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1. REFERENCIAL TEORICO

1.1 Ecotoxicologia e Biomonitoramento Ambiental

1.1.1 Biodegradacéo e Bioacumulacéo

A biodegradacéo e a bioacumulacdo sdo conceitos de fundamental importancia
dentro da ecotoxicologia, parte da toxicologia que permite analisar o impacto
potencialmente deletério de poluentes ambientais sobre os organismos vivos causados
pelas atividades antropicas (HINTON, 2005; NETA et al., 2014; SHARMA et al.,
2015).

A biodegradacdo é a decomposicdo de materiais e substancias organicas, pela
acao de organismos vivos, normalmente microscopicos e, em especial as bactérias.
Algumas dessas substancias se alteram mais rapidamente e de forma mais completa que
outras. A biodegradagdo completa resulta em um composto que € convertido em agua e
dioxido de carbono. Algumas substancias podem se degradar em moléculas
intermediarias menores. Essa é denominada degradacdo primaria. Essas moléculas sao
intermediarias no processo final de biodegradacdo. Entretanto, em alguns casos, elas
podem ser mais persistentes ou mais toxicas que o poluente inicial. Este processo pode
se proceder sob condi¢des aerdbicas (com oxigénio) e/ou anaerdbicas (sem oxigénio)
(BARBOSA et al., 2010; ERBE et al., 2011; NUNES et al., 2011).

A partir dos produtos gerados pela biodegradacdo pode ocorrer a bioacumulacéo,
que é o acumulo de qualquer produto quimico nas células de um organismo vivo, em
concentracdes mais elevadas do que as encontradas no seu meio. Esta bioacumulagéo
pode ser de forma direta através do ambiente em que vivem (bioconcentracdo) e
indiretamente a partir da ingestdo de alimentos (biomagnificacdo). O volume de
bioacumulacdo depende do equilibrio entre a taxa pela qual a substancia penetra nas
células do organismo e a velocidade com a qual ela é degenerada ou expelida do corpo.
Se um organismo ingerir uma pequena quantidade de poluente, ele pode ser capaz de
elimind-lo sem acumulo significativo. Entretanto, se o organismo for incapaz de
eliminar o contaminante de seu corpo, havera bioacumulacdo (HINTON, 2005;
MASOOD et al 2013; MAGDEBURG et al., 2014).

De forma alternativa, quando um ambiente estiver severamente contaminado,

um organismo podera absorver uma quantidade maior da substancia que aquela que ele



pode excretar. Havera bioacumulacdo, a ndo ser que se reduza a concentracdo do
contaminante. A medida que se sobe no nivel tréfico maior serd a quantidade de
quimicos acumulados no ser vivo, verifica-se que nos animais predadores os valores de
concentracdo sdo mais elevados que nos animais que estes se alimentam (KANG et al.,
2011; NETO et al, 2013).

Na relacdo entre substancias quimicas e efeito biologico, numerosos fatores sdo
importantes, como as propriedades da molécula, a concentragdo, a via de exposi¢do, o
comportamento e o destino dos compostos, etc. Uma vez liberada, uma substancia
quimica pode entrar na atmosfera, na litosfera, na hidrosfera ou na biosfera por
diferentes mecanismos, por exemplo, estando na agua e permanecer na forma de
particulas no sedimento e sendo absorvido pela biosfera (organismos vivos). A
disponibilidade de um toxicante a um organismo em um ambiental depende da
quantidade liberada no ambiente, da quantidade que desapareceu nos depdsitos e de
fatores de dispersdo, transporte e bioacumulacdo (AZEVEDO e CHASIN, 2004;
TOBISZEWSKI et al., 2010).

E importante considerar que o compartimento bidtico é o destino final dos
contaminantes, sendo onde ocorrem os efeitos toxicos e genotdxicos. Na transferéncia
de contaminantes do meio externo para um organismo, as concentracbes observadas
podem ser muito superiores as do meio. Varios fatores influenciam a bioacumulacgéo,
como processos biologicos envolvendo ecologia alimentar, habitos, fisiologia e
bioquimica das espécies e composicdo de compostos quimicos no ambiente
(AZEVEDO e CHASIN, 2004; HU et al., 2011).

Os testes de toxicidade s&o utilizados para prever o impacto de um poluente no
meio ambiente. Os resultados desses experimentos sdo utilizados para calcular a
quantidade maxima de material que pode ser descarregada sem um efeito toxico direto
no meio ambiente. O tipo exato de teste realizado depende da legislacdo local e do
provavel destino do contaminante, ou seja a analise do ambiente e da sua fauna e flora
sdo importantes para montar um plano de biomonitoramento: Por exemplo, se o
ambiente em estudo possuir peixes eles fornecerdo uma estimativa dos contaminantes
presentes na coluna para analise de metais pesados que tendem a acumular no
sedimento. (FALFUSHYNSKA et al. 2010).
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1.1.2 Mutagénese Ambiental, Técnicas Citogenéticas e Organismos-testes

A poluicdo do ambiente por produtos genotoxicos e mutagénicos afetam o
préprio organismo e as suas geracdes futuras, sendo observada ndo apenas para o
homem, como também para as plantas, os animais e 0s microrganismos. O estudo
detalhado, minucioso e ordenado para detectar 0 modo de acdo e 0s meios de prevengéo
do incremento de mutagfes, devido a causas antropicas, deve, portanto, merecer uma
atencdo bastante especial por parte, principalmente, da comunidade cientifica
(RIBEIRO et al., 2003).

Alguns estudos vém sendo realizados na tentativa de se avaliar o
comportamento, as transformacBes e os efeitos de agentes quimicos, fisicos ou
bioldgicos, tanto no ambiente como nos organismos. Os agentes mutagénicos sao
substancias que induzem alteracGes na molécula de DNA. Essas alteracGes podem ser
corrigidas pelo préprio mecanismo de reparo das células, mas, quando ndo reparadas ou
reparadas erroneamente, originam mutac6es génicas e cromossomicas (UMBUZEIRO;
ROUBICEK, 2003).

MutacOes génicas referem-se as mudancas de um ou poucos nucleotideos do
polimero de DNA, por delecfes, duplicacdes e/ou alteracbes de pares de bases, que
acabam modificando o funcionamento de um gene. J& nas muta¢fes cromossémicas, ha
uma reorganizacdo na estrutura do DNA por translocacdo, inversdo, delecdo,
duplicacdo, fusdo e fissdo dos cromossomos, alterando o complemento cromossémico
em estrutura e/ou nimero (PAVLICA et al., 2000; ERGENE et al. 2007). Sabe-se que
muitos destes compostos podem causar mudancgas prejudiciais, no material genético,
sem que se expressem de imediato e, quando langados no ambiente, podem representar
um risco para a saude do homem, em virtude do seu potencial para induzir mutacdes
(ERDTMANN, 2003; KLAUCK et al. 2013).

Testes citogenéticos sdo adequados para identificar os efeitos perigosos de
substancias, em suas diversas concentracdes, e em diferentes tempos de exposicao.
Estes testes, realizados geralmente em organismos-teste, sdo comumente aplicados no
biomonitoramento da extensdo da poluicdo e na avaliacdo dos efeitos combinados de
substancias téxicas e mutagénicas, sobre 0s organismos no ambiente natural
(MORAES, 2000).
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Muitas técnicas, tais como a analise de aberragdes cromossémicas, ensaio do
cometa; teste do micronlcleo; quantificagdo dos adutos de DNA; andlise das
caracteristicas morfoldgicas nucleolares estdo sendo desenvolvidas, por muitos autores,
para avaliar o potencial genotdxico e mutagénico de agentes poluidores
(MATSUMOTO et al., 2005). Dependendo da mutacédo a ser investigada e do tipo de
material a ser avaliado, é realizada a escolha do organismo e do teste mais adequado
para o estudo (MATSUMOTO, 2003). Os efeitos de muitos poluentes podem ser
examinados diretamente em varios organismos, normalmente através da analise de
células, tecidos ou 6rgaos, mediante a utilizacdo de biomarcadores (EISSA et al., 2009;
CAZENAVE et al. 2009).

Muitos vegetais tém sido considerados excelentes organismos indicadores de
efeitos genotoxicos e mutagénicos de ambientes com presenca de substancias quimicas.
Atividades mutagénicas de quimicos podem ser analisadas em diferentes sistemas testes
vegetais como em Allium cepa, Arabidopsis thaliana e Hordeum vulgare. Desta forma,
ensaios com este grupo de organismo sdo Uteis para se testar amostras ambientais
complexas como esgoto, aguas de rios e solos contaminados (LEME e MARIM-
MORALLES, 2009).

Outro organismo teste bastante utilizado para o monitoramento de poluentes
ambientais sdo o0s peixes. Segundo Tsangaris et al. (2011), os peixes reunem
caracteristicas que o0s tornam excelentes modelos experimentais para estudos de
toxicologia aquatica, pois alertam sobre o potencial de perigo de substancias quimicas
ou para a evidéncia da poluicdo ambiental. Peixes acumulam poluentes diretamente de
aguas contaminadas ou pela ingestdo de organismos contaminados, uma vez que
desempenham diferentes papéis na cadeia trofica, sendo capazes de bioacumular, de
forma direta, contaminantes dissolvidos na &gua, caracterizando uma via indireta de
contaminacdo (ATTEQ et al., 2002).

A possibilidade dos peixes serem mantidos em laboratério e facilmente expostos
as substancias toxicas, permite a utilizacdo destes organismos na avaliacdo da presenca
de substancias que tenham o potencial de causar efeitos teratogénicos e carcinogénicos
em humanos (DUARTE et al., 2012; VANZELLA et al., 2007).
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1.2 Bacia Hidrogréfica do rio Guaribas

1.2.1 Localizacédo do rio Guaribas e da regido estudada

A Secretaria do Meio Ambiente e dos Recursos Hidricos classificou onze bacias
hidrograficas piauienses, dentre elas estd a bacia hidrografica do rio Guaribas, situada
na Mesorregido Sudeste piauiense, entre os paralelos 6°30° ¢ 7°24’ de latitude sul e
entre os Meridianos 40°18” e 41°48° de longitude a oeste Greenwich, a bacia do
Guaribas possui 8.415 km?, correspondendo a aproximadamente 3,35% da area total do
Estado (FILHO e GOMES, 2004).

O rio Guaribas nasce na Serra das Almas em Pio IX-Pl, a 600 m de altitude. Pela
margem direita possui os afluentes Cana Brava e Pitombeiras, e pela margem esquerda
os afluentes Grotdo, Riachdo e Sdo Jodo. A bacia do rio Guaribas envolve 0s municipios
de Bocaina, Sussuapara, Picos, Pio IX, Monsenhor Hipolito, Alagoinha, Francisco
Santos, Santo Anténio de Lisboa, Sdo José do Piaui, Sdo Julido, Dom Expedito Lopes,
Santa Cruz do Piaui, Gaturiano, Santana, Belém do Piaui, Jaicds e Fronteiras. A
literatura considera o Rio Guaribas como um dos importantes afluentes da margem
direita do médio curso do rio Itaim e o rio Riachdo como o maior afluente do Guaribas
que, por sua vez, é afluente do Parnaiba, o maior rio piauiense (SANTOS et al, 2012).

O municipio de Picos localiza-se na regido Centro/Sul do Estado do Piaui, com
uma area aproximada de 803 km?e uma populacéo de 74.966 habitantes (IBGE, 2011).
E cercado por montes e picos, e dita 320 km da capital Teresina, pela BR-316. O
municipio por apresentar prosperidade em diversos setores da economia, é conhecido no
estado como “municipio modelo" (BARBOSA et al., 2007).

O clima da regido é semi-arido, a partir da observacéo de parametros climaticos
associados a observacdo da vegetacdo, relevo, solo e hidrografia. Sdo caracteristicas
desse dominio climéatico: uma precipitacdo média anual inferior a 900 mm e dois a trés
meses favoraveis a ocorréncia de chuvas (FILHO e GOMES, 2004). A temperatura
média anual da regido é da ordem de 27,3 °C, observando-se as médias elevadas na
primavera (setembro/outubro) e as mais baixas, no outono (margo/maio). A umidade

relativa média anual é de 59,4%. Os maiores indices ocorrem entre marco e abril, e 0s
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menores entre setembro e outubro. A insolacdo total média anual é de 2.406,4 horas
(FREITAS, 2002).

1.2.2 Importancia do rio Guaribas e caracterizacdo dos problemas antropogénicos

Os corpos d’agua diluem e carregam facilmente os mais diversos poluentes, que
podem ser provenientes do ar e dos solos lavados pelas chuvas, ou que neles sdo
langados diretamente pela acdo antropica (CUKROQOV et al., 2012).

A contaminacdo da agua tem diferentes fontes, como residuos da vida rural e
urbana ou da inddstria. Diariamente, grandes volumes de esgoto ndo tratados sdo
lancados diretamente nos corpos de agua. A industria utiliza em seus processos uma
enorme quantidade de &gua, que muitas vezes sdo devolvidas ao ambiente com sua
qualidade comprometida. Outra importante fonte de contaminacéo da 4gua é gerada pela
liberacdo de pesticidas (OHE et al., 2004; MAGDEBURG et al., 2014; BARSIENE et
al., 2015).

A contaminag¢do, como em outros rios, também ocorre no rio Guaribas, que
segundo Filho e Gomes (2004) é o importante rio da Mesorregido Sudeste do Piaui,
onde sua bacia hidrografica corresponde aproximadamente a 3, 35% da area do estado.
O rio em questdo tem grande importancia na economia da macrorregido, pois por meio
de suas aguas se desenvolveram e ainda se desenvolvem diversas atividades
econémicas, como, por exemplo, o cultivo de alho, que no passado, fez da regido uma
das maiores produtoras deste vegetal. Hoje em dia 0 que mais se destaca de atividades
econbmicas utilizando o rio Guaribas ou as suas aguas Sdo a criacdo de peixes e 0
cultivo de alimentos, onde este Gltimo pode acarretar na eliminacdo de pesticidas nas
aguas do rio (VELOSO et al., 2014).

Outras agdes antropogénicas de fator importante na contaminacéo do rio sdo os
despejos dos residuos da vida urbana e da indUstria nas suas aguas, pois nestas sdo
lancadas todos os esgotos e dejetos produzidos na cidade, como por exemplo, esgoto de
hospitais e clinicas, esgotos de residéncias e industrias, podendo haver assim descargas
toxicas nessas aguas.

O impacto sofrido por rios que recebem descargas toxicas é determinado pelo
tipo e concentragdo dos agentes introduzidos, a duragdo do langamento, o tipo de
exposicdo, a capacidade do ecossistema para resistir a essas mudangas, 0 tempo

necessario para o retorno ao estado de equilibrio, apds remocdo do composto, e a
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localizag@o do ecossistema em relacdo ao local de deposi¢do da substancia (LEMOS e
TERRA, 2003; AKINBORO et al. 2011). A presenca de poluentes na agua, além de
afetar os organismos que habitam nela, pode também repercutir em organismos nédo
aquaticos via cadeia alimentar ou simplesmente como resultado da ingestdo de agua
contaminada (GAUTHIER et al., 2004; KERN et al. 2015).
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Resumo

Rios tropicais, em geral, estdo sobre intenso impacto de acBes antropicas e sao
utilizados, principalmente, para abastecimento, irrigagdo e piscicultura. Esse estudo
objetivou avaliar as condigdes fisicas, quimicas e genotoxicas das aguas do rio
Guaribas, localizado no nordeste brasileiro, que percorre uma regido de 20 pequenos
municipios inseridos no semiarido (Estado do Piaui, Brasil), nos periodos de seca e
chuva. Foram analisadas algumas varidveis fisicas e quimicas da agua e sua
genotoxicidade em nivel celular por meio do bioensaio cometa, como sistema teste,
utilizando o sangue branquial de Oreochromis niloticus. Os resultados da qualidade de
agua mostraram que os locais dentro e depois da cidade de Picos, principal cidade a sua
margem, independente do periodo analisado, possuem varidveis acima dos valores
aceitaveis para legislacdo vigente do pais, sendo significativamente maiores (p<0,05)
guando comparados com os locais antes da cidade. Apresentam-se como
hipereutroficos, caracteristicos de locais poluidos, com processo de eutrofizacdo
artificial. Para os resultados genotdxicos, os locais dentro e depois da mesma cidade
também foram significativos (p<0,001) quando comparados com o controle negativo,
confirmando, assim, a relacdo direta entre a poluicdo e o dano genético. A acdo
antrdpica da cidade libera nesses locais metais pesados, como Fe, Zn, Cr, Cu e Al, que
foram genotdxicos para 0 material genético das células sanguineas estudadas. Portanto,
o0 rio Guaribas, durante todo o0 ano, apresenta-se como um ambiente aquéatico poluido
nos trechos dentro e depois da cidade de Picos-PI, com liberacdo de produtos quimicos
causadores de danos genéticos nos organismos que vivem nesse ambiente. E necessario
adotar medidas para o permanente biomonitoramento ambiental de importancia para a
salde do ecossistema, incluindo a qualidade de vida humana.

Palavras-chave: Poluicdo aquética; Ecotoxicologia, Metais, Genotoxicidade em
ecossistemas.
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Abstract

Tropical rivers, in general, are under strong impact of human activities and are mainly
used for supply, irrigation and fish farming. This study aimed to evaluate the physical,
chemical and genotoxic conditions of water of the Guaribas river, located in
northeastern Brazil, which crosses a region with 30 small municipalities in the semiarid
(State of Piaui, Brazil), in the dry and rainy periods. Physical and chemical variables of
water were analyzed as well as its genotoxicity at the cellular level through the comet
assay, as a test system, using the blood of the gills of Oreochromis niloticus. In sites
within and downstream of the city of Picos, the largest city on its banks, regardless of
the period analyzed, values of variables were above acceptable limits set by the current
laws of the country, being significantly higher (p<0.05) when compared with sites
upstream of the city. Sites were characterized as hypereutrophic, typical of polluted
sites, under artificial eutrophication process. For genotoxic results, sites within and
downstream of the same city were also significant (p<0.001) when compared to the
negative control, thus confirming the direct relationship between pollution and genetic
damage. Anthropogenic activities of the city release heavy metals into these sites, such
as Fe, Zn, Cr, Cu and Al, which were genotoxic to the genetic material of the studied
blood cells. Therefore, the Guaribas River is an aquatic environment with polluted
stretches within and downstream of the city of Picos, state of Piaui, receiving discharges
of chemicals that cause genetic damage to organisms living therein. It is necessary to
adopt measures for the permanent biomonitoring, important for ecosystem health,
including quality of human life.

Key words: Aquatic pollution; Ecotoxicology; Metals; Genotoxicity in ecosystems

2.1 INTRODUCAO

O crescimento populacional sem melhorias de infraestrutura tem acarretado
alteracdes ambientais ndo muito favoraveis e condizentes com a manutencdo dos
recursos naturais, pois propicia a liberacdo indiscriminada de agentes poluidores no
ambiente, como agrotoxicos, efluentes industriais e domésticos, com alta carga de
matéria organica. A contaminacdo dos varios ambientes por meio dessa atividade pode
resultar em consequéncias irreversiveis para 0 ambiente e para 0s organismos que
habitam estes locais (Manzano et al., 2015).

Os rios, por exemplo, sdo coletores naturais dos residuos produzidos em areas
rurais, urbanas e polos industriais, podendo causar diminuicdo de habitats,
microhabitats, diversidade de espécies, qualidade dos recursos e provocar eutrofizagdo
artificial (enriquecimento do ambiente aquéatico por aumento nas concentracdes de
fosforo e nitrogénio) (Goulart e Callisto, 2003). Tradicionalmente, a avaliagdo de
impactos nos ambientes aquaticos tem sido realizada através da medicdo de alteracBes

nas concentracbes de algumas variaveis fisicas e quimicas, como a temperatura,
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concentracdo de oxigénio dissolvido, nutrientes e pH. Este sistema de monitoramento
constitui-se como ferramenta fundamental na classificagédo e enquadramento de rios e
corregos em classes de qualidade de &gua e padrbes de potabilidade e balneabilidade
humanas (Kazi et al., 2009).

O monitoramento de varidveis fisicas e quimicas traz algumas vantagens na
avaliacdo de impactos nesses ambientes, tais como: identificacdo imediata de
modifica¢Oes nas propriedades fisicas e quimicas da agua, deteccdo precisa da variavel
modificada e determinacdo destas concentracfes alteradas. No entanto, este
monitoramento ndo determina os efeitos toxicologicos de xenobidticos nos organismos
aquaticos, o que torna os estudos toxicoldgicos, adicionalmente, importantes para a
avaliacdo do impacto ambiental, principalmente em nivel celular (Whitfield, 2001;
Muangthong e Shrestha, 2015).

Todos o0s seres vivos estdo em interacdo com o meio ambiente e 0S mesmos
sofrem influéncia deste, o que pode ocasionar modificacbes em seu material genético
(Farmer e Sing, 2008). As modifica¢cdes no indice de divisdo celular e/ou na estrutura
do DNA séo prejudiciais as células, uma vez que podem prejudicar processos vitais, tais
como a duplicacdo do DNA e a transcricdo génica. Estas modificagdes também podem
causar mutacOes génicas e aberragdes cromossomicas, eventos estes que podem levar ao
desenvolvimento de processos cancerosos ou morte celular (Ossana et al., 2013). A
deteccdo destes produtos poluentes e seus provaveis efeitos nos organismos sdo
importantes no estudo do impacto, visto que é possivel avaliar o que eles podem causar
as populacdes animal, vegetal e humana (Leme e Marin-Morales, 2009).

Os impactos causados por agentes téxicos no ambiente e na salde humana
devem ser analisados por meio de metodologias de deteccédo eficientes. A utilizacdo de
bioensaios e de bioindicadores para a verificacdo de danos no material genético tem
permitido a quantificacdo e reconhecimento de uma ampla gama de substancias
genotdxicas em estudos de mutagénese ambiental (Mazzeo et al., 2013). No presente
estudo, o bioensaio utilizado para a avaliacdo genotdxica do ambiente aquatico foi o
Ensaio Cometa (SCGE), que ¢ um método de deteccdo rapida para contaminantes
quimicos perigosos e presenca de poluentes, com potencial mutagénico em ambientes
aquaticos. O SCGE ¢ atualmente o ensaio mais empregado para detectar lesbes em
estudos de ecotoxicologia aquatica (Frenzilli et al., 2009).

Algumas espécies de peixes sdo organismos bioindicadores adequados porque

eles acumulam e respondem a baixas concentragdes de poluentes ambientais e agentes
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mutagénicos. A espécie de peixe Oreochromis niloticus € considerada como
bioindicador animal extensamente utilizado no biomonitoramento de ambientes
aquaticos, e na avaliacdo de efeitos genotoxicos e mutagénicos dos variados
xenobidticos liberados ao meio ambiente (Rocha et al., 2009; Barbosa et al., 2010;
Osman, 2010).

O municipio de Picos localiza-se na regido Centro/Sul do Estado do Piaui
(7°04°37” S; 41°28°0170), com uma area aproximada de 803 km?e uma populacéo de
76.309 habitantes (IBGE, 2014). O principal rio dessa regido € o Guaribas, que
juntamente com alguns riachos formam a bacia hidrogréafica que recebe o0 mesmo nome.
Esta bacia hidrografica € de grande importancia com relagdo a captacdo de &gua para o
abastecimento, desenvolvimento de atividades agropecuarias e turismo ecoldgico da
grande maioria das cidades do estado do Piaui, abrangendo, atualmente, mais de 30
municipios do Estado. Entretanto, nesse ambiente, devido ao desmatamento
desenfreado, consequéncia da rapida colonizacdo e do continuo crescimento urbano,
tem-se registrado gradativas alteracGes ambientais, as quais causam prejuizos sobre no
ciclo hidroldgico local (Andrade-Junior et al., 2006; Veloso et al., 2014).

Além das vulnerabilidades climaticas do semiarido, tipico da regido onde se
encontra a bacia do rio Guaribas, grande parte dos solos encontra-se degradada. Dados
do Instituto Brasileiro Geografia e Estatistica (IBGE), de 1994 j& afirmavam que 54%
do bioma caatinga, com vegetacdo caracteristica do semi-arido, encontrava-se em
elevado estagio de antropizacdo. Como consequéncia, 0s recursos hidricos apresentam
elevados indices de poluicdo, devido a liberacdo de lixo doméstico, hospitalar e
industrial, como verificado no rio Guaribas, o0 que torna a situacdo ainda mais séria, em
virtude da falta de dgua ser fator critico do semiarido: primeiro, porque é o limitador da
ocupacdo humana; e, segundo, porque € inibidor das atividades produtivas (PLANAP,
2014).

O rio Guaribas é mais um exemplo de muitos outros rios da regido Nordeste do
pais que passam por um processo de degradacdo intensa e desenfreada, causado pela
acdo antropogénica e potencializado pelas condicfes climéaticas desfavoraveis, com
baixos indices pluviométricos o ano todo. Nesse caso, estudos de biomonitoramento
tornam-se cada vez mais necessarios para esse tipo de ambiente aquatico, a fim de se
conhecer a qualidade de agua que a populacdo atualmente utiliza, bem como

contaminantes quimicos com potencial genotoxico.
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Assim, o presente estudo propds o primeiro biomonitoramento fisico-quimico e
genético do rio Guaribas, utilizando bioindicador e bioensaio adequados para estudo de
ecotoxicologia, podendo, desta forma, avaliar a influéncia de uma cidade, representada
pela sua atividade antropogénica, sobre um ambiente aquatico e 0s organismos que
vivem nele, além de avaliar diferencas ambientais e toxicogenéticas entre os periodos de

chuva e seca em ambientes aquéaticos no semiérido.

2.2 MATERIAL E METODOS

2.2.1 Area de estudo e pontos de coleta

Para avaliar a influéncia da acdo antropica, representada pela cidade de Picos,
sobre a qualidade de &gua e a genotoxidade no rio Guaribas, foram definidos pontos
antes, dentro e depois da cidade: CN (controle), acude de Bocaina, localizado 32 km
antes da cidade de Picos (06° 56" 33" S e 41° 19' 21" W); P1, antes da cidade de Picos
(municipio de Sussuapara) (07° 03> 864” S e 41° 25° 788 W); P2, 1° ponto dentro da
cidade (07° 04> 964” S e 41° 27° 879” W); P3, 2° ponto dentro da cidade (07°C 05’
31357 S e 041°C 28’ 0077 W); P4, 3° ponto dentro da cidade (07° 05* 4877 S e 41° 28’
678” W) e P35, depois da cidade de Picos (municipio de Aroeira) (07° 06° 047" S e 41°
29’ 145”). Os pontos dentro da cidade foram definidos de forma que ficassem
igualmente distantes e proximos a locais onde ha entrada de agua proveniente de
pequenos cOrregos, que, por sua vez, recebessem efluentes de esgotos domésticos,
dejetos hospitalares, postos de gasolina e locais onde ha a presenca constante de
populacdes ribeirinhas. Ja os pontos antes e depois da cidade foram igualmente distantes

da entrada e saida da cidade, respectivamente (Figura 1).



20

BOCAINA @
¢ cN

r

/

7/

SUSSUAPARA

e
PICOS
///\

LEGENDA

E Local de coleta
Rio Guaribas
E Sentido do rio
[ ] ZonaUrbana

AROEIRA ® ps ®

Ry
“Gcho,
%

2kme—

Figura 1: Localizacdo geografica da regido de estudo e dos pontos amostrais (Ponto 1 — antes da cidade;
Ponto 2 a Ponto 4 — dentro da cidade; Ponto 5 — depois da cidade) do rio Guaribas, Picos-P1/Brasil. CN:
Controle negativo.

Para melhor caracterizar as condi¢Ges climaticas da regido de estudo, dados
como temperatura, umidade e precipitacdo dos meses de coletas para aos periodos de
seca e chuva nessa regidao semiarida do pais foram obtidas através do INMET - Instituto
Nacional de Meteorologia — Brasil (2015).

As coletas foram realizadas em quatro meses, considerando os periodos de seca
(setembro/2013; setembro/2014) e chuva (fevereiro/2014; fevereiro/2015) na regido.
Assim, as escalas utilizadas para o estudo foram: espacial (pontos de coleta ao longo do
rio) e temporal (periodos de seca e chuva).

As amostras de aguas, na sub-superficie, foram coletadas com garrafas plasticas de
polietileno de 1.5L e galfes de 150L, previamente descontaminados com varias
lavagens com agua destilada e assepsia com &cido a 10%. Todas as amostras de 1.5L
foram estocadas em isopor com gelo e levadas imediatamente para o laboratorio para
serem estocadas a 4°C e posteriormente utilizadas para analises fisicas e quimicas da
agua. Ja as amostras de agua (gales de 150L) para o Ensaio cometa em peixes foram

colocadas imediatamente nos aquéarios previamente identificados para os diferentes
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locais de coleta. As amostras de agua para os controles (controles negativo e positivo)
foram obtidas no acude de Bocaina, local onde também foram adquiridos (ou
comprados) 0s peixes para 0s experimentos. As amostras foram coletadas em triplicata

para analises fisicas e quimicas; metais e avaliacdo genotdxica por local de coleta.

2.2.2 Anélises fisicas e quimicas da 4gua

No momento da coleta das amostras de agua, algumas variaveis fisicas e quimicas
foram estimados, em tréplica, em cada ponto, com o auxilio de aparelhos portéateis,
(HANNA), sendo estes condutividade elétrica (uS/cm), sélidos dissolvidos totais (ppm),
pH; oxigénio dissolvido (ppm), temperatura (°C). Outras variaveis foram determinadas
pelo Laboratério Central de Saude Publica "Dr Costa Alvarenga” — LACEN, do Estado
do Piaui, sendo estes turbidez (NTU), cor (UHz), nitrato (mg/L), nitrito (mg/L), sulfato
(mg/L), e cloro (mg/L), com auxilio de espectrofotdmetro (modelo DR 2500,
ODYSSEY — HACH), além da medigdo de fosforo total (mg/L), pelo método de
digestdo com persulfato (MACKERETH et al., 1978). Os valores dessas variaveis
também foram estimados em tréplica no laboratério.

Os niveis de ferro, niquel, cadmio, zinco, cobre e cromo foram determinados por
espectrofotometria em chama de absorcdo atbmica (APHA, 2005). Para estas andlises,
imediatamente depois da coleta, as amostras de agua foram acidificadas e
posteriormente foram submetidas a digestdo acida e subsequente concentracdo para
leitura em espectrofotdmetro de absor¢do atdbmica (modelo Varian-AA50B). Ja o
aluminio foi quantificado pelo Standard methods for the examination of water and
wastewater (Rice et al., 2012). Cada amostra foi quantificada em triplicata.

2.2.3 Bioensaios com Oreochromis niloticus

A espécie Oreochromis niloticus (tilapia) foi o sistema-teste animal utilizado
para 0s ensaios in vivo em condi¢des de laboratdrio. Os animais foram aclimatados (29
+ 2°C, pH 7,8 £ 0,3) e posteriormente transferidos para aquarios nas mesmas condigdes
anteriores. Cada aquario recebeu um exemplar, que permaneceu exposto a agua do rio
Guaribas durante 72 horas de tratamento, sendo utilizados 03 organismos por ponto e

controles, totalizando 21 exemplares.
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Apbs o periodo de exposicao, foram retirados de cada animal 0,5 ml de sangue,
por meio de puncdo branquial, com auxilio de seringas heparinizadas, para a realizagéo
do ensaio cometa. Logo ap6s a puncdo, os exemplares foram colocados em outro
recipiente com uma solucéo anestésica profunda, para sedacdo e morte dos mesmos de
acordo com a CEUA, 2008 (Comissdo de Etica no Uso de Animais de Experimentac&o /
Brasil). O presente estudo foi aprovado pelo comité de Etica Animal da Universidade
Federal do Piaui / Brasil com o nimero: 108/14.

2.2.4 Ensaio Cometa

A versdo alcalina do Ensaio Cometa foi realizada de acordo com o protocolo de
Singh et al. (1988), com modificacBes. O procedimento consistiu em misturar em um
microtubo, cuidadosamente, 5 uL de sangue branquial de peixes com 100 pL de
agarose, de baixo ponto de fusdo (0,5%), a 37°C. Em seguida, a mistura foi espalhada
sobre uma lamina, previamente coberta com agarose de normal ponto de fuséo (1.5%), e
coberta com laminula. As laminas preparadas foram para geladeira por 10min, para
solidificar a agarose e posterior remoc¢do da laminula. Logo depois, as laminas foram
mergulhadas na posicéo vertical em recipientes, protegidos da luz, com solucéo de lise
gelada (89% de sol. lise estoque, 1% Triton X-100, 10% DMSO, pH=10; solucgéo de lise
estoque 2,5 M NaCl, 100 mM EDTA, 10mM Tris, pH=10), e a fresco, por no minimo
12h. Passado o tempo de lise, as laminas foram submetidas a eletroforese em solucao
alcalina de eletroforese (1 mM EDTA, 300 mM NaOH; pH>13), nas seguintes
condigdes: 20 V (0.74 V/cm), 300 mA, 20 min em ambiente de baixa luminosidade.
Apbs a eletroforese, as mesmas foram neutralizadas em tris-HCI (0,4 M, pH=7.5)
gelado por 15min, mergulhadas em &gua destilada gelada, e secas ao ar livre.
Finalmente, as laminas foram fixadas em metanol absoluto gelado por 3min, secas ao ar
livre e 0 DNA foi corado com nitrato de prata, baseado no protocolo de Cerda et al.
(1997). Os padroes de migracdo do DNA foram visualmente determinados pelo
tamanho da cauda do cometa em cinco classes, de 0 (auséncia de dano) a 4 (dano
méaximo), segundo Collins (2004), amplamente reproduzido na literatura (Hartmann et
al., 2003; Burlinson et al., 2007).

Para cada lamina, foram examinadas 100 células, 200 por animal e 600 para
cada local de coleta e controle. Foram considerados dois pardmetros: o indice de danos
— ID (0-400) e frequéncia de danos — FD (0-100%). Para o célculo ID, as células foram,

visualmente, classificadas em cinco classes, de acordo com o tamanho da cauda dos
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cometas (0 = sem cauda; 4 = maximo comprimento da cauda), o que resultou em um
escore Unico de danos ao DNA de cada repeticdo (peixe) e, consequentemente, para
cada grupo estudado.

A FD em % foi calculada para cada repeticdo (peixe) com base no numero de
células com cauda em relacdo as células com dano 0: FD = 100-NO. Todas as laminas
foram codificadas para andlise cega. O agente citotoxico e mutagénico utilizado como
controle positivo para o teste genotoxico, de acordo com Bolognesi e Hayashi (2011),
foi a ciclofosfamida na concentracdo de 4 mg/L, injetado intraperitonealmente, abaixo

da nadadeira peitoral.

2.2.5 Andlise Estatistica

Para iniciar as analises estatisticas, foram realizados testes de normalidade
(Teste de Kolmokorov — Smirnov) e homocedasticidade (Teste de Levene) para saber se
seriam usados testes paramétricos ou nao paramétricos para resolucdo dos mesmos. Os
dados se apresentaram com distribuicdo normal e homogéneos. Assim, para detectar
diferencas estatisticas entre os periodos e entre os locais de coleta analisados foi
utilizado ANOVA, com pdés teste de Tukey para as andlises fisicas, quimicas e
toxicogenetica. Correlacdo de Pearson foi utilizada para avaliar a relacdo entre danos
genotdxicos e metais acumulados. Todos os dados foram analisados com o software
STATISTIC 6.0, e os resultados das analises foram considerados significativos quando
p <0,05 e p <0,001.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Caracterizacao Fisico-quimica e a Qualidade da agua

Os dados meteoroldgicos coletados durante o periodo de estudo confirmaram a
escassez de chuva nos meses de coleta dos periodos de seca (2013 e 2014), bem como o0

baixo indice pluviométrico nos meses considerados chuvosos (2014 e 2015) (tabela 01).
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Tabela 01: Dados meteorolégicos dos meses de coletas para os periodos de seca e chuva na regido
Nordeste do Brasil.

Estacdo/Ano Mésde  Temperatura Temperatura Umidade Precipitacdo  Dias com
coleta maxima minima relativa total mensal chuva*
Mensal mensal mensal* (mm®)*
(°C)* (°C)*
Seca/2013 Setembro 374 23.6 37.3 0 0
Chuvoso/2014  Fevereiro 33.2 23.4 61.1 109.6 08
Seca/2014 Setembro 38.3 23.8 42.6 0 0
Chuvoso/2015  Fevereiro 34.3 23.6 66.1 64 12

*Dados referentes ao més de coleta. Fonte: INMET — Instituto Nacional de Meteorologia — Brasil (2015).

A acdo antropogénica desenfreada no ambiente aquatico se intensifica pelas
condicdes climaticas que se apresentam em alguns locais do mundo, como por exemplo,
a regido Nordeste do Brasil (Marcon et al., 2010). O estado do Piaui, um dos estados
formadores da regido Nordeste do Pais, possui a bacia hidrografica do rio Guaribas que
vem sofrendo nos ultimos anos com esse tipo de problema. Nessa regido os periodos
considerados secos se prolongam por meses durante o ano.

As regifes semiéridas do Nordeste brasileiro sdo caracterizadas pela escassez de
recursos hidricos, precipitagdes pluviométricas baixas e irregulares que é agravada pela
precéaria distribuicdo de agua e saneamento basico, aumentando assim os efeitos toxicos
de poluentes quimicos liberados pela acdo antropica (Amr e Yassin, 2008). Este fato €
particularmente agravado ja que o rio em questdo é Iéntico na maior parte do ano,
principalmente em periodos de seca, sendo I6tico em poucos meses, quando o indice
pluviométrico é elevado.

Os resultados para qualidade de agua nos pontos de coleta foram comparados
com os indices propostos pela resolucdo do Conselho Nacional do Meio Ambiente
(CONAMA- 357/2005) e mostraram que as varidveis sélidos dissolvidos totais (SDT),
oxigénio dissolvido (OD), turbidez, cor, cloro, fésforo total apresentaram valores acima
do aceitavel (VMP) nos dois periodos de estudo. Comparando os resultados por
localizacdo dos pontos (antes, dentro e depois da cidade) observou-se também que as
variaveis: turbidez, cor, nitrato, sulfato, cloro e PT em pontos dentro (P2, P3 e P4) e
depois da cidade (P5) possuem valores significativamente superiores (p < 0,05) quando

comparados com o ponto controle (CN) e antes da cidade (P1l) (Tabela 02).



Tabela 02: Resultados das variaveis fisicas e-quimicas e indicadores da qualidade da dgua no rio Guaribas, Piaui, nos periodos de seca e chuva.

Seca /2013 Seca /2014
Variaveis VMP CN P1 P2 P3 P4 P5 CN P1 P2 P3 P4 P5
Cond.uS/cm - 75 98 321 384 413 400 89 127 990 960 970 980
SDT <500(ppm) 139 126 149 193 193 510* 186 193  508* 485 493 490
pH 6a9 7.3 6.8 6.7 6.5 6.4 7.1 7.4 6.5 7.8 75 8.1 7.2
oD > 5(ppm) 6.4 6.1 2.1* 0.8* 2.6* 1.3* 6.1 3.7 4.2* 0.8* 2.0* 1.5*
Turbidez <5(NTU) 3.9 47 259*a 38.1*a 10.7* 52.3*a | 3.9 44 47.6*a 514*a 27.4* 50.7*a
Cor < 75(UHz2) 58 65 419*a 448*a 442*a 496*a 67 72 476*a 392*a 472*a  486*a
Nitrato <10(mg/L) 1.1 1.2 4.0 7.7 2.5 5.6% 1.3 15 4.3a 8.0a 25 6.0a
Nitrito <l(mg/L) 0.01 0.04 0.02 0.12 0.06 0.04 0.01 001 0.02 0.1 0.05 0.1
Sulfato <250(mg/L) 136 6.3 14 278 19.7 55.32 13.6 3.9 27 43.6a 39.3a 43a
Cloro <0,01(mg/L) 0.11* 0.09* 0.5*a 0.7*a 0.2* 0.5%*a | 0.1* 0.1* 0.6*a 0.7*a 0.3* 0.6*a
PT <0,05(mg/L) 0.03 0.04 22*a 15*a 14*a 28*a | 0.03 0.07* 24*a 1l6*a 1.4*a 2.9%a
Variaveis VMP Chuvoso / 2014 Chuvoso / 2015
Cond. puS/cm - 85 82 337 374 472 405 90 96 996 721 822 809
SDT <500(ppm) 143 126 174 185 236 229 163 138 496 360 411 405
pH 6a9 7.3 7.5 7.2 7.4 7.4 7.6 7.1 8.8 7.9 7.7 7.6 8.0
oD > 5(ppm) 6.9 5.1 2.2* 2.1* 2.5% 2.8* 5.2 5.0 1.9* 1.5* 1.4* 2.0*
Turbidez <5(NTU) 3.7 45 4.8 47  30.7*a 3.9 3.9 2.1 49a 59*a 59*a 28.7*a
Cor < 75(UHz) 48 27.3 156*a 86.6*a 100*a 378.3*a| 73* 31.3 88* 103*a 102.6*a 367.8*a
Nitrato <10(mg/L) 0.9 0.03 0.4 0.2 0.4 6.5% 1.4  0.03 0.5 0.3 0.3 5.5a
Nitrito <1(mg/L) 0.01 ND ND 0.01 0.01 0.04 0.01 ND 0.01 0.02 0.04 0.04
Sulfato <250(mg/L) 15.67 ND 0.01b 1.8b 1.1b 2.1b 2.1 0.01 0.01 2.1 1.2 2.1
Cloro <0,01(mg/L) 0.19* 0.05* 0.17* 0.09* 0.06* 0.5*a |0.19* 0.06* 0.2* 0.1* 0.1* 0.5*a
PT <0,05(mg/L) 0.02 0.09* 26*a 1.6*a 14*a 29*a | 003 0.04 22*a 15*a 13*a 2.6*a

VMP: Valor maximo permitido pela Legislagdo Brasileira. ND: Valor ndo detectado. (*) Valores acima dos padrfes de qualidade de agua das leis
brasileiras - CONAMA 357/05. ?: valores superiores quando comparados com o CN (controle) e P1 referente ao mesmo parametro e periodo (p <

0,05). *: valores menores quando comparado com CN e P1, referente a0 mesmo parametro e periodo (p < 0,05).
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As variaveis fisicas e quimicas com valores fora dos aceitaveis pela legislacéo e
superiores quando comparados ao ponto controle (CN) e antes da cidade (P1l) séo
medidas diretas ou indiretas da concentragdo de poluentes no ambiente aquético, sendo,
nesse caso, fundamentais para estudos de caracterizacao e qualidade de agua. A variavel
condutividade elétrica, por exemplo, apresentou os maiores valores para 0s pontos
dentro (P2, P3 e P4) e depois da cidade (P5), sendo a mesma uma medida indireta da
concentragdo de poluentes, podendo ajudar a detectar fontes poluidoras dos
ecossistemas aquéticos e fornecer dados sobre o metabolismo do ambiente (Esteves,
2011). Verificou-se, ainda, um aumento progressivo da condutividade elétrica ao longo
do curso do rio, desde o acude de Bocaina (CN) até os pontos dentro da cidade (P2 a
P4), e mantendo-se elevado apds a cidade (P5). Esse gradiente mostra, de acordo com
Marinelli et al. (2000), a presenga de materiais dissolvidos e sua contribui¢do para a
diminuicdo da qualidade da agua do rio. Segundo a Companhia de Tecnologia em
Saneamento Ambiental-CETESB (2005), os niveis de condutividade elétrica superiores
a 100 pS/cm sdo caracteristicos de ambientes impactados; assim, utilizando essa
varidvel como parametro, pode se considerar que o trecho dentro e apds a cidade,
indenpendente do periodo analisado, encontra-se impactado.

De acordo com as leis brasileiras (CONAMA-357/2005) o valor de OD na agua
deve ser superior a 5 ppm. Ao longo do curso do rio, observou-se uma diminui¢do dos
valores desse parametro em pontos dentro (P2 a P4) e depois da cidade (P5), valores
estes considerados abaixo do permitido. O baixo indice de OD encontrado em pontos
com acdo antropica é reflexo da maior atividade bioldgica no ambiente por conta do seu
estado tréfico e decorre do aporte de grandes cargas de matéria organica e residuo
industrial; indicando, assim, um processo de eutrofizagdo nesses pontos (Birungi et al.,
2007; Dusmann et al., 2014). Bianchi et al. (2011) afirmam que quando os niveis de OD
na agua sdo inferiores aos niveis necessarios para as acdes de biodegradacdo de uma
matéria organica, a qualidade desta &gua é prejudicada.

Os valores encontrados para fésforo total (PT) em pontos do rio a partir da
cidade (P2 a P5) foram significativamente (p < 0,05) superiores aos pontos analisados
antes da cidade (CN e P1). Esses elevados valores de PT estdo associados com a
eutrofizacdo artificial nesse trecho do rio. Utilizando a classificacdo de Wetzel (2001)
sobre o estado tréfico dos corpos d agua em relacé@o as concentracdes de PT, 0s pontos
de dentro e ap0s a cidade (P2 a P5), nos quatro meses analisados, foram classificados

como hipereutréficos, pois os valores foram superiores a 1,2 ml/L. O fésforo nesses
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locais amostrados € oriundo, principalmente, de descargas de esgotos da populacdo
ribeirinha local e drenagem agricola presente as margens do rio estudado.

Os esgotos sanitarios e diversos efluentes industriais também provocam
elevagdes dos sélidos dissolvidos totais (SDT) no ambiente aquético. SDT sdo
componentes comuns de muitos efluentes, mas ainda ndo sdo tipicamente bem
caracterizados em termos de constituintes quimicos ou toxicidade. Representam uma
medida integrativa das concentracdes de ions comuns (cloretos, sulfatos, bicarbonatos e
outros) em aguas doces (Barbosa et al., 2010).

A toxicidade relacionada com estes ions € devido a combinacao e concentracao
elevada de ions especificos. Devido essa provavel toxicidade, algumas autoridades
reguladoras estabeleceram limites de SDT para organismos de agua doce, geralmente
relacionadas com cloro e outras concentragdes de sal como sulfatos (Mihaljevic et al.,
2011). Por exemplo, no estado do Alaska (EUA) o maximo permitido é 1.500 mg/L
(Mihara et al., 2008), ja no Brasil, o0 CONAMA (2005) estabele valores abaixo de 500
ppm para SDT, abaixo de 250 mg/L para sulfatos e 0,01 mg/L para ions cloro. Para o
presente estudo, apenas o0s pontos P5 e P2 ficaram com valores acima do permitido para
SDT nos periodos de seca de 2013 e 2014, respectivamente. J& para medidas de sulfato,
0s pontos P2 a P5 ficaram com valores estatisticamente acima (p < 0,05) do CN (acude
de Bocaina) para os dois periodos de seca, porém com valores abaixo (p < 0,05) do CN
no periodo chuvoso/2014. Para o ion cloro, todos os pontos, independente do periodo
analisado, apresentaram valores acima do permitido pela legislacdo do pais.

Em adicdo aos parametros anteriormente avaliados, analisou-se também a
presenca de metais pesados ao longo do rio Guaribas. O aumento dos niveis de metais
em ambientes aquaticos causados por efluentes industriais e domésticos € um dos
principais indicadores de contaminacdo quimica (Manzano et al., 2015) como também
responsaveis por efeitos genotéxicos nos organismos que entram em contato com esse
tipo de contaminacdo (Bianchi et al., 2011; Klobucar et al., 2012). A anélise das &guas
nos periodos estudados mostrou valores de Fe, Zn, Cu, Cr e Al acima dos valores
permitidos pela Legislacdo Ambiental Brasileira em pontos onde a cidade de Picos esta
a margem do rio continuando para o P5, depois da cidade (Tabela 03).

Portanto, os resultados dos parametros fisico-quimicos mostram a presenca da
acdo antropogénica e consequente poluicdo no ambiente aquéatico analisado (rio
Guaribas) dentro e depois da cidade em estudo (Picos-Pl) apresentando uma elevada

eutroficacdo artificial nesses pontos. O rio em questdo ndo apresenta contaminacéo
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ambiental antes da cidade ja que tanto o controle (acude de Bocaina) como o ponto P1,
localizado no municipio de Sussuapara-Pl apresentaram parametros aceitaveis pela

legislacédo vigente do Pais.
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Tabela 03: Niveis de metais presentes nos pontos coletados do rio Guaribas-P1/Brasil analisados por espectrofotometria em chama de absorc¢ao atdmica.

Metais (mg/L)

Fe Ni Cd Zn Al Cu Cr
VMP 0.3 0.025 0.001 0.18 0.1 0.009 0.05
Periodo Pontos
Seca/2013 CN 0.01+0 Nd nd 0.04 £0.02 0+0 0+0 0.005 + 0.003
P1 0.19+0.1 Nd nd 0.025 £ 0.01 0.003 + 0.004 0.009 + 0.003 0.002+0
P2 0.33 +0.06* Nd nd 0.03 +0.006 0.07 £0.04 0.02 +0.001 0.017 + 0.008*
P3 0.48 £0.18* Nd nd 0.04 + 0.006 0.083 £ 0.07 0.015 + 0.002 0.06 +0.02*
P4 0.15+0.03 Nd nd 0.23 +0.03* 0.2 + 0.06* 0.055 + 0.003*  0.015 + 0.003*
P5 0.09 + 0.004 Nd nd 0.19 £ 0.02* 0.126 + 0.04* 0.013+0 0.02 +0*
Chuvoso/2014 CN 0.01 +0.004 Nd nd 0.02+0 0+ 0.003 0.001+£0 0.006 + 0.004
P1 0.07 +0.02 Nd nd 0.035 +0.003 0 +0.004 0.016 + 0.009* 0.012 + 0.005
P2 0.15+0 Nd nd 0.08 +0.007 0.07 £0.02 0.005 + 0.003 0.055 + 0.01*
P3 0.13 £ 0.006 Nd nd 0.075+£0.02 0.24 +0,03* 0.08 + 0* 0.052 £ 0.03*
P4 0.15+0.02 Nd nd 0.195 + 0.01 0.16 +0.04* 0.01 +0* 0.042 +0.02
P5 0.6 £ 0.05* Nd nd 0.21+£0.07 0.13 +0.05* 0.02 + 0.006* 0.055 + 0.01*
Seco/2014 CN 0.01+ 0.004 Nd nd 0.049 £ 0.02 0.01 +£0.02 0.005 + 0.003 0.005+0
P1 0.01+ 0.004 Nd nd 0.055 + 0.03 0.03+0.04 0.001+0 0.004 + 0.001
P2 0.04+0 Nd nd 0.05+0.01 0.15+0 0.02 £ 0.006* 0.004 + 0.002
P3 0.01 +0.007 Nd nd 0.10+0 0.22 +0.07* 0.035 + 0* 0.077 + 0.002*
P4 0.05 +0.003 Nd nd 0.35+0.01* 0.156 + 0.02* 0.49 £ 0.21* 0.055 + 0.001*
P5 0.08 £ 0.008 Nd nd 0215 +0.01* 0.16 + 0* 0.1 £0.02* 0.03 +0.006
Chuvoso/2015 CN 0.01 0.004 Nd nd 0.007 +0.003 0.002 + 0.001 0+0 0.002 + 0.001
P1 0.08 +0.01 Nd nd 0.02 +£0.01 0.003 +0.003 0.004 + 0.001 0.006 + 0.004
P2 0.33+0.07* Nd nd 0.05+0.03 0.07 £0.02 0.002 + 0.001 0.031 + 0.005
P3 0.13 £ 0.006 Nd nd 0.10 £ 0.06 0.13 +0.05* 0.066 + 0.01* 0.041 + 0.038
P4 0.17 +0.005 Nd nd 0.13+0.04 0.09 +0.004 0.019 + 0.01* 0.06 +0.01*
P5 0.71 +£0.03* Nd nd 0.20 + 0.005 0.113 + 0.04* 0.01 0.01* 0.055 + 0.01*

VMP: Valor maximo Permitido em mg/L. nd: Valor ndo detectado. (*) N&o atendimento aos padrfes de qualidade de &gua das leis brasileiras -
CONAMA 357/05.
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3.2 Ensaio Cometa

A andlise por variancia entre os periodos de seca e chuva revelou que 0s mesmos
diferem em relacdo ao ID (p = 0,004) e FD (p = 0,001), apresentando maiores médias para
os periodos de seca. Os resultados por ponto mostraram que tanto o controle negativo
utilizado (agude de Bocaina) e como o P1 (ponto antes da cidade) ndo apresentaram valores
significativos de dano genético para as células sanguineas de Oreochromis niloticus
independente do periodo analisado. Ja as amostras de agua dos pontos dentro da cidade (P2
a P4) e depois da cidade (P5) para os periodos de seca (2013/2014) foram genotoxicas (p <
0,001) quando comparadas ao CN e P1, locais com valores aceitaveis da qualidade de agua.
Jé& para os periodos chuvosos (2014/2015), os pontos P2 a P5 apresentaram-se genotoxicos

em pelo menos um periodo chuvoso analisado (Tabela 04).

Tabela 4: Nivel de dano de DNA medido por ensaio cometa (Média + Desvio padrdo) em eritrécitos de
Oreochromis niloticus expostos a amostras de agua do rio Guaribas (Picos-Pl/Brasil).

Periodo / ano

Ponto Seco /2013 Seco /2014

ID FD ID FD
CN 436+6,8 27,5+ 3,6 326+7,8 23,3+4,3
P1 47,6 +8,8 28,4+6,3 39,8 +6,3 26,8 + 3,2
P2 94,2 + 8,4a*** 61,3+11,6a*** 853+12,8a*** 50,4 + 4,7 a***
P3 106,1 +15,2a*** 716+8,4a*** 108,2+6,7a***  651+45a***
P4 123,5 + 8,6 a*** 77,3 +4,8 a*** 100,3 £ 6,1 a*** 65,8 + 8,1 a***
P5 95,4 + 7,1 a*** 62,5 + 3,5 a*** 82,4 +7,7 a*** 55,6 +5,1 a***
CP 141,1 £ 10,1 a*** 78,2 £ 4,7 a*** 128,1 + 12,4 a*** 80,4 + 5,5 a***

Chuvoso / 2014 Chuvoso / 2015

ID FD ID FD
CN 28,3+6,5 19,8 +6,8 35,1+9,2 242 +57
P1 42,1+6,3 28,3+3,5 485+7,1 32,8+5,6
P2 57,2 £ 8,1*** 38,5 + 8,1*** 53+6,4 35,4+6,6
P3 89,6 +7,1 a*** 53 + 3,7 a*** 92,5+ 11,1 a*** 53,1+7,1a***
P4 414+41 243+3,1 75,8 £ 10,7 a*** 52,7 £ 5,4 a***
P5 49,6 +6,8 32,722 69,7 £ 6,1 *** 47,2 + 45 ***
CP 128,8 + 9,2 a*** 72,7 +58a***  116,6 £ 10,3 a*** 70 + 7,7 a***

CN: Controle negativo, CP: Controle positivo (ciclofosfamida a 0,009 mg/ml), ID: Indice de dano, FD:
Frequéncia de dano. ANOVA seguido de Tukey, ***p < 0,001: estatisticamente significante quando
comparado com o CN. * Estatisticamente significante quando comparado com o P1 (antes da cidade).

A presenca de metais em amostras de agua e de solo superiores aos permitidos pelos
orgéos reguladores ambientais é um forte indicador de atividades antropicas (Mendiguchia
et al., 2007; Netto et al., 2013). No presente estudo os niveis de sete diferentes metais

foram quantificados. Os resultados obtidos mostraram niveis excessivos de Ferro, Zn, Cu,
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Cr e Al em periodos de amostragem diferentes nos pontos P2 a P5 onde o efeito genotdxico
foi significativo. Devido a sua estabilidade e persisténcia, a presenca destes contaminantes
na dgua constitui uma ameaca grave para 0S organismos que vivem no ambiente e para a
populacdo que entra em contato com agua. Os metais pesados sdo agentes tdxicos
conhecidos por causarem danos no DNA e serem cancerigenos (Bianchi et al., 2011;
Korpinen et al., 2012).

De acordo com Hendozko et al (2010), o ensaio cometa é um biomarcador de
genotoxicidade sensivel e de confianca para o monitoramento aquatico. Dhawan et al.
(2009) relataram que este teste é recomendado para o rastreamento de uma mistura
complexa de contaminantes quimicos em estudos de biomonitoramento, inclusive para
metais pesados. As analises realizadas pelo ensaio cometa, nos quatro periodos analisados
para os pontos dentro (P2 a P4) e depois da cidade de Picos-Pl/Brasil (P5) detectaram
alteraces significativas nos niveis de quebras de DNA de O. niloticus. Rank et al. (2005)
encontraram correlacdes positivas entre os niveis de niquel e cromo nos sedimentos e danos
no DNA de mexilhdes coletados em &reas costeiras e submetidos a residuos urbanos e
industriais. Em um estudo realizado por Matsumoto et al. (2006), um aumento significativo
foi observado nos niveis de quebras de DNA em celulas de sangue periférico de O.

niloticus expostas a amostras de agua contendo cromo.

Além do cromo, estudos genotoxicos com o Al também foram realizados por
Achary et al. (2008), no qual relataram o efeito do Al como indutor de danos ao DNA
atraves do ensaio cometa e o teste de Allium cepa. O Al constitui um dos maiores poluentes
dos solos e &guas, podendo ser transferido via teia alimentar e causar sérios problemas aos
ecossistemas e a salde humana (Krewski et al., 2007). Os estudos de Yabe e Oliveira
(1998) relacionaram elevadas concentracdes de aluminio a presenca de danos no DNA dos
eritrocitos de Tilapia rendalli. O Aluminio interfere na cinética de divisdo celular,
promovendo aderéncia cromossdmica e fragmentacdo nuclear (Duarte et al., 2012). J& os
metais Cu e Zn mostraram-se genotoxicos nos estudos de Siddiqui et al. (2011) e Kank et
al. (2014) que observaram uma correlagdo positiva entre concentracdo de metais e
potencial genotoxico. No presente estudo, observou também uma correlagdo positiva (p =
0,0001; r = 0.60 para o periodo chuvoso e p = 0,001; r = 0,670 para o periodo seco) entre
metais conjugados e Indice de Dano (ID) (Figura 02).
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Figura 2: Correlagdo entre metais pesados conjugados e indice de danos (ID) em periodos de chuva e de seca.

Metais pesados encontrados no presente estudo como também outros poluentes
quimicos sdo considerados responsaveis por danos ao DNA (adutos de DNA, modificacdes
de bases, quebras de fitas de DNA) quando presentes em efluentes domésticos e industriais
(Fatima e Ahmad, 2006; Caritd e Marin-Morales, 2008). De acordo com Glinska et al.
(2007) o aumento da genotoxicidade pode estar relacionado com disturbios no ciclo celular
e disjuncdo da cromatina induzidos pelas interacdes metais-DNA dentro da célula. As
temperaturas elevadas mantidas em laboratorio nas amostras de dgua (29 + 2°C), tipicas da
espécie estudada, pode ter relacdo com essa interacdo ja que facilita a entrada de metais
dissolvidos na agua para dentro da célula, uma vez que o0 aumento da temperatura torna

amembrana celular mais permeavel a alguns compostos quimicos (Phelps et al., 1999).

Outra possivel explicacao relacionando os efeitos genotoxicos nas amostras de agua
encontrados dentro e depois da cidade de Picos-PI/Brasil com a presenca elevada de metais
pode estar no fato de que metais pesados no ambiente aquatico sdo geradores de espécies
reativas de oxigénio (ROS) (Chakraborty et al., 2009). Os ROS sdo responsaveis por varios
tipos de fragmentacdo do DNA, sendo todos detectados por meio do ensaio cometa. Esses
valores elevados de metais em pontos dentro da cidade de Picos estdo possivelmente
relacionados com a presenca de lixo doméstico (pilhas, baterias, TVs, pecas de carros)
como também entrada de efluentes provenientes da acao antropica tais como a presenca de
mecanicas e lavadores de carros presentes nas margens do rio durante todo o ano, além da
utilizacdo de pesticidas contendo metais na sua composicao ja que € um rio muito utilizado

para agricultura.

Portanto, o aumento da atividade clastogénica detectado pelo ensaio cometa nas

células sanguineas de O. niloticus no presente estudo pode ser devido a presenca de niveis
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alterados de metais pesados, como o0 Zn, Cu, Cr e Al, atuando em conjunto nos periodos
analisados, como também por outros tipos de contaminantes mutagénicos ndo investigados
como a presenca de cianotoxinas genotdxicas e carcinogénicas (microcistinas e
nodularinas) liberadas por floracGes de espécies de cianobactérias presentes em ambientes
eutrofizados como o rio Guaribas e a presenca de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos
(HPAS), ou a mistura de todos esses contaminantes genotdxicos e mutagénicos que em
sinergismo causam alteragdes na estrutura do DNA nos organismos que vivem nesse tipo

de ambiente e na populacdo que utiliza a 4gua do rio.

Assim, como é o primeiro biomonitoramento genético realizado no ambiente
estudado que se tem conhecimento na literatura, se faz necessarios estudos adicionais
genotoxicoldgicos utilizando outros bioensaios (teste Allium cepa, Teste de Microndcleos)
como também a detec¢do de outros contaminantes mutagénicos presentes ndo somente na

agua, mas também nos sedimentos do rio Guaribas.
4 CONCLUSAO

Feito o biomonitoramento fisico-quimico e genotéxico do ambiente aquéatico
estudado, observou-se que o rio Guaribas (Picos-Pl/Brasil) estd com suas aguas impactadas
nos trechos dentro e depois da cidade de Picos apresentando um elevado estado de
eutrofizacdo ocasionado pela acdo antropogénica. Ademais essa mesma acao provocou a
liberacdo de mutagénicos quimicos na agua, como metais pesados, que causaram danos ao
DNA das células sanguineas de O. niloticus. Assim, a principal cidade a margem do rio
Guaribas vem ocasionando, nos ultimos anos, a diminuicdo da qualidade da agua do rio
como também modificacbes genéticas nos organismos desse ecossistema, sendo
recomendado assim, estabelecer programas de monitoramento para minimizar a degradacéo
ambiental atualmente presente e detectar a presenca de outros agentes genotdxicos no rio

Guaribas.
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of the manuscript together with a 'Journal Publishing Agreement' form or a link to the online version of this agreement.

Subscribers may reproduce tables of contents or prepare lists of articles including abstracts for internal circulation within their
institutions. Permission of the Publisher is required for resale or distribution outside the institution and for all other derivative
works, including compilations and translations (please consult http://www.elsevier.com/permissions). If excerpts from other
copyrighted works are included, the author(s) must obtain written permission from the copyright owners and credit the
source(s) in the article. Elsevier has preprinted forms for use by authors in these cases: please consult
http://www.elsevier.com/permissions.

For open access articles: Upon acceptance of an article, authors will be asked to complete an 'Exclusive License Agreement' (for
more information see http://www.elsevier.com/OAauthoragreement). Permitted third party reuse of open access articles is
determined by the author's choice of user license (seehttp://www.elsevier.com/openaccesslicenses).

Author rights

As an author you (or your employer or institution) have certain rights to reuse your work. For more information see
http://www.elsevier.com/copyright.

You are requested to identify who provided financial support for the conduct of the research and/or preparation of the article
and to briefly describe the role of the sponsor(s), if any, in study design; in the collection, analysis and interpretation of data; in
the writing of the report; and in the decision to submit the article for publication. If the funding source(s) had no such
involvement then this should be stated.

Elsevier has established a number of agreements with funding bodies which allow authors to comply with their
funder's open access policies. Some authors may also be reimbursed for associated publication fees. To learn more about
existing agreements please visit http://www.elsevier.com/fundingbodies.

This journal offers authors a choice in publishing their research:

Open access
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e Articles are freely available to both subscribers and the wider public with permitted reuse

e An open access publication fee is payable by authors or on their behalf e.g. by their research funder or institution
Subscription

e Articles are made available to subscribers as well as developing countries and patient groups through our universal access
programs (http://www.elsevier.com/access).

¢ No open access publication fee payable by authors.

Regardless of how you choose to publish your article, the journal will apply the same peer review criteria and acceptance
standards.

For open access articles, permitted third party (re)use is defined by the following Creative Commons user licenses:

Creative Commons Attribution (CC BY)

Lets others distribute and copy the article, create extracts, abstracts, and other revised versions, adaptations or derivative works
of or from an article (such as a translation), include in a collective work (such as an anthology), text or data mine the article,
even for commercial purposes, as long as they credit the author(s), do not represent the author as endorsing their adaptation of
the article, and do not modify the article in such a way as to damage the author's honor or reputation.

Creative Commons Attribution-NonCommercial-NoDerivs (CC BY-NC-ND)

For non-commercial purposes, lets others distribute and copy the article, and to include in a collective work (such as an
anthology), as long as they credit the author(s) and provided they do not alter or modify the article.

The open access publication fee for this journal is USD 2500, excluding taxes. Learn more about Elsevier's pricing policy:
http://www.elsevier.com/openaccesspricing.

Authors can share their research in a variety of different ways and Elsevier has a number of green open access options
available.  We recommend authors see our green open access page for  further information
(http://elsevier.com/greenopenaccess). Authors can also self-archive their manuscripts immediately and enable public access
from their institution's repository after an embargo period. This is the version that has been accepted for publication and which
typically includes author-incorporated changes suggested during submission, peer review and in editor-author communications.
Embargo period: For subscription articles, an appropriate amount of time is needed for journals to deliver value to subscribing
customers before an article becomes freely available to the public. This is the embargo period and begins from the publication
date of the issue your article appearsin.

This journal has an embargo period of 24 months.

Please write your text in good English (American or British usage is accepted, but not a mixture of these). Authors who require
information  about language editing and copyediting services pre- and post-submission please  visit
http://webshop.elsevier.com/languageservices or our customer support site at http://support.elsevier.com for more information.
The values reported on research papers should be limited to 3 significant figures, unless required otherwise. Ppm or ppb are not
accepted and this should be presented as mg/kg or g/kg. Centrifugation speed should be presented in x g, not rpm.

Our online submission system guides you stepwise through the process of entering your article details and uploading your files.
The system converts your article files to a single PDF file used in the peer-review process. Editable files (e.g., Word, LaTeX)
are required to typeset your article for final publication. All correspondence, including notification of the Editor's decision and
requests for revision, is sent by e-mail.

Please submit your article via http://ees.elsevier.com/ees/.

If you have difficulty with your submission or any other questions, please contact the Editorial Office:

Ecotoxicology and Environmental Safety

Editorial Office


http://www.elsevier.com/access)
http://www.elsevier.com/openaccesspricing
http://elsevier.com/greenopenaccess)
http://webshop.elsevier.com/languageservices
http://support.elsevier.com/
http://ees.elsevier.com/ees/

49

525 B Street, Suite 180



50

San Diego, CA 92101-4495, USA
Telephone: (619) 699-6297

Fax: (619) 699-6850

E-mail: ees2@elsevier.com

All submitted manuscripts must include a list of five suggested reviewers. Please include the names and contact information
(including email addresses) for 5 reviewer suggestions. Typically three of these should be from countries other than those of the
authors. Please note that this is a mandatory element of your submission and the Editorial Office cannot locate reviewers on your
behalf. If you are unable to suggest potential experts in the field, please refer to your references for possible reviewers.

Each manuscript should be accompanied by a letter outlining the basic findings of the paper and their significance.

PREPARATION

Submission to this journal proceeds totally online and you will be guided stepwise through the creation and uploading of your
files. The system automatically converts your files to a single PDF file, which is used in the peer-review process.

As part of the Your Paper Your Way service, you may choose to submit your manuscript as a single file to be used in the refereeing
process. This can be a PDF file or a Word document, in any format or lay- out that can be used by referees to evaluate your
manuscript. It should contain high enough quality figures for refereeing. If you prefer to do so, you may still provide all or
some of the source files at the initial submission. Please note that individual figure files larger than 10 MB must be uploaded
separately.

There are no strict requirements on reference formatting at submission. References can be inany style or format as long as the style
is consistent. Where applicable, author(s) name(s), journal title/book title, chapter title/article title, year of publication, volume
number/book chapter and the pagination must be present. Use of DOI is highly encouraged. The reference style used by the
journal will be applied to the accepted article by Elsevier at the proof stage. Note that missing data will be highlighted at proof
stage for the author to correct.

There are no strict formatting requirements but all manuscripts must contain the essential elements needed to convey your
manuscript, for example Abstract, Keywords, Introduction, Materials and Methods, Results, Conclusions, Artwork and Tables
with Captions.

If your article includes any Videos and/or other Supplementary material, this should be included in your initial submission for
peer review purposes.

Divide the article into clearly defined sections.
Please ensure your paper has consecutive line numbering - this is an essential peer review requirement.

Figures and tables embedded in text

Please ensure the figures and the tables included in the single file are placed next to the relevant text in the manuscript, rather
than at the bottom or the top of the file.

Use double spacing. All pages must be numbered, beginning with the abstract. All lines must be numbered, preferably
continuously throughout the entire manuscript.

Use of word processing software

Regardless of the file format of the original submission, at revision you must provide us with an editable file of the entire
article. Keep the layout of the text as simple as possible. Most formatting codes will be removed and replaced on processing the
article. The electronic text should be prepared in a way very similar to that of conventional manuscripts (see also the Guide to
Publishing with Elsevier: http://www.elsevier.com/guidepublication). See also the section on Electronic artwork.

To avoid unnecessary errors you are strongly advised to use the 'spell-check' and 'grammar-check’ functions of your word
processor.
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Subdivision - numbered sections

Divide your article into clearly defined and numbered sections. Subsections should be numbered

1.1 (then 1.1.1, 1.1.2, ...), 1.2, etc. (the abstract is not included in section numbering). Use this numbering also for internal
cross-referencing: do not just refer to 'the text'. Any subsection may be given a brief heading. Each heading should appear on
its own separate line.

Introduction

State the objectives of the work and provide an adequate background, avoiding a detailed literature survey or a summary of the
results.

Material and methods

Materials and methods should be sufficiently detailed to enable the experiments to be reproduced. It is mandatory to give
formal assurance that any study involving humans or experimental animals were conducted in accordance with national and
institutional guidelines for the protection of human subjects and animal welfare. No manuscript will be considered unless this
information is supplied.

Theory/calculation

A Theory section should extend, not repeat, the background to the article already dealt with in the Introduction and lay the
foundation for further work. In contrast, a Calculation section represents a practical development from a theoretical basis.

Results should be clear and concise. Discussion should explore the significance of the results of the work, not repeat them. A
combined Results and Discussion section is often appropriate. Avoid extensive citations and discussion of published literature.

Conclusions

The main conclusions of the study may be presented in a short Conclusions section, which may stand alone or form a subsection
of a Discussion or Results and Discussion section.

Appendices

If there is more than one appendix, they should be identified as A, B, etc. Formulae and equations in appendices should be given
separate numbering: Eqg. (A.1), Eqg. (A.2), etc.; in a subsequent appendix, Eqg. (B.1) and so on. Similarly for tables and figures:
Table A.1; Fig. A.1, etc.

e Title. Concise and informative. Titles are often used in information-retrieval systems. Avoid abbreviations and formulae
where possible.

e Author names and affiliations. Please clearly indicate the given name(s) and family name(s) of each author and check
that all names are accurately spelled. Present the authors' affiliation addresses (where the actual work was done) below the
names. Indicate all affiliations with a lower- case superscript letter immediately after the author's name and in front of the
appropriate address. Provide the full postal address of each affiliation, including the country name and, if available, the e-mail
address of each author.

¢ Corresponding author. Clearly indicate who will handle correspondence at all stages of refereeing and publication, also post-
publication. Ensure that the e-mail address is given and that contact details are kept up to date by the corresponding
author.

e Present/permanent address. If an author has moved since the work described in the article was done, or was visiting at the
time, a 'Present address' (or 'Permanent address’) may be indicated as a footnote to that author's name. The address at which
the author actually did the work must be retained as the main, affiliation address. Superscript Arabic numerals are used for
suchfootnotes.

A concise and factual abstract is required. The abstract should state briefly the purpose of the research, the principal results and
major conclusions. An abstract is often presented separately from the article, so it must be able to stand alone. For this reason,
References should be avoided, but if essential, then cite the author(s) and year(s). Also, non-standard or uncommon
abbreviations should be avoided, but if essential they must be defined at their first mention in the abstractitself.



52

Although a graphical abstract is optional, its use is encouraged as it draws more attention to the online article. The graphical
abstract should summarize the contents of the article in a concise, pictorial form designed to capture the attention of a wide
readership. Graphical abstracts should be submitted as a
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separate file in the online submission system. Image size: Please provide an image with a minimum of 531 x 1328 pixels (h x
w) or proportionally more. The image should be readable at a size of 5 x 13 cm using a regular screen resolution of 96 dpi.
Preferred file types: TIFF, EPS, PDF or MS Office files. See http://www.elsevier.com/graphicalabstracts for examples.

Authors can make use of Elsevier's Illustration and Enhancement service to ensure the best presentation of their images and in
accordance with all technical requirements: Illustration Service.

Highlights are mandatory for this journal. They consist of a short collection of bullet points that convey the core findings of the
article and should be submitted in a separate editable file in the online submission system. Please use 'Highlights' in the file
name and include 3 to 5 bullet points (maximum 85 characters, including spaces, per bullet point). See
http://www.elsevier.com/highlights for examples.

Immediately after the abstract, provide a maximum of 6 keywords, using American spelling and avoiding general and plural
terms and multiple concepts (avoid, for example, 'and’, 'of). Be sparing with abbreviations: only abbreviations firmly
established in the field may be eligible. These keywords will be used for indexing purposes.

Define abbreviations that are not standard in this field in a footnote to be placed on the first page of the article. Such
abbreviations that are unavoidable in the abstract must be defined at their first mention there, as well as in the footnote. Ensure
consistency of abbreviations throughout the article.

Collate acknowledgements in a separate section at the end of the article before the references and do not, therefore, include them
on the title page, as a footnote to the title or otherwise. List here those individuals who provided help during the research (e.g.,
providing language help, writing assistance or proof reading the article, etc.).

Follow internationally accepted rules and conventions: use the international system of units (SI). If other units are mentioned,
please give their equivalent in Sl. Specially please note, the values reported on research papers should be limited to 3 significant
figures, unless required otherwise. ppm or ppb are not accepted and this should be presented as mg/kg or g/kg. Centrifugation
speed should be presented in x g, not rpm.

Please submit math equations as editable text and not as images. Present simple formulae in line with normal text where
possible and use the solidus (/) instead of a horizontal line for small fractional terms, e.g., X/Y. In principle, variables are to be
presented in italics. Powers of e are often more conveniently denoted by exp. Number consecutively any equations that have to
be displayed separately from the text (if referred to explicitly in the text).

Footnotes should be used sparingly. Number them consecutively throughout the article. Many word processors build footnotes
into the text, and this feature may be used. Should this not be the case, indicate the position of footnotes in the text and present
the footnotes themselves separately at the end of the article.

Electronic
artwork General
points

Make sure you use uniform lettering and sizing of your original artwork.

Preferred fonts: Arial (or Helvetica), Times New Roman (or Times), Symbol, Courier.

Number the illustrations according to their sequence in the text.

Use a logical naming convention for your artwork files.

Indicate per figure if it is a single, 1.5 or 2-column fitting image.

For Word submissions only, you may still provide figures and their captions, and tables within a single file at the revision
stage.

¢ Please note that individual figure files larger than 10 MB must be provided in separate source files. A detailed guide on
electronic artwork is available on our website: http://www.elsevier.com/artworkinstructions.
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You are urged to visit this site; some excerpts from the detailed information are given here.
Formats

Regardless of the application used, when your electronic artwork is finalized, please 'save as' or convert the images to one of the
following formats (note the resolution requirements for line drawings, halftones, and line/halftone combinations given below):

EPS (or PDF): Vector drawings. Embed the font or save the text as 'graphics'.

TIFF (or JPG): Color or grayscale photographs (halftones): always use a minimum of 300 dpi. TIFF (or JPG): Bitmapped
line drawings: use a minimum of 1000 dpi.

TIFF (or JPG): Combinations bitmapped line/half-tone (color or grayscale): a minimum of 500 dpi is required.

Please do not:

¢ Supply files that are optimized for screen use (e.g., GIF, BMP, PICT, WPG); the resolution is too low.
e Supply files that are too low in resolution.

e Submit graphics that are disproportionately large for the content.

Color artwork

Please make sure that artwork files are in an acceptable format (TIFF (or JPEG), EPS (or PDF), or MS Office files) and with
the correct resolution. If, together with your accepted article, you submit usable color figures then Elsevier will ensure, at no
additional charge, that these figures will appear in color online (e.g., ScienceDirect and other sites) regardless of whether or not
these illustrations are reproduced in color in the printed version. For color reproduction in print, you will receive
information regarding the costs from Elsevier after receipt of your accepted article. Please indicate your preference for
color: in print or online only. For further information on the preparation of electronic artwork, please see
http://www.elsevier.com/artworkinstructions.

Please note: Because of technical complications that can arise by converting color figures to 'gray scale' (for the printed version
should you not opt for color in print) please submit in addition usable black and white versions of all the color illustrations.

Figure captions

Ensure that each illustration has a caption. A caption should comprise a brief title (not on the figure itself) and a description of
the illustration. Keep text in the illustrations themselves to a minimum but explain all symbols and abbreviations used.

Text graphics

Text graphics may be embedded in the text at the appropriate position. See further under Electronic artwork.

Please submit tables as editable text and not as images. Tables can be placed either next to the relevant text in the article, or on
separate page(s) at the end. Number tables consecutively in accordance with their appearance in the text and place any table
notes below the table body. Be sparing in the use of tables and ensure that the data presented in them do not duplicate results
described elsewhere in the article. Please avoid using vertical rules.

Please ensure that every reference cited in the text is also present in the reference list (and vice versa). Any references cited in
the abstract must be given in full. Unpublished results and personal communications are not recommended in the reference list,
but may be mentioned in the text. If these references are included in the reference list they should follow the standard reference
style of the journal and should include a substitution of the publication date with either 'Unpublished results' or 'Personal
communication'. Citation of areference as 'in press' implies that the item has been accepted for publication.

All citations in the text should refer to:

Single author: the author's name (without initials, unless there is ambiguity) and the year of publication; Two authors: both
authors' names and the year of publication; Three or more authors: first author's name followed by ‘et al." and the year of
publication. Citations may be made directly (or parenthetically). Groups of references should be listed first alphabetically, then
chronologically.

Examples: 'as demonstrated (Allan, 2000a, 2000b, 1999; Allan and Jones, 1999). Kramer et al. (2010) have recently shown ....'
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Reference links

Increased discoverability of research and high quality peer review are ensured by online links to the sources cited. In order to
allow us to create links to abstracting and indexing services, such as Scopus, CrossRef and PubMed, please ensure that data
provided in the references are correct. Please note that incorrect surnames, journal/book titles, publication year and pagination
may prevent link creation. When copying references, please be careful as they may already contain errors. Use of the DOI is
encouraged.

Web references

As a minimum, the full URL should be given and the date when the reference was last accessed. Any further information, if
known (DOI, author names, dates, reference to a source publication, etc.), should also be given. Web references can be listed
separately (e.g., after the reference list) under a different heading if desired, or can be included in the reference list.

References in a special issue

Please ensure that the words 'this issue' are added to any references in the list (and any citations in the text) to other articles in
the same Special Issue.

Reference management software

Most Elsevier journals have a standard template available in key reference management packages. This covers
packages using the Citation Style Language, such as Mendeley (http://www.mendeley.com/features/reference-
manager) and also others like EndNote (http://www.endnote.com/support/enstyles.asp) and Reference Manager
(http://refman.com/support/rmstyles.asp). Using plug-ins to word processing packages which are available from the above
sites, authors only need to select the appropriate journal template when preparing their article and the list of references and
citations to these will be formatted according to the journal style as described in this Guide. The process of including
templates in these packages is constantly ongoing. If the journal you are looking for does not have a template available yet,
please see the list of sample references and citations provided in this Guide to help you format these according to the journal
style.

If you manage your research with Mendeley Desktop, you can easily install the reference style for this journal by clicking the
link below:

http://open.mendeley.com/use-citation-style/ecotoxicology-and-environmental-safety

When preparing your manuscript, you will then be able to select this style using the Mendeley plug- ins for Microsoft Word or
LibreOffice. For more information about the Citation Style Language, visit http://citationstyles.org.

Reference formatting

There are no strict requirements on reference formatting at submission. References can be inany style or format as long as the style
is consistent. Where applicable, author(s) name(s), journal title/book title, chapter title/article title, year of publication, volume
number/book chapter and the pagination must be present. Use of DOI is highly encouraged. The reference style used by the
journal will be applied to the accepted article by Elsevier at the proof stage. Note that missing data will be highlighted at proof
stage for the author to correct. If you do wish to format the references yourself they should be arranged according to the
following examples:

References should be arranged first alphabetically and then further sorted chronologically if necessary. More than one reference
from the same author(s) in the same year must be identified by the letters 'a’, 'b', 'c', etc., placed after the year of publication.

Examples:

Reference to a journal publication:
Van der Geer, J., Hanraads, J.A.J., Lupton, R.A., 2010. The art of writing a scientific article. J. Sci. Commun. 163, 51-59.
Reference to a book:

Strunk Jr., W., White, E.B., 2000. The Elements of Style, fourth ed. Longman, New York. Reference to a chapter in an edited
book:

Mettam, G.R., Adams, L.B., 2009. How to prepare an electronic version of your article, in: Jones, B.S., Smith , R.Z. (Eds.),
Introduction to the Electronic Age. E-Publishing Inc., New York, pp. 281-304.
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Journal abbreviations source

Journal names should be abbreviated according to the List of Title Word Abbreviations: http://www.issn.org/services/online-
services/access-to-the-ltwa/.
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Elsevier accepts video material and animation sequences to support and enhance your scientific research. Authors who have
video or animation files that they wish to submit with their article are strongly encouraged to include links to these within the
body of the article. This can be done in the same way as a figure or table by referring to the video or animation content and
noting in the body text where it should be placed. All submitted files should be properly labeled so that they directly relate to
the video file's content. In order to ensure that your video or animation material is directly usable, please provide the files in
one of our recommended file formats with a preferred maximum size of 150 MB. Video and animation files supplied will be
published online in the electronic version of your article in Elsevier Web products, including ScienceDirect:
http://www.sciencedirect.com. Please supply 'stills' with your files: you can choose any frame from the video or animation or
make a separate image. These will be used instead of standard icons and will personalize the link to your video data. For
more detailed instructions please visit our video instruction pages at http://www.elsevier.com/artworkinstructions. Note: since
video and animation cannot be embedded in the print version of the journal, please provide text for both the electronic and the
print version for the portions of the article that refer to this content.

The journal encourages authors to create an AudioSlides presentation with their published article. AudioSlides are brief,
webinar-style presentations that are shown next to the online article on ScienceDirect. This gives authors the opportunity to
summarize their research in their own words and to help readers understand what the paper is about. More information and
examples are available at http://www.elsevier.com/audioslides. Authors of this journal will automatically receive an invitation
e-mail to create an AudioSlides presentation after acceptance of their paper.

Elsevier accepts electronic supplementary material to support and enhance your scientific research. Supplementary files offer
the author additional possibilities to publish supporting applications, high- resolution images, background datasets, sound clips
and more. Supplementary files supplied will be published online alongside the electronic version of your article in Elsevier
Web products, including ScienceDirect: http://www.sciencedirect.com. In order to ensure that your submitted material is
directly usable, please provide the data in one of our recommended file formats. Authors should submit the material in
electronic format together with the article and supply a concise and descriptive caption for each file. For more detailed
instructions please visit our artwork instruction pages at http://www.elsevier.com/artworkinstructions.

Elsevier encourages authors to connect articles with external databases, giving readers access to relevant databases that help to
build a better understanding of the described research. Please refer to relevant database identifiers using the following format in
your article:  Database: xxxx (e.g., TAIR: AT1G01020; CCDC: 734053; PDB: 1XFN). See
http://www.elsevier.com/databaselinking for more information and a full list of supported databases.

This journal enables you to show an Interactive Plot with your article by simply submitting a data file. For instructions please go
to http://www.elsevier.com/interactiveplots.

The following list will be useful during the final checking of an article prior to sending it to the journal for review. Please
consult this Guide for Authors for further details of anyitem.

Ensure that the following items are present:
One author has been designated as the corresponding author with contact details:

e E-mail address
¢ Full postal address
All necessary files have been uploaded, and contain:

e Keywords

e All figure captions

e All tables (including title, description, footnotes) Further

considerations

e Manuscript has been 'spell-checked' and ‘grammar-checked'

¢ All references mentioned in the Reference list are cited in the text, and vice versa
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e Permission has been obtained for use of copyrighted material from other sources (including the Internet)
Printed version of figures (if applicable) in color or black-and-white

¢ Indicate clearly whether or not color or black-and-white in print is required.
e For reproduction in black-and-white, please supply black-and-white versions of the figures for printing purposes.
For any further information please visit our customer support site at http://support.elsevier.com.

AFTER ACCEPTANCE

The Digital Object Identifier (DOI) may be used to cite and link to electronic documents. The DOI consists of a unique alpha-
numeric character string which is assigned to a document by the publisher upon the initial electronic publication. The assigned
DOI never changes. Therefore, it is an ideal medium for citing a document, particularly 'Articles in press' because they have not
yet received their full bibliographic information. Example of a correctly given DOI (in URL format; here an article in the
journal Physics Letters B):

http://dx.doi.org/10.1016/j.physletb.2010.09.059

When you use a DOI to create links to documents on the web, the DOIs are guaranteed never to change.

Corresponding authors will receive an e-mail with a link to our online proofing system, allowing annotation and correction of
proofs online. The environment is similar to MS Word: in addition to editing text, you can also comment on figures/tables and
answer questions from the Copy Editor. Web-based proofing provides a faster and less error-prone process by allowing you to
directly type your corrections, eliminating the potential introduction of errors.

If preferred, you can still choose to annotate and upload your edits on the PDF version. All instructions for proofing will be given
in the e-mail we send to authors, including alternative methods to the online version and PDF.

We will do everything possible to get your article published quickly and accurately. Please use this proof only for checking the
typesetting, editing, completeness and correctness of the text, tables and figures. Significant changes to the article as accepted
for publication will only be considered at this stage with permission from the Editor. It is important to ensure that all
corrections are sent back to us in one communication. Please check carefully before replying, as inclusion of any subsequent
corrections cannot be guaranteed. Proofreading is solely yourresponsibility.

The corresponding author, at no cost, will be provided with a personalized link providing 50 days free access to the final
published version of the article on ScienceDirect. This link can also be used for sharing via email and social networks. For
an extra charge, paper offprints can be ordered via the offprint order form which is sent once the article is accepted for
publication. Both corresponding and co-authors may order offprints at any time via Elsevier's WebShop
(http://webshop.elsevier.com/myarticleservices/offprints). Authors requiring printed copies of multiple articles may use Elsevier
WebShop's 'Create  Your Own Book' service to collate multiple articles within a single cover
(http://webshop.elsevier.com/myarticleservices/booklets).

AUTHOR INQUIRIES
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