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EFEITOS DE ELEMENTOS METALICOS NA SAUDE DE PHYSALAEMUS
CUVIERI (ANURA: LEPTODACTYLIDAE) E NA QUALIDADE DA AGUA
PROXIMO A RODOVIA

RESUMO

As rodovias sdo fontes geradoras de poluentes que podem afetar os ambientes aquaticos e, por
consequéncia, a saude de organismos que dependem da agua para sobreviver e reproduzir.
Dentre as substancias com potencial poluidor, encontram-se os elementos metalicos. Ao
exceder a capacidade de carga do ambiente, os elementos metalicos tornam-se fonte de
poluicao ambiental, apresentando-se como substancias com propriedades prejudiciais e
bioacumulativas. Este estudo teve por objetivo analisar o efeito de elementos metélicos na
satide de uma espécie de anfibio nativo da regido sul do Brasil (Physalaemus cuvieri) e na
qualidade da 4gua de mananciais hidricos proximos a rodovia. Para as andlises
ecotoxicologicas foram realizados bioensaios de toxicidade cronica expondo girinos de
Physalaemus cuvieri (rad-chorona) ao sulfato de aluminio (Al2(SOa4)s) e sulfato de zinco
(ZnS0Os4) por 14 dias. Os ensaios foram conduzidos em recipientes de vidro, utilizando
diferentes concentragdes de alumino (0,10 mg L', 0,20 mg L € 0,30 mg L") e de Zinco (0,18
mg L', 0,27 mg L ¢ 0,35 mg L"), em triplicata. O sulfato de aluminio e o sulfato de zinco
nao causaram letalidade nos individuos de P. cuvieri. No entanto, esses metais interferiram no
desenvolvimento dos girinos, sobretudo induzindo a diferenca de massa, comprimento e
aumentando a razao neutrdfilo/linfocito, importante indicativo de estresse animal. Para analise
da concentragdo de elementos metalicos na agua do entorno de rodovias foram realizadas
amostragens em mananciais hidricos com e sem influéncia da rodovia ERS-135, entre os
municipios de Sertdo e Erechim no norte do Estado do Rio Grande do Sul. Em cada ponto
foram coletadas duas amostras de agua. A estimativa da presenca e da concentragao de
elementos metalicos foi realizada por meio de espectrometria de emissdo Optica por plasma
acoplado indutivamente (ICP-OES). Foi avaliada a presenca e a concentragdo dos elementos
Al Ca, Cd, Cr, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, Pb e Zn. Os resultados encontrados indicam que a
proximidade da rodovia teve influéncia na concentracao de metais da 4gua em seu entorno. Os

pontos no entorno da rodovia apresentarem as maiores concentragdes para sete dos oito



elementos e para trés elementos houve diferenca entre as concentragcdes no entorno da rodovia
e as areas agricolas ou no Parque (Ca, Mg, Na).

Palavras-chave: Amphibia; toxidade cronica; estresse, rodovias, contaminagao



EFFECTS OF METALLIC ELEMENTS ON THE HEALTH OF PHYSALAEMUS
CUVIERI (ANURA: LEPTODACTYLIDAE) AND WATER QUALITY NEAR ROADS

ABSTRACT
Roads are sources of pollutants that can affect aquatic environments and, consequently, the
health of organisms that depend on water to survive and reproduce. Among the substances
with polluting potential are metallic elements. By exceeding the carrying capacity of
theenvironment, metallic elements become a source of environmental pollution, presenting
themselves as substances with harmful and bioaccumulative properties. This study aimed to
evaluate the effect of Al and Zn on the health of amphibians native to the southern region of
Brazil and analyze the effect of the presence of roads on the occurrence of metallic elements
in water. For ecotoxicological analysis, bioassays were carried out for 14 consecutive days
exposing Physalaemus cuvieri (crying frog) tadpoles to aluminum sulfate and zinc sulfate.
The tests were carried out in glass containers, using different concentrations of aluminum
(0.10 mg L-1 0.20 mg L-1 and 0.30 mg L-1) and zinc (0.18 mg L-1, 0.27 mg L-1), in
triplicate. The results of the bioassay data demonstrated that Al and Zn did not cause lethality,
but interfered in the development of tadpoles, especially by inducing differences in mass and
length and increasing the neutrophil/lymphocyte ratio, an important indicator of animal stress.
The study on the presence of metals on roads was carried out on the banks of the RS-135
road, between the municipalities of Sertdo and Erechim in the north of the State of Rio
Grande do Sul. Water samples were taken from nearby water sources with or without the
influence of the road. At each point, two water samples were collected. The estimation of the
presence and concentration of metallic elements was carried out using Inductively Coupled
Plasma Optical Emission Spectrometry (ICP-OES). The presence and concentration of the
elements Al, Ca, Cd, Cr, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, Pb, Zn were evaluated. The results shown
that proximity with roads had an influence on the concentration of metals in the waters
around. The waters near roads had greater concentration of metal elements when compared to

other areas, mainly Ca, Mg and Na.

Keywords: Amphibia; chronic toxicity; stress, roads, contamination.
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APRESENTACAO

O presente estudo intitulado EFEITOS DE ELEMENTOS METALICOS NA SAUDE
DE PHYSALAEMUS CUVIERI (ANURA: LEPTODACTYLIDAE) E NA QUALIDADE DA
AGUA PROXIMO A RODOVIA foi desenvolvido no &mbito do Programa de Pés-graduagio
em Ciéncia e Tecnologia Ambiental (PPGCTA), nivel de mestrado, da Universidade Federal
da Fronteira Sul, Campus Erechim. O PPGCTA faz parte da area 49 da Coordenagdo de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES), Ciéncias Ambientais (CiAmb), que
tem por objetivo produzir e discutir conhecimentos de forma interdisciplinar. No PPGCTA o
projeto esta associado a area de concentragdo ‘“Producdo Sustentavel e Conservagao
Ambiental” e a linha de pesquisa “Conservacao do Recursos Naturais”. Esta dissertacao esta
vinculada ao Laboratério de Ecologia e Conservagao e ao Grupo de Pesquisa Biodiversidade e
Conservacao da Fauna — GPCON, e faz parte do projeto guarda-chuva “Efeitos da
fragmentacao da paisagem na distribuicdo da diversidade de fauna no sul do Brasil”. Este
projeto tem por objetivo identificar os impactos que a fragmentagdo da paisagem exerce sobre
a fauna e propor solugdes que visem a manutencdo ou recuperagdo da biodiversidade local e
regional. Os projetos desenvolvidos devem proporcionar o acimulo de dados para avaliagdo e
analise das relacOes resultantes da interface entre ambiente ¢ desenvolvimento. Os estudos

englobam teses, dissertagdes, trabalhos de conclusdo de curso e de iniciacao cientifica.

Esta dissertacdo esta estruturada em forma de dois artigos: Capitulo 1 - Sensibilidade
de girinos de Physalemus cuvieri (Fitzinger, 1826) a exposi¢ao cronica a aluminio e zinco; €
Capitulo 2 - Rodovias aumentam a concentracdo de metais nas aguas em seu entorno? Um
estudo de caso no sul do Brasil. No Capitulo 1 partimos da premissa que os elementos
metalicos, mesmo em pequenas doses, podem ser nocivos a vida aquatica. Neste sentido,
examinamos as consequéncias da exposi¢do cronica de Physalemus cuvieri a diferentes
concentracdes de aluminio e zinco. No capitulo 2, partimos da premissa que rodovias podem
atuar com agentes que potencializam a concentracdo de elementos metalicos nas 4guas no seu
entorno. Desta forma, analisamos a concentracio de elementos metalicos em dguas com e sem

influéncia da rodovia.
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OBJETIVOS

CAPITULO I
OBJETIVO GERAL

- Avaliar a sensibilidade de girinos de Physalaemus cuvieri a exposi¢ao cronica a aluminio e

zinco.
OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar sobrevivéncia, tamanho do corpo e malformagdes em girinos de Physalaemus

cuvieri submetidas a diferentes concentragdes de aluminio e zinco;

- Avaliar o feito das concentracdes de aluminio e zinco sobre o sistema imunoldgico de
Physalaemus cuvieri, através da contagem diferencial relativa (%) de leucécitos e da razdo

N/L.

CAPITULO II
OBJETIVOS GERAL

- Analisar a ocorréncia de elementos metéalicos em corpos hidricos com e sem a influéncia da

rodovia.
OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Identificar os principais elementos metalicos ocorrentes na agua dos corpos hidricos com e

sem a influéncia da rodovia;
- Estimar a concentragdes de elementos metalicos ocorrente nos corpos hidricos amostrados;

- Comparar a concentragdes de elementos metalicos em corpos hidricos com e sem a

influéncia da rodovia.
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CAPITULO I
SENSIBILIDADE DE GIRINOS DE PHYSALEMUS CUVIERI (FITZINGER, 1826) A
EXPOSICAO CRONICA A ALUMINIO E ZINCO

Vagner José de Albuquerque', Marilia Hartmann', Paulo Afonso Hartmann'

'"Laboratorio de Ecologia e Conserva¢do, Universidade Federal da Fronteira Sul, ERS 135 -

Km 72, 200, Cx Postal 764, CEP 99700-970, Erechim, RS, Brasil.

Resumo: A avaliacao das respostas dos anfibios como bioindicadores de exposicao quimica ¢
uma importante ferramenta para a conservagdo das espécies nativas e de seus habitats
naturais. Neste estudo, avaliamos a sensibilidade de girinos de Physalaemus cuvieri a
exposicao cronica a aluminio e zinco e levantamos a seguinte questdo: como diferentes
concentracdes de aluminio (Al) e zinco (Zn) afetam a sobrevivéncia, o desenvolvimento ¢ a
resposta imune de P cuvieri? Para responder a essa questdo, foram realizadas analises
ecotoxicologicas por meio de bioensaios de toxicidade cronica, nos quais girinos de P. cuvieri
(ra-chorona) foram expostos a sulfato de aluminio (Al2(SO4)s) e sulfato de zinco (ZnSOs).
Individuos de P. cuvieri foram mantidos em recipientes de vidro contendo diferentes
concentragdes de aluminio (0,10 mg L™, 0,20 mg L" ¢ 0,30 mg L") e zinco (0,18 mg L™, 0,27
mg L', ¢ 0,35 mg L") por 14 dias, e os testes foram realizados em triplicata. Ao final do
periodo experimental, os organismos foram pesados, medidos e eutanasiados em solucao de
lidocaina. Foram avaliadas a sobrevivéncia e malformacoes bucais ¢ intestinais. Amostras de
sangue foram coletadas por puncao cardiaca para confeccao de preparos hematoldgicos que
foram corados com corante panoptico rapido para verificar o perfil leucocitario (linfocitos,
neutrofilos, eosinofilos, basofilos € monodcitos) ¢ a relagdo entre neutrofilos e linfocitos. As
diferentes concentragoes de Al e Zn nao causaram letalidade em P cuvieri. Porém, esses
metais afetaram o desenvolvimento dos girinos e promoveram malformagdes de boca e
intestino e ocorréncia de hemorragias, principalmente nas maiores doses estudadas. Nao
foram observadas alteracdes na cauda e na coluna dos animais. Os linfocitos foram as células

predominantes entre os leucdcitos, sendo observadas linfopenia e neutrofilia nos tratamentos

18
Nota: esse artigo foi submetido a Journal of Toxicology and Environmental Health, Part A:

Current Issues. e segue o padrao editorial da revista.



com Al e Zn, resultando em aumento da relagdo neutrofilos/linfécitos, importante indicador

de estresse nos animais

Palavras Chave: anuros, leucograma de estresse, bioindicadores, toxicologia ambiental.
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SENSITIVITY OF PHYSALEMUS CUVIERI TADPOLES (FITZINGER, 1826) TO
CHRONIC EXPOSURE TO ALUMINUM AND ZINC

Vagner José de Albuquerque', Marilia Hartmann'*, Paulo Afonso Hartmann'

'"Laboratorio de Ecologia e Conserva¢do, Universidade Federal da Fronteira Sul, ERS 135 -
Km 72, 200, Cx Postal 764, CEP 99700-970, Erechim, RS, Brasil.

Abstract: The assessment of amphibian responses as bioindicators of chemical exposure is an
important tool for the conservation of native species and their natural habitats. In this study,
we evaluated the sensitivity of Physalaemus cuvieri tadpoles to chronic exposure to aluminum
and zinc and raised the following question: How do different concentrations of aluminum and
zinc affect the survival, development, and immune response of P. cuvieri? To answer this
question, ecotoxicological analyzes were conducted by chronic toxicity bioassays in which
tadpoles of P. cuvieri (weeping frog) were exposed to aluminum sulfate (Al2(SOs)s) and zinc
sulfate (ZnSO4). Individuals of P cuvieri were kept in glass containers containing different
concentrations of aluminum (0.10 mg L, 0.20 mg L', and 0.30 mg L) and zinc (0.18 mg L
0.27 mg L', and 0.35 mgL") for 14 days, and the tests were performed in triplicate. At the
end of the experimental period, the organisms were weighed, measured, and euthanized in a
lidocaine solution. Survival and mouth and intestine malformations were assessed. Blood
samples were collected by cardiac puncture to make hematological preparations that were
stained with a panoptic rapid dye to verify the leukocyte profile (lymphocytes, neutrophils,
eosinophils, basophils, and monocytes) and the ratio between neutrophils and lymphocytes.
The different concentrations of Al and Zn did not cause lethality in P. cuvieri. However, these
metals affected tadpole development and promoted malformations of the mouth and intestine
and the occurrence of hemorrhages, especially at the highest doses studied. No changes were
observed in the tail and spine of the animals. Lymphocytes were the predominant cells among
leukocytes, with lymphopenia and neutrophilia observed in treatments with Al and Zn,
resulting in an increase in the neutrophil/lymphocyte ratio, an important indicator of stress in

animals.

Key-words: anurans, stress leukogram, bioindicator, environmental toxicology.
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INTRODUCAO

As perturbagdes antropicas nos ambientes naturais influenciam na biologia dos
organismos que procuram ajustar sua fisiologia para reduzir ou evitar o impacto dos agentes
estressores (Burraco et al. 2017). Isso ¢ particularmente importante quando considerarmos os
diferentes tipos de alteragdes ambientais aos quais os organismos estdo sujeitos, como o
aumento de temperatura (Patra et al. 2015; Gomez et al. 2023 ), infec¢des por patdgenos
(Mason et al. 2013, Bilhalva et al. 2023), presenca de agrotoxicos (Rutkoski et al. 2020,
Pavan et al. 2021, Samojeden et al. 2022), além de outras substancias quimicas, como os

elementos metalicos (Jayawardena et al, 2016; Chagas et al. 2020), foco do presente estudo.

Embora os metais desempenhem papel importante no metabolismo celular, podendo
participar de processos enzimaticos, estruturais e regulatorios que atuam no crescimento dos
organismos ¢ de seu sistema imunolégico (Maret, 2016), doses acima dos niveis adequados
tendem a provocar desordem nas células e tecidos. Esse efeito ainda pode ser potencializado
com a bioacumulacdo dos elementos metalicos nos tecidos e 6rgaos (Moschem e Gongalvez,
2020). Entre os metais de interesse ecologico estdo o aluminio (Al) e o zinco (Zn). O Al ¢
considerado um metal pesado ndo essencial, com toxicidade para vertebrados aquaticos como
anfibios (Herkovits et al. 2015), e peixes (Slaninova et al. 2014, K AL Taee et al. 2020).
Estudos com Al apontam que esse metal pode causar comprometimento da fun¢do excretora
das branquias e necrose do tecido branquial (Slaninova et al. 2014), hepatotoxicidade
(Massoud et al. 2021) e neurotoxicidade (Closset et al. 2022) em peixes. O Zn tem sido
descrito por causar estresse oxidativo e alterar o sistema enddcrino, comprometendo a
sobrevivéncia de peixes (Carvalho et al. 2020; Géarriz e Miranda, 2022; Taslima et al. 2022;

Zhong et al. 2022), além de causar alteragdes metabolicas em anfibios (Chagas et al. 2020).

A resposta ao estresse requer alteracdes metabolicas a fim de tentar manter a
homeostase do organismo (Le Saux et al. 2020, Litimer et al. 2020). O tecido hematopoiético,
responsavel pela producao das células sanguineas, ¢ particularmente sensivel as mudancgas
ambientais, e possui um padrao de neutrofilos e linfocitos conservado entre os vertebrados

(Davis et al. 2008). Em condicdes de estresse, ha um aumento da secre¢do de glicocorticoides
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(Goessling et al. 2015), o que pode causar um aumento o aumento da razao neutrofilo —
linfocito (N/L) na circulagdo periférica, pela ocorréncia de linfopenia e da neutrofilia (Davis,
Maney e Maerz, 2008, Santana et al. 2021). Esse fenomeno ¢ observado nos grupos de
vertebrados em resposta a estressores naturais. Assim, o perfil de leucocitos ¢ descrito por ser
um importante indicador da resposta fisiologica e de agentes quimicos estressores, além de ser
um marcador mais conservado em relagdo a outros marcadores (Goessling et al. 2015; Davis e

Maney, 2018). No entanto, o leucograma de estresse ainda ¢ pouco investigado em anfibios.

As respostas fisioldgicas aos contaminantes metalicos impdem um alto custo
fisiologico que pode acarretar na alteracdo do tempo de crescimento e de maturidade sexual
(Davis, 2009), perda de habilidade de desenvolver uma resposta imunolégica a um estimulo
(Priyadarshani et al. 2015). Além disso, a presenca de elementos metalicos estressores no
ambiente produz alteragdes morfologicas nos anfibios (Vidya et al. 2018, Patar et al. 2021;
Motta et al. 2023), que comprometem e influenciam na viabilidade das populagdes a longo
prazo ao reduzirem a sua capacidade reprodutiva (Guo et al. 2018a, 2018b, Zhang et al.,

2018).

Particularmente em anfibios, os metais, no ambiente aquatico, podem ser incorporados
na fase larval pela exposicao direta de seus ovos, pela elevada permeabilidade cutdnea com
rica vascularizacdo e pelas branquias (Smalling et al. 2021, Mani et al.2022). Devido ao seu
ciclo larval e reprodutivo ocorrer em ambiente aquatico, os anfibios compdem um grupo
considerado vulneravel a contaminagdo ambiental por metais, tornando-os importantes
bioindicadores da qualidade do ambiente, por possibilitarem respostas mensuraveis

proporcionais ao grau de perturbag¢do (Sumanasekara et al.2015).

Dentre as espécies de anfibios, destaca-se a Physalaemus cuvieri (STEFFEN 1815),
uma espécie distribuida na América do Sul (Frost et al. 2023), amplamente estudada por nosso
grupo de pesquisa, e que demonstrou alta sensibilidade a outros contaminantes ambientais,
como agrotoxicos (Wrubleswski et al. 2018, Herek et al. 2021; Rodrigues et al. 2020;
Samojeden et al. 2022). Physalaemus cuvieri ¢ uma espécie de habitos noturnos e sua

reproducdo ocorre em pogas, temporarias ou permanentes, geralmente em areas abertas, onde
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os ovos sao depositados em ninhos de espuma flutuante presos a vegetacdo marginal das
pogas.

Dentro deste contexto, entender como potenciais contaminantes ambientais afetam a
fisiologia dos anfibios ¢ essencial para o estabelecimento de estratégias de conservacao das
espécies nativas e de seus habitats naturais. Neste estudo avaliamos a sensibilidade de girinos
de Physalaemus cuvieri a exposi¢ao cronica ao aluminio (Al) e ao zinco (Zn) e procuramos
responder a seguinte questdo: como diferentes concentragdes de Aluminio e Zinco afetam a

sobrevivéncia, desenvolvimento e o sistema imunolégico de Physalaemus cuvieri?
MATERIAIS E METODOS
Substancia quimica

Os metais utilizados na formulagdo quimica de sulfato foram o sulfato de aluminio
(Al(SO4)s) e o sulfato de zinco (ZnSOs). O sulfato de aluminio utilizado (Cris Agua©,
Atibaia, SP, Brasil) apresenta registro na Chemical Abstracts Service (no. 10043—01-3) e na
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, numero 25351.632939/2014-92). O
sulfato de zinco (CRQ®©) apresenta registro na Chemical Abstracts Service (no. 7446-20-0) e

ndo possui necessidade de registro na ANVISA.

Inicialmente foi preparada uma solugdo estoque (10 mg L) para cada produto, a qual
foi diluida em agua deionizada para a obtencgdo das concentrag¢des de 0,10, 0,20 ¢ 0,30 mg L™
de sulfato de aluminio e 0,18, 0,27 ¢ 0,35 mg L' de sulfato de zinco. As concentragdes de
aluminio e de zinco foram baseadas nos valores permitidos para as aguas Tipos 1 e III
(BRASIL, 2005) e nos valores encontrados na literatura em experimentos com outros
organismos (Carvalho et al. 2017) (Tabela 1).

Tabela 1. Concentracdo de Aluminio (AL) e Zinco (Zn) utilizadas nos ensaios de toxicidade
com girinos Physalaemus cuvieri.

Tratamento Concentrag¢ao Referéncias utilizadas para escolha das concentragdes

ALUMINIO

All 0.10 mg L™ Valor permitido para dgua doce, classe 1, de acordo com
resolucdio CONAMA 357 (Brasil, 2005)

Al2 0.20 mg L™ Valor intermediario, entre o mdaximo permitido para
classe 1 e 3 CONAMA 357 (Brasil, 2005).

Al3 0.30 mg L™ Valor permitido para dgua doce, classe 3, de acordo com
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resolucdo CONAMA 357 (Brasil, 2005)

ZINCO

Z1 0.18 mg L™ Valor permitido para agua doce, classe 1, de acordo com
resolucdo CONAMA 357 (Brasil, 2005)

72 0.27 mg L Efeitos em Ceriodaphnia dubia (Carvalho et al. 2017)

73 0.35mg L™ Efeitos em Ceriodaphnia dubia (Carvalho et al. 2017),
Oncorhynchus mykiss € Melanotaenia fluviatilis (Taslima
et al. 2022).

Organismos testes e condigdes experimentais

Os ensaios ecotoxicologicos foram realizados com girinos de Physalaemus cuvieri
(Anura: Leptodactylidae). Os girinos foram obtidos a partir de desovas coletadas em lago
situado no Campus Erechim da UFFS, Erechim, RS, Brasil. As desovas foram coletadas e
levadas imediatamente para o Laboratério de Ecologia e Conservacao para aclimatacdo em
aquarios de 15 litros em solugdo FETAX (625 mg NaCl L, 96 mg NaHCO3 L", 30 mg KCl
L', 15 mg CaCl2 L', 60 CaSO4 L' e 75 mg MgS0O4 L") (ASTM 1439-12). Os aquarios
contendo os animais foram mantidos em temperatura ambiente (= 22°C), com aeragdo
constante e fotoperiodo natural de 12h claro/12h escuro. Apds a eclosdo, os girinos foram

alimentados uma vez por dia, com racdo comercial completa para peixes em flocos (Alcon

Basic®).

Ao atingirem o estdgio 25 de desenvolvimento (Gosner, 1960), individuos com
comprimento de 14,14 + 0,3703 mm e massa corporal de 0,037g £0,0063 foram realocados
dos aquérios para recipientes de vidro estéril e cilindrico, contendo 500 ml de solugdo FETAX
+ Al ou Zn. Cada vidro foi composto por 10 girinos (densidade 1/50 ml), em triplicata,
totalizando 30 individuos em cada tratamento. O controle foi realizado apenas com solugao

FETAX.

O ensaio de toxicidade foi realizado em sistema semi-estatico, com duragao de 14 dias
(336 horas). O pH, a temperatura e o oxigénio dissolvido de cada recipiente foram registrados
a cada 24 horas. A sobrevivéncia dos animais foi acompanhada diariamente e eventuais

girinos mortos foram retirados dos recipientes. A concentracdo de amonia foi registrada a cada
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trés dias utilizando o kit Labcon Test Amonia®. A troca da dgua para manutengao do sistema

foi realizada a cada 72 horas.

Analise do crescimento e malformagoes

Apos 14 dias de exposicao cronica as diferentes concentragdes de Al e Zn, 10 girinos
aleatérios de cada concentracdo e do controle tiveram o comprimento corporal total medido
com paquimetro universal analdgico (Mitutoyo 530-140BR) e a massa corporal obtida com
auxilio de uma balanga analitica. Os girinos foram analisados quanto a existéncia ou nao de
malformagdes, por observagdo visual em estereomicroscopio, com avaliacdo do intestino,

aparato bucal, padrdo da cauda, hemorragia, curvatura da coluna e formato do corpo.

Perfil de leucdcitos

Para a analise do perfil de leucdcitos, os girinos foram eutanasiados em solucao de
lidocaina conforme descrito por CONCEA N° 23 (Da Unido, 2015). Amostras de sangue
foram obtidas por pungdo cardiaca com o auxilio de uma seringa com heparina, e distendidas
por tecnica convencional de esfregago hematologico. Apos secagem foram coradas pela
técnica de Romanovisky utilizando o corante pandtico rapido (Bioclim©) (Schiitzle, 2022).
Para a composi¢ao e analise do leucograma, foi realizada a contagem diferencial relativa de
leucocitos (%) de 56 laminas hematoldgicas, 8 ldminas por tratamento, por microscopia de luz
comum, com objetiva de 40X. Foram contados 100 leucdcitos por lamina e as células foram
classificadas em cinco categorias: linfocito, neutrofilo, eosinodfilo, basofilo e mondcito. Foi

calculada ainda a relag¢ao entre neutrofilos e linfocitos.

Este estudo segue as diretrizes do Conselho Nacional de Controle de Experimentagao
Animal (CONCEA) e foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Universidade Federal da Fronteira Sul, UFFS, Erechim, RS, Brasil (n° 2949290422).
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Analises estatisticas

Os dados obtidos foram analisados previamente para a normalidade (teste Shapiro-
Wilk) e a homogeneidade das variancias (teste de Levene). Apds confirmagdo da distribuigao
normal ¢ homogeneidade das variancias, os dados foram submetidos a analise de varidncia
(ANOVA one-way) e as médias comparadas pelo teste de Tukey, considerando nivel de
significancia de 5% (p < 0,05). As andlises foram realizadas utilizando o programa GraphPad

Prism 9.5.1.

RESULTADOS

A sobrevivéncia dos girinos foi de 97.6% (n = 205) e ndo houve diferenca entre os
tratamentos (p > 0,05). Ao final do ensaio, girinos do controle mediram em média 17,51mm e

apresentaram massa de 0,065g.

Os girinos expostos ao Al ndo mostraram diferenca no comprimento do corpo em
relagdo ao tratamento controle (F;3 = 1,841, p = 0,1572) (Figura 1). A exposi¢cdo ao Zn
proporcionou maior crescimento dos girinos (Fs3 = 8,71, p = 0,0002), principalmente nas
maiores concentracdes. Os girinos apresentaram maior massa corporal em comparagdo com
os individuos do tratamento controle apds exposi¢cdo ao Al (Fs3 = 7,68, p = 0,004) e ao Zn

(F336= 7,82, p = 0,004 (Figura 2).
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Figura 1. Comprimento corporal (mm) dos girinos de Physalemus cuvieri expostos a
diferentes concentracdes (mg L-1) de aluminio (Al) e zinco (Zn). Barras representam médias
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+ DP. Representagao das diferengas estatisticas entre as concentragdes: Zinco: ** (p=0,0010),
*#%(p=0,0005).

Foram observadas malformagdes na boca e no intestino, além de hemorragia nos
individuos expostos aos tratamentos com Al e Zn. Considerando a porcentagem total de
girinos com malformacoes (Tabela 2), ndo houve diferenca entre as concentracdes de Al e o
controle (Fs3 = 8,64, p= 0,1432), mas sim para o Zn 0,27 (Fs3 = 8,71, p = 0,0002). Nao
foram observadas malformacOes relacionadas a curvatura da coluna, padrdao da cauda ou

formato do corpo nos individuos expostos tanto ao Al quanto ao Zn.
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Figura 2. Massa corporal (g) dos girinos de Physalemus cuvieri expostos a aluminio (Al) e
zinco (Zn). Barras representam médias = DP. Representacdo das diferencas estatisticas entre
as concentragoes: aluminio ***(p=0,0002) e Zinco * (p=0,0479), **(p=0,0010),
*#%(P=0,0003).

Tabela 2. Malformacdes (%) observadas em girinos de Physalemus cuvieri, apds 14 dias de
exposicao cronica a diferentes concentracoes de aluminio (Al) e zinco (Zn).

Intestino Boca Hemorragia Cauda Coluna Total
Controle 0 0 0 0 0 0

Al(0.10 mg L") 3.6 0 6.6 0 0 10.2
Al(0.20 mg L") 33 0 6.6 0 0 9.9
Al(0.30 mgL™) 10 0 33 0 0 13.3
Zn (0.18 mg L") 10 33 0 0 0 13.3
Zn (0.27 mg L") 33 33 16.7 0 0 233
Zn (0.35mg L") 6.6 33 10 0 0 19.9
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Observou-se a diminui¢do dos linfocitos (linfopenia) em relagdo ao grupo controle
tanto para os tratamentos com Al (Fsx) = 46, p = 0,0001 (Figura 3) quanto para os
tratamentos com Zn (Fs3 = 12,77, p = 0,0001) (Figura 4). Os neutréfilos aumentaram
(neutrofilia), de forma geral, gradativamente ap6s exposi¢cdo ao Al (Fs.s = 43,51, p = 0,0001;
Figura 5) e Zn (Fs,3 = 18,00, p = 0,0001; Figura 5). Nao foi observada a presenca de
bastonetes. Nao houve diferenca nos mondcitos entre os diferentes tratamentos com Al (F3 s =
1,162, p = 0,3417) nem nos tratamentos com Zn (Fsps = 1,469, p = 0,2443). Houve um
aumento gradativo na porcentagem de eosindfilos (eosinofilia) em girinos expostos ao Al
(F328 = 3,843, p = 0,0202) (Figura 2). O Zn ndo alterou significativamente a porcentagem de
eosinodfilos nos girinos avaliados (F32s = 1,052, p = 0,3852) (Figura 4). Os basofilos diferiram
significativamente entre os tratamentos com Al (Fszs = 6,345, p = 0;0020) e Zn (F3.s = 11,35,

p =0,0001), com maior porcentagem nas duas maiores concentracoes testadas.
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Figura 3. Contagem diferencial relativa (%) de leucocitos de Physalemus cuvieri expostos a
diferentes concentra¢des de aluminio (Al). Barras representam médias = DP. Representacao
das diferencas estatisticas entre as concentragdes: A) ****(P<0,0001) , B) **(P=0,0021),
**%%(P<0,0001), C) ns, D) * (P=0,0208), )E * (P=0,0113), **(P=0,0020).
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Figura 4. Contagem diferencial relativa (%) de leucocitos de Physalemus cuvieri expostos a
diferentes concentragdes de zinco (Zn). Barras representam médias = DP. Representacdo das
diferencas estatisticas entre as concentracdes: A) * (P=0,0285), **(P=0,0175),
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Houve aumento da razao neutréfilo-linfécito (N/L) dos girinos de P. cuvieri com o

aumento das concentragdes de Al (Fi.s = 44,41, p < 0,0001) e Zn (Fs2s =12,03, p < 0,0001)

avaliadas (Figura 5).

*dokok

Hkokok

0.5+

0.2+

N/L Ratio

0.1

0.0

Fokokk

* ok Rk

11 | o

T
Controle 0,10

0,20

T
0,30

Aluminum Concentration

N/L Ratio

0.6+

0.4

0.2+

0.0-

ok kok

*k

—T
Controle 0,18

0,27

T
0,35

Zinc Concentration

Figura 5.
Razao

Neutrofilo/Linfocito na amostra de sangue de Physalemus cuvieri expostos a diferentes
concentragdes de aluminio (Al) e zinco (Zn). Barras representam médias + DP. Diferencas
estatisticas: Aluminio * (P=0,0113), **** (P<0,0001) e Zinco **(P=0,00053) ****

(P<0,0001).

Os linfocitos foram os leucocitos basais mais numerosos na contagem diferencial,

seguido pelos neutrofilos, como segundo grupo celular mais abundante (Tabela 3). Os

monocitos, eosindfilos e basofilos apresentaram valores inferiores a 2%. Os leucocitos basais

de P. cuvieri demonstram estar dentro da faixa observada para outros anfibios (Tabela 3)
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Tabela 3. Resumo do perfil leucocitario relativo (%) das diferentes espécies de anuros
bioindicadores, Familia Leptodactylidae. LI, linfécitos; NE, neutrofilos; MO, mondcitos; OE,
eosinofilos; BA, basofilos; N/L Razao neutrofilo/linfocito.

Species LI NE MO EO BA N/L Referéncia
Physalaemus cuvieri 86,5 8 1,88 1,63 1,75 0,1 Este Estudo
Garcia Neto et al.
Physalaemus cuvieri 76,5 4,8 9,7 8,8 0,1 - (2020)
Brodeur et al.
Leptodactylus latrans 86,9 6,1 26 1,2 3 0,008 (2020)
Bilhalva et al.
Leptodactylus luctator 80,24 7,62 428 476 2,6 0,09 (2023)
Franco-Belussi et al.
Leptodactylus podicipinus 64,72 10,48 6,89 2,65 0,89 - (2022)
Discussao

Os anfibios sdo animais sensiveis a variagdo na qualidade do ambiente, sobretudo a
presenca de poluentes quimicos, como compostos metalicos (Priyadarshani et al. 2015, Patar
et al.2021, Motta et al. 2022;). Nossos dados demostraram que P. cuvieri foi capaz de
sobreviver em ambientes com baixa concentragdo de Al e Zn, dentro da faixa permitida em
resolucdo colegiada brasileira (Brasil, 2005). O Al ¢ um dos coagulantes inorganicos mais
utilizados no mundo e, por consequéncia, um dos metais de formulacdo comercial que mais
invadem os corpos hidricos (Silva et al. 2020). O aumento da massa e comprimento corporal
de P. cuvieri pode indicar uma plasticidade hormonal de acordo com as caracteristicas fisico e
quimica da agua (Marion, 2022), em um contato inicial com esses metais. Esses ajustes
fisiologicos foram descritos por serem compativeis com o encurtamento de periodo
metamoérfico, uma resposta adaptativa as condigdes estressantes como observado em

Lithobates catesbeianus exposto ao litio e ao selénio (Vidal et al. 2021).

No entanto, apesar da baixa mortalidade, a presenga de metais, principalmente o Zn,
causou importantes alteracdes morfoldgicas, como malformacdo na boca e no intestino de
girinos de P. cuvieri. A alteragdo nessas estruturas pode comprometer as taxas de crescimento
a longo prazo por afetar a sua capacidade de obter alimentos (Annibale et al. 2020, Zhao et al.
2019) e, consequentemente, sua sobrevivéncia durante o periodo larval (Pérez-Iglesias et al.

2015). Isso ocorre uma vez que os dentes labiais, presentes nas estruturas orais dos girinos,
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sao utilizados para raspar os alimentos e contribuem para uma maior eficiéncia no
forrageamento (Venesky et al. 2013, Tolledo et al. 2014). A integridade estrutural do intestino
garante a absorcao eficiente dos nutrientes que ¢ importante para o desenvolvimento dos
animais (Chin et al. 2017, Sun et al. 2018). Assim, malformagdes na boca e no intestino de
girinos podem causar uma alimentagdo inadequada e reduzida, comprometer da absor¢ao dos
alimentos e resultar em maior risco de predacgdo (Tolledo et al. 2014, Jones et al. 2015, Bach
2016). Além disso, os metais podem ter a capacidade de interferir em estruturas ainda em
desenvolvimento provavelmente porque interferem de alguma forma nas relagdes hormonais
do eixo tiroidiano, que causam malformagdes em girinos, € promovem problemas na

homeostase dos individuos na fase adulta (Bronchain et al. 2017).

Os dados basais de leucocitos de P. cuvieri foram em geral semelhantes aos relatados
para outras espécies de anfibios (Tabela 3). A interpretacdo de parametros leucocitarios sao
sempre um desafio para animais selvagens, visto que nao existem valores de referéncia.
Trabalhos de cunho comparativos sdo necessarios na tentativa de entender a importancia
bioldgica, ecoldgica e clinica dos leucogramas de estresse (Davis et al. 2008). Os linfocitos
foram as células mais numerosas entre os leucocitos (Brodeu et al. 2020, Bilhalva et al. 2023,
Zhelev et al. 2015), o que sugere que esse tipo celular tenha protagonismo na resposta
imunologica (Fathina et al. 2020). Physalaemus curvieri apresentou variacdo no tamanho dos
linfocitos, com linfécitos pequenos e grandes, como ja relatado em outras espécies de anuros
(Silva et al. 2017). Essa variacao fisiologica desfavorece ao analista chegar 4 conclusao mais
assertiva sobre a existéncia de linfocitos atipicos ou de linfocito reativo, sendo necessario

estudos adicionais voltados para esse tipo celular em especifico.

A neutrofilia ¢ referenciada como consequéncia de injurias protagonizada pelos
agentes estressores. Os neutréfilos sdo células fagocitarias recrutadas na defesa contra local
afetado por quinicinas, relacionados a resposta imunoldgica ndo especifica (Witeska et al.
2022). Estas células se tornam ativadas quando se ligam a peptideos de superficie de
patogenos ou pela ativagdo relacionada ao estresse de seus receptores a- ¢ [-adreno -adreno-

e glicocorticoides (Huber et al. 2019).
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Os monocitos sao células que migram do sangue periférico para os tecidos inflamados
e neles diferenciam-se em macréfago, podendo significar uma resposta citotoxica a presenga
de diferentes estressores quimicos (Zanoniet al. 2019). Os mondcitos ainda respondem aos
diferentes ambientes modulando a producdo de citocinas (Groeneweg et al. 2020) que sdo
responsaveis pela aceleragdo do processo inflamatério que se revertem em estresse oxidativo
(Huang et al. 2020). Assim, o aumento na porcentagem de mondcitos, denominada
monocitose, parece ser efeito da mudanca de uma popula¢do marginalizada de mondcitos para
uma populagao circulante associada a uma resposta ao estresse por uma alta concentracdo de
hormonios esteroides, como os glicocorticoides (Silva et al. 2008), permitindo uma avaliagdo

tanto em estresses agudos quanto cronicos (Grzelak et al. 2017).

O aumento na porcentagem de eosindfilos e basofilos apds exposi¢do ao Al e de
eosindfilos apods a exposicdo ao Zn, principalmente nas maiores concentragdes, em individuos
de P. cuvieri sao importantes marcadores de estresse. Os eosindfilos sao células efetoras em
desordens alérgicas e infecgdes helminticas, e apresentam um papel importante em respostas
imunoregulatorias (Stone et al. 2010), embora a sua fun¢do no sistema imunoldgico inato ndo
tenha cido elucidada. Em anfibios, especificadamente, os eosinéfilos atuam no processo de
lise tecidual, desempenhando um papel importante na metamorfose desses individuos (Davis
e Maerz, 2008). A eosinofilia também foi observada em anfibios de Odontophrynus carvalhoi
exposto ao pesticida organofosforado clorpirifos (Silva et al. 2020), e Lithobates catesbeianus
expostos aos farmacos acetato de ciproterona e (De Gregoério et al. 2022) e oxitetraciclina e
sulfametoxazol (Rutkoski et al. 2022). Isso sugere que a eosinofilia também represente um

biomarcador para a intoxicacdo a diferentes substancias quimicas.

Alteragdes na contagem dos eosinéfilos estdo intrinsecamente ligadas a fisiopatologia
de doencas respiratorias obstrutivas (Ferrari et al. 2022) e em doengas respiratorias induzidas
por intoxica¢gdo ambiental por metais (Campos, 2023). Desta forma, ¢ possivel que os metais
estudados tenham o papel de alérgenos ao sistema respiratorio dos girinos, estimulando a
producao de uma resposta imunoldgica e aumentando o nimero de eosindfilos circulantes
(eosinofilia). Pesquisas anteriores com peixes corroboram essa ideia ao enfatizar que o
principal alvo da toxidade do Al e do Zn na 4gua sdo as branquias, e, ao se ligar ao epitélio,

causam doengas respiratorias nos animais (Agbugui e Abe, 2022).
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Os basofilos estdo entre os leucdcitos menos abundante do sistema imunologico dos
vertebrados. Apesar da funcdo dos basofilos ndo ser totalmente compreendida, sabe-se que
eles desempenham um importante papel na vigilancia e no recrutamento dos eosinofilos
(Silva et al. 2017, Witeska et al. 2021). Como principais fontes de histamina em circulagao, os
basofilos sdo os responsaveis pelas reacdes de hipersensibilidade imediata em anafilaxia,
processos respiratorios cronicos, urticdria e possuem receptores de alta afinidade aos

anticorpos IgE circulantes (Campos, 2022, Pereira, 2022).

A variacao leucocitaria, em especial de propor¢des N:L, ¢ um fenomeno fisioldgico
que pode ser utilizado para avaliar tanto as questdes ecologicas (vulnerabilidade da
populacdo e a qualidade do habitat), quanto estado de saiide animal (Litmer et al. 2020). A
exposi¢cdo a metais tem sido descrita por aumentar a razado N/L (Jayawardena, 2016, Santana
2021), como observado neste estudo. As razdes N/L para anuros silvestres nao estressados
tendem a estar proximos de 0,008 — 0,032 (Tabela 3, Davis et al. 2008). Desta forma, as
maiores concentracdes de Al e Zn avaliadas representaram um potencial estressor nos girinos
de P. cuvieri. As mudangas comuns na constitui¢ao dos leucécitos no sangue periférico dos
animais, induzidas por estresse, inclui a diminuicao dos linfocitos circulantes (linfopenia), € o
aumento do influxo de neutrofilos (neutrofilia) (De Assis et al. 2015). Da mesma forma, a
elevacdo da razdo N/L ¢ comumente apontada na literatura como indicativo de estresse
relacionados aos altos niveis de glicorticides (Brouder et al. 2020). Os glicorticoides
produzidos em resposta aos estressores possuam um efeito complexo na imunocompeténcia
dos girinos, sendo preponderantemente dependentes tanto do metal quanto da dose ao qual o

animal foi exposto (Barsott, 2021).

Dentre as concentragdes estudadas, a maior concentragdo de Al (30 mg L) ja é
considerada superior ao permitido no ambiente aquatico, reportado entre 0,05 mg L' e 0,2 mg
L' por K AL Taee et al. (2020). Essa concentra¢do causou mal formagdes no intestino e na
provocou hemorragia, como também causou alteragdes no perfil leucocitario (linfopenia,
neutrofilia, eusinofilia e basofilia), em girinos de P. cuvieri. Ja no caso do Zn, a concentragado
permitida na legislagdo brasileira (0,18 mg L BRASIL, 2005) foi reportada por causar
mortalidade e malformagdes no peixe Pagrus maior, associada a baixa taxa de eclosdo,

deformidades na coluna vertebral e cauda, edema pericardico, hemorragia visceral e alta
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mortalidade (Taslima et al. 2023). Em girinos de Fejervarya limnocharis a exposic¢ao subletal
de Zn alterou significativamente o comprimento corporal e o peso corporal na metamorfose,
além de demonstrar potencial genotoxico a afetar sobrevivéncia dos individuos (PATAR et al.

2021).

Conclusoes

Os resultados deste trabalho evidenciam que as concentragdes ambientalmente
relevantes e permitidas pelas resolucdes brasileiras ndo sdo letais a P. curvieri mas sdo
capazes de gerar consequéncias negativas no desenvolvimento e fisiologia dos individuos. O
encurtamento da fase larval e alteracdes no perfil de leucocitos, principalmente, indicam a
possibilidade de efeitos negativos aos individuos na fase adulta, apds exposicao aos metais.
Isso acende um alerta para que mais estudos sejam realizados, inclusive com concentragdes de

metais superiores as prescritas pelo CONAMA, para garantir a conservagao da espécie.
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SENSIBILIDADE DE GIRINOS DE PHYSALEMUS CUVIERI (FITZINGER, 1826) A
EXPOSICAO CRONICA A ALUMINIO E ZINCO

MATERIAL SUPLEMENTAR

Tabela S1. Sobrevivéncia (%) em horas de girinos de Physalaemus cuvieri expostos a
diferentes concentragdes de aluminio (Al; 0,10 mg L', 0,20 mg L, 0,30 mg L") ¢ zinco (Zn;
0,18 mg L', 0,27 mg L-1, 0,35 mg L") em teste cronico por 14 dias.

Sobrevivéncia (%)

Tratamento

24h

48h 72h 96h 120h 134h 158h 182h 206h 230h 254h 278h 302h 326h

Controle

Al(0.10 mg L)
Al(0.20 mg L)
Al(0.30 mg L)
Zn (0.18 mg L)
Zn (0.27 mg L")
Zn (0.35mg L)

100
100
100
100
100
100
100

100
100
100
100
100
100
100

100
100
100
100
100
100
100

100
100
100
100
100
100
100

100
100
100
100
100
100
100

100
100
100
100
100
100
100

100
100
100
100
100
100
100

100 100
100 100
100 100
100 100
100 100
100 100
100 100

100 100
100 100
100 100
100 100
100 100
100 100
100 96.7

100
100
100
100
100
100
93.3

100 100
100 100
100 100
100 96.7
100 100
100 100
90.0 86.7

Tabela S2. Perfil leucocitario por contagem diferencial relativa (%) de leucécitos (LE),
neutréfilos (NE), monocitos (MO), eosindfilos (EO) e basofilos (BA) de girinos de
Physalaemus cuvieri expostos a diferentes concentragdes de aluminio (Al 0,10 mg L -1, 0,20
mg L-1, 0,30 mg L- e zinco (Zn; 0,18 mg L -1, 0,27 mg L-1, 0,35 mg L-1) em teste cronico
por 14 dias. Os dados representam valores médios + SEM.

Tratamento

LE

NE

MO

EO

BA

Controle
Al (0.10 mg LY
Al (0.20 mg LY
Al (0.30 mg LY
Zn (0.18 mg L)
Zn (0.27 mg L)
Zn (0.35mg L™)

86.5+1.24
82.0 +2.00
67.5+1.40
63.8+1.71
74.0 + 1.46
71.9 +4.49
60.6 + 3.38

8.00 £ 0.93
14.6 + 1.48
245+ 1.05
229+1.13
21.3+141
13.8 +2.09
23.6 +£2.03

1.88 + 0.67
1.38 £ 0.50
2.00+0.53
2.75+0.37
2.50 +0.82
3.50 £ 0.50
1.88 + 0.48

1.63 +0.26
2.00 £ 0.53
2.25+0.70
4.13 +0.67
2.00 £ 0.85
2.25+0.88
3.25+0.53

1.75 + 0.45
1.00 + 0.42
3.25+0.65
5.50 +1.30
0.25+0.25
8.50 +1.92
5.88 +1.04
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CAPITULO 11

RODOVIAS AUMENTAM A CONCENTRACAO METAIS NAS AGUAS EM SEU
ENTORNO? UM ESTUDO DE CASO NO SUL DO BRASIL.

Vagner José de Albuquerque', Marilia Hartmann', Paulo Afonso Hartmann'

'Laboratorio de Ecologia e Conserva¢do, Universidade Federal da Fronteira Sul, ERS 135 -
Km 72, 200, Cx Postal 764, CEP 99700-970, Erechim, RS, Brasil.

Resumo: As rodovias sdo fontes geradoras de poluentes que podem afetar os ambientes
aquaticos e, por consequéncia, a saude de organismos que dependem da dgua para sobreviver
e reproduzir. Dentre as substancias com potencial poluidor encontram-se os elementos
metalicos. Ao exceder a capacidade de carga do ambiente os elementos metalicos tornam-se
fonte de poluicdo ambiental, apresentando-se como substancias com propriedades prejudiciais
e bioacumulativas. Este estudo teve o objetivo analisar o efeito da presenca das rodovias na
ocorréncia de elementos metéalicos na dgua. O estudo foi realizado as no entorno da rodovia
RS-135, entre os municipios de Sertdo e Erechim no norte do Estado do Rio Grande do Sul.
As coletas de agua foram realizadas em trés ambientes com diferentes tipos de influéncia do
escoamento de dguas superficiais: a) no entorno da rodovia ERS-135 (RODO 1 a ROD 6); b)
corpos hidricos em sistemas agricolas no entorno da ERS-135 (AGRO 1 a AGRO 3); e ¢)
corpos hidricos no interior do Parque Natural Municipal de Sertdo (PNMS 1 a PNMS 3). Em
cada ponto foram coletadas duas amostras de dgua, a primeira no més de outubro e a segunda
no més de dezembro de 2022. A estimativa da presenga e da concentracdo de elementos
metalicos foi realizada por meio de Espectrometria de Emissdo Optica por Plasma Acoplado
Indutivamente (ICP-OES). Foi avaliada a presenca e concentragdo dos seguintes elementos:
Al, Ca, Cd, Cr, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, Pb, Zn. O Ca, Mg e¢ Na mostraram diferengas
significativas, com concentragdo maior no entorno da rodovia, quando comparados com
amostras sem influéncia da rodovia. Ainda, os pontos amostrais no entorno da rodovia tiveram
maiores concentragdes de metais comparados ao controle (4rea agricola e PNMS). Desta
forma foi possivel verificar que a rodovia contribuiu de forma significativa para a presenca de
metais nos corpos hidricos propximos.

Palavras-Chave: ecologia de estradas, elementos metalicos, aguas superficiais, contaminagao.
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DO ROADS INCREASE THE CONCENTRATION OF METALS IN THE WATERS
AROUND THEM? A CASE STUDY IN SOUTHERN BRAZIL

Vagner José de Albuquerque', Marilia Hartmann'*, Paulo Afonso Hartmann'

'"Laboratorio de Ecologia e Conserva¢do, Universidade Federal da Fronteira Sul, ERS 135 -

Km 72, 200, Cx Postal 764, CEP 99700-970, Erechim, RS, Brasil.

Abstract: Highways are sources of pollutants that can affect aquatic environments and,
consequently, the health of organisms that depend on water to survive and reproduce. Among
the substances with polluting potential are metallic elements. By exceeding the carrying
capacity of the environment, metallic elements become a source of environmental pollution,
presenting themselves as substances with harmful and bioaccumulative properties. This study
aimed to analyze the effect of the presence of highways on the occurrence of metallic
elements in water. The study was carried out around the RS-135 highway, between the
municipalities of Sertdo and Erechim in the north of the State of Rio Grande do Sul. Water
collections were carried out in three environments with different types of influence from
surface water runoff: a) around the ERS-135 highway (RODO 1 to ROD 6); b) water bodies
in agricultural systems around ERS-135 (AGRO 1 to AGRO 3); and c¢) water bodies within
the Sertao Municipal Natural Park (PNMS 1 to PNMS 3). At each point, two water samples
were collected, the first in October and the second in December 2022. The estimation of the
presence and concentration of metallic elements was carried out using Inductively Coupled
Plasma Optical Emission Spectrometry ( ICP-OES). The presence and concentration of the
following elements was evaluated: Al, Ca, Cd, Cr, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, Pb, Zn. Ca, Mg
and Na showed significant differences, with higher concentrations around the highway, when
compared to samples without the influence of the highway. Furthermore, the sampling points
around the highway had higher concentrations of metals compared to the control (agricultural
area and PNMS). In this way, it was possible to verify that the highway contributed

significantly to the presence of metals in nearby water bodies.

Key words: road ecology, metallic elements, surface waters, contamination.
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INTRODUCAO

A construcao e operagdo de rodovias ¢ uma das formas mais comuns de modificagao
da paisagem e sua implantacdo gera varios impactos ambientais, como a fragmentagao da
paisagem (LAURENCE, 2019; OLIVEIRA et al., 2020), mortalidade por atropelamentos
(CAVALLET et al., 2023; PESSANHA et al., 2023), e poluicao (ANWAR et al.; 2020; XU et
al., 2021). Estes impactos sdo mais evidentes no entorno das rodovias, onde a qualidade do
habitat ¢ reduzida, o que pode afetar a dinamica das populacdes (LAURANCE et al., 2009;
HARTMANN et al., 2011).

Embora os principais estudos de ecologia de estradas estejam voltados aos ambientes
terrestres, algumas pesquisas vém se dedicando a elucidar aos impactos gerados pelas
rodovias nos ambientes aquaticos (AZEVEDO-SANTOS et al., 2022). Esses ambientes
podem ser afetados pela criacdo de barreiras fisicas e pelo aumento de zonas de alagamento
(BREJAO et al., 2020), ou por agentes potencialmente poluentes, oriundos de vazamento por

veiculos transporte ou acumulo de residuo devido ao trafego rodovias (GALVAN et al., 2019).

As rodovias, principalmente as intensamente trafegadas, sdo importantes fontes de
poluentes no ambiente em seu entorno. Rodovias com alto volume de trafego mostram
aumento das taxas de polui¢do, causando uma contaminacao do ar e dos mananciais hidricos
no entorno rodovias (BELUTA; COELHO, 2020). Além de residuos gerados pela estrutura
das rosodviaso intenso trafego de veiculos promove descarte irregular de lixo, langamento de
particulados automotivos, emissdo e acimulo de gases poluentes, como mondxido de carbono
e hidrocarbonetos, além da polui¢do sonora que pode causar estresse e perturbacao na fauna
local (RODRIGUES, 2010). Quanto maior o tempo de existéncia da rodovia maior tende a ser

seu impacto nos ecossistemas marginais (VIEIRA, 2012).

Os poluentes encontrados em rodovias com potencial para atingir os corpos hidricos
originam-se de uma variedade de fontes, incluindo combustdo incompleta ¢ completa de
combustivel, perdas de combustivel e vazamento de 6leo de sistemas hidraulicos, corrosio € o
desgaste de componentes de veiculos, como por exemplo, pneus, freios, embreagem e motor

(GALVAN; MIQUELUTTI, 2019).No conjunto, estes potenciais poluentes promovem
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alteracdes nos sistemas terrestres e aquaticos, interferindo na abundancia das espécies € nos

processos ecologicos (SILVA, 2016).

Elementos metalicos podem ser liberados na ocorréncia de alteragdes das
caracteristicas fisico e quimicas das rodovias e atingir os corpos d’agua, sendo entdo
transferidos para os organismos que habitam os ecossistemas no entorno (BELUTA;
COELHO, 2020). A utilizacdo da dgua para a manutencdo das culturas agricolas através
irrigacdo propicia a contaminacdo da biota aqudtica e, consequentemente, do proprio ser

humano (BAIRD; CANN, 2011).

Os metais sdo residuos nao degradaveis e podem persistir no ambiente por muito
tempo, podendo ser adsorvidos em particulas dos sedimentos, precipitar como sulfatos, 6xidos
e carbonatos, ou co-precipitar com oxido de ferro ou manganés ligando-se a matéria organica
(DE SOUZA et al., 2020). Embora alguns elementos sejam considerados fundamentais as
atividades biologicas de organismos aquaticos, como o zinco (Zn), o cobre (Cu), o boro (B), o
selénio (Se), o cobalto (Co) e manganés (Mn), quando ultrapassam o limite de tolerancia

desses individuos podem ser incompativeis com a vida (SANTANA, 2018).

Outros elementos, no entanto, podem ter efeitos deletérios mesmo em baixas
concentragdes, como por exemplo o aluminio (Al), chumbo (Pb) e merctirio (Hg),
considerados altamente toxicos, requerendo intensivo controle € monitoramento (MARTINS
et al., 2011; JING; KJELLERUP, 2017; AGUILAR et al., 2020). Assim, ao exceder a a
capacidade de carga do ambiente os elementos traco tornam-se fonte de poluicdo ambiental,
apresentando-se como elementos de propriedades prejudiciais e bioacumulativas (MARCHI et

al., 2009).

Os metais que estdo presentes no ambiente aquatico sao originados de fontes naturais e
antropogénicas. O intemperismo geologico aliado a geracdo de residuos industriais, urbanos e
agricolas, faz com que esses elementos sejam depositados principalmente no sedimento,
seguidos pela dissolucdo na agua, podendo contaminar a biota residente (DE ALMEIDA et
al., 2022). A presenca de elementos trago no ambiente ¢ altamente persistente (REZENDE,

2009). Embora esses elementos se depositem de modo significativo no solo (KHAN et al,
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2011), a lixiviacao tende a conduzi-los até os corpos de agua superficiais, podendo ser uma

fonte geradora de poluigdo aquatica (MACIEL, 2017).

Os efeitos dos elementos metalicos nos ecossistemas aquaticos contribuem para a
redugdo nos niveis de crescimento das populacdes, baixos indices de sucesso reprodutivo e o
aumento da mortalidade por contaminag¢ao metalica. Portanto, a protecdo ¢ a manutengao da
qualidade da 4agua no entorno das rodovias sdo a base do gerenciamento de aguas no seu

entorno (BELUTTA et al., 2020).

Entender como potenciais contaminantes ambientais oriundos de rodovias podem
alcancar corpos hidricos, e em quais concentragdes, pode colaborar no estabelecimento de
estratégias de mitigacdo dos impactos de rodovias em seu entorno. Neste estudo avaliamos a
ocorréncia de elementos metalicos em corpos hidricos com e sem a influéncia da rodovia e
procuramos responder as seguintes questoes: 1) Quais os principais elementos metalicos
ocorrentes em corpos hidricos com e sem a influéncia da rodovia? 2) As concentragdes de
elementos metéalicos em corpos hidricos variam em funcdo da proximidade da rodovia? Neste
sentido, o objetivo deste estudo foi analisar se rodovias podem promover aumento da

concentracao de elementos metalicos nas aguas em seu entorno.

MATERIAL E METODOS

Area de Estudo

A coleta de agua foi realizada no trecho da rodovia ERS-135, entre os municipios de
Sertao (-27° 97’ 276” W, 52° 25’ 158“S) e Erechim (- 27° 73’ 249” W, 52° 28’ 191” W), no
norte do Estado do Rio Grande do Sul. Estruturalmente a rodovia ¢ de pistas simples e

pavimentada, com acostamentos de cerca de 2,0 m e limite de velocidade entre 80 e 100 km/h.
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O trafego na estrada ¢ alto, com média de 4.853 veiculos/dia sendo 1.340 de veiculos de carga

(EGR, 2023).

A rodovia ¢ administrada pela Empresa Gatcha de Rodovias (EGR) sendo responsavel
pela gestao ambiental realizada atravéz do Projeto Basico de Gestao ambiental (PBA) que
atende as diretrizes da FEPAM. O PBA contempla o Plano de Gerenciamento de Residuos
Solidos e Efluentes (PGRSEL) que estabelecem medidas, agdes e atividades a serem
desenvolvidas nas a¢des cotidianas na tentativa de reduzir os riscos associados a poluentes na

rodovia.

A regido do estudo caracteriza-se pelo clima subtropical imido, com suave variacao
orologica que oscilam entre 687 e 783 m sob o nivel do mar. A amplitude térmica encontra-se
na faixa de variacao de temperatura média entre 13,2°C (minimas) e 22°C (maximas) durante
os meses. As chuvas sdo bem distribuidas, com média de 1.787,8mm por ano ¢ umidade

relativa do ar média de 72% (DECONTO, 2019).

Coleta e analise de agua

As analises de metais presentes na agua foram realizadas em trés ambientes com
diferentes tipos de influéncia do escoamento de dguas superficiais: a) no entorno da rodovia
ERS-135; b) corpos hidricos em sistemas agricolas no entorno da ERS-135; e c¢) corpos

hidricos no interior do Parque Natural Municipal de Sertao (PNMS; Figura 1).

Nos corpos hidricos no entorno da rodovia ERS-135 foram selecionados seis pontos
amostrais (RODO 1, 2, 3, 4, 5 ¢ 6), localizados entre 5 ¢ 15 metros das da rodovia,
caracterizados como corpos hidricos lénticos com recebimento de agua via escoamento
superficial proveniente da rodovia, mas também dos sistemas agricolas no entorno. Nos
corpos hidricos em sistemas agricolas no entorno da ERS-135 foram selecionados trés corpos
hidricos lénticos (AGRO 1, 2 e 3), distantes entre 500 e 1500 metros da rodovia, sem
influéncia do escoamento de agua da rodovia, porém com recebimento de 4gua via

escoamento superficial dos sistemas agricolas. Nos corpos hidricos no interior do Parque
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Natural Municipal de Sertdo (PNMS) foram selecionados trés corpos hidricos 1énticos ou

l6ticos (PNMS 1, 2 e 3), distantes entre 2000 e 3000 metros da rodovia, sem influéncia do

escoamento de dgua da rodovia, nem dos sistemas agricolas no entorno.
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Figura 1. Mapa de localizacdo pontos de amostragem de agua. Sist. Referéncia: SIRGAS
2000. Sistema de coordenadas: Geogaficas. Laboratorio de Geoprocessamento. Junho/2023.
Pontos amostrais: Rodovia (RODOL - 6), Area agricola (AGRO1 - AGRO3), Parque Natural

Municipal de Sertdao (PNMSI1 - PNMS3).
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Foram coletadas amostras de d4gua em dois periodos (outubro e dezembro de 2022). As
amostras foram acondicionadas em tubos de falcon de 50 ml e encaminhadas a central
analitica da Universidade Federal da fronteira Sul, Campus Erechim. As aguas foram
analisadas pelo método espectrofotometria de emissdo dtica em plasma induzido (Inductively
Coupled Plasma-Optical Emission Spectrometry, ICP) com chama fisica de argdnio. ICP-OES
utilizado ¢ da marca Shimadzu modelo ICPE-9820.

Foram analisadas as concentragdes de 13 metais: Aluminio (Al), Arsénio (As), Calcio
(Ca), Cadmio (Cd), Cromo (Cr), Cobre (Cu), Ferro (Fe), Potassio (K), Magnésio (Mg),
Manganés (Mn), Sodio (Na), Chumbo (Pb) e Zinco (Zn) e todas as leituras foram feitas na
axial, que possibilita uma leitura que resulta na maior sensibilidade do equipamento e

melhores condi¢gdes operacionais (Tabela 1).

A calibracao foi feita utilizando padrdes multielementar preparados em 4acido nitrico
5%. Os pontos das curvas de calibracao utilizados foram: 0, 10, 25, 50, 70, 100, 200 ¢ 300 ug
L'. Para o preparo da curva de calibragdo e diluigdo das amostras foi utilizado agua
ultrapurificada em sistema milli-q. Acido nitrico P.A (Sigma Aldrich) diluido em 4gua
ultrapura foi utilizado para o preparo da curva de calibragdo. A curva de calibragdo foi
preparada utilizando um padrdo multielementar de 10 mg L' (Specsol). O limite do
comprimento foi ajustado para cada elemento (Tabela 1).

Tabela 1. Comprimento de onda por metal testado por espectrofotometria de emissdo tica em
plasma induzido ICP-OES

ANALITOS Comprimento de Onda (nm)
Al 167,081 (II)
As 228,812 (I)
Ca 317,933 (1I)
Cd 214,438 (1I)
Cr 205,552 (11)
Cu 213,598 (1I)
Fe 235,204 (11)
K 766,490 (1)
Mg 383,826 (1)
Mn 257,610 (1I)
Na 330,232 ((I)
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Pb 220,353 (II)
Zn 202,548 (II)

Procedeu-se entdo, para cada elemento, ao tracado do espectro de uma solucdo
contendo apenas a espécie quimica a ser determinada, a fim de identificar e ajustar o pico de
emissdao do elemento. Posteriormente, fez-se a leitura do branco, de uma amostra e do ponto

maximo da curva de calibragdo, sendo o primeiro ponto da curva o valor de 5ug L™

Analises Estatistica

Os dados obtidos foram analisados previamente para a normalidade (teste Shapiro-
Wilk) e a homogeneidade das variancias (teste de Levene). Apds confirmagdo da distribuigao
normal ¢ homogeneidade das variancias, os dados foram submetidos a analise de variancia
(ANOVA one-way) e as médias comparadas pelo teste de Tukey (p < 0,05). As andlises foram
realizadas utilizando o programa GraphPad Prism 9.5.1. As concentracdes registradas foram
comparadas os limites determinados pela legislagdo vigente (BRASIL, 2005) como

ambientalmente seguro para aguas lénticas do tipo II.

Foi utilizado também analise de correlagdo linear r (Pearson). Andlise de Agrupamento
Hierarquico (HCA) foi usada com o objetivo de verificar as semelhancas entre os pontos e as
amostras de agua no entorno da rodovia. Os dados foram previamente padronizados para
evitar erros de classificagdo devido a diferenga de dimensao dos dados (UPGA) (DAWYNDT
et al., 2006). As andlises foram realizadas no programa Past 4.0 e a partir de HCA

dendrogramas foram gerados.

RESULTADOS

Dos treze elementos investigados, oito elementos metalicos foram detectados nas

aguas analisadas: Al, Ca, Fe, K, Mg, Mn, Na e Zn. Os elementos As, Cd, Cu, Cr e Pb estavam
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abaixo do limite de deteccao (LOD) do ICP- OES. Os elementos Ca, K, Mg ¢ Na foram

amplamente encontrados nos pontos amostrais, sendo registrados em praticamente todas as

amostras. Das 16 coletas de agua realizadas, apenas trés nao identificaram elementos acima

do ponto de detec¢do, o Al e Mn no ponto C1 e 0 Zn no ponto C2.

As maiores concentragdes dos elementos foram observadas em algum ponto no
entorno da rodovia, exceto para Mn e K, onde as maiores concentragdes foram registradas nos
pontos Cl e C2 da area agricola, respectivamente (Tabela 3). Sete elementos metalicos
mostraram as maiores concentragdes nos pontos no entorno da rodovia, quando consideramos

as duas coletas de agua (Tabela 3)
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Tabela 2. Concentragdo de elementos metalicos na agua (ug L) de acordo com o local de coleta. <LOD = <5 ug.L™". Aluminio (Al), Calcio (Ca) Ferro
(Fe), Potassio (K), Magnésio (Mg), Manganés (Mn), Sédio (Na), Zinco (Zn). Pontos amostrais: Rodovia (RODO1 - RODO6), Area agricola (AGRO1 -
AGRO3), Parque Natural Municipal de Sertao (PNMS1 - PNMS3). C1 — Coleta 1 (outubro 2022), C2 — Coleta 2 (dezembro 2022). Em negrito as
maiores concentragdes registradas por elemento, por coleta de agua.

METAL/

PONTO Al Ca Fe K Mg Mn Na Zn

Cl1 C2 Cl1 C2 Cl C2 Cl C2 Cl1 C2 Cl C2 Cl1 C2 Cl C2
RODO1 <LOD <LOD 818 983 <LOD 834 39,2 <LOD 3300 3970 <LOD <LOD 212 287 <LOD <LOD
RODO2 <LOD 406 704 941 882 515 469 119 2990 4410 <LOD 20 174 237 <LOD <LOD
RODO3 <LOD 7790 579 1090 <LOD 9,51 42,8 85,1 3100 4510 <LOD 24 194 295 <LOD <LOD
RODO4 <LOD 122 920 <LOD 943 <LOD 42,6 125 9170 <LOD <LOD <LOD 192 <LOD <LOD <LOD
RODO5 <LOD <LOD 1560 1160 <LOD 2,07 30,3 62,3 3505 3846 <LOD <LOD 250 389 <LOD <LOD
RODO6 <LOD 694 679 769 378 10,7 64,9 683 3470 3970 <LOD <LOD 118 124 59,8 <LOD
AGRO1 <LOD <LOD 609 499 <LOD 12,7 329 104 1170 2630 <LOD <LOD 200 157 <LOD <LOD
AGRO2 <LOD <LOD 226 241 <LOD 35,6 44,1 383 3200 1340 <LOD <LOD 45,9 35,7 <LOD <LOD
AGRO3 <LOD <LOD 776 370 <LOD 14,3 72,5 109 1720 1980 <LOD 426 179 222 24,1 <LOD
PNMS1 <LOD <LOD 376 494 <LOD <LOD 27,8 59,1 2110 2870 <LOD <LOD 934 107 <LOD <LOD
PNMS2 <LOD <LOD 660 537 8,82 34 106 59,8 2870 3100 <LOD <LOD 94,7 129 <LOD <LOD
PNMS3 <LOD 200 597 672 <LOD 30,6 56,9 52,7 3450 3950 <LOD <LOD 19 157 <LOD <LOD
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Dentre os oito elementos metéalicos encontrados, Ca, Mg ¢ Na mostram diferenga
significativa nas concentragdes entre as dareas amostradas (Tabela 4). Houve maior
concentragdo de Ca no entorno das rodovias que nas areas agricolas e no PNMS. O Mg
mostrou maior concentracao no entorno da rodovia que na area agricola. O Na mostrou maior
concentracao no entorno da rodovia que no PNMS. Para os demais elementos metélicos nao

houve diferenca significativa entre as areas (Tabela 4).

Tabela 3. Diferengas estatisticas entre os pontos amostrados. Metais Aluminio (Al), Calcio
(Ca) Ferro (Fe), Potassio (K), Magnésio (Mg), Manganés (Mn), Sodio (Na), Zinco (Zn).
Pontos amostrais: Rodovia (RODO1 - RODO6), Area agricola (AGRO1 - AGRO3), Parque
Natural Municipal de Sertdo (PNMS1 — PNMS3). Trés ambientes ( ANOVA), RODOxAGRO,
RODOxPNMS AGROxPNMS (Tukey)

Elemento Trés ambientes RODO x AGRO RODO x PNMS AGRO x PNMS

Al F=0,53;p=0.59 - - -
Ca F=10,06; p <0,01 p <0,05 p <0,05 -
Fe F=142;p=0,21 - - -
K F=0,08;p=0,92 - - -
Mg F=15,60; p=0,01 p<0,05 - -
Mn F=3,66;p=0,25 - - -
Na F=6,42;p<0,01 p <0,05 p <0,05 -
Zn F=0,28;p=0,75 - - -

O Al, o Fe e o Mn foram detectados com concentragdo superior ao limite determinado
pelo CONAMA (BRASIL, 2005) como ambientalmente seguro para aguas lénticas do tipo II
(Tabela 5), sendo o Al (RODO3) e o Fe (RODO4) em pontos no entorno da rodovia e o0 Mn
em ponto na area agricola (AGRO3).
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Tabela 4. Comparagdo entre valores méaximos para cada elemento metalico detectado nas
analises de agua (mg L") com a padronizagdo da norma Brasileira para dgua do Tipo II
(mg/L-1). NP — metal ndo padronizado. Em negrito as maiores concentragdes registradas por
elemento.

Elemento Al Ca Fe K Mg Mn Na Zn
Maior 7,79 1,56 0,94 0,12 9,17 0,43 0,39 0,06
concentragao
CONAMA 0,1 NP 0,3 NP NP 0,1 NP 0,18

(BRASIL, 2005)

Houve correlagdes positivas com valor de r2 0,500 entre os metais, destacando-se a
correlacdo entre Ca - Na, Fe - Mg e Ca - Mg. Observa-se também algumas correlagdes
negativas entre alguns resultados obtidos (Figura 2).

Os resultados das andlises do HCP revelam mais detalhadamente as similaridades
entre os pontos de coleta. Houve um agrupamento com cinco dos seis pontos amostrais no
entorno da rodovia (exceto RODO4), mais um ponto do Parque (PNMS3). Outro
agrupamento foi formado com os pontos da area agricola e dois dos pontos do Parque (exceto

PNMS3). O ponto RODO4 separado dos dois outros agrupamentos (Figura 3).
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Figura 2. Matriz de correlagdo lineares de dados obtidos das concentragdes de elementos
metalicos contidos nas amostras de agua

RODCS

RODOG
lE PrMIME3
RCDOT

RODO2

RODO3

PRIMET

PRIMS2

AGRO1

AGROI

AGROZ

RODO4

r T T T T T T T
8000 V00O 6000 53000 4000 3000 2000 1000

Figura 3. Dendrograma das concentragbes de metais registrados nos pontos de amostrais.
Rodovia (RODOI - RODO6), Area agricola (AGRO1 - AGRO3), Parque Natural Municipal
de Sertao (PNMS1 - PNMS3)

DISCUSSAO

Os resultados encontrados indicam forte protagonismo dos ions de Ca, K, Mg e Na na
composi¢do das aguas estudadas. Esse comportamento ¢ esperado visto que os sistemas
aquaticos naturais sao abertos e dinamicos e por isso sofrem modificagdes continuas na sua
composicdo hidrogeoquimica (COSTA et al., 2008), sendo esses elementos sdo os

constituintes i0nicos principais da agua (PARRA, 2006). A litologia local pode ser
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considerada como a principal fonte destes elementos para as aguas superficiais, sendo a
geoquimica um reflexo dos minerais presentes nas rochas (SILVA, 2005). Apesar dos
elementos Al, Fe, Mn e Zn, apresentarem baixas expressdes na maior parte das amostras, estes
sao de extrema importancia em sistemas aquaticos, pois sdo considerados toxicos a biota,
podendo também ser utilizados para medir o impacto de atividades antropicas (BENTO et al.,

2020; MOSCHEM; GONCALVES, 2020).

Os resultados encontrados indicam que a proximidade da rodovia teve influéncia na
concentracdo de metais da dgua em seu entorno. Os pontos no entorno da rodovia
apresentarem a maiores concentracdes absolutas para sete dos oito elementos e para trés
elementos houve diferencga significativa entre as concentragdes no entorno da rodovia e as
areas agricolas ou do PNMS (Ca, Mg, Na). As concentracdes de metais nas aguas sao
controladas por processos que regem o transporte € deposicdo dos sedimentos (MARX;
KAMBER, 2014). Estes processos podem ocorrer por caminhos naturais, como intemperismo
de rochas e consequente escoamento pelo solo até os corpos hidricos, ou como decorréncia de
acdes antropicas. As maiores concentracdes de ions nas dguas proximas as rodovias parecem
ser causadas por fontes antrdpicas, oriundas de material particulado liberado e disperso pelo
trafego de veiculos na rodovia que chegam aos corpos d’adgua, que se tornam soluveis e
permanecem suspensos (HUNG-LUNG; YAO-SHENG, 2009; CHOI et al, 2020; VLASOV et
al., 2020).

As chuvas sobre as rodovias e por consequéncia o escoamento da agua para os
mananciais hidricos, sdo fontes de poluicdo por elementos metalicos no entorno. Este
transporte pode ser o principal responsavel pela maior concentracdo de Ca, Mg e Na no
entorno da rodovia, quando comparado com as outras areas. Anualmente, em climas
temperados e frios, o transporte de quantidades significativas de sais oriundos da rodovia €

fruto desse processo (KUPKA et al., 2022).

As principais fontes de Ca e Mg nas margens da rodovia podem ter origem da poeira
de elementos estruturais de cimento de constru¢ao e seus derivados (SKORBILOWICZ;
SKORBILOWICZ, 2019), bem como a qualidade do cascalho utilizado (AL BARGI et al.,
2020). Contudo, concentracao dos os quatro elementos principais (Ca, Mg, Na, K) do entorno

das rodovias sdo influenciados também pelo uso e desgaste do pavimento, pela movimentagao
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veicular e pela combustdo de combustivel fosseis, provenientes do desgaste dos travoes,
pneus, pavimentos rodovidrios. Estas fontes podem representar at¢ 90 % dos elementos

particulados presentes as margens das rodovias (PRICITELLO et al., 2020).

Nas areas agricolas, as atividades de plantio e uso de fertilizantes, muitas vezes
realizadas proximas de fontes de dgua sdo a principal fonte antropogénica de contaminagao
por metal (SHI et al, 2019). O uso de fertilizantes e agrotoxicos, bem como seu manejo
inadequado, pode afetar as dguas superficiais (KARAOUS et al., 2021). Além do mais, essas
areas sofrem também com a poluicdo sedimentar ocorre devido ao mal uso do solo, com a
erosdao, com desmatamento, criacdo de animais (NUNES; RHODEN, 2020). Neste estudo as
maiores concentracdes K e Mn foram nas areas agricolas e podem estar associadas ao manjo

destas areas.

O Mg, além de diferir em concentragcdo entre o entorno da rodovia e a area agricola,
foi relevante em termos de presenga em praticamente todos os pontos amostrais. Por sua vez,
ndo existem restri¢des imediatas quanto a concentragdo de Mg no ambiente, contudo, alguns
organismos podem sofrer com a deficiéncia de Ca, quando a propor¢ao de Mg/[Ca+Mg] na
agua for a 50-65% (FRANKLIN et al., 2008). Desta forma, a correlagdo entre o Ca e Mg,

demostrado nesse estudo, pode ser caracterizada como ambientalmente perigoso.

Além disso, Ca e Mg sdo ions relacionados a dureza da agua, quanto maior a
concentracdo de Ca e Mg diluido em agua, maior ¢ a sua dureza. A dureza diminui a
capacidade da dgua em reter oxigénio, entretanto aumenta a condutividade, alcalinidade e o
pH, além de gerar aumento de nitrato e de fosfato (MATOS, 2020). A correlacdo entre o Ca e
Na pode indicar a ocorréncia de processos de dissolucao de carbonatos ou a troca catidnica
com entre Ca e Na. Assim a solubilidade do Ca tende a aumentar em presenca de sais de soédio

e K (PATRICIO et al., 2018).

Os dados da andlise de agrupamento mostraram que os pontos da rodovia formaram
grupos distintos dos pontos das areas agricolas e do Parque. O Uinico ponto agrupado com os
pontos da rodovia foi o PNMS3, possivelmente pelos valores altos de Ca, K, Mg e Na. Estas
concentragdes altas indicam altos indices de ciclagem de nutrientes, sendo uma reserva
mineral importante. Contudo, ao apresentar similaridade com os pontos da rodovia, e

sobretudo pela presenca do Al, representa um alerta sobre a qualidade ambiental da dgua desta
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Unidade de Conservagdo. Essa area de preservagao sofre grande pressdo do entorno, pois ¢
cercada por area de cultivo agricola, e, em seu interior, ja foi relatado a presenca de 11 tipos
de agrotoxicos, como o Imazatap D-24, além de outras alteracdes ambientais no nivel de
Nitrogénio (N) e fosforo (P) correlacionados a problemas ambientais de fauna (BAGNOLO,
2022).

As concentracdes de Al, Fe e Mn foram superiores ao limite determinado pela
legislagdo brasileira (BRASIL, 2005) em alguns pontos amostrais. O Al, que embora aparega
em poucos pontos amostrais, atingiu concentracdes ambientalmente altas no ponto RODO3. A
mobilizacdo de Al em formas soliiveis nos ecossistemas aquaticos ¢ um fator importante de
acidificacdo da 4gua, o que ser prejudicial a vida nos ecossistemas (RANDON-BARRAGAN
et al., 2007). Esse metal ultrapassou os niveis permitidos para as aguas Classe 1 e II,

caracterizando um problema ambiental nas areas no entorno da rodovia (BRASIL, 2005).

Na natureza, ferro e o0 manganés sdo encontrados quase sempre juntos. Estdo em todos
os tipos de corpos de dgua (RIBEIRO; SANTOS; SALES, 2019). O excesso de ferro na agua
¢ considerado um problema ambiental e de saude publica e esta relacionado ao mau cheiro, a
proliferagdo de bactérias ferruginosas nocivas, e alteracao da cor. As condigdes ideais para o
surgimento de ferro nas aguas superficiais parecem estar basicamente associadas a regides
tropicais umidas com relevo suave (PINTO et al.,, 2023) e intensa alteracdo quimica
favorecidas pela presenca de poeira oriunda das rodovias (SKORBILOWICZ;
SKORBILOWICZ, 2019).

O Mn, assim como o Fe, ao entrar em contato com oxigénio, oxida e confere cor e
turbidez para a agua (SOUZA-SILVA et al., 2023). No ecossistema aquatico, o Mn pode
interagir com os seres vivos formando complexos com os grupos funcionais das enzimas,
alterando ou impedindo o transporte de substancias essenciais (TUZUKI et al., 2017). Nos
animais o Mn pode causar alteracdes neurologicas, genotoxicas e alteragdes comportamentais

(GNOCHI, 2023).

As concentragdes de sete dos metais analisados tendem a ser maior, mesmo que
pontualmente, nas aguas no entorno da rodovia. No caso de Al, Fe e Mn, as concentragdes
ultrapassaram os limites previstos na norma Brasileira para dgua do Tipo II (BRASIL, 2005).

Trés metais (Ca, Mg e Na) mostraram diferengas significativas, com concentragdo maior no
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entorno da rodovia, quando comparados com as outras amostrais sem influéncia da rodovia.
Além disto, os pontos amostrais no entorno da rodovia foram claramente agrupados e
separados dos outros pontos nas areas agricolas e do Parque, o que refor¢a a influéncia da

rodovia nas aguas no seu entorno.

CONCLUSOES

A partir dos resultados desta pesquisa concluimos que o uso e a operagao da rodovia
favorecem o aumento da concentracdo de metais dissolvidos nas aguas superficiais, com
potencial de poluir as 4dguas do seu entorno. A longo prazo a contaminagdo das aguas
superficiais ao redor das rodovias podem se tornar um problema ambiental grave e
comprometer a vida vegetal e animal cirdundante. Recomenda-se que sejam realizados
estudos em outras rodovias, com diferentes volumes de trafego, em outras regides, e com
diferentes sazonalidades, a fim de aprofundar o conhecimento e verificar se os padrdes

encontrados nesse estudo se repetem.
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