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RESUMO

O objetivo do presente trabalho foi avaliar a mutagenicidade, genotoxicidade e
citotoxicidade da dgua do Cérrego Arara no municipio de Rio Brilhante, MS, Brasil, por meio
de testes toxicoldgicos utilizando biomarcadores. Para avaliar mutagenicidade utilizou o teste
de microndcleo, genotoxicidade realizou o ensaio cometa, ambos em Astyanax sp., e para
analisar a citotoxicidade utilizou o teste de Allium cepa. As coletas foram realizadas nos
meses de Abril e Junho de 2013. Os dados dos testes de micronucleo e Allium cepa, foram
submetidos a anélise de variancia e teste Tukey, e do ensaio cometa ao teste qui-quadrado
(p>0,05). Os resultados indicaram aumento significativo na frequéncia de micronucleos na
coleta realizada em Junho, quando comparada a de Abril. No teste de Allium cepa, o efeito
citotoxico apresentou-se significativamente maior na coleta de Abril, porém a genotoxicidade
das aguas ndo apresentou diferenca estatistica entre 0s meses de coleta. O maior nimero de
danos no ensaio cometa ocorreu nos pontos 1 e 4, nas coletas de Abril e Junho
respectivamente. Nos resultados da analise quimica, observou-se niveis de cadmio, cromo,
cobre, chumbo e niquel, com valores superiores ao permitido pela legislacdo. Devido a
presenca de agentes poluidores, as amostras analisadas do Corrego Arara apresentaram
possivel potencial mutagénico, genotoxico e citotdxico aos organismos, sendo estes poluentes
derivados ou ndo de acdes antrdpicas. Assim, acredita-se que este trabalho servira como
ferramenta adicional ao controle da qualidade da agua do Corrego Arara, considerando sua
utilizacdo e importancia para 0 municipio.

Palavras-chave: anormalidade cromossdmica, ambiente aquatico, contaminacao.

Use of biomarkers for monitoring of waters from the Arara Stream in
the city of Rio Brilhante, MS, Brazil

ABSTRACT

The aim of this paper is to avaluate the mutagenicity, genotoxicity and cytotoxicity of
water from the Arara Stream in the city of Rio Brilhante, MS, Brazil, it was realized through
toxicological tests using biomarkers. In order to evaluate the mutagenicity it was utilized the
micronuclei test, the genotoxicity utilized the comet assay, both in Astyanax sp., and to
analize the cytotoxicity it was the Allium cepa test. The collections were placed on April and
June months in 2013. The data of the micronuclei tests and Allium cepa, were submitted to
analyze of variance and Tukey test, and of the assay comet to chi-square test (p>0,05). The
results indicated a meaningful increasing at the frequency of micronucleus th collection
realized on June, if is compared to April’s collection. At the Allium cepa test, the citotocity
effect showed meaningfully larger at the April’s collection, however the genotocity of water
didn’t showed statistic differences among the months of the collection. The greatest number
of damage at the comet assay occurred at points 1 and 4, on April’s and June’s collection



respectively. At the chemical analyze results, it was observed the levels of cadmium,
chromium, copper and nickel, spear with higher values will legislation. Due to the presence of
pollutants, the samples analyzed of the Arara Stream show possible potential mutagenic,
genotoxic and cytotoxic to bodies, these pollutants are derived or not from human action.
Thus, is credited with this work is going to serve as additional tool to the quality control of
water from the Arara Stream, considering its utilization and importance to the city.

Keywords: chromosomal abnormality, aquatic environment, contamination.
1. INTRODUCAO

Os recursos hidricos sdo utilizados em todo o mundo com diversos intuitos, entre eles
abastecimento de &gua, geracdo de energia elétrica, irrigacdo, navegacao, aquicultura,
recreacdo e lazer (Sperling, 1993; Bassoi e Guazelli, 2004). Porém, se utilizados
inapropriadamente podem acarretar prejuizos (Moraes e Jorddo, 2002), como a perda da
biodiversidade, além de colocar em risco a satide humana. A contaminacdo dos ecossistemas
aquaticos é problema crescente proveniente de agdes antrdpicas, em consequéncia de
atividades inadequadas por liberacdo de efluentes domésticos, industriais ou agricolas sem
tratamento adequado, uso indiscriminado de substancias quimicas, lixo urbano e descarte
indevido de materiais e residuos (White e Rasmussen, 1998; Philippi Jr e Martins, 2005).

Algumas das substancias quimicas liberadas no ambiente aquatico, como compostos
organicos e metais pesados, sdo capazes de inibir a atividade celular ou alterar o material
genético podendo comprometer a fisiologia e sobrevivéncia de organismos aquaticos,
transmitindo esta contaminagé@o aos niveis troficos superiores, (Handy, 1994; Lemos e Terra,
2003), incluindo o ser humano (Von Burg e Liu, 1993). Diante do exposto, faz-se necessaria a
utilizacdo de testes citogenéticos, que por sua vez, empregam biomarcadores (Rabello-Gay et
al., 1991). Para Livingstone (1993) estes séo os fluidos corporeos, as células, os tecidos e as
respostas fisiologicas, comportamentais ou energéticas dos organismos expostos que indicam
a presenca de contaminantes.

Os elementos quimicos no meio aquatico podem ser neurotéxicos como o chumbo e
manganés (Landrigan e Todd, 1994; Neal e Guilarte, 2013), ser bioacumulativos como o
cadmio, zinco e niquel (Calamari et al., 1982; Glynn, 1991; CETESB, 2009), ser cancerigenos
como o cromo (Gochfeld, 1991), causarem distarbios fisiologicos e bioquimicos como o
cobre (Baldwin et al., 2003), bem como gerar impactos ao ecossistema aquatico (Hudson,
1998).

Desta forma, o uso de peixes, como bioindicadores de contaminacdo aquética, &
explicado pela resposta destes aos toxicos de maneira similar aos grandes vertebrados (Scalon
et al.,, 2010). Os peixes sdo capazes de sofrer bioacumulacdo, assim como os mamiferos,
respondendo a agentes mutagénicos mesmo em baixas concentracoes (Sasaki et al., 1997).

Segundo Sanchez-Galan et al. (1998), uma espécie de peixe considerada ideal, para
estudos de genotoxicidade e mutagenicidade, necessita ser: distribuida em varios
ecossistemas; sensivel para detectar poluentes em baixas concentracGes; e de facil manuseio
no laboratorio, sendo assim, o Astyanax sp. (lambari) tem sido o biomarcador mais utilizado,
pois é comum, pequeno, detritivoro, possui consideravel importancia econémica e sensivel
para detectar poluentes em baixas concentracdes (Matsumoto e Colus, 2000). Este pode ser
utilizado para identificar a acdo de agentes genotdxicos através de danos cromossdmicos,
como 0s microndcleos.

Micronucleos séo constituidos de fragmentos cromossdmicos ou cromossomos inteiros,
envolvidos por uma membrana nuclear, que sdo perdidos no citoplasma por ndo terem sido
ligados ao fuso na divisdo celular, resultando em um pequeno nicleo separado do ndcleo
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principal (Fenech, 2000; Ribeiro, 2003). Esses fragmentos cromossdmicos podem se prender
ao fuso por ndo terem polimeros formadores de tubulina, que é responsavel pela formagéo
desses fusos, por isso, sdo excluidos do nucleo principal das células filhas (Fenech, 2000).

O teste de micronicleo em peixe desenvolvido inicialmente por Schmid (1975) é
amplamente utilizado, pois € uma técnica vantajosa, simples, sensivel e de baixo custo para
deteccdo de danos mutagénicos causados em organismos aquaticos (Al-Sabti e Metcalfe,
1995; Russo et al., 2004).

A avaliacdo de danos no material genético de peixes pode-se dar também pelo ensaio
cometa, ou eletroforese em gel de célula Unica. Este ensaio apresenta diversas vantagens e
caracteristicas quando comparado a outros testes genotoxicos (Liao et al., 2009), pois exige
um numero menor de células para a analise, é sensivel a deteccdo de danos no material
genético mesmo em baixa quantidade, possui custo relativamente baixo, necessita de curto
periodo de tempo para sua realizacdo (Tice et al., 2000).

O ensaio cometa é utilizado para monitorar a qualidade da &gua, avaliando agentes
genotdxicos de efluentes industriais, domésticos e agricolas, indugdo de danos e reparo no
DNA (White e Rasmussen, 1998; Matsumoto et al., 2003), porém ndo € utilizado para
identificar mutagdes, mas sim danos gendémicos que podem resultar em mutacGes. Estes danos
observados com o ensaio cometa, diferente das mutagdes, podem ser reparados (Gontijo e
Tice, 2003).

Outro teste utilizado para avaliar a qualidade da agua é o teste de Allium cepa, uma vez
que ensaios utilizando vegetais podem ser considerados mais simples quando comparado aos
testes utilizando modelo animal (Radi¢ et al., 2010). O teste de Allium cepa possui curta
duracdo, baixo custo (Fiskesjo, 1985), e permite avaliar agentes citotoxicos no ambiente
aquatico (Grant, 1982, 1999), pois possui cromossomos grandes e em pequena quantidade,
deixando visivel assim os danos cromossémicos e os disturbios do ciclo mitético (Fiskesjo,
1985; Leme e Marin-Morales, 2009).

O municipio de Rio Brilhante, localizado no Estado do Mato Grosso do Sul, Brasil,
caracteriza-se por representar regido agropecudria, sucroalcooleira, por estar situado entre
dois rios, Vacaria e Brilhante, e possui diversos cursos d’agua, sendo o seu principal, 0
Corrego Arara. As aguas deste sdo utilizadas, principalmente, para irrigacdo de lavouras e
dessedentacdo de animais, assim como, recebe efluentes da estacdo de tratamento de esgoto
da cidade e ha destruicdo da sua mata ciliar original ao longo do percurso (IMAP/MS, 2006;
IBGE, 2013).

Assim, espera-se que essa pesquisa ressalte a importancia de adocdo de planos de
medidas de conservacdo dos mananciais de agua que recebem efluentes decorrentes das
diversas atividades humanas. A avaliacdo da qualidade da 4gua do Cdrrego Arara é necessaria
em decorréncia da sua importancia para 0 municipio, onde até o momento nao ha registros de
pesquisas realizadas para este fim. Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar a
mutagenicidade, genotoxicidade e citotoxicidade dos elementos presentes na agua em
diferentes pontos do Cérrego Arara no municipio de Rio Brilhante, MS, Brasil, por meio do
teste de micronucleo e ensaio cometa em Astyanax sp., teste de Allium cepa e analise quimica
da &gua.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Local de coleta

Amostras de dgua do Corrego Arara, situado na Bacia do Rio Parana e pertencente ao
municipio de Rio Brilhante, MS, Brasil, foram coletadas nos meses de Abril e Junho de 2013,
em trés pontos distintos (1, 2 e 3), conforme ilustrado na Figura 1 e Figura 2. O pontol
(21°47'40.60"S 54°31'58.37"0) caracteriza-se por possuir resquicios de poluigdo decorrente
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da acdo humana, o ponto 2 (21°4820.77"S 54°31'38.12"0) localiza-se 100 metros apds o
efluente da unidade de Estacdo de Tratamento de Esgoto (ETE) do municipio, estando
proximo a propriedades agricolas, e o ponto 3 (21°48'45.32"S 54°31'44.60"0) caracteriza-se
pela auséncia de mata ciliar ao redor de suas margens e lavouras em suas proximidades.
Houve ainda a coleta de 4gua no Tanque de Irrigacdo da Universidade Federal da Grande
Dourados (UFGD), caracterizado como ponto 4, sendo utilizado apenas para fins
comparativos. Cerca de 20 litros de &gua foram coletados em cada ponto de coleta em
profundidade de aproximadamente 10 cm da superficie do espelho d’agua. As amostras
coletadas foram armazenadas em galdes de polietileno e encaminhadas para o Laboratorio de
Mutagénese da Faculdade de Ciéncias Biologicas e Ambientais (FCBA) da UFGD.

S5 00UW ST00W 5 00W

Brazil =
% VR
’ ~ ‘ Lo R

a /e~
Lo~ & N (k\(\-)
b N
¢

Municipality of Rio Brilhante ) »,

21°200°s
]
|
21°200°8

21°400'S
21°400'S

“ Brilhante River

22°00'S
2200'S

Figura 1. Mapa dos locais de coleta no Corrego Arara, municipio de Rio Brilhante, MS, Brasil. 1
(Ponto 1), 2 (Ponto 2), 3 (Ponto 3).
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Figura 2. Cérrego Arara, municipio de Rio Brilhante, MS, Brasil. A) Ponto 1; B) Ponto 2; C) Ponto 3.

2.2. Testes de mutagenicidade e genotoxicidade em animal
2.2.1. Teste de micronucleo utilizando Astyanax sp.

As amostras de agua coletadas foram acondicionadas em quatro aquarios, sendo trés deles
para as amostras provenientes do Corrego Arara (ponto 1, 2 e 3) e outro para a amostra de
agua do Tanque de irrigacdo da UFGD (ponto 4). O preparo consistiu em colocar a agua
previamente coletada dos pontos e armazenar em aquarios de vidro (40 x 30 x 20 mm)
durante um periodo de 24-h, devidamente aerados, no Laborat6rio de Mutagénese da FCBA.

Apds este periodo, dez espécimes de Astyanax sp., cedidos por uma piscicultura do
municipio de Dourados, MS, foram adicionados em cada aquario, onde ficaram expostos pelo
periodo de 72-h, com aeracdo e em temperatura ambiente.

Apdbs o periodo do bioensaio, cinco espécimes de Astyanax sp. de cada aquario foram
utilizados para o teste. Para isso, eles foram anestesiados em benzocaina 1%, e em seguida
colheu-se o sangue periférico e procedeu-se com a extensdo sanguinea em laminas de
microscopia. De cada peixe montou-se uma lamina, que apos secas foram fixadas em etanol
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96% durante 30 minutos e coradas com Pandtico Rapido. Ao microscopio 6ptico (Bioval),
foram analisadas 2000 células de cada peixe, no aumento total de 400X, para verificacdo da
presenca ou auséncia de microndcleos.

2.2.2. Ensaio cometa utilizando Astyanax sp.

Para avaliagdo da genotoxicidade realizou o ensaio cometa, técnica descrita por Ventura
(2004), com algumas modificacBes. Foram utilizados os cinco espécimes restantes de
Astyanax sp. provenientes de cada aquério contendo as amostras dos quatro pontos analisados.
A fim de se confeccionar duas laminas por peixe, cerca de 6,0 ul de sangue da branquia foram
colhidos de cada animal e eluidos em 2,0 mL de PBS 1x. Dessa suspensdo celular, 20,0 ul
foram retirados e adicionados em 120,0 ul de agarose Low Melting de baixo ponto de fusédo
(0,5%), a 37°C, pingando este volume sobre a lamina de microscopia, previamente
gelatinizada com agarose comum e identificada, cobrindo-as com laminulas e
acondicionando-as sob refrigeracdo durante 15 minutos. Passado o tempo, elas foram
transferidas para solucdo de lise final sendo mantidas na geladeira por 1 hora. Apés a lise, as
laminas foram transferidas para a cuba de eletroforese contendo uma solucdo tampao por 20
minutos para desnaturagdo do DNA, sendo posteriormente submetidas a uma corrida de
eletroforese a 25 V, 300 mA, por 20 minutos. As laminas foram neutralizadas com Tris 0,4 M
por 15 minutos, fixadas em etanol P.A. por 10 minutos e coradas com brometo de etideo (0,02
mg mL™), onde para cada lamina analisou-se 100 nucledides, que foram classificados
visualmente em microscopio de fluorescéncia Nikon, em aumento total de 200X.

2.3. Teste de citotoxicidade e genotoxicidade em vegetais
2.3.1. Teste de Allium cepa

A citotoxicidade da &gua foi avaliada por meio do indice mit6tico e a genotoxicidade
através das anormalidades cromossomicas, em raizes de Allium cepa, variedade Baia
Periforme. As sementes foram submetidas a germinacdo em placas de Petri com papel-filtro,
contendo as amostras de agua de cada ponto a ser analisado, sendo uma placa para cada ponto
de estudo. Apos 72-h de germinacdo, as sementes foram fixadas em Carnoy 3:1 (etanol/acido
acetico glacial) durante 6-h a temperatura ambiente e em seguida, transferidas para uma nova
solucdo de Carnoy 3:1, mantendo-se as mesmas na geladeira até sua utilizacdo. As raizes
foram submetidas a hidrélise com &cido cloridrico (HCI) 1N a 60 °C durante 10 minutos,
lavadas com agua destilada e coradas em Reativo de Schiff durante um periodo de 2-h, no
escuro. Confeccionou-se 5 laminas por ponto de cada coleta realizada, e a montagem das
mesmas se fez por meio de esmagamento do meristema. Um total de 1000 células por lamina
foram contadas, sendo estas analisadas em microscopio optico (Nikon Eclipse E200), no
aumento total de 400X.

2.4. Analise quimica da agua

A analise quimica da agua foi realizada no Laboratério de Espectrometria e
Cromatografia Aplicada (LECA) da Faculdade de Ciéncias Exatas e Tecnologia (FACET) da
UFGD. Para isso, coletou-se, em frasco ambar, 1000 mL de agua de cada ponto de coleta,
acrescentando-se aproximadamente 11 gotas de &acido nitrico (para deixar o pH da agua
inferior a 2,0). Posteriormente, as amostras de agua foram filtradas e armazenadas sobre
refrigeracdo até o seu processamento. As andlises foram realizadas por meio do método de
Espectrometria de Absorcdo Atdmica com Chama (FAAS — “Flame Atomic Absorption
Spectrometry”), que é uma técnica rapida e extremamente sensivel (Moffett, 2010). Os
elementos quimicos analisados foram: cadmio, célcio, chumbo, cobalto, cobre, cromo, ferro,
magnésio, manganés, niquel e zinco.
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2.5. Andlise estatistica

Os dados dos testes de micronucleo e Allium cepa, foram submetidos a uma andlise de
variancia (ANOVA) aplicando-se o Teste F para verificar se as variacoes observadas foram
estatisticamente significativas, e posteriormente as médias foram comparadas por meio do
Teste Tukey (p<0,05), sendo realizadas com auxilio do pacote computacional SAS® (SAS 9.1,
SAS Institute, Cary, NC, USA). Os dados do ensaio cometa foram submetidos ao teste qui-
quadrado (x?) por meio do Programa BioEstat 4.0 (Ayres et al., 2005), a fim de se comparar o
total de ndcleos alterados de peixes expostos aos pontos de coleta.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados do teste de micronicleo (MCN) em Astyanax sp. nos dois periodos de
coleta (Abril e Junho de 2013) estdo apresentados na Tabela 1. N&o foi verificada interacao
significativa entre as coletas, no entanto a coleta realizada em Junho, independente do local,
apresentou aumento significativo na frequéncia de microntcleos quando comparada a coleta
realizada em Abril (Tabela 2). Na coleta do més de Abril, ndo houve diferenca estatistica na
frequéncia de micronicleos entre os pontos, jA na coleta do més de Junho o ponto 2
apresentou significativamente maior nimero de micronlcleos que o ponto 1, sendo este
estatisticamente igual ao ponto 3, que nédo diferiu do ponto 4.

Percebe-se que, o ponto 2 foi 0 mais genotoxico no més de Junho, possivelmente devido
a presenca do efluente da Estacdo de Tratamento de Esgoto e seus componentes, 0 que
resultou em uma maior taxa de danos permanentes. Os resultados obtidos, apoiados pela
analise quimica, sugerem que os microntcleos em Astyanax sp. podem ter sido induzidos
pelas elevadas concentracBes de cadmio e niquel, que segundo Dias et al. (2003), estes estdo
presentes em efluentes domésticos em elevadas concentracdes e podem se acumular e causar
danos em plantas e animais.

Costa et al. (2008) apontam que nédo € possivel identificar e determinar a toxicidade de
determinadas substancias presentes no meio, uma vez que seus efeitos podem ser
influenciados por outras substancias ou componentes, como propriedades quimicas e fisicas
do ambiente, pluviosidade, temperatura, entre outros. Segundo Bollmann e Marques (2006),
os danos celulares ocasionados podem ainda estar relacionados a outros fatores como, por
exemplo, a contaminacdo do meio por agrotoxicos, poluentes atmosféricos, e materiais
organicos e inorganicos, provenientes basicamente do escoamento das dguas da chuva.

Provavelmente os pontos 1 e 3 se apresentaram estatisticamente igual ao ponto 2,
considerando-se a elevada pluviosidade (263,2 mm) do més de Junho no municipio de Rio
Brilhante, MS (Embrapa, 2013), visto que tanto o ponto 1 quanto o ponto 3 apresentam
resquicios de poluicdo decorrente da acdo humana, seja por meio de residuos (organicos ou
inorganicos) ou através do uso indiscriminado de defensivos agricolas.

Tabela 1. Médias do teste de micronucleo em Astyanax sp. e do teste de Allium cepa, observados nos
dois periodos de coleta.

Allium cepa
MCN IM IAC
Abril Junho Abril Junho Abril Junho
Ponto 1 3,10° 370%® 4,68° 6,70 ° 0,20° 0,30°
Ponto 2 2,70° 4,502 8,74%® 4,902 1,86° 0,722
Ponto 3 1,50° 3,00%® 11,642 4,282 0,68° 0,88 °
Ponto 4 2,30° 2,30° 8,94 %® 6,20 ° 0,64° 0,60 °

MCN: Microndcleo: IM: Indice Mitético; IAC: Indice de Anormalidades Cromossémicas. Média de
micronucleos, indice mitético e indice de anormalidades cromossémicas no periodo de coleta seguida
pela mesma letra minGscula em determina linha ndo difere estatisticamente pelo teste Tukey (p<0,05).
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Tabela 2. Interacéo entre os meses de coleta observadas no teste de micronucleo em Astyanax sp. e
do teste de Allium cepa.

MCN IM IAC
Abril 2,30° 2,332 1,29°
Junho 1,982 2,83° 1,252

CV (%)* 15,41 14,05 21,53

R2 0,48 0,55 0,55

CV: Coeficiente de Variagdo, *considerando a interacdo das duas coletas realizadas. Média de
micronucleos, indice mitético e indice de anormalidades cromossémicas no periodo de coleta seguida
pela mesma letra mindscula em determina coluna ndo difere estatisticamente pelo teste Tukey
(p<0,05).

A citotoxicidade, avaliada por meio do indice mit6tico no teste de Allium cepa,
apresentou diferenca significativa entre as coletas, sendo a de Abril diferente estatisticamente
da coleta de Junho. A genotoxicidade, avaliada por meio do indice de anormalidades
cromossGmicas, ndo apresentou diferenca estatistica entre os meses de coleta.

Na coleta realizada no més Abril, o indice mitético foi significativamente maior no ponto
3, que foi igual ao ponto 4, sendo este igual ao ponto 2 e ao ponto 1, ou seja existe diferenca
estatistica apenas entre os pontos 3 e 1. Ja a coleta do més de Junho ndo apresentou diferenca
significativa entre os pontos. Na coleta do més de Abril o indice de anormalidades foi
significativamente maior no ponto 2, diferenciando estatisticamente dos demais pontos. Ja a
coleta realizada em Junho néo apresentou diferenca significativa entre os pontos.

Semelhante ao resultado do teste de microndcleo, o maior numero de anormalidades
cromossdmicas em Allium cepa foram constatas no ponto 2 (Tabela 3). Entretanto, a coleta
realizada no més de Abril demonstrou-se significativamente diferente da coleta de Junho no
teste de Allium cepa, diferenciando-se dos dados obtidos para micronlcleo. Segundo Silva
(2002), testes toxicologicos utilizando diferentes organismos vivos, como o teste de Allium
cepa e teste de microndcleo, podem apresentar respostas diferentes a um mesmo composto
quimico ou mistura, podendo este ser um fator para a divergéncia obtida entre os meses de
coleta.

Tabela 3. Analise de anormalidades cromossomicas do teste de Allium cepa nos dois periodos de
coleta.

Anormalidades Cromossémicas

Anafase com Anéafase com , Teléfase com
, Intérfase com
ponte quebra C-metafase . - ponte
N a . microntcleo N
cromossomica cromossémica cromossémica
Abril Junho Abril Junho Abril Junho Abril Junho Abril Junho
Ponto 1 0,2 2.8 0,2 - 0,2 - - - - 0.2
Ponto 2 20 4,0 1,2 0,2 32 18 58 - 20 1.2
Ponto 3 36 1,0 04 - 18 24 - 34 0,2 2,0
Ponto 4 04 2,6 - - 0,8 0,8 14 272 16 04

Na Tabela 3 estdo apresentados os tipos de anormalidades cromossémicas encontradas
nas células meristematicas das raizes de Allium cepa. Foram observadas anafases com pontes
cromossdmicas e com quebras cromossdmicas, c-metafases, intérfases com microndcleos e
tel6fases com pontes cromossdmicas (Figura 3). Para Grant (1982) e Leme e Marin-Morales
(2009), as anormalidades das células de Allium cepa é uma maneira eficiente de investigar
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possiveis efeitos citotoxicos e genotdxicos causados por substancias quimicas em ambientes
aquéticos contaminados, seja com efluentes industriais ou domésticos.
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Figura 3. AlteracGes cromossdmicas observadas em raizes de Allium cepa. A) Anafase com ponte
cromossdmica; B) Anafase com quebra cromossdmica; C) C-metéafase; D) Intérfase com microntcleo;
E) Teléfase com ponte cromossémica.

Na coleta do més de Abril o maior nimero de anormalidades encontradas situam-se no
ponto 2 (Tabela 3), com excecdo das células que apresentaram anafase com ponte
cromossdmica, sendo maior no més de Junho. A quantidade de cromo observada no més de
Abril, encontra-se superior no ponto 2, quando comparada aos demais pontos, explicando
assim, a presenca de células com c-metafase. Matsumoto (2006) obteve resultado semelhante
a esse trabalho, onde relatou a acdo do cromo sobre o fuso mitotico, apresentando células com
esta anormalidade cromossdmica. Segundo Sahi et al. (1998) o cromo tem potencial
genotoxico, podendo induzir quebras e perdas cromossémicas, e resultar em anormalidades
nas células dos organismos teste.

Os resultados do ensaio cometa estdo representados na Tabela 4. Os danos observados
foram estatisticamente significativos para o ponto 1, quando comparado ao ponto 4, em
ambos periodos de coleta. Diferentemente dos demais testes, no ensaio cometa, a maior
frequéncia de danos no més de Abril ocorreu no ponto 1, assim como no més de Junho,
ocorreu nos pontos 2 e 4. Isso ocorreu possivelmente devido as diferencas apresentadas na
natureza dos testes utilizados. Segundo Hartmann et al. (2001), o ensaio cometa apresenta-se
mais sensivel, quando comparado ao teste de microntcleo, por detectar danos reversiveis no
DNA.

Deve-se considerar ainda que a agua proveniente do Tanque de irrigacdo da UFGD
(ponto 4) possui origem subterranea e sua classificacdo é diferenciada dos demais pontos. A
elevada quantidade de elementos quimicos acima do permitido pode explicar o alto numero
de danos neste ponto, apresentados pelo ensaio cometa. Segundo Salvadori et al. (2003), os
danos avaliados por este teste aparecem antes que no teste de micronucleo, pois é possivel
visualizar o micronicleo somente ap6s um ou mais ciclos de divisao celular.

O total de células com danos no ponto 3, no més de Abril, guando comparado aos demais
pontos, foram significativamente diferentes em relacdo ao ponto 1, o qual apresentou maior
frequéncia de danos. No més de Abril o ponto 1, foi significativamente diferente em relacao
ao ponto 2.
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De acordo com Belpaeme et al (1998) os danos apresentados através do ensaio cometa
dependem ndo somente da amostra a ser analisada, mas também dos agentes genotdxicos
presentes na mesma, do periodo de exposicdo, da espécie de peixe a ser utilizada e das
condigdes experimentais.

As diferengas apresentadas entre os pontos e meses de coleta podem estar relacionadas a
diversos fatores a qual as dguas estdo expostas. Segundo Handy et al. (2003) as diferentes
respostas apresentadas no biomarcador podem ser influenciadas por fatores abidticos como
temperatura, pH e oxigénio, e fatores bidticos como microrganismos, animais e vegetais
presentes naquele ambiente.

Os resultados positivos apresentados nos dois periodos de coleta sugerem a provavel
presenca de agentes genotdxicos nas amostras analisadas, podendo estes influenciarem na boa
qualidade das aguas. Porém, estes agentes ndo necessariamente sdo representados por
compostos quimicos. Segundo Rojas et al. (1999), os danos analisados através do ensaio
cometa podem ser formados por diversos mecanismos, entre eles Mitchelmore e Chipman
(1998) citam além dos compostos quimicos, a digestdio do DNA durante o processo de
apoptose.

Tabela 4. Médias das classes de dano obtidas através do ensaio cometa em Astyanax sp. nos dois
periodos de coleta.

Classes de dano*

Classe 0 Classe 1 Classe 2 Classe 3 Classe 4 TCA CS

Pontol 91,2 4,2 0,4 2,4 1,8 4407777 194

_ Ponto2 828 8,0 6,4 2,0 0,8 17,2 30,0
AbAl bonto3 90,2 6,0 1,6 1,2 1,0 9,8 16,8
Ponto4 77,4 17,2 4,0 0,0 1,4 22,6 30,8
Pontol 82,6 11,2 2,4 0,8 3,0 17,47 30,4

Junpe FOM02 764 4,0 5,2 8,2 6,2 23,6* 63,8
Ponto3 85,4 7,0 5,4 0,8 1,4 14,6 25,8
Ponto4 67,0 5,2 5,4 10,0 12,4 33,0 95,6

TCA: Total de Células Analisadas com dano. CS: Pontuacdo do Cometa. 'Classe 0 = sem danos;
Classe 1 = danos minimos; Classe 2 = danos médios; Classe 3 = danos intensos; Classe 4 = danos
maximos. *Significativamente diferente em relacdo ao Tanque de irrigagdo da UFGD, através dos
valores obtidos pelo teste x> com p<0,05. ? Significativamente diferente em relagéo ao ponto 3, através
dos valores obtidos pelo teste x> com p<0,05. ® Significativamente diferente em relacio ao ponto 2,
através dos valores obtidos pelo teste x> com p<0,05.

Entre os elementos quimicos analisados, as concentracdes de cadmio, cromo, cobre,
chumbo e niquel, apresentaram-se acima da concentracdo maxima (0,01 mg L™, 0,05 mg L™,
0,013 mg L™, 0,033 mg L™ e 0,025 mg L™, respectivamente) permitida para classe 3 de agua
superficial, que sdo destinadas para abastecimento para consumo humano, apds tratamento
convencional ou avanc¢ado; a irrigacdo de culturas arbdreas, cerealiferas e forrageiras; a pesca
amadora; a recreacdo de contato secundario; e a dessedentacdo de animais, de acordo com a
Resolucdo n° 357, de 17 de marco de 2005, do CONAMA, em todas as amostras analisadas
do Cdrrego Arara, das coletas realizadas em Abril e Junho (Tabela 5).
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Tabela 5. Andlise quimica da 4gua do Cdérrego Arara e do Tanque de Irrigacdo da UFGD pelo método FAAS. Média + desvio padrdo e %Rsd (n=3)

Elementos(mg L™)

Cobre (Cu) Ferro (Fe) Manganés (Mn) Zinco (Zn) Calcio (Ca)
Abril Junho Abril Junho Abril Junho Abril Junho Abril Junho
Ponto 1 0,139 +0,003 0,160 + 0,004 0,745+0,016 0,449 £ 0,033 0,183 +0,004 0,170 +0,015 0,713+0,030 0,720 +£ 0,031 12,641 +0,440 13,877 +0,395
Rsd =1,89%  Rsd=2,46% Rsd=2,17% Rsd=7,40% Rsd=2,29% Rsd=8,56% Rsd=4,14% Rsd=4,24% Rsd=3,48% Rsd=2,85%
Ponto 2 0,220 £0,017 0,210 + 0,008 0,907 +0,056 0,692 + 0,007 0,209 +£0,001 0,242 +0,012 0,748 £0,015 0,767 0,032 12,115 +0,323 13,824 +0,091
Rsd=7,77% Rsd=3,76% Rsd=6,12% Rsd= 0,98% Rsd=0,50% Rsd=5,00% Rsd=1,96% Rsd=4,13% Rsd=2,67%  Rsd=0,659%
Ponto 3 0,2415+0,003 0,242 +0,004 0,707 £ 0,065 0,354 +0,037 0,224 +0,016 0,154 + 0,009 0,775+0,029 0,832 +0,033 13,785 +0,414 14,915 +0,223
Rsd=1,09% Rsd=1,63% Rsd=9,24%  Rsd=10,46% Rsd=7,08% Rsd=6,13% Rsd=3,76% Rsd=4,02% Rsd=3,01% Rsd=1,50%
Ponto 4 0,199 £0,003 0,255+ 0,024 0,169 £ 0,005 0,236 + 0,032 0,223+0,012 0,252 + 0,020 0,735+ 0,006 0,745 + 0,029 12,095 +0,195 14,784 +0,139
Rsd=1,32% Rsd=9,29% Rsd=2,95% Rsd=13,72% Rsd=5,45% Rsd=7,95% Rsd=0,78% Rsd=3,93% Rsd=1,61% Rsd=0,94%

RSD: Desvio-Padrao Relativo. LQ: Limite de Quantificacdo - 0,027 mg L™ (Cu); 0,015 mg L™ (Fe); 0,026 mg L™ (Mn); 0,033 mg L™ (Zn); 0,018 mg L™ (Ca)

Tabela 4. (Cont.)

Elementos(mg L™)

Magnésio (Mg) Cadmio (Cd) Cobalto (Co) Crome (Cr) Chumbo (Pb) Niquel (Ni)
Abril Junho Abril Junho Abril Junho Abril Junho Abril Junho Abril Junho
Ponto 1 3,010+0,261 3,404+0,226 0,058+0,006 0,058+0,004 0,0801+0,002 0,145+0,004 0,332+0,009 0,277+0,025 0,250+0,010 0,221+0,020 0,406 £0,013 0,493 £ 0,008
Rsd=8,7% Rsd=6,64%  Rsd=10,79%  Rsd=7,23% Rsd=2,61% Rsd=2,91% Rsd=2,74% Rsd=9,03% Rsd= 4,04% Rsd=9,11% Rsd= 3,15% Rsd=1,72%
Ponto 2 2,960+£0,085 3,343+0,261 0,081+0,007 0,087+0,002 0,184+0,021 0,276+0,010 0,474+0,037 0,274+0,018 0,303+0,028 0,253+0,021 0,538+0,060 0,600+ 0,023
Rsd=2,88% Rsd=7,82% Rsd=8,61% Rsd=2,57% Rsd=11,49% Rsd= 3,84% Rsd=7,75% Rsd= 6,68% Rsd=9,6% Rsd=8,31%  Rsd=11,15%  Rsd=3,90%
Ponto 3 3,601+0,222 3527+0,256 0,068+0,001 0,048+0,006 0,217+0,015 0,093+0,006 0,419+0,004 0,342+0,023 0,232+0,005 0,335+0,025 0,576 +0,019 0,464 £0,031
Rsd=6,16% Rsd=7,26% Rsd=1,46%  Rsd=10,30% Rsd= 6,90% Rsd= 6,83% Rsd=1,08% Rsd= 6,66% Rsd=2,17% Rsd=7,51% Rsd= 3,33% Rsd=7,65%
Ponto 4 1,864+£0,052 2,751+0,178 0,092+0,002 0,089+0,005 0,183+0,006 0,242+0,014 0,442+0,023 0,512+0,029 0,353+0,015 0,428+0,030 0,585+0,028 0,568 + 0,004
Rsd=2,80% Rsd= 6,65% Rsd=2,21% Rsd=6,11% Rsd= 3,47% Rsd=5,78% Rsd=5,26% Rsd=5,76% Rsd= 4,28% Rsd= 7,06% Rsd= 4,78% Rsd=0,75%

RSD: Desvio-Padréo Relativo. LQ: Limite de Quantificagdo - 0,012 mg L™ (Mg); 0,073 mg L™ (Co); 0,062 mg L™ (Ni); 0,029 mg L™ (Cd); 0,203 mg L™ (Pb);

0,110 mg L™ (Cr).
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Os resultados obtidos no presente trabalho concordam com os dados obtidos por Cavas et
al. (2005), em que observaram a formacdo de micronlcleos em peixes quando expostos a
cadmio e cobre, indicando sua a¢do genotoxica para estes organismos. Tagliari et al. (2006)
verificaram um aumento de danos no material genético em bioindicadores expostos a elevadas
concentracdes de cromo, como demonstrado em estudo através do teste de Allium cepa.

A maior concentracdo de chumbo foi verificada nos ponto 4, para ambos periodos de
coleta (Tabela 4). Duffus (2002) prop0s a capacidade deste metal se acumular no interior das
células e consequentemente apresentar toxicidade as mesmas. Porém, sua toxicidade pode ser
alterada em funcéo do pH e dos teores de carbono presente no meio, formando complexos ou
sendo adsorvidos (Baird, 2011).

Em relacdo ao niquel, Marques e Chierice (1993) demonstram que seu potencial
genotdxico no ambiente aquatico o qual depende de fatores como pH e oxigénio dissolvido.
Sua elevada concentragdo é ocasionada principalmente por efluentes domésticos, assim como
pela erosdo do solo e de rochas (Sawasdee e Kohler, 2009), concordando com os resultados
apresentados pelo teste de microndcleo.

Entre as amostras analisadas do ponto 4, nos meses de Abril e Junho, todos os elementos
quimicos analisados, com excec¢do do calcio, magnésio e manganés (Tabela 4), apresentaram-
se acima da concentracdo maxima permitida pela Resolucdo n° 396, de 03 de abril de 2008,
do CONAMA, para as aguas subterraneas utilizadas para irrigacao (Brasil, 2008).

Por se manter armazenada a céu aberto antes da sua distribuicdo as lavouras, as aguas do
ponto 4 estdo expostas a diversos fatores externos. Estes podem estar associados a presenca
dos elementos quimicos apresentados em elevada quantidade nas amostras. Chaim (1995)
apresenta a deriva dos agrotoxicos, durante sua aplicagdo, uma das formas de contaminacéo e
diminuicdo da qualidade das &guas, considerando-se a presenca de pequenas plantagdes em
suas proximidades. Funari et al. (1995) e Walls et al. (1996) demonstram a presenca de
residuos de agrotdxicos nas dguas, onde estes podem gerar um elevado grau de toxicidade aos
organismos expostos.

Os valores maximos permitido de calcio e magnésio ndo se encontram nos padrdes de
qualidade de agua superficial e subterranea, estabelecidos pelo CONAMA atraves da
Resolucdo 357/2005 e Resolucdo 396/2008, respectivamente. Sendo assim, ndo foi possivel
compara-los aos demais elementos quimicos analisados.

De acordo com os resultados obtidos neste trabalho, pdde-se perceber a importancia da
utilizacdo de maultiplos biomarcadores para avaliacdo a toxicidade em ambientes aquaticos.
Pesquisas realizadas com estes organismos indicadores da qualidade da agua podem servir de
parametros aos demais estudos relacionados a preservacao e conservacdo do ambiente.

Verificou-se a presenca de compostos quimicos em elevadas quantidades no Tanque de
irrigacdo da UFGD. Através deste estudo ndo foi possivel verificar a origem desses poluentes,
para tanto ha necessidade de um estudo com metodologias diferenciadas, a fim de se aumentar
a qualidade destas aguas.

4. CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou que todas as amostras de agua analisadas do Corrego
Arara apresentaram possivel potencial mutagénico, genotoxico e citotdxico a animais e
vegetais, que estdo em contato com a mesma, devido a presenca de substancias e materiais
poluentes derivados ou ndo de agdes antropicas.

Considerando-se a utilizacdo e importancia das aguas deste cérrego para 0 municipio de
Rio Brilhante, MS, esse trabalho servird como ferramenta de suporte ao controle da qualidade
da dgua a fim de auxiliar ac6es e medidas para recuperacdo do Corrego Arara.
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Verifique artigos ja publicados na revista para verificar quais textos devam ser negritados e se
ha algum artigo relevante, publicado na revista que mereca ser citado no manuscrito.

e O artigo em INGLES devera seguir a seguinte sequéncia:

TITULO em inglés; ABSTRACT (seguido de Keywords); TITULO DO ARTIGO em
portugués; RESUMO (seguido de Palavras-chave); 1. INTRODUCTION (incluindo revisao
de literatura); 2. MATERIAL AND METHODS; 3. RESULTS AND DISCUSSION; 4.
CONCLUSIONS; 5. ACKNOWLEDGEMENTS (desejavel, porém, s6 na versdao para
publicacdo apds o manuscrito ter sido aceito); e 6. REFERENCES.

e O artigo em ESPANHOL devera seguir a seguinte sequéncia:

TITULO em espanhol; RESUMEN (seguido de Palabras-llave), TITULO do artigo em
portugués, RESUMO em portugués (seguido de Palavras-chave); TITULO em inglés;
ABSTRACT (seguido de Keywords); 1. INTRODUCCION (incluindo revisdo de literatura):



2. MATERIALES Y METODOS; 3. RESULTADOS Y DISCUSION; 4. CONCLUSIONES;
5. RECONOCIMIENTO (desejavel, porém, s6 na versdo para publicagdo apos o manuscrito
ter sido aceito); e 6. REFERENCIAS.

Unidades

e Unidades de medida: deverdo ter espago apds o numero, e.g. 10 m ou, por exemplo,
10 km h, e ndo 10km/h. Observe a consisténcia toda vez que usar a mesma unidade. Use o
Sistema Internacional de Unidades.

Verifique todos os simbolos Gregos e todas as figuras cuidadosamente.

Escreva 0s numeros de um a nove por extenso, exceto se forem usados como unidades.

Use um espaco entre unidades: g L™, e ndo g.L™, ou gL™

Use o formato 24-h para tempo, com quatro digitos para horas e minutos: 08h00; 15h30.

e Subtitulos: quando se fizerem necessarios, serdo escritos com letras iniciais
maidsculas, antecedidos de dois nimeros arabicos separados e seguidos por ponto, fonte 12,
negrito, alinhados a esquerda.

e Resumo: devera conter os objetivos, a metodologia, os resultados e as conclusdes,
devendo ser compostos de uma sequéncia corrente de frases em um unico paragrafo e
conter, no maximo, 250 palavras.

e CitagOes: no texto, as citacbes deverdo seguir as recomendacfes da ABNT-NBR
10520 com as seguintes especificidades:

Colocar o sobrenome do autor citado com apenas a primeira letra maitscula, seguido do
ano entre parénteses, quando o autor fizer parte do texto. Quando o autor ndo fizer parte do
texto, colocar, entre parénteses, 0 sobrenome, seguido do ano separado por virgula. Dois
autores separam-se 0s sobrenomes pela conjungédo “e”. Mais de dois autores, a expressao et al.
é colocada apds o primeiro nome. As referéncias utilizadas deverdo ser preferencialmente de
periddicos nacionais ou internacionais de alto impacto (niveis A/B do Qualis CAPES), cerca
de 15 referéncias, em revista cientificas sdo esperadas.

e Exemplos de como citar:

Jones (1979), Jones e Smith (1979) ou (Jones, 1979; Jones e Smith, 1979), dependendo
da construcdo da sentenca. Mais de dois autores: Jones et al. (1979) ou (Jones et al., 1979).
Comunicagbes pessoais ou dados ndo publicados ndo devem ser incluidos na lista de
referéncias e sim no texto, entre parénteses (Jones, comunicacdo pessoal, 1979), mas de
preferéncia sempre se basear em citacfes de revistas cientificas.

e Referéncias:

Seguirdo as recomendacdes da ABNT-NBR 6023, com especificidades da revista.

e Exemplos de como escrever as referéncias bibliograficas:
e Livros:
FALKNER, E. Aerial Mapping: methods and applications. Boca Raton: Lewis
Publishers, 1995. 322 p.
Quando uma referéncia tiver doi (Digital Object Identifier), adicionar no final dela, o link
para localizacdo rapida. Observe que hd um espacgo entre as iniciais dos sobrenomes dos
autores.



Exemplo:

FIGUEIREDO, R. O.; BORNER, J.; DAVIDSON, E. A. Watershed services payments
to smallholders in the Brazilian Amazon: challenges and perspectives Rev. ambient. agua,
Taubaté, v. 8, n. 2, p. 6-17, 2013.http://dx.doi.org/10.4136/ambi-agua.1056

« Capitulos de livros:

WEBB, H. Creation of digital terrain models using analytical photogrammetry and their
use in civil engineering. In: Terrain Modelling in Surveying and Civil Engineering. New
York: McGraw-Hill, 1991. p. 73-84.

« Artigos em Periddicos Cientificos:

HADDAD, E.; SANTOS, C. L. dos; FRANCO JR., R. S. Novas perspectivas sobre o
Instituto da desapropriacdo: a protecdo ambiental e sua valoracdo. Forum de direito urbano
e ambiental, Belo Horizonte, ano 6, n. 31, p. 17-25, jan./fev. 2007.

MEYER, M. P. Place of small-format aerial photography in resource surveys. Journal
of Forestry, Washington, v. 80, n. 1, p. 15-17, 1982.

Quando o artigo consultado possuir doi (Digital Object Identifier) acrescentar ao final
da referéncia como link de localizacdo rapida. Observar que ha um espaco entre as iniciais
dos nomes (veja abaixo DAVISON, J. M.).

« Trabalhos apresentados em eventos (Impresso) (devem ser evitados, se essenciais):

DAVIDSON, J. M.; RIZzZO, D. M.; GARBELOTTO, M.; TJOSVOLD, S;
SLAUGHTER, G. W. Phytophthora ramorum and sudden oak death in California: 11
Transmission and survival. In. SYMPOSIUM ON OAK WOODLANDS: OAKS IN
CALIFORNIA’S CHANGING LANDSCAPE, 5. 23-25 oct. 2001, San
Diego, Proceedings... Berkeley: USDA Forest Service, 2002. p. 741-749.

e Trabalhosapresentados em eventos (meio eletrénico) (devem ser evitados, se
essenciais):

COOK, J. D.; FERDINAND, L. D. 2001. Geometric fidelity of Ikonos imagery. In:
Annual Convention of American Society for Photogrammetry and Remote Sensing, 23-27
apr., St. Louis. Proceedings... St. Louis: ASPRS, 2001. 1 CD-ROM.

e Teses e DissertacOes: Procurar citar os artigos derivados de teses e dissertacfes em
revistas cientificas, se ndo foram ainda publicados e essenciais, use a forma:

AFFONSO, A. G. Caracterizacdo de fisionomias vegetais na Amazo6nia oriental
atraves de videografia aerotransportada e imagens LANDSAT 7 ETM+, 2003, 120f.
Dissertacdo (Mestrado em Sensoriamento Remoto) - Instituto Nacional de Pesquisas
Espaciais, Sdo José dos Campos, 2003.

« Referéncias de sites na Internet (devem ser evitadas, usar apenas seabsolutamente
essenciais):

DIAZ, H. F. Precipitation trends and water consumption in the southwestern United
States. In: United States Geological Survey, 1997, Reston. Web Conference... Disponivel
em: <http://geochange.er.usgs.gov/sw/changes/natural/diaz/>. Acesso em: 15 maio 2002.

SAO PAULO (Estado). Secretaria do Meio Ambiente. Tratados e organizacdes
ambientais em matéria de meio ambiente. In: . Entendendo o meio ambiente. Sao
Paulo, 1999, v. 1. Disponivel em: <http://www.bdt.org.br/sma/entendendo/atual.htm>. Acesso
em: 8 mar. 1999.




Importante:

O arquivo submetido (uploaded) ndo deve conter nenhuma identificacdo. Assim, 0s
autores devem submeter como arquivo suplementar, uma Carta de Apresentagéo.

As propriedades do arquivo de submisséo que identificam a origem devem ser retiradas
seguindo as instrugdes:

Word 2010:
Em Arquivo, clicar em Informagdes, Verificando Problemas, Inspecionar Documento e
desmarcar a janela de Propriedades do Documento e Informagdes Pessoais, Fechar, e
Salvar.

Word 2003:
Ir & aba Opcdes, Seguranca e eliminar a propriedade de Autoria do arquivo.

Todo o contetdo dos artigos € de exclusiva responsabilidade dos autores.

Carta de apresentacao

Toda submisséo deve incluir como arquivo suplementar uma carta que devera conter:

1) O titulo do artigo em sua lingua (Portugués, Inglés ou Espanhol), seguido por nomes
do autor completo, afiliacdo (instituicdo, unidade ou departamento, cidade, estado, pais).
Titulos, bolsas de estudo, etc. devem estar na se¢do Agradecimentos e ndo em dados dos
autores.

2) Apos todos os nomes e a afiliacdo (item 1), colocar os sobrenomes em maidsculas,
seguidos de virgula e as iniciais seguidas de pontos e separadas por espaco. Manter a ordem
correta dos autores de acordo com a sua contribuicdo e responsabilidade no artigo e na mesma
ordem dos metadados no sistema de submissdo da revista (OJS/SEER). Nao devera haver
mudancas de autoria até a publicacdo. ldentificar o endereco temporario, se diferente do
endereco de afiliacéo.

3) Identificar o autor correspondente.

4) Fornecer o endereco de e-mail atual de todos os autores, separados por virgula na
mesma ordem dos nomes dos autores. Verifique que eles estejam atualizados e corretos.

5) Incluir na carta de apresentacédo, a seguinte declaracao:

Como autor correspondente, li todas as instrucdes para submissdo e declaro que sou
responsavel pelas informacdes inseridas no sistema editorial da revista. Asseguro que a
contribuicdo é original e inédita e que ndo estd sendo avaliada para publicacdo por outra
revista e que ndo serd retirada do processo editorial até a decisdo final da administracdo da
Revista Ambiente & Agua.

6) O autor correspondente deve também justificar na carta a importancia da sua
submissdo e descrever como ela contribui para 0 avanco da ciéncia no que se refere a tematica
da revista. 1sso em um pequeno paragrafo.

7) A carta deve indicar se os autores ndo tém quaisquer interesses financeiros na
publicacdo que possam comprometer a integridade da publicacdo. Os fundos de apoio
recebidos para a pesquisa devem ser indicados na secdo de agradecimentos, apds aceite para
publicacao.

8) Fazer sugestdo de quatro possiveis avaliadores que tenham alta produtividade
cientifica, sem conflito de interesse, fornecendo 0 nome completo, email, titulo, resumo, link
para 0 Lattes e indicacdo do porque ele seria um avaliador indicado para o artigo. A revista
pratica a avaliacdo “cega” em que os autores e avaliadores ndo devem conhecer as suas
identidades. O Comité Editorial podera selecionar outros avaliadores ndao sugeridos. Conflitos
de interesse envolvem relacGes de parentesco, orientagéo, trabalho, ou mesma instituicdo.



O autor correspondente se responsabiliza pela declaracdo em nome de todos os
autores.

Instrugdes Finais

Cada edicdo publicada pela AMBIAGUA apresenta uma imagem representativa de um
artigo publicado naquela edicdo que vai ser capa do nimero. Autores sdo convidados a
destacar na carta que eles gostariam de ter a figura X considerada como capa por ser
cientificamente interessante e visualmente atraente para a revista. As imagens devem ser de
alta resolucdo (300 dpi) e devem ter aproximadamente 17 por 17 cm. As imagens devem ser
originais, e os autores conceder para a AMBIAGUA licenca para sua publicacdo. Caso se
deseje, a imagem deve ser submetida como um arquivo adicional suplementar. Os autores
devem deter os direitos autorais das imagens apresentadas, sendo 0s Unicos responsaveis pela
permissao de uso delas.

Em qualquer caso, os autores concedem a AMBIAGUA a licenca para usar qualquer
imagem do manuscrito publicado para ser usada como imagem de capa da edi¢cdo, mesmo que
ndo tenha sido expresso na Carta de Apresentacdo, a menos que expressamente informem o
contrario.

Envio de manuscritos

Antes de iniciar a submisséo, é necessario revisar a versdo final do manuscrito, o arquivo
da Carta de Apresentacdo elog in:http://www.ambi-agua.net/seer/index.php/ambi-
agua/about/submissions#onlineSubmissions como autor, e iniciar uma nova submissdo,
seguindo as instrucdes. Sempre sera possivel mudar a lingua de interface com o sistema,
utilizando-se 0 menu a direita.



http://www.ambi-agua.net/seer/index.php/ambi-agua/about/submissions#onlineSubmissions
http://www.ambi-agua.net/seer/index.php/ambi-agua/about/submissions#onlineSubmissions

