhece as concentracdes destas substancias em serpentes no
Estado do Espirito Santo e em grande parte do territorio brasileiro e que isto
pode refletir uma medida de contaminagdo ambiental que pode acometer seres

humanos, uma vez que as espécies estudadas vivem em areas antropizadas.

Portanto, os contaminantes ambientais que sao onipresentes, como O0S
elementos tracos, podem influenciar quase todos os aspectos da ecologia e do
comportamento dos animais de vida livre e também dos animais cativos,
através dos seus efeitos fisiolégicos, ocasionando danos a saude e
comprometendo as taxas de reproducdo e sobrevivéncia das espécies,

podendo alterar a dindmica populacional (Hueza et al., 2008).

Por isso, estudos fisiologicos em animais silvestres, ou que foram
recentemente capturados e até mesmo 0s animais cativos, sdo importantes
para a obtencdo de dados béasicos da sua fisiologia podendo ser utilizados
como uma ferramenta de diagndstico ambiental. Neste caso, 0 sangue é um
dos primeiros tecidos a serem estudados devido a sua capacidade de
transportar gases e nutrientes, além de ser uma via de eliminacdo dos
catabdlitos pelo metabolismo (Zago et al.,, 2010). Por outro lado, estudar os
diferentes tecidos permite verificar as vias metabodlicas de acumulagédo dos

elementos tracos nos tecidos das serpentes. Porém, estudos ecotoxicoldgicos
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sdo mais comuns em peixes (Van der Oost et al., 2003); sendo escassos em
répteis, principalmente em serpentes (Silva et al., 2008; Brites e Rantin, 2004;
Ferronato, 2008, Zago et al., 2010; Burger et al., 2010).

Diante de todo o exposto, 0 presente trabalho buscou avaliar a contaminacao
ambiental em serpentes de vida livre, partindo-se da hipétese de que as
mesmas refletem o0s niveis de contaminacdo dos locais estudados.
Concomitantemente, um experimento com animais cativos foi realizado com
exposicdo ao Cadmio para avaliacdo de contaminacgdo via cadeia tréfica, com o
objetivo de analisar a presenca do metal nos tecidos de serpentes peconhentas

e ndo peconhentas.
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CONCENTRACAO DE ELEMENTOS TRACOS EM SERPENTES DO
LITORAL E DA REGIAO SERRANA DO ESPIRITO SANTO
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RESUMO

FROSSARD, Alexandra. Universidade Vila Velha — UVV- Fevereiro de 2015.
Concentracao de elementos tragos encontrados em serpentes do litoral e
da regido serrana do Espirito Santo. Orientador: Jodo Luiz Rossi Junior; Co-

orientador: Levy de Carvalho Gomes

O presente trabalho buscou caracterizar a presenca aos elementos tracos em
duas espécies de serpentes comuns na regido sudeste, Boa constrictor e
Bothrops jararaca. Foram analisados fragmentos de rim, de espécimes
necropsiados. As serpentes estudadas foram provenientes de atropelamentos
ocorridos no trecho da Rodovia ES-060 que vai do Km 0 até o Km 67,5, em
Meaipe, conhecido como Rodovia do Sol no estado do Espirito Santo, Brasil
que posteriormente foram encaminhadas para o Laboratério de Anatomia
Animal, da Universidade Vila Velha (UVV-ES), nos anos de 2013 a 2014. As
serpentes provenientes da Regido Serrana do Espirito Santo, eram
encontradas pela comunidade e entregues ao Criador Comercial de Serpentes
Nikel, que fez o encaminhamento dos animais, mediante autorizacdo do
IBAMA-ES. A quantificacdo dos metais (Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Mn, Ni, Pb e Zn) foi
realizada por espectrébmetro de emissdo Optica com plasma indutivamente
acoplado (ICP-OES). Foram obtidos um total de 36 amostras, divididas em 02
espécies. Os viperideos, representados pelas 18 Bothrops jararaca de vida
livre, encontradas por fazendeiros da regido serrana do Estado, e os boideos,
representados por 18 Boa constrictor da regido litoranea. Todos tiveram o rim
como tecido bioldgico analisado apresentando elevadas concentracbes de
substancias inorgéanicas toxicas, como o Pb e Cd e que algumas das duas
espécies estudadas, apresentam concentracdes consideradas letais para o
elemento Pb.

Palavras-chave: contaminacdo ambiental, bioacumulacdo, Boa constrictor,
Bothrops jararaca.
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ABSTRACT

FROSSARD, Alexandra.University Vila Velha - UVV-February 2015.
Concentration of trace elements found in coastal snakes and
mountainous region of the Espirito Santo. Advisor: Jo&o Luiz Rossi Jr; Co-

advisor: Levy de Carvalho Gomes.

This study aimed to characterize the presence trace elements in two species of
snakes common in the Southeast, Boa constrictor and Bothrops jararaca.
Kidney fragments were analyzed, of autopsied specimens. The snakes were
studied from trampling occurred in the stretch of the ES-060 that goes from Km
0 to Km 67.5 in Meaipe, known as the Sun Highway in the state of Espirito
Santo, Brazil which were subsequently forwarded to the Laboratory Animal
Anatomy, University of Vila Velha (UVV-ES) in the years 2013 to 2014. The
snhakes from the mountainous region of the Holy Spirit, were found by the
community and delivered to the Commercial Creator Snakes Nikel, who made
the referral of animals, by the IBAMA-ES. The quantification of metal (Cd, Co,
Cr, Cu, Fe, Mn, Ni, Pb and Zn) was carried out by optical emission spectrometry
with inductively coupled plasma (ICP-OES). There was obtained a total of 36
samples were divided into 02 species. The viperid, represented by 18 Bothrops
jararaca free life, found by farmers of the state's mountain region, and boids,
represented by 18 Boa constrictor in the coastal area. All had kidney as
biological tissue analysis showing high concentrations of toxic inorganic
substances such as Pb and Cd and some of the two species have considered

lethal concentrations for Pb.

Keywords: environmental contamination, bioacumulation, Boa constrictor,
Bothrops jararaca.
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INTRODUCAO

A degradacdo ambiental provocada pelo avanco das fronteiras agricolas,
atividade industrial e extracdo de petréleo afetam negativamente individuos e
ecossistemas inteiros em todo o mundo, mesmo em areas relativamente livres
da intervencéao antropica, devido a dispersao global pela agua e ar (lwata et al.,
1993; Oehme, 1991). IniUmeros efeitos deletérios tém sido causados ao meio
ambiente devido a urbanizacdo acelerada e sem planejamento adequado
(Pusch, 2007). A alteracéo ou perda de habitat natural ou mesmo a reducgéo da
qualidade do ambiente é uma das consequéncias do crescimento urbano, e
apresenta importantes implicacdes ecoldgicas, como os reflexos diretos na
disponibilidade e qualidade do alimento (Schneider et al., 2009), uma vez que
as espécies diferem em sua capacidade de se adaptarem ao desenvolvimento
humano (Minor e Urban, 2010).

O avanco da fronteira agropecudria, extrativista e urbana gera uma perda
gradual e continua dos ambientes terrestres, afetando os recursos hidricos e
nichos ecoldgicos a eles associados (Martins, 2008). Alguns organismos
sofrem, primeiramente, com os efeitos que podem ser diretos, devido, por
exemplo, a retirada das matas de galeria ou indiretos como a poluicdo e
contaminagdo por meio do lixo industrial, doméstico, urbano ou de produtos
agroquimicos (Rodrigues, 2005) e das &aguas de formacdo associadas a
extracao de petréleo (Oliveira, 2003).

Por serem usados demasiadamente nas atividades industriais, e por estarem
presentes em defensivos agricolas, o0s elementos tracos podem ser
responsaveis pela contaminacdo do meio ambiente e estdo disponiveis para
biomagnificacdo através do ar e da agua (Ziolly et al, 1995; Lagadic et al,
1998). Como resultado da contaminacao, as serpentes podem acumular niveis
elevados destes metais, e de acordo com Burger et al (2007), uma vez
disponiveis no organismo desses répteis, estes elementos podem ser
acumulados, principalmente em tecidos biolégicos como musculos, rim, figado

e ponta de cauda.

Os organismos que vivem em zonas urbanas, industrializadas e rurais

possuem risco potencial de serem expostos a elementos tragcos (Loumbourdis,
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1997). Como uma resposta a esse risco, 0s estudos com elementos traco tém
se concentrado na ponderacao dos efeitos nos organismos e nos ecossistemas
(Oliveira et al., 1999). Uma forma muito comum de contaminagdo em areas
com influéncias antropicas € por meio de elementos tracos liberados por
veiculos automotores. O trafego destes veiculos libera metais através de
desgaste de pneus e freios, vazamento de 6leos e emissdes gasosas (Sorme
et al., 2002; Lough et al.,, 2005). A abundéncia desses contaminantes se
relaciona ao volume do trafego, a idade da frota e ao tipo de combustivel

empregado (Wanielista e Youself, 1993).

As protecdes de aco nas rodovias, as placas de sinalizacdo (galvanizadas,
recobertas com Zinco) e as pecas e baterias de automdveis também sao fontes
de elementos tracos. Escapamentos de automdveis emitem poluentes, como
Oxidos de Nitrogénio, Dioxido de Enxofre, Hidrocarbonetos, Dioxido e
Monoxido de Carbono, aldeidos e material particulado (fuligem, poeira, fumaca
e todo material suspenso no ar). Derramamentos de produtos quimicos de
caminhdes e automdveis também sao fontes de poluicdo quimica de estradas.
Esses contaminantes em concentracfes elevadas podem causar problemas

fisiolégicos e acumulativos nos animais e plantas (Spellerberg, 1998).

Outra forma de contaminacéo € a aplicacdo constante de agroquimicos sobre o
solo (Ramalho et al., 2000). Esta € uma pratica comum nas areas rurais para a
protecdo de lavouras para o controle de pragas, pratica esta que causa a
degradacdo quimica do solo e o acumulo de elementos tracos, principalmente
o Manganés, Arsénio, Cobre, Zinco, Cobalto e Chumbo (Gimeno-Garcia et al,
1996), componentes ativos de varios agroquimicos (Tiller, 1989). Ja os
fertilizantes minerais e organicos, bem como os corretivos do solo, contém Zn,
frequentemente como impurezas (Kiekens, 1990) que também atuam nas
concentracfes desses elementos no solo (Ramalho et al., 2000), além de
colaborar para a transferéncia desses poluentes na cadeia alimentar, assim
como outros meios alternativos de convivéncia com os problemas gerados

pelos excessos ocorridos (Oliveira et al., 1999).

As intoxicagcdes por elementos tragcos mais frequentemente relatadas em

serpentes estdo associadas ao Selénio. Entretanto, outros metais que
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intoxicam os répteis sdo o Arsénio, Chumbo, Cadmio, Cromo, Mercurio e Ferro
(Hopkins et al., 2001; Burger et al., 2007). A detecgéo de elementos tracos tem
sido particularmente bem documentada para as cadeias alimentares aquaticas
(Silva et al., 2015; Chovanec et al., 2003), mas apesar de serem reconhecidas
como espécies bioindicadoras, os répteis ainda sdo carentes de estudos
relacionados a teores de elementos tragos (Hopkins et al., 2001; Burger et al.,
2007), sejam animais de vida livre quanto cativos.

Deve-se considerar que a captura de animais de vida livre, como serpentes,
envolve diversos fatores de riscos e dificuldades. Portanto, empregar métodos
menos invasivos, como por exemplo, a utilizacdo de animais provenientes de
atropelamentos ou capturados e mortos por proprietarios rurais e entdo
encaminhados pelos Orgdos ambientais, pode fornecer informacdes
importantes sobre a ecologia das espécies, como a frequéncia de exposicao

aos contaminantes e a bioacumulacao destes (Campbell et al., 2005).

Diante de todo o0 exposto, o presente trabalho visa caracterizar a exposi¢cado aos
elementos traco (Cadmio-Cd, Cobalto-Co, Cromo-Cr, Cobre-Cu, Ferro-Fe,
Manganés-Mn, Niquel-Ni, Chumpo-Pb e Zinco-Zn) de duas espécies de
serpentes da Grande Vitoria e da Regido Serrana/ES, analisando fracdes de
rim de espécimes necropsiados, partindo da hipotese de que as mesmas
refletem os niveis de contaminacéo dos locais estudados, podendo entdo ser

considerada um bioindicador ambiental.
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MATERIAIS E METODOS

Serpentes da espécie Boa constrictor (jiboia) estudadas (n=18), foram
provenientes de atropelamentos ocorridos no trecho da Rodovia ES-060 que
vai do Km 0, da Ponte Castelo Mendonc¢a, em Vitoria, até o Km 67,5, em
Meaipe, conhecido como Rodovia do Sol no estado do Espirito Santo, e
entregues ao Laboratério de Anatomia Animal, da Universidade Vila Velha
(UVV-ES), nos anos de 2013 a 2014. (A licenca do IBAMA n° 19/06, do
processo n.° 02009.000499/01-82) e o do IEMA n° 67699286/20014)

Serpentes da espécie Bothrops jararaca (jararaca) estudas (n=18), foram
encaminhadas pela comunidade rural do entorno do Criadouro Comercial de
Serpentes Nickel, e posteriormente encaminhadas para pesquisa, por
intermédio do IBAMA/ES. O Criador encontra-se em Melgaco, Distrito de
Domingos Martins, Estado do Espirito Santo, Brasil. (NUmero de autorizacao
002/14-NUFAU/DITEC/IBAMA/ES). Todas as serpentes vivas foram
ambientadas e alojadas no Setor de Animais Silvestres do Hospital Veterinario
Professor Dr. Ricardo Alexandre Hippler da UVV.

Area de estudo:

A Rodovia do Sol atravessa os municipios de Guarapari e Vila Velha. Esta
regido compreende um clima tropical chuvoso com temperatura média de 18°
C, sendo fevereiro e julho os meses mais quente e frio, respectivamente. A
vegetacdo marginal da rodovia é composta, principalmente por Restinga, a qual
€ considerada uma area fundamental para a biodiversidade, em espécies
vegetais e animais presentes em grande parte da area adjacente a rodovia
(INCAPER, 2015). Ao longo do Sistema Rodovia do Sol existem trés
importantes reservas ambientais: Parque Natural Municipal de Jacarenema,
Area de Preservacdo Ambiental de Setiba e Parque Estadual Paulo César
Vinha (IPEMA, 2004). Por estarem numa area de grande pressao antrépica, é
necessario que exista um trabalho efetivo de educacdo ambiental nessas

reservas.
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O Municipio de Domingos Martins encontra-se na regidao central e serrana do
Espirito Santo, com relevo acidentado, montanhoso, a cerca de 540 m de
altitude. O clima é tropical de altitude com temperatura média anual inferior a
20° C devido a altitude do seu relevo (90% acima de 500 m). Esta localizado a
latitude Sul de 20° 21’ 44” e longitude Oeste de Greenwich de 40° 39’ 36” e
possui uma area de 1.228,353 Km?, distando 43 km de Vitdéria. A vegetacdo
predominante na regido € a floresta ombrofila densa antimontana, com apenas
uma unidade de conservacao, o Parque Estadual de Pedra Azul com uma area
de 1.240 hectares, localizada no distrito de Aracé. Porém, por Domingos
Martins ser uma area de relevante interesse ecoldgico, todo o municipio faz
parte do Corredor Central da Mata Atlantica, e por ser uma area prioritaria de
conservacdo da Mata Atlantica no Espirito Santo faz parte do Corredor
Ecologico Pedra Azul x Forno Grande (PMPEPA, 2004). Seu atual
desenvolvimento se deve ao turismo e a agricultura, com o café e
hortifrutigranjeiros (IBGE, 2014; PMSDM, 2013). Muitos proprietarios e
trabalhadores rurais que se situam nas proximidades, sdo responsaveis por
recolher e enviar serpentes para o criador comercial de Melgaco, distrito do

municipio.

As serpentes:

As Boa constrictor, da familia Boidae, possuem ampla distribuicdo na América
do Sul, e habitam areas florestadas e também urbanas (Carvalho e Nogueira,
1998). Podem ser terrestres e semi-arboricolas e geralmente sdo ativas a
noite, possuem receptores térmicos labiais, sensiveis a raios infravermelhos
emitidos pela presa em potencial, e quando capturadas, sdo mortas por
constricdo. As serpentes possuem adaptacdes cranianas que permitem a
ingestao de presas relativamente grandes, e itens alimentares consumidos sao
geralmente baseados em aves e mamiferos, podendo se alimentar também de
lagartos e anfibios (Scartozzoni e Molina, 2004). Como foram obtidos,10
exemplares de fémeas de Boa constrictor e 8 exemplares de machos,
analisamos a bioacumulacao dos elementos tragos nos rins entre o sexo dessa

espécie.
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As Bothrops jararaca, da familia Viperidae, tem distribuicdo ampla e associada
ao dominio da Mata Atlantica, estendendo-se por ambiente florestais e &reas
antropizadas. Com habitos principais, terrestres e noturnos, se alimentam
basicamente de roedores (Hartmann et al., 2003). Possui em sua denticdo
aparelho inoculador do tipo solendglifo e se caracteriza por possuir cabeca
triangular recoberta por escamas pequenas e presenca de fosseta loreal. As
serpentes do género Bothrops séo caracterizadas por possuirem a cauda sem
maiores modificacdes, geralmente com escamas subcaudais em pares
(Cardoso et al., 2009).

As Bothrops jararacas adquiridas Criadouro Comercial de Serpentes Nickel,
foram acomodadas em “serpentarios” improvisados para realizacdo de manejo
intensivo, criado pra receber um variado nimero de espécies de animais
silvestres, provenientes de diversos climas, em uma area bastante reduzida.
Proporcionamos uma forma simples de manutencdo, com facilidade para a
vigilancia dos animais, em relacdo a alimentacao e para o controle dos fatores
ambientais como temperatura e umidade. Esse sistema, porém, com espaco
reduzido, apresentou desvantagens, como a impossibilidade das serpentes
realizarem termorregulacdo apropriada, obrigando a uma climatizacdo em
parametros ndo adequados para todos os espécimes. A falta de contato com
elementos naturais ndo permitiu um perfeito equilibrio fisiolégico das serpentes.
Isso se tornou evidente pela facilidade com que os animais adoeceram, e
morreram, talvez também o surgimento de enfermidades contagiosas que, néo
diagnosticamos e portanto ndo as controlamos. Além de tudo, 0s animais nao
passaram por quarentena, como em outros serpentarios. Além desses, Varios
foram os motivos para as mortes da B. jararaca, como lesdes traumaticas, as
vezes de bastante gravidade, produzidas freqlientemente no ato da captura, e
além desses, as serpentes apresentam grande variedade de doencas, sendo
comum as infecciosas e as parasitarias, que se agravaram pelo estresse e
pelos longos periodos de permanéncia em condi¢Ges artificiais além de
estarem sendo submetidos a manipulacdo (Melgarejo-Giménez, 2002).

Portanto, apos mortas, foram utilizadas para o presente estudo.
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Preparacao das amostras:

Foram utilizadas 18 serpentes da espécie Boa constrictor, e 18 serpentes da
espécie Bothrops jararaca. Todos os espécimes mortos foram imediatamente

congelados até a realizacdo da necropsia, a fim de se coletar frac6es do rim.

As 18 jiboias (Boa constrictor) encontradas atropeladas e mortas foram
encaminhadas ja congeladas ao Laboratorio de Anatomia Animal da UVV e
mantidas a — 20° C até a necropsia. As 18 jararacas (Bothrops jararaca)
utilizadas, doadas pelo criador, foram trazidas vivas até o Setor de Animais
Silvestres do Hospital Veterinario da UVV e la manejadas de acordo com o as
normas de uso e manejo da fauna silvestre em cativeiro em territorio brasileiro
(IBAMA, 2008). Mas alguns individuos foram a ébito por ma adaptacdo ao
cativeiro e portanto utilizadas para a esse estudo de analise de elementos

tracos.

ApoOs a realizacdo da necropsia, os fragmentos coletados de rim, com
aproximadamente 1 grama de tecido, foram armazenados individualmente em
tubo de microtitulacdo tipo Eppendorf® a -80°C devidamente identificados.
Para a digestédo de todos os tecidos, foram preparadas solu¢des contendo 5 ml
de acido nitrico suprapuro 5 M (Merck) e 5 ml de acido cloridrico 5 M (Merck)

(Perez-Lopez, 2008 — adaptado).

Esses processos foram preparados em tubos digestores previamente lavados
com solucé@o de &cido nitrico a 10% e levados ao aparelho digestor (Marconi
Mod. MA 851), por aproximadamente 4 horas a uma temperatura maxima de
180 ° C (Burger et al., 2006 — adaptado), até que a solucéo estivesse limpida e
translucida. Esta solucdo resultante foi transferida para tubos Falcon de 15 ml
apos serem filtradas, e entdo teve o volume final completado com agua ultra-

pura, tipo 1 (Agua Mili-Q).

A quantificacdo dos elementos traco (Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Mn, Ni, Pb e Zn) foi
realizada um padrdo multielementar por espectrometro de emissao Optica com
plasma indutivamente acoplado (ICP-OES), modelo Optima 7000 da Perkin
Elmer, com coeficiente de variagdo sempre menor que 10%, margem que é
aceitavel (Wylie et al., 2009 - adaptado). Os limites de deteccdo (LD) e

quantificacdo (LQ) para os metais analisados foram expressos na Tabela 1:
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Tabela 1. Limites de detecgédo (LD) e Limites de quantificacédo (LQ) de cada elemento
traco analisado pelo ICO-OES (ug / L).

Elementos  Limites de Limite de
tracos deteccao guantificacdo

Cd 0,1579 0,52107
Co 0,2359 0,77847
Cr 0,1208 0,39864
Cu 0,1602 0,52866
Fe 0,0581 0,19173
Mn 0,0257 0,08481
Ni 0,2338 0,77154
Pb 1,118 3,6894
Zn 0,2263 0,74679

Analises estatisticas:

Foram realizados Testes de t-Student e de Mann-Whitney para avaliar as
concentracbes de elementos tragco nos rins entre machos e fémeas de B.
constrictor com nivel de significancia de p< 0,05, e para observar as
concentracdes de elementos tracos nos rins das duas diferentes espécies da
regido de montanha e do litoral, a mediana e as concentrages maximas e

minimas foram expressas em tabela.
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RESULTADOS E DISCUSSAO:

Foram obtidas um total de 36 amostras, divididas em duas familias de espécies
diferentes de serpentes, 18 amostras de rim da Boidae: Boa constrictor e 18

amostras de rim da Viperidae: Bothrops jararaca.

Na Tabela 2 expressam-se os valores médios e medianos das concentracdes
dos elementos tragos presentes nos rins das serpentes estudadas. As
medianas das concentracdes nos representantes de B. jararaca foram as mais
altas para seis dos elementos tracos analisados, sendo somente trés medianas
sdo maiores para as B. constrictor encontradas na regido litoranea.
Concentragcdes elevadas de Cd e Pb, que sdo metais ndo essenciais, foram
encontradas nas duas espécies analisadas, com destaque para a maior
concentracdo de Pb. Os elementos traco ndo se diferem significativamente
entre machos e fémeas de jiboias, exceto para o Cromo, que € um metal
essencial (p=0,031*). Com média de 1,6595 nas concentracdes de Cr nas

fémeas e 0,2896 em machos (Tabela 2).

Tabela 2. Mediana, minimo e maximo valores de teor de elementos tragcos nos rins de
Boa constrictor encontradas atropeladas na Rodovia do sol e Bothrops jararaca
encontradas em areas de producéo agricola no municipio de Domingos Martins.

B. constrictor do litoral B.jararaca de montanha

Mediana Min — Max Fe? (p>0,05) Mediana Min - Max
Cd 0,0360 0-0,095 P=0,058 Cd 0,1813 0,015 - 1,05
Co 0,0451 0,015-0,231 P=0,328 Co 0,0815 0,015 -0,397
Cr 0,9131 0,0527 -12,421 P=0,031% Cr 1,6967 0,12 - 8,451
Cu 3,1823 1,335-9,264 P=0,450 Cu 2,9018 0,87 - 16,492
Fe 106,1860 26,685 - 275,7 P =0,505 Fe 120,3421 30,96 373,535
Mn  0,7739 0,225-1,83 P=0,725 Mn  0,6323 0,165 - 1,963
Ni  0,6923 0,015-6,616 P =0,505 Ni  0,9155 0,039 - 8,057
Pb  1,2081 0,165 - 7,894 P=0,450 Pb  1,5023 0,225 - 5,240

Zn 1261,8396 12,773 -28418,28

P=0,083

Zn 28,3597 10,395-74,778

Todos os valores estdo expressos em mg/g

Os elementos tracos encontraram-se sem diferencas para machos e fémeas de
grande parte dos elementos quantificados nos rins de B. constrictor analisados.

Embora, o numero de fémea seja maior do que jiboias macho, as
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concentracfes de elementos tracos nao se diferenciaram entre 0s sexos exceto
para o Cr (Figura 2). Ohlendorf et al. (1988) também ndo encontraram uma
correlacéo significativa entre as concentracéo das serpentes Gopher (Pituophis
melanoleucus). Campibell (2005) encontrou diferencas significativas para o
selénio e mercurio, metal ndo analisado no presente estudo, em serpente
d’agua peconhenta, onde machos, possuiam niveis significativamente maiores
do que fémeas, no figado e rins. Diferencas especificas de cada sexo, na
acumulacdo de elementos tracos ocorreu em um estudo controlado de
laboratério com juvenis de cobras d’agua (Hopkins et al., 2002). As diferencas
na acumulagdo de metais em serpentes fémeas e machos pode ocorrer por
causa de diferencas em funcdo do sexo na preferéncia alimentar, tamanho do
corpo, ou a eliminacdo durante a reproducdo (por exemplo, as serpentes
fémeas transferem os metais para seus ovos) (Burger, 1992; Hopkins et al.,
2002, 2004).

O Cd é um elemento traco ndo essencial e pode causar graves efeitos
negativos a saude dos animais, embora répteis e mamiferos apresentem maior
resisténcia aos seus efeitos toxicos quando comparados a outros vertebrados
(Eisler, 1985). A origem do Cd no ambiente ocorre principalmente, por fontes
antropogénicas e, bioacumula em maiores concentra¢des, nos rins e figado.
Teores representativos deste metal foram registrados no figado, musculo e
pele (Campbell et al., 2005). No presente estudo, ndo foram encontradas
concentracdes elevadas deste elemento no rim das serpentes analisadas, o
que sugere que este Unico tecido nao pode ser um biomarcador deste metal do
organismo. Burger et al. (2005) afirmam que niveis sanguineos de Cd podem
ser indicadores de exposicdo recente, mas o metal pode se acumular em
tecidos moles e, alguns estudos afirmam que os principais 6rgaos-alvo para a
acumulacado de Cd em mamiferos e outros vertebrados, incluindo répteis, sao o
figado, rim e da mucosa intestinal (Gutleb e Gutleb, 1991; Cooke e Johnson,
1996; Furness, 1996; Linder e Grillitsch, 2000; Campbell et al., 2005; Mann et
al., 2006).

Campbell et al. (2005) sugerem que as concentragdes de Cd acima de 0,44

Mg/g no rim podem indicar uma grande exposicdo ambiental a esse metal e,
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grande parte das espécies de serpentes estudas na presente pesquisa,
apresentaram concentragdes bem abaixo do que a sugerida pelo referido autor.
Estes resultados corroboram com os resultados encontrados por Hopkins e
colaboradores (2001), quando comparados aos animais controle de seus
experimentos com serpentes aquaticas. O que nos permite supor que os niveis
desse elemento se encontra em baixas concentracdes tanto na regido serrana,

qguanto no litoral.

O Pb é um elemento altamente toxico que pode causar mortalidade de animais
selvagens (Mateo et al., 1998). De acordo com Kalisinska et al. (2004), uma
pequena quantidade de Pb no cérebro pode alterar o comportamento das aves
ao ponto de colocar em perigo a sua sobrevivéncia e afetar o sucesso
reprodutivo. Pain et al. (1995) estabeleceram faixas de concentracdes de Pb
em tecido hepatico e renais, onde determinaram que concentracdes abaixo de
2 ug/lL podem ser indicativos de uma baixa exposicdo ao metal. Ja
concentragdes entre 6 e 20 pg/L estdo associadas a alta exposi¢cao, podendo
causar efeitos clinicos. Todos esses dados ainda ndo foram determinados para
muitos dos répteis, incluindo as serpentes. No presente trabalho, foi possivel
observar baixas concentracbes de Pb tanto nas jiboias quanto nas jararacas,
indicando que as mesmas podem néo estar sofrendo com a exposicdo a esse

metal.

Burger e colaboradores (2005) analisando tecidos de cobra d’agua (Nerodia
sipedon) ndo encontraram concentragdes significativamente altas de Pb em
tecido renal, o que difere do presente estudo. Campbell e colaboradores (2005)
encontraram concentra¢cdes maximas de Pb em tecido renais de 31 ug/g em
um exemplar de Nerodia sipedon, resultado similar a um estudo realizado por
Burger et al. (2006), que encontraram concentra¢cdes mais altas em Akistrodon
piscivorous do que em Nerodia fasciata. Ambos estudos detectaram
concentracbes consideradas letais, o0 que n&o corrobora com 0 presente

trabalho.

Para metais essenciais, como o Co, Cr, Cu, Fe, Mn, Ni, e Zn, ndo se encontrou
valores limites (Taggart et al., 2006), principalmente para os répteis (Hopkins,

2000). Esses metais participam de alguns processos fisiolégicos nos
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organismos (Carapeto, 2012). O cobalto € um elemento quimico essencial,
presente na vitamina B12, com utilizacao principal na indUstria metalUrgica para
producdo de acos com caracteristicas especiais de dureza e resisténcia, como
catalisador na industria quimica e de 6leos e na forma de sais, na industria de
ceramica, como pigmentos. Porém, quando em excesso, 0s efeitos toxicos
observados nas exposicoes a diferentes compostos de cobalto sdo mais
pronunciados nos pulmdes humanos, na forma de asma bronquica e fibrose
(Alves e Rosa, 2003). No presente estudo, tanto nas jiboias quanto nas
jararacas as médianas das concentracdes de Co encontradas foram maiores
do que as relatadas por Burger et al. (2006). J& para o Cr, as médias das
concentragdes encontradas foram menores do que as relatadas por Burger et
al. (2006); Burger et al. (2005); Campbell et al. (2005) e Hopkings (2001).

O cobre em concentracbes elevadas é prejudicial a saude, porém, em
pequenas quantidades € benéfico ao organismo humano, catalisando a
assimilacdo do ferro e seu aproveitamento na sintese da hemoglobina do
sangue, facilitando a cura de anemias (Eisler, 2000). As concentracdes de
cobre encontradas no presente estudo estdo relativamente baixas, para as
duas espécies de serpentes estudadas e sdo menores do que as encontradas
por Hopkins et al. (2001), quando avaliaram tecidos da cobra d’agua (Nerodia
fasciata). O cobre no meio ambiente é proveniente de corroséo de efluentes de
estacdes de tratamento de esgotos, uso de compostos de cobre como algicidas

aquaticos, escoamento superficial (Pacheco, 2009).

As médias das concentracdes de Fe, principalmente nas jiboias, provavelmente
por virem de areas préoximas a portos de minério de ferro, foram
consideravelmente menores do que as encontradas por Burger et al. (2006)
guando analisaram tecidos de serpentes aquaticas ndao peconhentas (Nerodia
fasciata e N. taxispilota) e peconhentas (Akistrodon piscivorous) que
encontraram 663 e 1779 (ug/g). J& para o elemento tragco Mn e Ni, as médias
das concentragbes encontradas foram consideravelmente maiores do que as

relatadas por Burger et al. (2006).
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As médias das concentracdes de Zn presentes em tecido renal das serpentes
do presente estudo foram muito altos, semelhantes as encontradas por Perez-
Lopes et al. (2008). Levengood et al. (1999) encontraram uma grande faixa de
variacdo nas concentracdes de Zn no figado e no rim (473- 1990 pg/g) que
causaram efeitos téxicos em patos selvagens. Para aves marinhas, Perez-
Lopes et al. (2008) sugerem que concentragdes hepaticas acima de 200 ug/g
podem ser toxicas. No presente estudo, as concentragcfes de Zn nas jibdias da
regido litoranea foi consideravelmente maior do que nas jararacas encontradas
na regido serrana, 0 que nos permite entender que esse elemento se encontra

em concentragdes muito altas nessa regiao.

Os efeitos toxicos de Zn atuam sobre o sistema respiratério dos animais
marinhos e nos representantes do topo de cadeia. E um elemento largamente
utilizado na industria, principalmente em galvanoplastias, na forma metalica e
de sais, tais como cloreto, sulfato, cianeto, etc. Pode entrar no ambiente
através de processos naturais (lixiviacdo de rochas e solos) e antropogénicos,
entre 0s quais se destaca a producao de ferro e aco e os efluentes domésticos
(Carvalho et al., 2008). Podemos supor entdo que 0s niveis renais de Zn

podem estar causando problemas clinicos nas serpentes.

As principais fontes de Pb, Zn e Cu no ambiente sdo, provavelmente, de
origem industrial e relacionadas ao trafego de veiculos. Apesar da adicdo de
Pb ser proibida em combustiveis em alguns paises mais desenvolvidos, as
emissOes relacionadas a esse metal podem ser provenientes da abrasdo de
pneus em superficies de estrada, desgaste das pastilhas de freio e dos pneus
dos automoveis (Zechemeister et al., 2006; Carvajal et al., 2010). As protecdes
de aco nas rodovias, as placas de sinalizacdo (galvanizadas, recobertas com
zinco) e as pecas e baterias de automoéveis também s&o fontes de metais
pesados (Sorme et al., 2002; Lough et al., 2005).

Devido a vulnerabilidade e a grande variedade de contaminantes ambientais,
as serpentes tem sido usadas como indicadores ambientais, em menores
escalas, em varias partes do mundo (Burger et al., 2006; Burger et al., 2005;

Campbell et al., 2005; e Hopkings, 2001). Porém, no Brasil os estudos ainda
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sdo escassos, 0 que dificulta a comparacao entre espécies residentes e 0s
locais de contaminacdo. O presente estudo € de extrema importancia, pois
antes nunca havia sido avaliado grau de contaminacdo das espécies em

guestao tanto na regido da Grande Vitoria quanto na regido serrana/ES.
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CONCLUSAO:

O presente estudo indica que as serpentes analisadas, que habitam as regidoes
da Grande Vitoria e regido serrana/ES apresentam elevadas concentracdes de
substancias inorganicas toxicas, como o Zn. Nas duas espécies estudadas,
apresentam concentracfes consideradas toxicas para o elemento Zn, podendo
ser uma das causas das mortes desses animais. Portanto, 0os elementos traco
essenciais, as concentragc0es encontradas estdo de acordo com outros
estudos, mas por serem essenciais ao organismo, € dificil mensurar qual
concentracdo poderia causar efeitos realmente toxicos para os répteis. Os
resultados apresentados nos permite afirmar que as espécies de serpentes
podem ser utilizadas como indicadores da qualidade ambiental.
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EFEITOS DA DIETA COM CADMIO NA GENOTOXICIDADE,
DESEMPENHO LOCOMOTOR E BIOACUMULACAO DE Bothrops jararaca
(SQUAMATA: VIPERIADAE)
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RESUMO

FROSSARD, Alexandra. Universidade Vila Velha — UVV- Fevereiro de 2015.
Efeitos da dieta com Cadmio na genotoxicidade, desempenho locomotor
e bioacumulacao de Bothrops jararaca (Squamata: Viperiadae). Orientador:

Joao Luiz Rossi Junior; Co-orientador: Levy de Carvalho Gomes.

Elementos traco como o Céadmio, originados pelas atividades industriais,
urbanas e agricolas estdo entre os principais contaminantes ambientais que
podem causar varios problemas a saude dos ecossistemas quando ligados a
cadeia trofica, afetando a dinamica de populacfes selvagens e também estéo
essencialmente associados a problemas de desenvolvimentos fisiolégicos e
comportamentais. Por isso, presente estudo visou caracterizar a exposi¢cao do
Cadmio Bothrops jararaca e avaliar os seus efeitos. Para isso, foram
analisados fragmentos de rim, figado, coracdo, gordura, vesicula biliar,
glandula de peconha e sangue de espécimes necropsiados pds exposicao. As
serpentes estudadas foram provenientes Criador Comercial de Serpentes
Nikel, que fez o encaminhamento dos animais, mediante autorizagdo do
IBAMA-ES. Foram utilizadas 20 Bothrops jararaca subdivididas em 4 grupos
com 5 animais em diferentes tratamentos por niveis de exposi¢do. A
quantificacdo Cd foi realizada por espectrbmetro de emissdo O6ptica com
plasma indutivamente acoplado (ICP-OES). As serpentes tiveram danos
genotoxicos consideraveis e o tecido que mais bioacumulou foi o figado
seguido do rim, porém ndo obtiveram alteragcbes no desemprenho locomotor,
guando expostos ao Cd. Resultados estes mostram que esses animais servem
como bioindicadores ambientais.

Palavras-chave: Serpente, Contaminacgéo, transferéncia trofica
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ABSTRACT

FROSSARD, Alexandra. University Vila Velha - UVV- February 2015. Diet
effects of Cadmium on genotoxicity, fitness and bioaccumulation of
Bothrops jararaca (Squamata: Viperiadae). Advisor: Jodo Luiz Rossi Jr; Co-

advisor: Levy de Carvalho Gomes.

Trace elements such as cadmium, originating from industrial, urban and
agricultural activities are among the main environmental contaminants that can
cause numerous problems for the health of ecosystems when linked to the food
chain, affecting the dynamics of wild populations and are also mainly associated
with developments problems physiological and behavioral. Therefore, this study
aimed to characterize the exposure of cadmium Bothrops jararaca and assess
their effects. For this purpose, fragments were analyzed kidney, liver, heart, fat,
gallbladder, and the gland blood specimens necropsied post-exposure. The
snakes were studied from Commercial Creator Snakes Nikel, who made the
referral of animals by the IBAMA-ES. 20 Bothrops jararaca were used divided
into 4 groups of 5 animals in the different treatments upon exposure levels.
Quantification was performed by Cd optical emission spectrometry with
inductively coupled plasma (ICP-OES). Snakes had considerable genotoxic
damage and the tissue that was more bioacumulou the liver followed by kidney,
but no changes in fitness obtained when exposed to Cd. These results show
that these animals serve as environmental biomarkers.

Keywords: Snake, contamination, trophic transfer
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INTRODUCAO

Alguns elementos tracos sdo considerados essenciais, pois contribuem
positivamente para agricultura e a saude humana, quando em baixas
concentracbes, enquanto outros, a exemplo do Cadmio (Cd), ndo sao
essenciais e sdo considerados toxicos em qualquer concentragcdo. O fator mais
importante que distingue o Cadmio de outros poluentes € que ele ndo é
biodegradavel, e uma vez no meio ambiente, seu potencial de toxidade € alto
(Miranda, 1993; Robards e Woursfold, 1991).

O aumento das concentracdes dos elementos tracos no ambiente pode ocorrer
por processos nhaturais ou por atividades antropogénicas (Amin et al., 2013). As
fontes de origem antrdpica do Cd devem-se principalmente ao uso industrial,
por ter baixo ponto de fusdo (320,9°C), sendo utilizado principalmente na
fabricacdo de ligas metalicas com baixo ponto de fusdo, baixo coeficiente de
friccido e alta resisténcia a fadiga. E ainda utlizado na galvanoplastia,
construcdo de baterias, juntamente com o Niquel, como estabilizador na
indastria de plasticos polivinilicos e como pigmento amarelo em tintas e vidros
(Volesky, 1990). Outras fontes de contaminacdo por Cadmio podem ser
relacionadas as construcbes, ao trafego de veiculos (Davis et al.,, 2001;
Sansalone e Buchberger, 1997) e as aguas de drenagem urbana (Lee e Bang,
1999; Prestes et al., 2006). Em estudos realizados com material particulado e
solo em regides de atividade industrial intensa altos niveis de Zn, Cu, Cd e Pb
sdo encontrados indicando que fontes antropogénicas prevalecem sobre as

fontes naturais (Venditti et al., 2000).

Elementos tracos como o Cadmio, originados pelas atividades industriais,
urbanas e agricolas estdo entre 0s principais contaminantes ambientais que
podem causar varios problemas a salude dos ecossistemas quando ligados a
cadeia trofica, afetando a dindmica de populacdes selvagens e também estédo
essencialmente associados a problemas de desenvolvimentos fisiologicos e
comportamentais (Frossard et al., 2013). Eles competem com minerais
essenciais, como Selénio e Calcio, nos processos metabdlicos, afetando o

aproveitamento destes nutrientes, impossibilitando a ocorréncia de reacdes
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quimicas importantes e causando transtornos graves (Furness, 1996). O Cd
quando introduzido no organismo via oral, € pouco absorvido, sendo que 95% é
eliminado (Gerhardsson e Skerfving, 1996), porém, o restante é acumulado nos
rins e figado, onde foi detectado que sua meia vida biolégica € de 10 anos
(Tavares e Carvalho, 1992), o que classifica este contaminante como de

carater cumulativo na cadeia tréfica (Miranda, 1996).

Por isso, os organismos que bioacumulam substancias podem ser explorados
como monitor de contaminacdo ambiental pelo fato de nos darem a resposta de
guanto uma substancia toxica pode vir a atingir um tecido alvo. A relacao entre
essa quantidade bioacumulada no tecido e a concentracdo no ambiente

externo é controlada por fenébmenos de bioacumulagéo.

Algumas espécies de serpentes (Connell, 1990; Gobas e Morrison, 2000;
Burger et al., 2007), comecaram a ser avaliadas como boas bioindicadoras,
devido os contaminantes que s&o conservados quando passam de um
organismo para outro, dentro da cadeia alimentar, possivelmente resultando
em concentragbes progressivamente maiores em altos niveis troficos, a
exemplo de algumas espécies de serpentes, porém ainda carecem de estudos
(Hopkins et al., 2001).

Os indicadores biologicos “ideais”, além de serem espécies sensiveis e
tolerantes a perturbacdes, devem possuir as seguintes caracteristicas:
apresentar distribuicdo geografica ampla; ser abundante ou de facil coleta;
preferencialmente possuir tamanho grande; apresentar baixa mobilidade e
longo ciclo de vida; ter possibilidade de uso um estudos em laboratério (Buss et
al., 2003).

Algumas analises que sao usadas como ferramentas para averiguar a
toxicidade dos contaminantes e as respostas adaptativas a estressores nos
bioindicadores, sdo denominadas de biomarcadores (Amorim, 2003; Buss et
al.,, 2003; Zagotto e Bertoletti, 2006). Estes podem ser evidenciados como
alteracdes bioquimicas, celulares, histoldgicas, fisiologicas ou
comportamentais. Exemplos séo os testes genotoxicos: micronucleo e ensaio
cometa (Hansen, 2003; Ramsdorf, 2007).
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O teste do micronucleo permite analisar danos no DNA, que ocorre durante o
processo de mitose em células dos eritrocitos, quando 0s organismos sao
expostos a contaminantes (Ramsdorf, 2007; Ferraro, 2009). O ensaio cometa
detecta danos no DNA, que sdo causados por alguns agentes toxicos, tem
aplicabilidade em todo organismo e tipo de célula eucaridtica, € um teste
barato, e é considerado adequado para o monitoramento ambiental (Tice et al.,
2000). Esta técnica pode avaliar também o reparo do DNA. O cometa €&
formado da fragmentacdo do material genético que esta fora do ndcleo, os
fragmentos sao obtidos a partir da passagem de corrente elétricas (Silva et al.,
2000).

Com isso, este trabalho teve como objetivo avaliar a toxicidade do Cadmio em
Bothrops jararaca, por meio de analises genotoxicas (ensaio cometa e teste do
micronucleo), assim como a quantificacdo do metal no organismo e entdo
propor a hip6tese de que a exposicdo de serpentes da espécie Bothrops
jararaca ao Cd provoca a bioacumulacdo desse metal, provoca alteracdes
genotoxicas, e altera o desempenho locomotor, podendo entéo utiliza-las como

bioindicadora ambiental.
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MATERIAIS E METODOS

Aquisicao:

As serpentes da espécie Bothrops jararaca estudadas, foram doadas pelo
Criadouro Comercial de Serpentes Nickel, situado em Melgaco, Distrito de
Domingos Matrtins, Estado do Espirito Santo, Brasil. O transporte dos animais
foi feito em caixas fechadas e ventiladas, e encaminhadas até o Setor de
Animais Silvestres do Hospital Veterinario Prof. Dr. Ricardo Alexandre Hippler,
da Universidade Vila Velha (UVV-ES), em junho de 2013, local onde foram
manejadas de acordo com o0 as normas de uso e manejo da fauna silvestre em
cativeiro em territorio brasileiro (IBAMA, 2008). Elas foram aclimatadas com
dieta ofertada inicialmente ad libitum para a posterior aclimatacdo com alimento
preparado. O transporte, manejo, manutengcdo em cativeiro e experimentos
seguem as autorizacbes: IBAMA: Numero de autorizacdo 002/14-
NUFAU/DITEC/IBAMA/ES e CEUA- UVV: Parecer N° 283/2013).

Aclimatacéo e desenho experimental:

A aclimatacdo aconteceu durante 10 meses com serpentes separadas em
caixas plasticas individuais, contendo substrato de papeldo e uma vasilha com
agua que eram trocadas semanalmente. Apos aclimatacdo, os animais foram
alimentados quinzenalmente de forma forgcada, com embutidos a base de ratos
descongelados, preparados com Cadmio e os animais do grupo controle, com
embutidos sem o elemento traco. Para a inser¢do dos embutidos nas serpentes
foi utilizada uma pinc¢a Nicola de 18,5 cm, que era previamente lubrificada com
azeite de oliva extra virgem, juntamente com o embutido. Antes de conduzir o
alimento até o estbmago da serpente, permitia-se que o animal mordesse e
inoculasse pegonha no embutido, podendo ser visualizados nas imagens da
figura 1.

Os 20 individuos de Bothrops jararaca foram aleatoriamente separados em
quatro diferentes formas de contaminacao induzida a cada 15 dias de acordo

com o Melgarejo-Giménez, 2002 - adaptado. O primeiro grupo experimental,
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com n=5 individuos considerados controle, os quais foram alimentados com 3
embutidos quinzenais, sem o metal, durante o tempo de aclimatagdo. O
segundo grupo, com n=5, as serpentes receberam uma alimentacdo controle,
no inicio do experimento, e apds 15 dias as serpentes receberam a segunda
alimentacdo, jA& com embutidos preparados com cadmio. No terceiro grupo,
com n=5, segue a mesma sequéncia de alimentacdo, com o acréscimo de
outra alimentacdo apo6s 30 dias, com embutidos também preparados com Cd.
No quarto grupo, com n=5, segue a mesma sequéncia de alimentacdo dos
grupos anteriores, totalizando 3 alimentac¢des, com a ultima, ofertada com 45
dias (TABELA 1).

Tabela 1. Demonstracéo por dias dos 4 tratamentos.

20 Bothrops jararaca
Controle Trat1-Cd Trat2-Cd Trat3-Cd

Aclimatagdo 15 dias 30 dias 45 dias
5 individuos 5 individuos 5 individuos 5 individuos
10 embutidos

1 embutido 2 embutidos 3 embutidos
sem Cd

Estes foram mantidos nestas condi¢cdes até o estagio 15 dias apds receber a
dltima alimentacdo de cada grupo experimental. Os individuos foram
observados todos os dias, para detectar mortalidade troca de agua quando
necessario e recolhimento de fezes para andlises. Ap6s esse periodo 0s
animais passaram pelos testes de desempenho locomotor e entéo
eutanasiados por meio de injecdo intratecal de lidocaina 2%, sendo
necropsiados em seguida.
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Figura 1: Imagens de B. jararaca sendo alimentada com embutidos a base de rato
triturado. A — pinga e embutido que foram utilizados; B — Abertura da cavidade oral da
serpente por meio de pinga; C — Inoculagdo de peconha no embutido; D — Introdug&o
do embutido na cavidade oral da serpente; E — Embutido sendo conduzido por meio de
pinga até o seu estdbmago da serpente.

Preparo da alimentag&o:

A dieta das serpentes controle foi baseada em ratos da linhagem Wistar que
apos eutanasia por narcose em camara com Co,, foram triturados e embutidos
em tripa de celulose, utilizada para producdo de embutidos de carne para
consumo humano (Love e Love, 2005). Todos os embutidos foram preparados

individualmente com 8% do peso de cada serpente.

Os animais que receberam a dieta contaminada com Cloreto de Cadmio foram
alimentados com uma concentracdo nominal de Cd 600mg/kg de embutidos de
rato, sendo utilizados 1,45 g de Cd Cl, - 5H,0, dissolvidos em 100 mL de 4gua
deionizada (Frossard et al., 2013 — adaptado). A solucdo foi gradualmente
pulverizada sobre 1 kg do triturado de rato e posteriormente homogeneizada
para garantir uma mistura uniforme do alimento. Apos a homogeneizacéo, a
massa de rato triturado foi inserida na tripa a base de celulose. Todos os
embutidos também foram preparados individualmente com 8% do peso de

cada serpente.
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Os embutidos contaminados com Cd, e os embutidos controle, sem o
contaminante, foram armazenados separadamente por cada serpente, em
recipientes herméticos a -20° C para evitar a peroxidacdo. A dieta dos
individuos controle foi manipulada de forma similar, exceto pela adicdo de Cd.
Foram feitos mais trés embutidos a mais, para cada individuo, para caso
ocorressem regurgitacdes. Quando ocorriam as regurgitacdes, normalmente
ocorria no mesmo dia ou no maximo no dia seguinte, os embutidos
regurgitados eram recolhidos do local e descartados. O substrato era trocado, e
a serpente era novamente alimentada, e para iSso contava-se como o tempo

zero, sendo entdo esperado mais 15 dias para a proxima alimentacao.

Medidas de desempenho locomotor:

Foram realizadas medidas componentes na capacidade de se endireitar das
serpentes, com adaptacdes aos testes feitos por Delmas et al. (2007) e
Frossard et al. (2013). Foi observado o tempo de endireitamento, definido como
0 tempo em que a serpente levava para se desvirar por completo, quando
colocadas em decubito dorsal. Esse ensaio locomotor foi realizado apds 15
dias do final de cada experimento, com os animais colocados dentro de tubos
de acrilico transparente para contencédo de serpentes, com diametros variados,
de acordo com o tamanho de cada jararaca (espessura e comprimento do
corpo). Antes do inicio dos ensaios, as serpentes foram mantidas em
temperatura variando entre 25 e 255° C. Cada jararaca foi filmada
individualmente e testada por trés vezes, utilizando-se uma camera Canon HS-
60, mantida em uma plataforma estatica para macro fotografia. Os dois ensaios
foram replicados por estado nutricional, controle, tratamento 1, tratamento 2 e
tratamento 3. Os ensaios foram filmados e o registro em video teve inicio
guando as serpentes estavam posicionadas completamente em decubito dorsal
e interrompido ap6s o completo retorno do animal a sua posicdo natural

(posicao de estacdo em decubito ventral) expostos na figura 2.
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Figura 2: A- Animal dentro do tubo de contencéo; B- Serpente sendo colocada de
decubito dorsal; C- Serpente sendo filmada durante os testes de desemprenho
locomotor; D- Serpente ainda em filmagem, retornando ao decubito ventral; E- Apés
total posicionamento natural, e término de filmagem; F- Serpente sendo contida
novamente, dando-se o fim do experimento de desempenho locomotor.

Andlises genotodxicas.

A coleta de sangue foi realizada ao término do periodo experimental. Os
individuos foram contidos fisicamente para a posterior coleta realizada por
puncdo da veia caudal, por meio de seringa de 1, OmL e agulha 25x7
heparinizada logo ap6s os testes de desempenho locomotor. O sangue
coletado foi utilizado nas técnicas do Ensaio Cometa e Teste do Micronucleo.
Apés coleta do sangue, os animais foram eutanasiados com injecdo de
lidocaina 2%, via intratecal, e o rim, figado, vesicula biliar, gordura, musculo,
sangue e coracdo foram retirados para realizacdo das analises de niveis de Cd

em cada amostra.
Ensaio cometa

A andlise de fragmentos de DNA foi realizada por meio do ensaio cometa
alcalino e coloragdo com nitrato de prata, metodologia de Silva et al. (2000) e
Tice et al. (2000).

O método consiste na deteccdo de fragmentos de DNA em microgel de
agarose. Para isso, laminas de microscopia, duas para cada serpente, foram
previamente cobertas com agarose 1,5%. As amostras de sangue foram

diluidas 20 vezes em tampao fosfato e posteriormente 10uL do sangue diluido
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foi misturado com 100uL de agarose low melting a 37° C. Em seguida as
laminas com pré-cobertura de gel foram recobertas com laminulas para que
estes espalhassem uniformemente até solidificar. Ap6s a retirada das
laminulas, os slides foram colocados na solucédo de lise e no momento do uso
foi adicionado 1% de Triton X-100 e 10% DMSO por no minimo 1h, em
geladeira e protegidos da luz. Depois da lise as laminas foram colocadas em
cuba eletroforética e mergulhadas em tamp&o eletroforético por 20 minutos. Em
seguida foi realizada a corrida eletroforética em 25V e 300mA por 15 minutos.
Depois desta etapa, as laminas foram neutralizadas com tampéao Tris durante 5

minutos por trés vezes e entdo foram lavadas duas vezes com agua destilada.

As laminas foram secas por 24 h em temperatura ambiente. Apos esse periodo
foram fixadas em solucdo fixadora por 10 minutos. Novamente, as laminas
foram lavadas por trés vezes e secas por 24 h em temperatura ambiente.
Depois de secas as laminas foram hidratadas por 5 minutos e coradas com
solucdo de coloracdo com prata por 15 minutos a 37° C ou até a solucéo
comecar a escurecer. Depois de coradas as laminas foram lavadas por trés
vezes e entdo submersas por 5 minutos em solucdo stop. Passado os 5
minutos de reacdo foram novamente lavadas por trés vezes e secas em

temperatura ambiente.

A observagdo dos cometas foi feita com auxilio de microscopio 6tico da marca
LEICA GALEN Ill com aumento de 40X. Foram contadas 100 células de cada
lamina e os cometas foram classificados conforme forma e tamanho da cauda
de 0 (n&o danificado) a 4 (dano maximo) demonstrados na figura 3. O tamanho

da cauda foi proporcional ao nivel de fragmentos de DNA.
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F, %"

Figura 3: Danos ao DNA dags%pentes (ﬁ - dano zero;ﬁ- dano 1' dano 2;
- dano 3)

Os resultados foram expressos em indice de danos (ID) e distribuicdo das
classes. O indice de Danos (ID) foi calculado pela multiplicacdo do nimero de

nucleoides encontrados por classe pelo nimero da classe.
Teste do microndcleo:

O teste do micronucleo foi feito por extensdes sanguineas em laminas segundo
Grisolia et al. (2005); Bucker et al. (2006). Apés secas, as laminas foram
fixadas por 30 minutos em alcool metilico P. A. (Metanol - 100%). Em seguida
coradas com solucdo de Giemsa 5% por 40 minutos; lavadas posteriormente
com agua destilada e seca em temperatura ambiente. Depois de seco, o
material foi observado em microscopio Optico, e 1000 células sanguineas
(eritrécitos) foram contadas para a quantificacdo dos micronucleos presentes
(FIGURA 4). Foram contadas 2 laminas para cada serpente.

tendo um microndcleo em destaque.

O

Figura 4: Lamina de células
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Bioconcentragdo de Cadmio:

A bioconcentracdo do Cadmio foi realizada segundo Burger et al. (2007),
porém com as devidas adaptacfes para o presente trabalho. Apds a coleta do
sangue os animais foram eutanasiados e necropsiados a fim de retirar o rim,

figado, vesicula biliar, gordura, masculo, sangue e coracao.

Apds a realizacdo da necropsia, o0s fragmentos coletados, com
aproximadamente 1 grama de cada tecido (rim, figado, coracdo, vesicula,
gordura, glandula de pegonha e sangue) foram armazenados individualmente
em tubo de microtitulagdo tipo Eppendorf® a -80°C devidamente identificados.
Para a digestédo de todos os tecidos, foram preparadas solu¢des contendo 5 ml
de &cido nitrico suprapuro 5 M (Merck) e 5 ml de &cido cloridrico 5 M (Merck)
(Perez-Lopez, 2008 — adaptado).

Esses processos foram preparados em tubos digestores previamente lavados
com solucdo de acido nitrico a 10% e levados ao aparelho digestor (Marconi
Mod. MA 851), por aproximadamente 4 horas a uma temperatura maxima de
180 °© C (Burger et al., 2007 — adaptado), até que a solucéo estivesse limpida e
translucida. Esta solugéo resultante foi transferida para tubos Falcon de 15 ml e
teve o volume final completado com agua ultra-pura, tipo 1 (agua Mili-Q)
(FIGURA 5).

Figura 5: Imagens demonstrativas de: A — necropsia e recolhimento de amostras
armazenadas em recipientes separados; B — processo de digestdo no digestor; C —
amostras sendo colocadas em balé@o volumétrico para obteng&o de volume final antes
da filtragem.
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A quantificagdo do Cadmio foi realizada um padrdo multielementar por
espectrobmetro de emissdo 6ptica com plasma indutivamente acoplado (ICP-
OES), modelo Optima 7000 da Perkin Elmer (FIGURA 6), com coeficiente de
variacdo sempre menor que 10%, margem que é aceitavel (Wylie et al, 2009 -
adaptado). Os limites de deteccdo (LD) e de quantificacdo (LQ) para o Cd foi:
0,1579 LD e 0,52107LQ.

Figura 6: Espectrometro de emissdo Optica com plasma indutivamente acoplado
(ICP-OES) com curva, onde as amostras foram analisadas.

Anélise Estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas com o programa Sigma Stat 3.0. Os
resultados obtidos com as andlises de ensaio cometa (indice de danos), teste
micronucleo e bioacumulacéo foram avaliados com teste de variancia ANOVA,

One Way Anova, pelo teste de Kruskal-Walis (Método de Dunn’s) (p<0,05).
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RESULTADOS E DISCUSSAO:

Tempo de endireitamento no desempenho locomotor

A capacidade de endireitamento medido de acordo com o modelo estatistico
nao foi significativa para nenhum dos tratamentos T1, T2 e T3 quando
comparados com o tempo de endireitamento dos animais Controle (p = 0,693)
expressos na TABELA 2.

Tabela 2: Tempo de virada como teste de performance locomotora expressos com a
média, em segundos (s), das serpentes B. jararaca, comparando os diferentes dias de
alimentacdo com linguicas controle e contaminadas com cadmio.

MEDIA (s) EP
Cont 2 t  0,31623
T1 2,4 t  0,67823
T2 2,8 t  0,73485
T3 3 +  0,70711

f=0,492 p =0,693

Embora a exposi¢éo a contaminantes como elementos tragos e pesticidas nao
pode resultar diretamente em morte, as redugdes no desempenho poderia vir a
ser de igual importancia para a aptidao dos répteis, alterando a capacidade do
individuo para evitar predadores, captura de presas, e ou defender territorio.
DuRant et al., (2007) examinaram os efeitos do carbaril, um defensivo agricola
de inibicdo de acetilcolinesterase, sobre o desempenho locomotor em lagartos
(Sceloporus occidentalis) e verificaram que o0 produto quimico diminui
consideravelmente o desemprenho dos lagartos. Outros dois estudos sobre os
efeitos do carbaril na velocidade de natacdo em duas espécies de serpente
d‘agua (Seminatrix pygaea e Nerodia rhombifer) observou a diminuicdo no
desempenho de natacéo durante as primeiras 24 h apds a exposi¢cdo, mas 0s
animais se recuperam dentro 96 h apos a exposi¢cdo (Hopkins et ai, 2005;
Hopkins e Winne, 2006). A exposicdo a carbaril também resultou num
decréscimo na velocidade de natagdo em girinos da ra-leopardo (Rana blairi)

(Bridges, 1997). O teste de desempenho locomotor foi analisado também por
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Delmas et al (2007) para os queldnios Trachemys scripta elegans, no qual
observaram que sexo, identidade materna, taxa de crescimento juvenil e
estado nutricional influencia o desemprenho desses animais, uma vez que
fémeas com maior taxa de crescimento, juvenis recém alimentados e machos
com menor taxa de crescimento apresentaram maior estado de laténcia.
Frossard et al. (2013) testaram o Cadmio em quelénios (Podocnemis unifilis) e
encontram diferengca significativa apenas para os primeiros 30 dias de
exposicdo ao Cd, o que nao ocorreu com as B. jararaca, mostrando que o
tempo de exposicdo ou o nivel de contaminacdo nao foi suficiente para uma
possivel resposta postural como indice de aptiddo relacionado ao elemento
traco, pois as médias mostram o inicio de um possivel atraso postural, mas,

gue néo foram significativamente diferentes.

Andlises genotoxicas

Ensaio cometa

A exposicdo das serpentes ao cadmio em diferentes tempos e numero de
alimentagdes (T1=15 dias com 1 alimentagdo; T2=30 dias com duas
alimentacbes ; T3=45 dias com 3 alimentacbes e Cont=Controle) provocou
aumento significativo no indice de danos no DNA dos eritrécitos quando
comparados ao grupo controle (Figura 7). No entanto, foram observadas

apenas diferencas significativas entre os tratamentos (Cont e T2).
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Figura 7. indices de danos no DNA (ID) nos eritrcitos de Bothrops jararaca,
expostos aos seguintes tratamentos: T1=15 dias; T2=30 dias; T3=45 dias e
Cont=Controle. Os dados estdo expressos em mediana. Asterisco indica diferenca
significativa do controle aos demais tratamentos, por meio do teste de Dunn’s
(p<0,05).

Miyamoto et al. (2005) e Bronikowski (2008) observaram a presenca de
supraorganizagcdo de cromatina, fragmentacdo do DNA, morte celular,
micronucleos e cometas em quatro espécies de serpentes (Crotalus durissus
terrificus, Bothrops jararaca, Bothrops alternatus, e Bothrops neuwiedii) e
Schaumburg et al. (2012) para lagartos (Tupinambis meriane) hoje chamado
Salvator merianae (SBH, 2014), naturalmente em animais de vida livre, o que
corrobora com a ocorréncia de baixo mais existente, indice de danos, nas B.

jararaca do grupo controle concordando com 0s numeros naturais basais .

Ja o aumento na indugdo de danos no DNA observado nas serpentes Bothrops
jararaca provocado pela exposicdo ao Cadmio corrobora com os demais
trabalhos que afirmam que os elementos tracos e alguns defensivos agricolas
causam efeitos deletérios em células somaticas ou germinativas (Dhawan et
al., 2009). Esta inducdo de dados no DNA (indice e frequéncias de danos)
também foi observada em girinos da espécie Hypsiboas faber coletados em

area de mineracdo de carvao quando comparados com animais de referéncia
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(Zocche et al., 2013). Os autores desse estudo relataram que os residuos de
mineracdo de carvdo também causam alteracBes genotoxicas em anfibios,

além de provocarem efeitos adversos no solo, agua, vegetacdo e animais.

Em virtude das serpentes serem importantes predadores de pequenos
mamiferos que vivem em areas agricolas, proximidades de rodovias e areas
urbanas com areas verdes, entram em contato direto com defensivos agricolas
e outros poluentes, sendo que em muitos destes possuem em sua COmpoSi¢ao
quimica a presenca de metais, como o Cadmio. Em estudos com defensivos
agricolas, Feng et al. (2004) observaram aumento nos danos no DNA dos
eritrécitos de rd (Rana n. hallowell) nas concentracées de 0,05 - 0,5 mg I'* para
Imidacloprid®, e de 5 - 100 mg I"* para RH-5849, em sete dias de exposicao.
Segundo o0s autores mesmo em dosagens pequenas do defensivo

Imidacloprid® causa danos no DNA das ras.

Teste do microntcleo

A exposicdo das serpentes de B. jararaca ao cddmio provocou aumento
significativo na frequéncia de células eritrocitarias com presenca de
micronucleo, sendo essa frequéncia com diferencas significativas, apenas entre

controle e T 3 (p=0.014) expressas na figura 8.
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Figura 8. Frequéncia média de eritr6citos micronucleados em Bothrops jararaca,
expostas ao cadmio nos seguintes tratamentos: T1=15 dias; T2=30 dias; T3=45 dias;
Cont=Controle. Os dados estdo expressos em mediana. Asterisco indica diferenca
significativa do controle aos demais tratamentos por teste de Dunn’s (p<0,05).

Mediante a esse incremento significativo de micronucleo, pode-se dizer que as
substéancias testadas no presente trabalho causam quebras no cromossomo ou
provocam uma disfuncao do aparelho do fuso mitético durante a divisao celular
(Winter et al., 2007). E como consequéncia desse dano, o organismo pode

desenvolver tumores e ter problemas reprodutivos (Moreira et al., 2010).

De acordo com Miyamoto et al. (2005); Bronikowski (2008); Polleta et al. (2008)
e Schaumburg et al. (2012) o teste do micronucleo demostra ser adequado
para avaliar a efeito de agentes tdxicos/genotdxicos em répteis. Outros
trabalhos também mostram que a exposi¢do de répteis a metais induzem um
aumento significativo na quantidade de células eritrocitarias com presenca de
microndcleo, como observado por Frossard et al. (2013) no quel6nio
Podocnemis unifilis (tracajA da Amazbnia) expostos ao sulfato de cadmio
(CdCI2 - 5H20) (593,347 = 59,7 mg/kg), por 30 e 60 dias horas; e por Mouchet
et al. (2006) em girinos de Xenopus laevis expostos ao cadmio (2, 10, 30 ug/L),

por 12 dias.
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Feng et al. (2004) testando dois defensivos agricolas em girinos de Rana n.
hallowell, também observaram a inducdo na formacdo de micronudcleos
eritrocitarios, no entanto apenas em concentracdes elevadas de Imidacloprid®
(8 mg/l* e 32 mg I'Y) e RH-5849 (40 mgl™). Segundo os autores a exposicdo de
sete dias € suficiente para observar a presenca de micronucleos em eritrocitos
de anfibios. Mas como visto no presente estudo, na exposi¢do de 15, 30 e 45
dias também é possivel observar a presenca de microndcleo, porém observa-

se que os répteis sdo menos sensiveis que os anfibios.

Entre os vertebrados aquaticos e terrestres, os répteis fazem parte de um
grupo pouco estudados nas avaliacbes genotoxicas. Tais estudos estdo na
fase inicial, onde alguns autores ja descreveram os valores basais (Miyamoto
et al., 2005; Bronikowski, 2008; Poletta et al., 2008; e Schaumburg et al., 2012)
e outros vém os inserindo nas analises ambientais, com quelénios com
elementos tracos (Matson et al., 2005; e Frossard et al., 2013), crocodilianos
com Roundup® (Poletta et al., 2009) e lagartos com fungicida (Capriglione et
al., 2011), e no presente estudo, com serpentes. Os répteis provaram ser Uteis
como modelos biolégicos nos testes de microndcleo e na indugcdo de danos
primarios no DNA (ensaio cometa) de eritrocitos. Foi observado que tais
animais respondem a situacdes de poluicdo, indicando ser sensiveis e com
isso poderem ser usados como bioindicadores de contaminacdo do ambiente.
Sendo assim, o que se observou nos resultados genotéxicos obtidos no
presente trabalho é que o cadmio possui efeito toxico sobre as Bothrops

jararacas.

Bioacumulacao de Cadmio

A analise de bioacumulacdo de cadmio nos tecidos (rim, figado, coracéao,
vesicula, gordura, glandula de peconha e sangue) das serpentes B. jararaca
mostra que houve um aumento na concentracédo desse metal no organismo dos
animais expostos em relacdo ao controle quando em observacao as medianas,
poréem esse aumento foi significativo apenas nos rins (p<0,005) quando
comparados 0s animais controle com o Trat 3 (Tabela 3).
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Os répteis necessitam de quantidades muito menores de alimento do que o0s
animais vertebrados endotérmicos, e as serpentes possuem a fisiologia
alimentar radicalmente diferente em termos de frequéncia. Esses animais
passam longos periodos em jejum sem grandes complicagfes, até que voltem
as cacas de espreita ingerindo presas relativamente grandes (Nascimento e
Oliveira, 2007). Por isso, a alimentacdo dos viperideos ocorreu
quinzenalmente, com embutidos a base de rato, previamente preparados e

predados individualmente com 8% do peso de cada animal.

O presente estudo demonstra que os itens alimentares podem ser uma
importante fonte de exposicdo de elementos traco para as serpentes, pois
apesar das B. jararacas ndo terem bioacumulado Cd de forma significativa na
maioria dos seus tecidos, a bioacumulagdo no rim mostrou-se eficiente sendo
uma redistribuicdo do figado para os rins, e posteriormente este pode ter
redistribuido para a gordura. Em outros estudos, o Cd e outros elementos
traco, quando expostos por maior tempo, bioacumulam significativamente, com
a exemplo de Hopkins et al. (2001 e 2002) que alimentaram cobras d’agua
(Nerodia fasciata) com cinzas de carvao que continham niveis elevados de As,

Cd, Cu, Se e Sr por um ano e quatro meses.

Embora, no presente estudo, o maior indice de bioacumulacéo ter ocorrido no
figado, corroborando com os experimentos de Hopkins et al (2001 e 2002),
este tecido ndo apresentou diferencas estatisticas significativas, provavelmente
pelo fato desse tecido ter redistribuido para os demais tecidos. Contudo o rim
se mostra como segundo tecido que mais bioacumula, corroborando também
com trabalhos realizados em condi¢gbes de campo (Burger, 1992; 2006; 2007;
Hopkins et al., 1999; 2001 e 2002; Campbell et al., 2005). O Cd se acumula
essencialmente nos figado e rins dos vertebrados. O figado é conhecido como
o principal 6rgdo que acumula e redistribui Cd para outros 06rgaos,

principalmente os rins (Zago et al., 2010).

De acordo com as descricbes anatdomicas e fisiologicas feitas por Azevedo-
Marques et al. (2003); Nascimento e Oliveira 2007; Cardoso et al. (2009) com
relacdo as glandulas de peconha, essas estruturas foram analisadas por

estarem diretamente ligada a alimentacédo das B. jararacas, e pelo fato de em
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todas as alimentacgdes, ter sido permitido que a peconha fosse inoculada nos
embutidos, antes da alimentacdo ser induzida. Foi observado que essas
glandulas apresentam maiores niveis de Cd do que os observados no sangue e
na vesicula biliar, o que nos faz entender que além de estarem consumindo um
alimento previamente contaminado, uma segunda dose, mesmo que em
menores propor¢gBes, o0 elemento trago encontrado nestas andlises, é
inoculado, junto a peconha quando o alimento foi ofertado no momento que
permitiu-se que o animal mordesse o embutido, proporcionando o aumentando

dos niveis de Cd no alimento.

Diante da funcéo fisiolégica do figado no processo de digestdo, descritas por
Schimidt-Nielsen (2002), foi possivel entender os niveis de Cd nas vesiculas
biliares presentes analisadas no presente estudo. O figado com os maiores
percentuais de Cd, produziu bile, e esse liquido foi entdo transferido para a
vesicula com menores teores, porém contendo Cd, que conseqguentemente
atuou na digestédo do alimento que possui gordura. J4 a gordura, terceiro tecido
gue mais bioacumulou Cd no presente estudo, reteve o metal dos embutidos
contaminados conforme descricbes de Schimidt-Nielsen (2002), onde o
bioacumulou em niveis consideraveis, porém ndo estatisticamente
significativos, provavelmente pelo tempo de exposicdo, mas que, se as médias

forem analisadas, observa-se o aumento no decorrer do tempo de exposicao.

No presente estudo, também houve uma consideravel bioacumula¢éo do Cd no
coracdo, se encontrando em niveis proximos da glandula de peconha, porém
abaixo da gordura. E comumente aceito que rins e figado sdo os principais
orgdos de acumulacédo de metais pesados (Burger, 1992; 2006; 2007; Hopkins
et al, 1999; 2001 e 2002; Campbell et al, 2005). Entretanto, em estudos com
outros vertebrados, os niveis desse elemento, para as aves, no coracdo se
mostrou bastante eficiente para as analises e, em alguns casos, acumulou

mais metais do que o figado (Szkoda et al, 2011).

Nas amostras de Bothrops jararaca, 0os niveis sanguineos geralmente tiveram
as mais baixas concentracbes de Cd quando comparados com 0s niveis em
orgdos internos. Os niveis sanguineos podem refletir relacées toxicoldgicas

complexas entre cargas corporais, entre a ingestao recente, e excrecao, dados
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que corroboram com os de Burger e colaboradores (2005). Embora o sangue
tenha se mostrado util para a exposi¢do de metais em outras circunstancias, no
presente estudo ndo foram encontrados preditivos da carga corporal nas
jararacas. Embora o uso do sangue seja um dos métodos sdo ndo letais,
existem também dificuldades com a coleta de sangue. Para coletar
quantidades adequadas deste tecido sdo necessarios conhecimentos
anatdbmicos do trajeto dos vasos sanguineos e da localizacdo exata do
coracao, sem ferir a serpente. Observou-se que o0 sangue coletado na veia da
caudal resultou em pequeno volume de amostra, porém na maioria das vezes,
suficiente, para andlise ecotoxicologica (Burger et al, 2005; 2006; 2007;
Campbell et al, 2005; Hopkins et al, 2001, Zago et al, 2010).

Diante dos resultados expostos e discutidos, questiona-se ainda se as
serpentes terrestres podem ser mais tolerantes ou ndo a exposicdo de
elemento traco em niveis mais altos do que outros vertebrados, pois 0s niveis
de Cd adicionados no alimento estavam consideravelmente altos, porém pouco
bioacumulou, quando comparado a outros estudos e no tempo de exposi¢cao do

presente estudo.

A sugestdo foi feita do pressuposto de que muitos répteis podem ser mais
sensiveis aos efeitos organicos de contaminantes do que outras classes de
vertebrados, presumivelmente por causa da fisiologia ectotérmica, sistemas
enzimaticos aparentemente primitivos, e o alto estado tréfico dos répteis (Hall,
1980), o que torna dificil especular sobre a sensibilidade desses animais,

guando comparados a outros vertebrados.

Para entender melhor os efeitos do Cadmio e de outros elementos traco sobre
as serpentes, estudos sobre os efeitos de contaminantes precisam ser feitos
também sobre pontos reprodutivos, efeitos adversos que podem ser passados
para a prole, diferencas também podem vir a ser observadas nos diferentes

sexos, e tamanho de cada individuo.

Além disso, as serpentes alimentadas com uma abundancia de presas
previamente congelada em condi¢cOes de laboratorio, ndo suportam os desafios

fisiol6gicos complexos encontrados pelas serpentes em seu ambiente natural
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(por exemplo, o parasitismo, periodica indisponibilidade presa, e os custos de
atividade), e, portanto, s6 pode fornecer estimativas conservadoras de
respostas bioldgicas para exposicdo de contaminantes in situ. Pesquisas
futuras poderéao dar continuidade a este estudo, avaliando a sensibilidade dos
répteis ao Cd e outros contaminantes inorganicos significativamente para a

toxicologia de répteis e para os esfor¢os de conservacgao.
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CONCLUSAO:

O presente estudo indica que as serpentes Bothrops jararacas, utilizadas em
experimento in situ, alimentadas com embutidos contaminados com Cadmio
tiveram danos genotéxicos considerdveis apdés a segunda e terceira
alimentacéo, 30 e 45 dias de experimento respectivamente. Para as analises
de bioacumulacdo o elemento traco, apresentou diferencas significativas de
contaminagdo renal entre os animais do grupo controle e o grupo do
Tratamento 3, apdés 45 dias, porém, as maiores concentracdes do
contaminante foram observadas nas analises de figado, seguida do rim e
gordura. Os resultados apresentados nos permite afirmar que a espécie pode

ser utilizada como indicador da qualidade ambiental.

67



REFERENCIAS:

Amin, N., Hussain, A., Alamzeb, S., Begum, S., 2013. Accumulation of heavy metals in
edible parts of vegetables irrigated with waste water and their daily intake to adults and
children, District Mardan, Pakistan. Food Chemistry 136 (3-4) 1515-1523.

Azevedo-Marques, M.M, Cupo, P., Hering, S.E., 2003. Serpentes peconhentas.
Medicina, Ribeirdo Preto. 36: 480-489.

Baird, C., 2002. Quimica Ambiental, Ed. Bookman, p.555-557.

Bridges, C.M., 1997. Tadpole swimming performance and activity affected by acute
exposure to sublethal levels of carbaryl. Environ. Toxicol. Chem. 16, 1935-1939.

Bronikowski, A.M., 2008. The evolution of aging phenotypes in snakes: a review and
synthesis with new data. American Aging Association. 30:169-176.

Bucker, A., Carvalho, W., Alves-Gomes, J.A., 2006. Avaliacdo da mutagénese e
genotoxicidade em Eigenmannia virescens (Teleotei: Gymmnofiformes) expostos ao
bezeno. Acta Amazonica, v. 36, n. 3, p. 357-364.

Burger, J., Campbell, K.R., Murray, R., Campbell, T.S., Gaines, K.F., Jeitner, C.,
Shukla, T., Burke, S., Gochfeld, M., 2007. Metal levels in blood, muscle and liver of
water snakes (Nerodia spp.) from New Jersey, Tennessee and South Carolina. 377, 2-
3. p 556_563.

Burger, J., 1992. Trace element levels in pine shake hatchlings: Tissue and temporal
differences. Arch Environ Contam Toxicol 22:209—- 213.

Burger, J., Murray, S., Gaines, K.F., Novak, J.M., Punshon, T., Dixon, C., Gochfeld, M.,
2006. Element levels in snakes in South Carolina: differences between a control site
and exposed site on the Savannah River Site. Environmental Monitoring and
Assessment 112: 35-52.

Campbell, K.R., Campbell, T.S., Burger, J., 2005. Heavy Metal Concentrations in
Northern Water Snakes (Nerodia sipedon) from East Fork Poplar Creek and the Little
River, East Tennessee, USA. Arch. Environ. Contam.Toxicol. 49, 239-248.

Cardoso, J.L.C., Franga, F.O.S., Wen, F.H., Malaque, C.M.S., Haddad Jr., V., 2009.
Animais pecgonhentos no Brasil: Biologia, Clinica e Terapéutica dos Acidentes. Sarvier,
S&o Paulo. 2ed, p 540.

Connell, D.W., 1990. Bioaccumulation of Xenobiotic Compounds. CRC Press, Boca
Raton, FL. Disponivel em <http://books.google.com.br/books?hl=pt-
BR&Ir=&id=XTNOP3SU754C&oi=fnd&pg=PA10&dg=Bioaccumulation+of+Xenobiotic+

Compounds.&ots=0NtgWtMqVI&sig=C1IVIxtWvadygvzZdJPbk gviFU#v=onepage&q=

Bioaccumulation%200f%20Xenobiotic%20Compounds.&f=false> Acesso em 27 dez
2014.

68


http://books.google.com.br/books?hl=pt-BR&lr=&id=XTN0P3SU754C&oi=fnd&pg=PA10&dq=Bioaccumulation+of+Xenobiotic+Compounds.&ots=0NtgWtMqVl&sig=C1lVlxtWva4ygvzZdJPbk_gviFU#v=onepage&q=Bioaccumulation%20of%20Xenobiotic%20Compounds.&f=false
http://books.google.com.br/books?hl=pt-BR&lr=&id=XTN0P3SU754C&oi=fnd&pg=PA10&dq=Bioaccumulation+of+Xenobiotic+Compounds.&ots=0NtgWtMqVl&sig=C1lVlxtWva4ygvzZdJPbk_gviFU#v=onepage&q=Bioaccumulation%20of%20Xenobiotic%20Compounds.&f=false
http://books.google.com.br/books?hl=pt-BR&lr=&id=XTN0P3SU754C&oi=fnd&pg=PA10&dq=Bioaccumulation+of+Xenobiotic+Compounds.&ots=0NtgWtMqVl&sig=C1lVlxtWva4ygvzZdJPbk_gviFU#v=onepage&q=Bioaccumulation%20of%20Xenobiotic%20Compounds.&f=false
http://books.google.com.br/books?hl=pt-BR&lr=&id=XTN0P3SU754C&oi=fnd&pg=PA10&dq=Bioaccumulation+of+Xenobiotic+Compounds.&ots=0NtgWtMqVl&sig=C1lVlxtWva4ygvzZdJPbk_gviFU#v=onepage&q=Bioaccumulation%20of%20Xenobiotic%20Compounds.&f=false

Capriglione, T., lorio, S., Gay, F., Capaldo, A., Vaccaro, M.C., Morescalchi, M.A.,
Laforgia, V., 2011. Genotoxic effects of the fungicide thiophanate-methyl on Podarcis
sicula assessed by micronucleus test, comet assay and chromosome analysis.
Ecotoxicology. 20:885-891.

Davis, A.P., Shokouhian, M.N.S., 2001. Loading estimates of lead, copper, cadmium
and zinc in urban runoff from specific sources. Chemosphere, 44: 997-1009.

Delmas, V., Baudry, E., Girondot, M., Prevot-Julliard, A.C., 2007. The righting response
as a fitness index in freshwater turtles. Biological Journal of the Linnean Society
London 91, 99-109.

Dhawan, A., Bajpayee, M., Parmar, D., 2009. Comet assay: A reliable tool for the
assessment of DNA damage in different models. Cell Biology and Toxicology, v. 25, n.
1, p. 5-32.

DuRant, S.E., Hopkins, W.A., Talent, L.G., 2006. Impaired terrestrial and arboreal
locomotor performance in the western fence lizard (Sceloporus occidentalis) after
exposure to an AChE-inhibiting pesticide. Environmental Pollution. 149, 18 e 24.

Frossard, A., Ferreira, P.D., Carneiro, M.T.W.D., Heringer, D.C., Endringer, O.A.,
Gomes, L.C., 2013. Effect of dietary cadmium on fitness, growth, genotoxicity and
accumulation in the Yellow-spotted River Turtle, Podocnemis unifilis. Aquatic
Toxicology 140— 141 239- 241.

Feng, S., Kong, Z., Wang, X., Zhao, L., Peng, P., 2004. Acute toxicity and genotoxicity
of two novel pesticides on amphibian, Rana n. hallowell. Chemosphere, v. 54, p. 457-
463.

Furness, R.W., 1996. Cadmium in birds. In: Environmental Contaminants in Wildlife:
Interpreting Tissue Concentrations. Beyer, N.W., Heinz, G.H. and Redmon-Norwood,
A.W. (eds). Lewis Publishing, Boca Raton, FL, pp. 389-404.

Gerhardsson, L., Skerfving, S., 1996. Concepts on Biological Markers and
Biomonitoring for Metal Toxicity. In: CHANG, L. W. Toxicology of Metals. Boca Raton,
Flérida: CRC Press IC, cap.06, p.81-112.

Gobas, F.A.P.C., Morrison, H.A., 2000. Bioconcentration and biomagnification in the
aguatic environment. In: Boethling, R.S., Mackay, D. (Eds.), Handbook of Property
Estimation Methods for Chemicals. CRC Press, Boca Raton, FL, pp. 189+231.

Grisolia, C.K., Oliveira, A.B.B., Bonfim, H., Klautau-Guimaraes, M.N., 2005.
Genotoxicity evaluation of domestic sewage in a municipal wastewater treatment
plant.Geneticsand molecular biology, v. 28, n. 2, p. 334-338.

Hall, R.J., 1980. Effects of environmental contaminants on reptiles: A review. Special
Scientific Report—Wildlife 228. U.S. Department of the Interior, Fish and Wildlife
Service, Washington, DC.

Hopkins, W.A., Rowe, C.L., Congdon, J.D., 1999. Elevated trace elemento
concentrations and standard metabolic rate in banded water snake (Nerodia fasciata)
exposed to coal combustion wastes. Environ Toxicol Chem. 18:1258-63.

69



Hopkins, W.A., Roe, J.H., Snodgrass, J.W., Jacson, B.P., Kling, D.E., Role, C.L.,
Congdon, J.D., 2001. Nondestructive indices of elemento exposure in squamate
reptile. Enviromental Pollution. 155: 1-7.

Hopkins, W.A., Roe, J.H., Snodgrass, J.W., Staub, B.P., Jackson, B.P., Congdon, J.D.,
2002. Effects of chronic dietary exposure to trace elements on banded water snakes
(Nerodia fasciata) Environmental Toxicology and Chemistry, Vol. 21, No. 5, pp. 906—
913.

Hopkins, W.A., Winne, C.T., DuRant, S.E., 2005. Differential swimming performance of
two natricine snakes exposed to a cholinesterase-inhibiting pesticide. Environmental
Pollution 133, 531 e 540.

Hopkins, W.A., Staub, B.P., Baionno, J.A., Jackson, B.P., Roe, J.H., Ford, N.B., 2004.
Trophic and maternal transfer of selenium in brown house shakes (Lamprophis
fuliginosus). Ecotoxicol Environ Saf 58:285-293.

IBAMA - Instrucéo Normativa 169., 2008 Disponivel em:
<http://www.icmbio.gov.br/sisbio/images/stories/instrucoes normativas/IN%20n%2016
9%20manejo%20ex%?20situ.pdf>. Acesso em 02 marco 2015.

Lee, J.H., Bang, K.W., 1999.Characterization of urban stormwater runoff. Water
Research, 34: 1773-1780.

Love, K., Love, B., 2005. Corn Snakes, The Comprehensive Owner’s Guide: From the
experts at advanced vivarium systems. The Herpetocultural Library. Advanced
Vivarium Systems. Irvine, California. p 60-64.

Matson, C., Palatnikov, G., Islamzadeh, A., Mcdonald, T.J., Autenrieth, R.L., Donnelly,
K.C., Bickham, J.W., 2005. Chromosomal Damage in Two Species of Aquatic Turtles
(Emys orbicularis and Mauremys caspica) Inhabiting Contaminated Sites in Azerbaijan.
Ecotoxicology, 14, 1-13.

Melgarejo-Giménez, A.R., 2002. Em, Andrade, A., Pinto, S.C., Oliveira, R.S., orgs.
Animais de Laboratorio: criacdo e experimentacdo [online]. Rio de Janeiro: Editora
FIOCRUZ, 2002. 388 p. ISBN: 85-7541-015-6. Available from SciELO Books.

Miranda, C.E.S., 1993. Determinacdo de cadmio por espectrofotometria de absor¢éo
atbmica com pré-concentracdo em resina de troca idnica empregando sistema FIA.
Sao Carlos, 89p. Dissertacdo (Mestrado) - Instituto de Fisica e Quimica de Séo Carlos,
Universidade de Sao Paulo.

Miyamoto, M., Vidal, B.N., Mello, M.L.S., 2005. Chromatin supraorganization, DNA
fragmentation, and cell death in snake erythrocytes. Biochemistry and Cell Biology,
2005, 83(1): 15-27, 10.1139/004-108.

Moreira, T., Nunes, E., Leal, M., Schulz, U., Lemos, C., 2010. Influéncia dos Métodos
de Captura de Peixes na Avaliagdo Genotoxica Utilizando Diferentes Tecidos de
Astyanax fasciatus (Osteichthyes, Characidae). Journal of the Brazilian Society of
Ecotoxicology, 5(1): 1-7.

70


http://www.icmbio.gov.br/sisbio/images/stories/instrucoes_normativas/IN%20n%20169%20manejo%20ex%20situ.pdf
http://www.icmbio.gov.br/sisbio/images/stories/instrucoes_normativas/IN%20n%20169%20manejo%20ex%20situ.pdf

Nascimento, L.B., Oliveira, M.E., 2007. Herpetologia no Brasil Il. Sociedade Brasileira
de Herpetologia, Belo Horizonte. p 354.

Perez-Lopez, M., Mendonza, M.H., Beceiro, A.L., Rodriguez, F.S., 2008. Heavy metal
(Cd, Pb, Zn) and metalloid (As) content in raptor species from Galicia (NW Spain).
Ecotoxicology and Environmental Safety (70) 154—-162.

Poletta, G.L., Larriera, A., Kleinsorge, E., Mundry, M.D., 2008. Caiman
latirostris (broad-snouted caiman) as a sentinel organism for genotoxic monitoring:
Basal values determination of micronucleus and comet assay. Mutation
Research/Genetic Toxicology and Environmental Mutagenesis V. 650, Issue 2, Pages
202-2009.

Poletta, G.L., Larriera, A., Kleinsorge, E., Mundry, M.D., 2009. Genotoxicity of the
herbicide formulation Roundup® (glyphosate) in broad-snouted caiman (Caiman
latirostris) evidenced by the Comet assay and the Micronucleus test. 672, 1 2, 95-102.

Prestes, E.C., Anjos, V.E., Sodré, F.F., Grassi, M.T., 2006. Copper, lead and cadmium
loads and behavior in urban stormwater runoff in Curitiba, Brazil. Journal of Brazilian
Chemical Society, 17: 53-60.

Robards, K., Woursfold, P., 1991. Cadmium: Toxicology and analysis. Analyst. v. 116,
n.06, p. 549-568.

Schaumburg, L.G., Poletta, G.L., Siroski, P.A., Murdy, M.D., 2012. Baseline values of
Micronuclei and Comet Assay in the lizard Tupinambis merianae (Teiidae, Squamata).
Ecotoxicology and Environmental Safety. 84, 99-103.

Schimidt-nielsen, K., 2002. Fisiologia Animal Adaptacdo e Meio Ambiente. Santos. Sao
Paulo. Ed.5.

Silva, J., Freitas, T.R.O., Marinho, J.R., Speit, G., Erdtmann, B., 2000. An alkaline
single-cell gel electrophoresis (comet) assay for environmental biomonitoring with
native rodents.Geneticsand Molecular Biology, 23 (1): 241-245.

Sociedade Brasileira de Herpetologia, 2014. Répteis brasileiros: Lista de espécies.
Costa, H.C., Bérnils, R.S. Herpetologia Brasileira. V 3, N 3.

Szkoda, J., Nawrocka, A., Kmiecik, M., Zmudzki, J., 2011. Mgnitoring study of toxic
elements in food of animal origin (in Polish). In Ochrona Srodowiska i Zasobow
Naturalnych, vol. 48, p. 475-482.

Tavares, T.M., Carvalho, F.M., 1992. Avaliacdo da exposicdo de populacdes humanas
a metais pesados no ambiente: exemplos do Reconcavo Baiano. Quimica Nova. v.15,
n.2, p.147-54.

Tice, R.R., Arurell, E., Anderson, D., Burlinson, B., Hartmann, A., Kobayashi, H.,
Miyamae, Y., Rojas, E., Ryu, J.C., Sasaki, Y.F., 2000. Single cell gel/comet assay:
Guidelines for in vitro and vivo genetic toxicology testing. Evironmentaland Molecular
Mutagenesis, v. 35, p. 206-221.

71


http://www.sciencedirect.com/science/journal/13835718
http://www.sciencedirect.com/science/journal/13835718
http://www.sciencedirect.com/science/journal/13835718/650/2
http://www.sciencedirect.com/science/journal/13835718/672/2

Volesky, B., 1990. Removal and Recovery of Heavy Metals by Biosorption. In: Volesky,
B. Biosorption of Heavy Metals. Boca Raton, Flérida: CRC Press IC, cap.1.2, p.7-43.

Winter, M.J., Ellis, L.C.J., Hutchinson, T.H., 1994. Formation of micronuclei in
erythrocytes of the fathead minnow (Pimephales promelas) after acute treatment with
YOSHIKAWA, H.; KAWAI, F.; KANAMORI, M. The relationship between the EEG and
brain pH in carp, Cyprinus carpio, subjected to environmental hypercapnia at an
anesthetic level. Comparative Biochemistry and Physiology A, v. 107, p. 307-312.

Wylie, G.G.D., Hothem, R.L., Bergen, D.R., Martin, L.L., Taylor, R.J., Brussee, B.E.,
2009. Metals and Trace Elements in Giant Garter Snakes (Thamnophis gigas) from the
Sacramento Valley, California, USA. Arch Environmental Contamination Toxicology
56:577-587.

Zago, C.E., Ferrarezi, A.L., Vizotto, L.D., Oliveira, C., Cabral, S.R., Taboga, S.R.,
Bonilla-Rodriguez, G.O., Venancio, L.P., Bonini-Domingos, C.R., 2010. Hemoglobin
polymorphism and hematological profile of Geoffroy's side-necked turtle (Phrynops
geoffroanus, Testudines) in the northwestern region of Sdo Paulo State, Brazil.
Genetics and Molecular Research, 9: 721-726.

Zocche, J.J., Damiani, A.P., Hainzenreder, G., Mendonga, R.A., Peres, P.B., Santos
C.E.l. Debastiani R. Dias J.F. Andrade V.M. 2013. Assessment of heavy metal
contente and DNA damage in Hypsiboas faber (Anuran Amphibian) in coal open-
casting mine. Environnmental Toxicology and Pharmacology, disponivel em:
http://dx.doi.org/10.1016/j.etap.2013.03.015. Acesso em: 15 de fevereiro de 2015.

72



