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RESUMO

Avaliacéo do Potencial Mutagénico do Acude de Lucrécia (RN-Brasil): Um Enfoque na
Relacdo Saude e Ambiente

A qualidade hidrica de diversos mananciais tem sido reduzida devido a percolacdo de
contaminantes, seja de origem antrdpica ou natural, aumentando consideravelmente o nivel de
compostos genotdxicos nos ecossistemas aquaticos. Tal fato vem contribuindo para a reducgéo
da qualidade ambiental, bem como para o comprometimento da salde dos seres vivos que
habitam esses ecossistemas, inclusive o homem. Diante deste cenario, esta o acude de
Lucrécia, que é um dos principais reservatorios hidricos superficiais, da regido Semi-arida do
Estado do RN, e que tem demonstrado contaminacdo por metais pesados, cianobactérias
toxicas e a presenca natural do Rado6nio. Aliado a esses problemas, a populacdo deste
municipio vem apresentando elevada incidéncia de cancer associada popularmente ao
consumo dessa &gua, sendo a prevaléncia cerca de trés vezes maior, quando comparada a todo
o0 Estado do Rio Grande do Norte. Visto isso, o presente estudo teve como objetivo avaliar o
potencial mutagénico da agua superficial do acude de Lucrécia por meio do teste de
micronucleo em Tradescantia pallida e em cultura de Linfocitos Humanos, assim como
identificar as concentracBes de metais pesados presentes nesta dgua. A coleta de agua foi
realizada em dois pontos amostrais, no periodo de seca e no periodo chuvoso. Ademais, com
0 intuito de trazer um panorama mais completo da relacdo homem-salde-ambiente nesta
localidade, através do conhecimento do saber/agir ambiental dos moradores de Lucrécia,
assim como 0 uso e percepcOes estes tém sobre o acude do seu municipio, foi realizado um
estudo de Percepcdo Ambiental com os moradores locais. Os resultados obtidos para o teste
de Micronucleo, para ambos os modelos utilizados, mostraram resultados significantes para
0s pontos coletados. O periodo de seca apresentou uma média maior de micronucleos quando
comparado ao periodo chuvoso. Foi observado também concentragdes acima do permitido
pela legislacdo brasileira de alguns metais pesados. Com relacdo ao estudo de Percepcéo
Ambiental com os moradores locais, a analise dos dados permitiu observar os conhecimentos
sobre meio ambiente que os moradores possuem, assim como a forte ligacdo e as concepcdes
gue 0s mesmos possuem com o acude do municipio. Assim, a juncdo dessas duas vertentes
(os testes de toxicidade genética realizados no acude desta cidade aliado a analise de
percepcdo ambiental com os moradores de Lucrécia) permitiu tracar um diagnéstico mais
completo sobre a situacédo local.

PALAVRAS-CHAVE: Genotoxicidade, Teste do Micronucleo, Percepcdo Ambiental



ABSTRACT

Evaluation of the mutagenicity potencial from the Lucrecia dam (RN-Brazil): A focus on the
relationship between health and environment

The water quality of many reservoirs in the world has been reduced due to percolation of
contaminants to water, which can have natural or anthropogenic origin, increasing the level of
genotoxic compounds in aquatic ecosystems. This fact has contributed to the reduction of
environmental quality, and commitment the health of living beings that inhabit these
ecosystems, including the human population. In this backdrop of reduced water quality, is the
Lucrecia dam, which is a major surface water reservoirs by volume of semi-arid region of Rio
Grande do Norte, and that has shown contamination by heavy metals, cyanobacteria toxic and
the natural presence of Radon. The population that use this source has been showing high
rates of cancer, popularly associated with the consumption of this water, with a prevalence
about three times higher compared to the whole state of Rio Grande do Norte. Based on this,
the present study aimed to evaluate the mutagenic potencial of surface water from the
Lucrecia dam, using the Micronucleus Test in Tradescantia pallida (Trad-MN) and in human
peripheral blood lymphocytes (CBMN) assay, as well as identify the concentrations of some
heavy metals in this water. Water samples were collected on a dry season and a rainy season,
in two distinct points. Moreover, in order to bring a completely view about the relationship of
man-health-environment in this local, through the knowledge of knowing / acting
environmental from residents of Lucrecia, and the use and perceptions they have about the
dam of your city, a study of Environmental Perception was carried out with local residents.
The results obtained for the both micronucleus test, showed significant results for the three
points analyzed. The strongest mutagenic effect was observed in the dry season for both
assays. Chemical analyses detected an increase of heavy metal levels in different points and
season above the maximum allowed by legislation. Regarding the study of Environmental
Perception with local residents, it was observed the knowledge of the environment that the
residents have, as well as the strong ties and perceptions with the dam of the city. Thus, the
combination of these two aspects (the genetic toxicity tests conducted in the dam together
with analysis of environmental perception with the residents of Lucrecia) allowed to draw a
more complete diagnosis on the local situation.

KEYWORDS: Genotoxicity, Micronucleus Test, Environmental Perception
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1. INTRODUCAO GERAL

O impacto do ambiente na salde humana é um dos principais objetos de estudo na
sociedade contemporanea (TUBIANA, 2000). Muitos problemas enfrentados por alguns
individuos, tais como, o surgimento de certas doencas crénico-degenerativas, podem ser
reflexos de sua interacdo com o meio ambiente (GELLER e ZENICK, 2005). De fato, nos
ultimos anos, 0 homem vem aumentando expressivamente o descarte de seus dejetos, seja no
solo, na dgua ou na atmosfera. Estas acGes possibilitam que diferentes grupos de produtos
quimicos sejam liberados no ambiente, gerando estresse ambiental que pode afetar a atual e as
proximas gera¢des de todos os seres vivos, incluindo o proprio homem.

Dentre os ambientes afetados pela poluicdo, um dos mais preocupantes é o aquético,
devido a agua ser um bem mineral essencial as fungbes vitais dos organismos e,
conseqiientemente, a manutencdo da vida no planeta (LEME, 2007). O planeta Terra € o Unico
do sistema solar que tem &gua nos trés estados (sélido, liquido e gasoso), e as mudancas de
estado fisico da &gua no ciclo hidrolégico sdo fundamentais e influem nos processos
biogeoquimicos dos ecossistemas terrestres e aquaticos. Somente 3% da dgua do planeta esta
disponivel como agua doce. Destes 3%, cerca de 75% estdo congelados em calotas polares,
em estado sélido; 10% estdo confinados nos aquiferos e, portanto, a disponibilidade dos
recursos hidricos no estado liquido é de aproximadamente 15% destes 3%. A agua, portanto, €
um recurso extremamente reduzido (TUNDISI, 2003).

Além dessa questdo da disponibilidade, outro ponto de fundamental importancia, é que
as aguas superficiais, tais como rios e lagos, recebem grandes quantidades de efluentes, com
ou sem tratamento, provenientes de atividades industriais, agricolas e de fontes domésticas.
Essas aguas, que contém muitos compostos desconhecidos, sdo usadas como fonte de adgua
potavel, bem como para fins agricolas e atividades recreativas de todo o mundo (OHE et al.,
2004). Conseqlientemente, a poluicdo da agua pode ser uma séria preocupacdo para saude
publica e para os ecossistemas aquaticos.

Desta forma, a sobrevivéncia das populacfes pode ser seriamente comprometida em
funcdo do volume e da composigdo dos dejetos lancados, j& que estes contém substancias
toxicas com potencial de acumulacdo na cadeia alimentar (CLAXTON et al.,, 1998;
UMBUZEIRO e ROUBICEK, 2006). Portanto, mais do que garantir a quantidade de agua
disponivel é imprescindivel também avaliar a qualidade das fontes hidricas, ja que estas sdo
essenciais para o desenvolvimento econémico, para a qualidade de vida das populacGes
humanas e para a sustentabilidade dos ciclos no planeta.

Em funcéo disto, as agéncias de controle ambiental recomendam o emprego de testes

de natureza bioldgica, quimica e fisica para a identificacdo de agentes toxicos presentes nos
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ecossistemas aquaticos. Uma seérie de estudos de toxicidade celular e genética de amostras
ambientais demonstra que a exposi¢do, em longo prazo, a genotoxinas impde serios riscos as
populagdes que habitam os ecossistemas comprometidos. Estes poluentes podem alterar a
constituicdo geneética da populacdo através da acdo direta do agente toxico com o material
genético — efeitos genotdxicos — ou indireta, afetando tanto a fisiologia do organismo — efeitos
fisiologicos - quanto modificando o ambiente no qual estes individuos residem — efeitos
ecoldgicos. Tais contaminantes podem desencadear uma cascata de respostas, que incluem
alteracdes: (i) em ceélulas germinativas e somaticas — associadas a doencas genéticas
(CHATTOPADHYAY, 2010; ERICKSON, 2010); (ii) nas freqiiéncias alélicas; (iii) no
sucesso reprodutivo e (iv) no tamanho populacional (BICKHAM et al., 2000; DE WOLF et
al., 2004) (Figura 1).

Toxinas
Agéo Direta ‘ ‘ Agéo Indireta ‘
1 !

¢ (Variabildade
Genética
Eeito
Gargalo de
Gamafa
N&o Randomico Mortalidade ¥ FRandomico

Reproducdo

Figura 1. Modelo que ilustra as principais rotas pelas quais as toxinas afetam a estrutura genética das
populagdes. As alteragdes genéticas podem levar a aumento (1), decréscimo (]) ou efeito nulo na
variabilidade genética das popula¢des (—). A intensidade das setas ¢ um indicativo da probabilidade
de ocorréncia dos eventos (setas diagonais representam aumentos ou decréscimos) (adaptado de: DE
WOLF et al., 2004).

Entretanto, a extensao destes efeitos ndo é apenas determinada pelas toxinas presentes
no ambiente, mas depende tanto da concentracdo demogréfica da populacéo, do tempo da
exposicdo e do potencial de adaptacdo a situacdes de estresse quanto de outras condicOes
externas — podendo em conjunto determinar o destino de uma populagido (DE WOLF et al.,
2004). Como consequéncia, as estratégias utilizadas pelas entidades de controle ambiental
buscam o emprego de uma bateria de testes biolégicos, composta por diversos ensaios,

selecionados para detalhar a acdo toxico genética de uma determinada amostra. De fato,
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estudos recentes - utilizando diferentes bioensaios - revelam que as aguas dos rios, de
diversos paises, vém sendo constantemente contaminadas por uma gama de genotoxinas
provenientes das descargas de origem antropogénica (BARBOSA et al., 2010;
BOETTCHER et al., 2010; MATSUMOTO et al., 2006; SUMMAK et al., 2010). Estima-se
gue os compostos genotoxicos constituem pelo menos 5% dos poluentes derivados da acéo
antrdpica em qualquer ecossistema (RAJAGURU et al., 2001).

Uma das principais classes de substancias quimicas ndo degradaveis no ambiente, com
capacidade de bioacumulacdo e persisténcia, e que aportam em sistemas aquaticos através
de varias fontes, sejam elas naturais ou antropogénicas, € a dos metais pesados
(MANAHAN, 1997) e a dos poluentes organicos persistentes (POPs) (EL-SHAHAWI et
al., 2010). Muitos estudos demonstram que, em elevados niveis, 0s metais pesados podem
causar efeitos toxicos agudos e crbnicos, tanto nos ecossistemas, como na salude humana.
Os efeitos prejudiciais de certos metais no DNA em plantas, animais e em seres humanos
estdo bem documentados e sabe-se que eles podem levar, por exemplo, a inducdo de cancer,
a diminuicdo da fertilidade e problemas neurotéxicos (BARBOSA et al., 2010;
CROSSGROVE E ZHENG, 2004; GOYER, et al., 2004, LU et al., 2005; MAJER et al.,
2002). Essa acdo é decorrente de dois mecanismos predominantes, a geracdo de danos
oxidativos e a interferéncia com o reparo e a replicagdo do DNA (HARTWIG, 1995;
JOSEPH, 2009; KASPRZAK et al., 1999; REID et al., 1994; UEDA et al., 1998; VALKO
et al., 2006). O Cadmio, por exemplo, inibe sistemas enzimaticos responsaveis pela retirada
e correcao de lesdes no DNA (BERTIN e AVERBECK, 2006; GIAGINIS et al., 2006). Ja o
Niquel, pode alterar o padrdo de expressdo génica via toxicidade epigenética, promovendo
hipermetilagdo do DNA, levando ao silenciamento génico (KASPRZAK et al., 2003).

Ja com relacdo aos POPs, estes podem ser divididos em intencionais, 0s quais sdo
formados a partir de reagdes quimicas com o cloro, por exemplo, diclorodifeniltricloretano
(DDT) e os bifenis policlorados (PCBs); e ndo intencionais, que sdo representados por
compostos indesejaveis da combustdo ou de sub-produtos do cloro, como por exemplo,
compostos de dioxina e furano e os hidrocarbonetos policiclicos arométicos (EL-SHAHAWI
et al., 2010). Os POPs vém chamando grande atencdo devido a sua capacidade de causar
diversos efeitos adversos, como: cancer, problemas neurologicos, comportamentais e
reprodutivos (SWEETMAN et al., 2005). Uma das classes de POPs que gera grande
preocupacédo é a dos hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAS). No ambiente aquatico,
esses hidrocarbonetos associam-se com particulas em suspensao e com sedimentos de fundo

(FERNANDES et al., 1997). VVarios componentes deste grupo sao capazes de reagir direta ou
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indiretamente com o DNA, sendo amplamente caracterizados como eficientes mutagenos e
carcindgenos (JOSEPHY et al., 1997; YU, 2001).

A despeito das evidéncias que demonstram impactos genotdxicos em ecossistemas
aquaticos, muitas substancias sdo liberadas como misturas complexas, como é o caso dos
residuos lancados pelos efluentes urbanos e industriais. Estes sdo as principais fontes
responsaveis por esta contaminagdo, pois estes residuos sao potencialmente toxicos e sua
presenca pode degradar seriamente o ambiente (GANA et al., 2008; JOLIBOIS e GUERBET,
2005). Adicionalmente, o impacto da atividade rural sobre 0 meio ambiente relaciona-se,
basicamente, ao uso de pesticidas e herbicidas associados as atividades agricolas. Tais
compostos ndo apenas alteram a composicao e a qualidade dos solos como, inevitavelmente,
acabam por comprometer os corpos d’adgua adjacentes, expondo perigosamente o0s
ecossistemas terrestres e aquaticos a diferentes contaminantes, muitos dos quais com
propriedades genotdxicas (BORTOLI et al., 2009; ENNACEUR et al., 2008).

Coletivamente, esta gama de poluentes com potencial toxico e/ ou genotdxico,
interage entre si formando misturas ainda mais complexas que se distribuem nos corpos
hidricos. Entre os aspectos a serem considerados nas interacfes quimicas dessas misturas,
estdo os efeitos aditivos, sinergisticos e até mesmo antagonistas, que ocorrem como resultado
da complexidade dos compostos quimicos presentes, e que conferem caracteristicas
especificas as misturas formadas (MULLER et al., 2002; VARGAS et al., 2001).

Assim, com o intuito de avaliar o risco genético imposto aos ecossistemas pelas
misturas heterogéneas, diversas metodologias de deteccdo de genotoxicidade, como por
exemplo, o teste de Micronucleo, estdo sendo empregadas para a analise dos efeitos toxico-

genéticos de amostras totais de origem urbana, industrial e/ou rural.

1.1 O TESTE DO MICRONUCLEO

Dentre os testes mais empregados para a avaliacdo da toxicidade genética associada a
misturas complexas, destaca-se o teste do Microndcleo.

Os micronucleos sdo estruturas resultantes de cromossomos inteiros ou de fragmentos
cromossdmicos que se perdem na divisdo celular e, por isso, ndo sdo incluidos no ndcleo das
células filhas, permanecendo no citoplasma das células interfasicas (HEDDLE et al., 1983,;
FENECH et al., 1999) (Figura 2). Desta forma, a deteccdo de micronucleos representa perda
da cromatina em consequéncia de dano cromossdmico estrutural ou no aparelho mitético,
sendo consideradas como mutagdes que sdo transmitidas as células, pois 0 dano genético se
manifesta nas células filhas (BONASSI et al., 2003; FENECH, 2000). A sua formacéo tanto

pode ser induzida por substadncias que causam quebras cromossdmicas (substancias
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clastogénicas) bem como por agentes que afetam o aparato do fuso mitotico (substancias
aneugénicas) (MAJER et al., 2001).

©'.'®'@

Figura 2. Surgimento do Microndcleo em células em divisdo. A origem do micronucleo tanto pode ser

por perda de um cromossomo inteiro ou de um fragmento cromossémico na anafase. Micronucleos sao
facilmente identificaveis devido a sua morfologia menor, porém igual a do nlcleo principal (adaptado de
FENECH et al., 1993).

Assim, um aumento na freqiéncia de células com micronucleos é usado como um
biomarcador de efeitos mutagénicos em células animais ou humanas, visto que se manifestam
em curto prazo apos exposicdo e sua frequéncia se encontra elevada em tecidos expostos antes
que qualquer sinal clinico seja evidente e, além disso, eles podem ser considerados como um
marcador precoce para a carcinogénese (ALBERTINI et al., 2000; BONASSI et al., 2007;
MONTERQO et al., 2006).

Comparado a outros ensaios de genotoxicidade, este teste apresenta muitas vantagens:

(i) € um teste simples e répido, em que as células podem ser obtidas facilmente sem
precisarem ser cultivadas; (ii) a metodologia esta bem definida e os eventos do micronicleo
podem facilmente ser identificados; (iii) as células podem ser fixadas e estocadas por
grandes periodos de tempo; (iv) ao contrario da analise das trocas de cromatides irmas e
aberracfes cromossdmicas estruturais, micronicleos sao encontrados na intérfase do ciclo
celular; (v) a simplicidade de coletas de amostras por métodos néo invasivos, tornando o
teste aplicavel a um grande nimero de amostras e (vi) custos relativamente baixos quando
comparado a outros testes de genotoxicidade (HEDDLE, 1973; MATEUCA et al., 2006).

Para a realizagé@o desse teste, podem ser empregados diferentes tipos de células, como

as vegetais, humanas e de outros mamiferos, desde que sejam células capazes de se dividir

ou que seja possivel induzir a divisdo (FENECH, 2000).
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1.1.1 TESTE DO MICRONUCLEO EM TRADESCANTIA (TRAD-MCN)

Bioensaios utilizando modelos vegetais para detec¢do de agentes mutagénicos séo,
atualmente, reconhecidos como excelentes indicadores de danos cromossdémicos induzidos
por substancias quimicas presentes no ambiente. A Tradescantia, pertence a familia
Commelinaceae, sendo conhecida popularmente como Erva-de-fortuna ou Coracdo-roxo. E
uma planta herbacea, que se encontra amplamente distribuida em todo o mundo, de féacil
adaptacéo, com folhas e flores roxas e bastante ornamental (GUIMARAES et al., 2000).

Desde os primordios dos estudos da atividade genética de compostos quimicos e
agentes fisicos, varias espécies e clones do género Tradescantia tém sido utilizados como
organismos experimentais, em virtude de uma série de caracteristicas genéticas favoraveis.
Apresentam apenas seis pares de cromossomos grandes e facilmente observaveis, células de
quase todas as partes da planta, da ponta da raiz ao tubo polinico em desenvolvimento,
fornecem material excelente para estudos citogenéticos (MA e GRANT, 1982).

O teste de micronucleos em Tradescantia € baseado na visualizacdo de segmentos de
cromossomos individualizados (micronucleo) no estagio da divisdo celular de tétrade (Figura
3). Ap0s a exposicdo a uma substancia genotoxica, a freqiiéncia de microndcleos observados
aumenta. Devido a isso, este teste € um dos mais validados e tem sido considerado uma
valiosa ferramenta por varios pesquisadores pela simplicidade da metodologia e sensibilidade
desta planta a exposicao aos genotoxicos. Portanto, ele tem sido usado em todo 0 mundo para
0 biomonitoramento ambiental, avaliando o potencial genotéxico tanto do ar, do solo, da agua
como também de substancias quimicas (GUIMARAES et al., 2000; GRANT, 1994;
MARIANI et al, 2009; MIELLI et al., 2008; PRAJAPATI e TRIPATHI, 2008;
STEINKELLNER et al., 1999 ; SUYAMA et al., 2002).

Tradescantia pallida
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Figura 3. Esquema representativo do teste ex situ utilizando a Tradescantia pallida. Os talos com bot&es florais
jovens sdo retirados das plantas e colocados em hidroponia com a substancia a qual se deseja analisar. Apés
passado o tempo de exposi¢do, os botdes jovens sdo abertos, retirados os estames e, a partir deles, é preparada a
lamina. Na fotografia final, observa-se duas células em divisdo no estagio de tétrade. A mais central apresenta
dois micronucleos, indicando a ocorréncia de mutagéo.

Enfatizando a problemética da contaminacdo dos recursos hidricos, uma das grandes
vantagens de usar esse teste para a avaliacdo de amostras de agua, em comparagdo com 0S
testes citogenéticos em culturas de células de mamiferos e os ensaios de mutagenicidade em
bactérias, é o fato de que este organismo experimental pode ser exposto in situ, sem envolver
qualquer processo de filtragdo ou de concentragdo, o que representa uma maior fidedignidade
dos resultados (STEINKELLNER et al., 1999).

Através deste bioensaio, foram avaliadas amostras de dgua coletadas em quatro pontos
do lago Hongzhe, que é um dos cinco maiores lagos da China e se localiza na provincia de
Jiangsu. Além disso, também foi determinada a presenca de alguns componentes, tais como:
nitrogénio, fosforo, ferro, nitratos e oxigénio nestas amostras. Os resultados confirmaram que
a quantidade de poluentes na agua tem relacdo com a genotoxicidade em termos de danos
cromossémicos. Dos quatro pontos coletados, trés apresentaram niveis significativos de
micronucleos e foram justamente esses pontos onde foram constatados os maiores indices de
nitrato e nitrogénio (YANG et al., 1999). Ainda na China, Zeng e Lin (1999) determinaram 0s
niveis de poluicdo de trés rios que passam pela cidade de Fuzhou. Todas as amostras de dgua
analisadas induziram niveis significativos de micronicleos, quando testadas na sua forma
bruta (sem diluicdo). Porém, quando foram diluidas a 50%, apenas uma amostra continuou
apresentando indices significativos de micronucleos quando comparado ao controle negativo.
Esta mesma metodologia evidenciou toxicidade genética em 19 pontos dos 20 amostrados ao
longo do rio Panlong (China), sendo que as frequéncias mais altas de micronlcleos foram
observadas nos pontos mais proximos de efluentes industriais e municipais (DUAN et al.,
1999). Ja Steinkellner et al. (1999), utilizaram este mesmo bioensaio para avaliar amostras
provenientes dos dois principais rios da Austria, Danlbio e Salzach, e demonstraram a
auséncia de substancias com potencial clastogénico nestas amostras, ja que ndo foi obtida
diferenga significativa na freqiiéncia de micronudcleos analisada em relagéo ao controle.

Apesar de varios estudos de genotoxicidade em aguas, ndo ha relatos no Brasil do uso
do teste de micronucleo em Tradescantia para este fim, sendo mais utilizado para o
monitoramento do ar (ALVES, 2010; BATALHA et al.,, 1999; CARMINITTI, 2008;
CARVALHO-OLIVEIRA et al., 2005; FERREIRA et al., 2003). Entretanto, como visto
anteriormente e de acordo com Knasmuller et al. (2002), este teste pode ser eficiente para a

avaliacdo de genotoxicidade na &gua e ser utilizado como uma nova ferramenta no Brasil,
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sendo este trabalho um dos pioneiros. Assim, devido a sua versatilidade, praticidade e
confiabilidade, o teste de micronucleo em Tradescantia pode fornecer uma primeira indicagdo
de alerta sobre a situacdo da qualidade da agua sob condicdes reais e pode ser utilizado,
juntamente com outros bioensaios e analises fisico-quimicas, para 0 monitoramento de

ecossistemas ameacados.

1.1.2 TESTE DO MICRONUCLEO EM LINFOCITOS HUMANOS

(Cytokineses-blocked Micronucleus- CBMN)

O uso de micronucleos como uma medida do dano cromossdmico em linfocitos do
sangue periférico foi proposto pela primeira vez por Countryman e Heddle (1976) e
posteriormente melhorado com o desenvolvimento do método do bloqueio da citocinese
(Cytokineis-Block Micronucleus/ CBMN), o qual se baseia no uso da citocalasina B (CIT-
B), conforme proposto por Fenech e Morley (1985), que é um agente inibidor da
polimerizacdo da proteina actina necessaria para a formacao do anel de microfilamentos que
induz a contracdo do citoplasma e clivagem da célula em duas células-filhas - citocinese. O
emprego da citocalasina B resulta em um acumulo de linfécitos binucleados a partir de
células que passaram por apenas um ciclo de divisdo (Figura 4). Havendo a formacéo de
micronucleos, eles também ficardo contidos no citoplasma. Desta forma, a analise em
células binucleadas, permite uma medida mais precisa da frequéncia de células
micronucleadas, ja que seria necessario analisar o dobro de linfocitos mononucleados para

observar o mesmo nivel de lesbes observados em binucleados (FENECH, 1997).
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Figura 4. Formagdo de células binucleadas devido ao bloqueio da citocinese pela citocalasina B. (a) Origem

do microndcleo devido a perda e a quebra cromossémica. (b) Formacdo de uma ponte nucleoplasmatica e um
microndcleo (adaptado de FENECH, 2007).



21

O teste de CBMN, além de detectar mutacGes cromossémicas, permite explorar
também outros pardmetros citogenéticos tais como pontes nucleoplasmaticas, brotos
nucleares, assim como a citotoxicidade associada a extensdo e a progressdo da divisdo
celular, através do indice de Divisdo Nuclear, além de apoptose e necrose celular
(FENECH, 2000) (Figura 5).

As pontes sdo conexdes entre os nucleos de uma célula binucleada, e sdo originadas de
cromossémicos dicéntricos cujos centrdbmeros sdo separados para pélos opostos da célula
durante a anafase (FENECH, 2000; FENECH et al., 2003). Ja os brotos sdo decorrentes da
eliminacdo de DNA amplificado. Com relacdo ao indice de divisao nuclear (NDI), este é um
pardmetro Util para analisar a resposta mitogénica ou citostatica dos linfocitos devido aos
efeitos dos agentes testados no ensaio. Por fim, a apoptose e necrose representam vias
diferentes de morte celular, que sdo importantes para a descricdo precisa do mecanismo de
acdo e a quantificacdo da sensibilidade celular a alguma radiacdo ou quimico (FENECH,
2000).

Eventos
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Figura 5. Os vérios parametros que podem ser analisados através do ensaio de CBMN (adaptado de
FENECH, 2007).

A inclusdo desses marcadores de danos cromossdmicos no ensaio do CBMN,
juntamente com microndcleo (MN), permite uma melhor e maior quantificacdo de eventos
complementares importantes de genotoxicidade e citotoxicidade, no ambito da aplicacéo
desse teste para mensurar gquebras cromossomicas, perdas cromossomomicas, rearranjos
cromossémicos, amplificacdo génica e efeitos citostaticos ou proliferativos da célula
(FENECH et al., 2003).
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A quantificacdo da frequéncia de micronucleos em linfécitos do sangue periférico
humano tem sido extensivamente utilizada na epidemiologia molecular e citogenética para
avaliar a presenca e a extensdo de danos cromossomicos em populagdes humanas expostas a
agentes genotdxicos ou que possuem um perfil genético susceptivel (FENECH et al., 1999).
Isso se deve ao fato deste biomarcador ser preditivo ao risco de cancer em humanos
(BONASSI et al., 2007).

A relacdo entre a inducdo de MN e o desenvolvimento do céncer é apoiada por
inUmeras observacdes, tais como: (i) uma maior frequéncia deste biomarcador em pacientes
com cancer ndo tratados e individuos afetados por doencgas congénitas propensas ao cancer,
como a ataxia telangiectasia; (ii) a presenca de freqiiéncias elevadas de microndcleos na
mucosa oral, utilizada como biomarcador de cancer em exames quimiopreventivos; (iii) a
correlacdo existente entre agentes genotdxicos indutores de micronucleos e carcinogénese,
por exemplo, radiacdo ionizante e ultravioleta; e (iv) a correlacdo inversa entre a freqliiéncia
de MN e a concentracdo sanguinea e/ou dieta ingerida de certos micronutrientes, associados
com risco reduzido de céncer, tais como folato, célcio, vitamina E e o &cido nicotinico
(BONASSI et al., 2007).

Diante da sua aplicabilidade, esse teste tem sido empregado nas areas de
ecotoxicologia (GAUTHIER et al., 1999), nutricdo (FENECH e RINALDI, 1995; FENECH
e FERGUSON, 2001), biomonitoramento de populagdes humanas (BONASSI et al., 2007;
EL-ZEIN et al.,, 2006; FENECH et al., 1999; HUANG et al., 2009), epidemiologia
molecular (FALCK et al., 1999; NORPPA, 1997) e principalmente na identificacdo do
potencial genotdxico de agentes quimicos e fisicos (ANUPAMA et al., 2008; HAMZA e
MOHANKUMAR, 2009; KIRSCH-VOLDERS, 1997; KRISHNAJA et al., 2008), assim
como em amostras de origem ambiental (AMARAL, 2005; EL ASSLOUJ et al., 2009;
KADMIRI et al., 2006; LEMOS e ERDTMANN, 2000).

Amaral (2005) avaliou amostras de agua superficial coletadas em 8 pontos distribuidos
na Regido Hidrografica do Guaiba, Rio Grande do Sul (Brasil), que sofrem influéncia de
atividade agricola, urbana e/ou industrial. Foram realizadas 4 coletas, em diferentes estacfes
do ano. Dos 8 pontos amostrados, 7 induziram a um aumento significativo de micronucleos
em linfocitos humanos quando comparados ao controle negativo.

Ainda utilizando este mesmo bioensaio, Lemos e Eardtmann (2000) avaliaram a
genotoxicidade do rio Cai, em Porto Alegre, o qual estd sob influéncia do Complexo
Petroquimico do Estado do Rio Grande do Sul (Brasil). O local de estudo foi dividido em 4
pontos de coleta, sendo A = local acima do complexo, B = engloba a area de efluentes
tratados do complexo e também é influenciado pelos materiais solidos do despejo, C = perto
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da area de escoamento intermitente de efluentes tratados e D = € o local de acumulacéo. As
coletas foram realizadas mensalmente durante um periodo de 20 meses. Os resultados
apontaram que o ponto B foi o local onde os indices de micronucleos foram
significativamente maiores seguidos pelos pontos A, D e C, respectivamente. Foi observado
neste estudo que as frequéncias mais altas de microndcleos foram observadas nos periodos
do verdo, em relacdo ao inverno, possivelmente devido a uma maior concentragdo dos
poluentes.

Ja na cidade de Settat, em Marrocos, foi avaliado, por esse mesmo teste, 0 rio
Boumoussa, o qual recebe efluentes industriais e esgotos ndo tratados. A cultura celular do
sangue periférico foi tratada com 50 pl, 100 pl, 200 ul e 400 ul da &gua bruta proveniente
desse rio. Os resultados demonstraram que a freqiiéncia de micronucleos aumentou com o
aumento do volume de agua adicionada nas culturas. Além disso, eles avaliaram também o
indice de Divisdo Nuclear, cujo resultado mostrou uma relacdo dose-dependente de
decréscimo do indice com o aumento do volume da &gua, alertando para o potencial
genotdxico e citotdxico dessas amostras coletadas (EL ASSLOUJ et al., 2009).

De fato, 0 ensaio de CBMN em linfécitos humanos revela-se altamente sensivel para
detectar substancias clastogénicas ou aneugénicas, presentes no meio aquatico, e tem sido
usado com sucesso, no intuito de monitorar areas sob influéncia de contaminantes.

Visto a aplicabilidade dos testes de Micronucleo em Tradescantia e em Linfécitos
Humanos em amostras de origem ambiental, justifica, portanto, a escolha destes ensaios
para a avaliacdo do potencial mutagénico da agua do Acude de Lucrécia, no Rio Grande do
Norte - Brasil. Os dados oriundos destas metodologias permitirdo tracar um perfil acerca
dos fatores que estdo interferindo na satde dos organismos e /ou alterando as condi¢6es do

préprio ambiente.

1.2. PERCEPCAO AMBIENTAL

Projetos que tratam da relacdo homem-ambiente e do gerenciamento de ecossistemas
devem incluir estudos de investigacdo da percepcdo dos grupos sécio-culturais interatuantes
como parte integrante da abordagem interdisciplinar que estes projetos exigem (DIEGUES,
2001, MAROTI et al., 2000; SILVA, 2009).

Sabe-se que o0 homem exerce sua influéncia sobre a natureza e dela retira recursos para
assegurar sua sobrevivéncia e rejeita aquilo que ndo lhe é mais Gtil. Entretanto, diferentemente
de outras espécies, o0 homem culturaliza a natureza, imprime-lhe uma simbologia, uma
representacdo, a fim de torna-la inteligivel a sua compreensdo. Nesse contexto, o ser humano
é criatura e criador do seu ambiente (VIOLANTE, 2006).
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Segundo Serra (2006), o ambiente é fundamental para a formacéo da cultura e do tipo
de vida do grupo humano que nele se instala, é a base fisica da sociedade formada, na qual
interage com os fendmenos climaticos que ocorrem nesse meio e com 0S recursos naturais
disponiveis. Para Elali (2003), o ambiente é mais do que base fisica a partir e por meio da
qual a pessoa recebe informacOes (visuais, tateis, térmicas, auditivas e/ou olfato-gustativas),
ele é um agente continuamente presente na vivéncia humana. A apreensdo, compreensao e 0
uso do meio ambiente pelo ser humano e as relagdes entre a pessoa e o local onde se encontra
devem-se tanto as caracteristicas bioldgicas da espécie (bipede ereto cujos principais 6rgaos
sensoriais estdo voltados para a parte frontal do corpo, dotado de estereoscopia visual e
auditiva, e que diferencia direita-esquerda, acima-abaixo, trés-frente, etc.), quanto as
caracteristicas e vivéncias préprias do individuo e do grupo etéario e social no qual se insere.

Assim, o laco entre homem e natureza é construido ndo s6 dos conceitos que 0 ser
humano tem sobre o meio ambiente, mas de outros inUmeros aspectos inerentes a sua
natureza, desde os mais rudimentares (instintivos) até os associados a sua complexa evolugéo
biolégica e cultural (linguagem, afetividade, imaginagdo, intuicdo, arranjo social, etc.)
(MARIN et al., 2003). Ainda segundo esta Gltima autora, a interacdo do ser humano com o
ambiente, solidificada em bases tdo complexas, tem representado um estimulo para pesquisas
de percepcdo ambiental. Essa percepgéo tem sido estudada, na maioria dos casos, mediante o
levantamento de conceitos de meio ambiente e dos referentes a fendmenos e problemas
ambientais.

O conceito de Percepcdao Ambiental utilizada nesse estudo € o mesmo adotado pelo
programa Man and Biosphere (MAB) da UNESCO: uma tomada de consciéncia e a
compreensdo pelo homem do meio ambiente no sentido mais amplo, envolvendo bem mais
gue uma percepcao sensorial individual, como a visdo ou a audicdo (WHYTE, 1978). Integra
elementos da psicologia, da geografia, da biologia, da antropologia, entre outras ciéncias,
tendo como objetivo principal o entendimento dos fatores, 0s mecanismos e 0S processos que
levam o ser humano a possuir percepgdes, usos e comportamentos distintos em relacdo ao
meio ambiente (MARCZWISKI, 2006).

Apesar de ser um conceito relativamente novo, a Percepcdo Ambiental, tem sido cada
vez mais utilizada, tanto nas ciéncias humanas e sociais quanto nas ciéncias bioldgicas, como
um instrumento de investigacdo das relagcdes do homem com o ambiente ao seu redor
(VIOLANTE, 2006), assim como dos usos que o homem faz do meio ambiente em que esta
inserido.

Quando o ser humano reflete sobre sua relagdo com o ambiente, ele procura o

entendimento de suas percepcdes e se questiona sobre seu lugar na paisagem percebida,
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tornando possivel a avaliacdo de suas acdes no ambiente (MARIN et al., 2003). Com isso,
pesquisas avaliando a percep¢do ambiental dos individuos podem também ser instrumentos
educativos e transformadores (SANTOS et al., 2000) desde que propiciem as condicOes para
reflexdo do préprio individuo. De acordo com Faggionato (2002), saber como os individuos
percebem o ambiente em que vivem, suas fontes de satisfacdo e insatisfacdo e sua inter-
relagdo com o local ao qual estd inserido, é de fundamental importancia, pois s6 assim,
conhecendo a cada um, serd possivel a realizacdo de um trabalho com bases locais, partindo
da realidade do publico alvo.

Whyte (1978) ressalta que projetos de percepcdo ambiental contribuem para a
utilizacdo mais racional dos recursos naturais, possibilitam a participacdo da comunidade no
desenvolvimento e planejamento regional através do registro e preservacdo das percepcoes e
dos sistemas de conhecimento do ambiente, bem como proporcionam uma interacao
harmonica do conhecimento local (do ponto de vista do individuo, da populacdo e da
comunidade) com o conhecimento do exterior (abordagem cientifica tradicional) enquanto
instrumento educativo e de transformacao.

Desta forma, pesquisas de Percepcdo Ambiental funcionam como instrumento
diagnostico da situacdo de uma determinada comunidade em relacdo ao seu saber/agir
ambiental e, além disso, se tornam parte primordial para futuros projetos de educacao
ambiental, j& que esse diagnostico é capaz de identificar as necessidades, as expectativas e as
relacBes que essas pessoas estabelecem com o meio ambiente da sua localidade.

Visto a importancia da juncdo da vertente bioldgica e da vertente social no sentido de
trazer um panorama mais completo no gerenciamento da relacdo homem-salde-ambiente em
determinados locais, esse trabalho propfe-se a avaliar e ajudar a esclarecer o potencial
mutagénico da agua do acude de Lucrécia (RN- Brasil), através do teste de Micronucleo em
Tradescantia pallida e em Linfocitos humanos, além de fazer um estudo de percepcao
ambiental com a populacdo local para se obter um diagnéstico da situacdo dessa comunidade
em relacdo ao seu saber/agir ambiental e as concepgdes que possuem a respeito do meio
ambiente que as rodeia, incluindo o acude do municipio. Dessa forma, este trabalho figurar-
se-a como um valioso instrumento condutor de transformagdo mais adequado as necessidades
prementes.

Assim, almeja-se que a importancia deste projeto possa ser avaliada pela ética da
Ciéncia, na medida em que contribui para o aumento do conhecimento cientifico baseado no
incremento dos estudos, dos meétodos e testes aplicados, que resultam na deteccdo prévia e
segura dos danos causados pelo consumo da agua do acude de Lucrécia, principalmente na

correlagdo com a alta freqliéncia de casos de cancer na populacéo.



26

Logo, espera-se que as futuras aplicacOes praticas advindas dessa investigagéo,
possam sensibilizar ndo s a populacdo local, mas principalmente as autoridades em nivel
local e regional, para que medidas de politicas em salde publica possam ser efetivadas,
trazendo melhorias para a prevencdo, recuperacdo e a manutencdo da qualidade de vida do
municipio. Dessa forma, ciéncia, governo e populacdo juntos podem realizar a¢Ges que
certamente terdo como resultados uma melhor qualidade de vida local, com mais saude
publica e consciéncia socio-ambiental.

Em atendimento aos objetivos e conforme padronizacao estabelecida pelo Programa,
esta Dissertacdo se encontra composta por esta Introducéo geral, seguindo pela caracterizagdo
geral da &rea de estudo, metodologia geral empregada para o conjunto da obra e por dois
capitulos que correspondem a artigos cientificos a serem submetidos a publicacdo. O Capitulo
1 intitulado “Percepcdo Ambiental no Sertdo do Estado do Rio Grande do Norte: Um estudo
de caso” foi submetido a Revista Educacdo Ambiental em Acéo e, portanto, estad formatado
conforme este periédico (Normas no anexo A); O Capitulo 2 entitulado “Study on Water
Quality and Mutagenicity of a Surface Water from a Semi-Arid Region by Micronucleus
Assays” sera submetido ao periddico Science of Total Environment e, portanto, esta
formatado conforme este peridédico (Normas no anexo C). Ao final sera apresentada a

Conclusdo Geral.
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2. CARACTERIZACAO GERAL DA AREA DE ESTUDO

O municipio de Lucrécia situa-se no Estado do Rio Grande do Norte (Brasil), na
mesorregido Oeste Potiguar e na microrregido Umarizal (Figura 6), limitando-se com os
municipios de Umarizal, Martins, Frutuoso Gomes e Almino Afonso, abrangendo uma area
de 27 kmz.

Lucrécia

> Yenezuela

.....

Figura 6. Localizagdo do Municipio de Lucrécia (RN-Brasil) e o seu acude.

Segundo o censo de 2000, a populacéo total residente é de 3.218 habitantes, dos quais
1.586 sdo do sexo masculino (49,30%) e 1.632 do sexo feminino (50,70%), sendo que 1.932
vivem na area urbana (60,00%) e 1.286 na area rural (40,00%). Segundo a ultima contagem
populacional feita pelo IBGE em 2009, o municipio apresenta uma populagdo estimada de
3.550 habitantes.

De acordo com os dados da Secretaria de Estado da Saude Publica do Rio Grande do
Norte (SESAP), a rede de saude de Lucrécia dispde de 01 Hospital, 02 Centros de Saude, 03
Postos de Saude e 12 leitos. Na area educacional, 0 municipio possui 8 estabelecimentos de
ensino, sendo 03 de ensino pré-escolar, 05 de ensino fundamental e 01 de ensino médio. Da

populacéo total, 73,80% sdo alfabetizados.
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Dentre as principais atividades econémicas do municipio estdo a agropecuaria, 0
extrativismo e o0 comércio.

Com relacdo aos seus aspectos fisiograficos, este municipio caracteriza-se por clima
sub-imido com precipitacBes pluviomeétricas em torno de 931,6 mm. O periodo chuvoso
concentra-se de Fevereiro a Maio e a umidade relativa média anual é de 66%. A temperatura
média anual € de 28,1 °C, com 2.700 horas de insolacdo. A formacdo vegetal € do tipo
caatinga hiperxerofila que apresenta carater mais seco com abundancia de cactaceas e plantas
de porte baixo e espalhadas. Ja o tipo de solo predominante é o podzolico vermelho amarelo
equivalente eutrofico, com alta fertilidade, textura média, acentuadamente drenado e relevo
suave e ondulado. A hidrografia da regido encontra-se totalmente inserida nos dominios da
bacia hidrogréafica Apodi-Mossord, sendo banhado apenas por cursos d’ agua secundarios e
intermitentes, sem maior expressdo. Na porcdo Sul existe um acude publico de grande porte,

gue abastece a sede do municipio, o Agude Lucrécia (Ministério de Minas e Energia, 2005).

2.1 O ACUDE DE LUCRECIA E SUA PROBLEMATICA

O agude de Lucrécia encontra-se a 500 m ao Sul do municipio de Lucrécia, fazendo
parte da bacia hidrografica Apodi-Mossord (Figura 7). Ele foi construido com a finalidade de
suprir as necessidades de abastecimento humano e irrigacdo, e teve sua construcdo concluida
no ano de 1934. E do tipo “terra compactada”, possuindo area de 528,27 ha, correspondendo a
uma bacia hidraulica de capacidade maxima em armazenamento de 27.270.000,00 m® As
cidades de Frutuoso Gomes, Lucrécia e Martins sdo abastecidas por ele (SERHID, 2001).
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Figura 7. Bacia Hidrografica Apodi/Mossord e a localizagdo do Acude de Lucrécia. FONTE: adaptado de
SEMARH, 2009 e Google Earth.

Além das descargas antropogénicas que recebe em funcdo do despejo de efluentes
domeésticos pela populagdo e da contaminacdo causada por agrotoxicos, esse acude tem
demonstrado contaminacdo também por metais pesados e cianobactérias toxicas (COSTA et
al., 2006; MARCON et al., 2008, 2010; SERRA, 2006).
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Esse reservatdrio encontra-se freqiientemente reduzido devido a escassez de chuva, e em
2001 apresentou 58% a menos da sua capacidade maxima de armazenamento, resultando na
eutrofizacdo das &guas e na concentracdo de poluentes (principalmente os metais) oriundos
dos efluentes agropecuarios, domésticos e da lixiviacdo do solo cristalino (SERRA et al.,
2006).

Agravando ainda mais a situacgdo, essa regido apresenta incidéncia natural do Radoénio,
0 qual é considerado a fonte mais importante de exposi¢do humana a radiagdo (LUTZE et al.,
1992, MALANCA et al., 1997). O Radbnio é um gas nobre radiativo, pesado, incolor,
inodoro, insipido e soltuvel na agua, que se origina do Radio (um membro das séries de
decaimento do Uréanio e Tério) e esta presente naturalmente no meio ambiente em rochas,
solos, aguas e ar. Porém, diferentemente dos outros gases nobres, ele ndo é completamente
inerte, pois pode formar alguns complexos quimicos. A sua ocorréncia na natureza é
controlada por variaveis fisicas, tais como a pressao, temperatura, emissividade pelas rochas,
assim como pelo tempo e pela geoguimica dos seus progenitores (FAURE, 1991; MARQUES
et al., 2006). O Radonio produz particulas alfa, que sdo radiacfes de alta transferéncia de
energia linear que causam permanentes lesées ao DNA, como as quebras cromossémicas, e
devido a isso, geram grande preocupacdo ao meio ambiente. Baseada em evidéncias de
exposicdo humana e animal, a Agéncia Internacional para Pesquisa em Céancer (IARC),
classificou o Radonio como do grupo 1 dos cancerigenos (HAMZA e MOHANKUMAR,
2009; VILLALOBOS-PIETRINI et al., 1999). Em um recente trabalho de medi¢do de
Raddnio em Lucrécia, foram colocados 110 detectores passivos desse gas distribuidos em
algumas residéncias do municipio, em dois periodos da estacdo seca (Dezembro 2009/
Fevereiro 2010). Em ambos os periodos, o “radonio interior” variou entre 40-7679 Bq/m3,
com mediana de 237 Bg/m?®. Isso demonstra que a grande maioria das habitacées apresentou
resultados que excederam o nivel de a¢do da Organizacdo Mundial de Saude — OMS (2009)
que é de 100 Bg/m® (CAMPOS et al., 2010). Além desses resultados para o ar, no trabalho de
Marcon et al. (2010), onde foi realizada a medicéo de particulas alfa e beta na agua, em dois
pontos do acude, os resultados também apresentaram niveis acima do valor permitido pela
portaria n° 518 do Ministério da Saude.

O dado mais preocupante e que merece destaque, & que 0s municipios que se utilizam
desse agude apresentam um historico de elevada incidéncia de cancer associada popularmente
ao consumo da &gua do agude de Lucrécia. Esta regido apresenta prevaléncia de cancer cerca
de trés vezes maior, quando comparada a todo o Estado do Rio Grande do Norte. Entre a
maior incidéncia, estd o cancer na via digestiva (BAPTISTA et al., 2005; INCA, 2007,
SERRA, 2006). Segundo dados do DATASUS (2008) (Figura 8), uma das maiores causas de
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mortalidade proporcional em todas as idades nesse municipio é de neoplasias, chegando a

25% do total da populacéo.

Mortalidade Proporcional (todas as idades)
5,0%

20,0%

25,0%

15,0%

0,0%

30,0%

O1. Algumas doencas infecciosas e parasitarias

B .. Neoplasias (tumores)

OX. Doengas do aparelho circulatério

OX. Doengas do aparelho respirat6rio

B XVI. Algumas afec originadas no periodo perinatal
O XX. Causas externas de morbidade e mortalidade
B Demais causas definidas

Figura 8. Causas da mortalidade proporcional em todas as idades no Municipio de Lucrécia/RN. FONTE:
DATASUS, 2008.

No ano de 2007, as estatisticas do Instituto Nacional do Cancer (INCA), estimaram
taxas brutas de incidéncia de casos de cancer por 100.000 habitantes na ordem de 228,9 para o
Estado do Rio Grande do Norte e, 363,5, para a capital Natal. A taxa bruta de incidéncia por
100.000 habitantes na area de estudo demonstra numeros elevados para 0 municipio de
Lucrécia — 776,88 casos, Frutuoso Gomes — 480,35 casos e Martins 517, 80, enquanto que em
Almino Alfonso, este nimero é de 174,35.

Os trés municipios de maior incidéncia de casos tém abastecimento de &gua
proveniente do Acude de Lucrécia, alimentando a crenca na populacdo local que relaciona a
alta incidéncia de habitantes acometidos com céncer com a utilizagdo da agua proveniente
deste acude.

Através de alguns bioensaios ja realizados, foi possivel averiguar um indicativo de
genotoxicidade para a agua deste acude. No laboratério de Mutagénese Ambiental da

Universidade Federal do Rio Grande do Norte, no periodo de 2007, foi realizado o teste
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Cometa, com 0 extrato organico da agua do acude, e o0 Teste de Micronucleo em peixes (O.
niloticus). Ambos os testes apresentaram resultados positivos em relagdo aos seus respectivos
controles negativos. Além disso, foram também realizadas neste mesmo periodo, analises de
metais em dois pontos do acgude, as quais demonstraram que 0s niveis de Cadmio, Cobre,
Manganés, Zinco, Cromo e Niquel estavam acima do permitido pelo CONAMA (MARCON
etal., 2010).

3. METODOLOGIA GERAL

3.1. Metodologia utilizada para o estudo de Percepcdo Ambiental

Para esse estudo, foram aplicados 100 questionarios (ver Apéndice A) de acordo com a
amostra aleatoria probabilistica, utilizando um erro amostral de 10% e um indice de confianga
de 95%, os quais foram dirigidos aos moradores de Lucrécia maiores de 18 anos, de qualquer
etnia racial, grupo e/ou classe social. O protocolo para essa pesquisa foi aprovado pelo
Comité de Etica da Universidade Federal do Rio Grande do Norte (Ver Apéndice B).

A escolha dos individuos foi aleatoria e feita da seguinte forma: Foram escolhidas casas
aleatdrias no municipio para que o questionario pudesse ser realizado com um individuo de
cada casa. Os individuos que por algum motivo ndo quisessem participar da pesquisa, tiveram
plena liberdade em fazé-lo. Neste caso, este individuo néo fez parte da amostragem e um novo
individuo foi arrolado, podendo ser da mesma casa ou de uma nova casa amostrada. No
momento em que os individuos foram convidados a participar, foram apresentadas
informacBes sobre a pesquisa (objetivos, riscos, beneficios, e procedimentos aos quais serdo
submetidos). Confirmado o desejo de participar voluntariamente da pesquisa, foi entregue
uma cépia do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Ver Apéndice C), para que fosse
lido seu conteldo, entendido e esclarecidas quaisquer duvidas. SO entdo, com a assinatura do
termo é que foi formalizada a participacdo do individuo na pesquisa. Para os individuos que
afirmaram ser analfabetos, todo o procedimento foi feito foi de forma oral, inclusive a
aplicacdo do questionario.

Com relacdo a elaboragdo do questionario, 0 mesmo se deu através de levantamento
bibliografico sobre percepcdo ambiental, sendo que foram feitas adaptagdes, tendo em vista o
foco de interesse da pesquisa em questdo. A estrutura do mesmo foi montada de forma a
contemplar informagdes em trés enfoques: I. Informacdes pessoais; Il. Questdes relativas ao
conhecimento sobre meio ambiente; 111. Questdes relativas ao agude de Lucrécia.

A partir dos dados obtidos, foram realizadas analises quantitativas e qualitativas dos

dados. Para esta analise quantitativa foi utilizada a analise simples (porcentagens), por meio
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do software Excel para a tabulacdo dos dados. J& para analise qualitativa, os dados foram

analisados e expressos em categorias de acordo com as respostas dadas.

3.2. Metodologia utilizada para a avaliagdo mutagénica da agua do Acude de
Lucrécia

3.2.1. Coleta de agua no agude

As coletas de agua do acude foram realizadas em Novembro de 2009 e em Maio de
2010, que corresponde ao periodo de seca e chuva na regido (Ver Apéndice D). Foram
escolhidos trés pontos amostrais de acordo com a figura 9. O ponto 1 (6° 33” 7.62”’S/ 93° 23’
515”W) corresponde ao local onde a CAERN faz a captacao da dgua para o tratamento € 0
ponto 2 (6° 31° 4.48”S/ 93° 23 8.46”W) encontra-Se na confluéncia das drenagens que
contribuem para o acude e o Ponto 3 representa a agua ja tratada e distribuida nas casas do
municipio.

As amostras de agua referentes a cada ponto foram coletadas de acordo com Vargas et
al (2003). Aproximadamente 3 litros de agua superficial de cada ponto foram coletadas a
50 cm da superficie e armazenado a 4 °C, em frascos &mbar estéreis, por um periodo méximo
de 15 dias.

. v -
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Figura 9. O acude de LucreC|a ea deflnlgao dos pontos de coleta da agua FONTE Google Earth.
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3.2.2 Analise quimica da agua

Os niveis de Cadmio, Cobre, Zinco, Chumbo, Cromo, Niquel e Manganés foram
determinados pela espectrometria de absorcdo atbmica em chama em colaboracdo com o
Nucleo de Anélises de Aguas, Alimentos e Efluentes da Fundacio de Apoio a Educacdo e ao
Desenvolvimento Tecnologico do Rio Grande do Norte. A quantificacdo dos metais foi
realizada no Espectrofotdbmetro de absorcdo atbmica (AA-50B). Além disso, alguns
pardmetros fisico-quimicos como, turbidez, total de solidos em suspensdo, nitrato, nitrito,

nitrogénio amoniacal também foram analisados por essa mesma instituicao.

3.2.3 Teste do Micronucleo em Tradescantia pallida (TRAD-MCN)

O TRAD-MCN foi realizado utilizando o protocolo estabelecido por Ma (1981). Os
talos com bot6es jovens da T. pallida foram coletados de plantas cultivadas em terra vegetal e
adubadas com formulacdo de N:P:K (10:10:10). As plantas foram mantidas a pleno sol e
irrigadas diariamente com agua destilada, mantendo as condicdes ideais.

Para os testes de genotoxicidade, foi utilizada a agua bruta (néo diluida) de cada ponto
coletado (P1,P2 e P3). Esse teste foi realizado para as duas coletas, representando o periodo
seco e o chuvoso. Alem disso, foi realizado um controle negativo, com a agua destilada, e o
controle positivo utilizando o Formaldeido (0,2%).

Na realizagdo do bioensaio, cerca de 30 talos de Tradescantia pallida para cada ponto
da &gua do acude, foram coletados e mantidos em laboratério com solucdo nutritiva de
Hoagland, por 24 horas. Em seguida, foram transferidos para beckers contendo a agua bruta,

respectiva a cada ponto, por 12 horas. Apés o periodo de exposi¢do, os talos foram

submetidos a um processo de recuperacdo por 24 horas com solucdo de Hoagland
(HOAGLAND e ANON, 1950) (Figura 10). Depois, os botdes foram fixados em solucdo de

acido acético e alcool (1:3) por 48 horas e armazenadas em alcool 70%.

.-------—",— K 1

Figura 10. Experimento com a Tradescantia pallida em hidroponia.
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Para a analise, os botbes foram dissecados e as anteras maceradas sobre a 1amina,
junto com uma gota do corante Carmin a 2%. Somente as laminas contendo a fase em tétrade
foram consideradas. Foram analisadas 300 tétrades por lamina em aumento de 400x,
contando-se 0 numero de tétrades normais e de tétrades com a presenca de um ou mais
micronucleos. Para a identificacdo e contagem dos microndcleos, os critérios foram: a) MN
com perimetro bem delimitado, sugerindo a presenca de membrana; b) coloracédo e textura do
MN semelhante a do nucleo da célula analisada; c¢) localizacdo do MN no mesmo plano focal
do nucleo; d) auséncia de sobreposicdo (CABRAL, 2010). A frequéncia de micronucleo foi

expressa em porcentagem (nimero total de MN em 100 tétrades).

3.2.4 Teste do Micronudcleo em Linfocitos Humanos (CBMN)

O sangue periférico foi obtido de 3 doadores homens saudaveis (idades de 20, 21 e 23
anos). Este protocolo foi aprovado pelo Comité de Etica da UFRN. Para cada doador, foi feita
uma cultura de células em duplicata para cada ponto amostrado do acude. Para cada
preparacdo da cultura, foi seguido o protocolo de Huang et al. (2009), no qual 0.3 ml de
sangue heparizinizado, foi adicionado a 4.7 ml de meio de cultura RPMI 1640 (Sigma),
contendo 10% de soro fetal bovino, 1% de Penicilina e Estreptomicica e 100 ul de
Fitoemaglutinina (Gibco). Vinte e quatro horas apds a preparacdo desse meio, as culturas
foram suplementadas com 200 pl das amostras de agua, que foram previamente esterilizadas
em um filtro Sartorius com uma membrana de poro de 0,22 mm. Com o intuito de verificar a
dose-resposta para inducdo de micronucleos, foram realizados 3 testes para cada ponto,
utilizando a agua Bruta (100%) e a agua diluida a 50% e a 25%. Para o controle negativo foi
utilizado a agua destilada e para o controle positivo a Mitomicina C (0,1 ug/ml).

Quarenta e quatro horas apds a estimulacdo com Fitoemaglutinina, foi adicionado
4.5 pug/mL de Citocalasina B. A cultura de células foi incubada por um tempo total de 72h a
37 °C (Figura 11). Decorridas essas 72 horas do momento da semeadura, deu-se inicio a
colheita dos linfocitos com tratamento de solucdo hipoténica (KCL 0,075M) para lisar as
células vermelhas. Apds isso foram realizadas 3 lavagens com solucdo fixadora Metanol/
Acido Acético (3:1). Em seguida, as laminas foram preparadas instilando-se 70 pl do material
em lamina previamente lavada. Para cada cultura foram preparadas 4 I&minas. A coloracéo
das laminas foi feita com solucdo de Giemsa diluido em tampéo fosfato (pH 6,8), na
proporcao de 1:40, por sete minutos, e a analise realizada em microscopio optico comum em

objetiva de 40x.
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Figura 11. Cultura de sangue periférico apds o tempo total de incubagéo.

Para cada ponto amostral, foram analisadas 3000 células binucleadas, de acordo com

0s critérios propostos por Fenech et al (2003).
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CAPITULO |

Percepcdo Ambiental no Sertdo do Estado do Rio Grande do
Norte: Um Estudo de Caso

ESTE ARTIGO FOI SUBMETIDO A REVISTA EDUCACAO AMBIENTAL EM
ACAO E, PORTANTO, ESTA FORMATADO DE ACORDO COM AS
RECOMENDAGCOES DESTA REVISTA (ANEXO A). NO ANEXO B CONSTA O
COMPROVANTE DE SUBMISSAO DO MESMO.

46



47

Percepgcdo Ambiental no Sertdo do Estado do Rio Grande do Norte: Um estudo
de caso

Anuska Conde Fagundes Soares Garcia®, Viviane Souza do Amaral® e Silvia Regina
Batistuzzo de Medeiros®.

! Mestranda do Programa de Pés-Graduacdo em Desenvolvimento e Meio Ambiente
da Universidade Federal do Rio Grande do Norte, anuska_garcia@hotmail.com

2 Doutora em Genética, Professora Adjunta do Departamento de Biologia Celular e
Genética da Universidade Federal do Rio Grande do Norte — Campus Universitario,
Lagoa Nova — Natal/RN. CEP 59.072-970, (84) 3211-9209, vamaral@ufrnet.br

% Doutora em Genética, Professora Titular do Departamento de Biologia Celular e
Genética da Universidade Federal do Rio Grande do Norte — Campus Universitario,
Lagoa Nova — Natal/RN. CEP 59.072-970, (84) 3211-9209, sbatistu@cb.ufrn.br

RESUMO: Diante da realidade encontrada no sertdo nordestino, onde a quantidade
de chuvas durante o ano € geralmente insuficiente, a populacdo convive em um
meio ambiente singular. Visto que o ambiente é fundamental para a formacédo da
cultura e do tipo de vida do grupo humano que nele se instala, esse trabalho teve
como objetivo averiguar a percepcdo ambiental dos moradores do municipio de
Lucrécia, o qual dettm um dos maiores acudes da regido. Foram aplicados 100
guestionarios em Maio de 2010. A andlise dos dados permitiu observar os
conhecimentos sobre meio ambiente que os moradores possuem, assim como, a
forte ligacdo e as concepcdes que 0S mesmos possuem com o acude do municipio.
Dessa forma, espera-se que os resultados obtidos neste trabalho possam servir
como um diagnostico do saber/agir ambiental da populacdo local e se torne base
para a elaboracdo de atividades de educacdo ambiental na regido semi-arida do
Estado do Rio Grande do Norte.

Palavras-Chaves: Recursos hidricos, Educacdo Ambiental, Lucrécia.
1. INTRODUCAO

O sertdo nordestino € a sub-regido que apresenta os menores indices
pluviométricos de todo o pais, apresentando irregularidade de chuvas, clima seco e
elevada evapotranspiracdo, caracteristicas que levam sua populacdo a enfrentar
longos periodos de estiagem. Nesse cenario, a escassez de agua constitui um forte
entrave ao desenvolvimento soécio econdmico e, até mesmo, a subsisténcia da
populacado. Visando minimizar os problemas acarretados pela seca, a construcdo de
grandes acudes pelo poder publico se tornou uma das mais importantes iniciativas
para garantir agua para a populacdo, além de ser uma oportunidade de promover o
desenvolvimento da regido, em virtude da sua mdltipla funcionalidade (PETROVICH
& ARAUJO, 2009). De acordo com Tundisi et al. (2009), esses reservatorios foram
construidos para diversas finalidades, tais como: recreacao, irrigacdo, producédo de
energia elétrica, abastecimento das populacdes e producdo pesqueira. Entretanto,
mesmo com toda a importancia que os acudes representam para essas regides
onde a 4gua € um recurso extremamente limitante, 0s mesmos, sdo constantemente
ameacados pelas acgbes indevidas do homem, tais como deposicdo de lixos,
efluentes domésticos ndo tratados e descarte de residuos de agrotoxicos,
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acentuando assim a perda da qualidade da agua, o que acaba resultando em
prejuizo para a propria humanidade.

Segundo Leme (2007), dentre os ambientes afetados pela poluicdo, um dos
mais preocupantes € o aquatico, devido a agua ser um bem mineral essencial as
funcdes vitais dos organismos e, consequentemente, a manutencdo da vida no
planeta. Dessa forma, a sobrevivéncia das populacdes pode ser seriamente
comprometida em funcdo do volume e da composicdo dos dejetos lancados, ja que
estes contém substancias téxicas com potencial de acumulagédo na cadeia alimentar.

Visto isso, o desenvolvimento de alternativas tecnoldgicas e educacionais que
sensibilizem e conscientizem a populacéo a respeito dos problemas relacionados ao
meio ambiente e, em especial, a 4gua, sdo de fundamental importancia para garantir
gue esse recurso tdo precioso seja melhor utilizado, podendo garantir agua de
qualidade para a nossa geragao e para as futuras.

De acordo com Serra (2006), o ambiente é fundamental para a formacéo da
cultura e do tipo de vida do grupo humano que nele se instala, é a base fisica da
sociedade formada. Dessa forma, a percepcao ambiental pode ser utilizada como
instrumento para se identificar como acontece a relagdo entre o homem e a
natureza, bem como, compreender o grau de conscientizacdo do mesmo quanto a
problemética ambiental (MACEDO, 2005). Sabe-se que esse lago entre homem e
natureza € complexo e agrega nao s6 o0s conceitos que o ser humano tem sobre o
meio ambiente, mas 0s outros inUmeros aspectos inerentes a sua natureza, desde
0s mais rudimentares (instintivos) até os associados a sua complexa evolugéo
biolégica e cultural (linguagem, afetividade, imaginacéo, intuicdo, arranjo social, etc.)
(MARIN et al., 2003). Ainda segundo esta Ultima autora, a interacdo do ser humano
com o ambiente, solidificada em bases tdo complexas, tem representado um
estimulo para pesquisas de percepcdo ambiental. Essa percepcdo tem sido
estudada, na maioria dos casos, mediante o levantamento de conceitos de meio
ambiente e dos referentes a fenbmenos e problemas ambientais.

Dessa forma, saber como os individuos percebem o ambiente em que vivem,
suas fontes de satisfacdo e insatisfacdo e suas inter-relacées com o local no qual
estdo inseridos € de fundamental importancia, pois sé assim, conhecendo a cada
um, serd possivel a realizagdo de um trabalho com bases locais, partindo da
realidade do publico alvo (FAGGIONATO, 2002).

Diante da necessidade de se entender como determinadas comunidades
compreendem e agem diante da sua relacdo com o meio ambiente em que vivem,
este trabalho tem como objetivo principal investigar como os moradores do
municipio de Lucrécia/RN percebem o ambiente em que vivem, seus conhecimentos
basicos sobre o meio ambiente e suas fontes de informacédo, além de como 0s
mesmos utilizam o acude da sua cidade e qual a importancia desse acude para eles.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 — Caracterizacdo da area de estudo

O municipio de Lucrécia situa-se na mesorregido Oeste do Estado do Rio
Grande do Norte (Figura 1), limitando-se com os municipios de Umarizal, Martins,
Frutuoso Gomes e Almino Afonso, abrangendo uma area de 27 km2. Segundo a
ultima contagem populacional feita pelo IBGE em 2009, o municipio apresenta uma
populacao estimada de 3.550 habitantes.
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Lucrécia

=% Lucrécia

Figura 1. A localizagdo do municipio de Lucrécia (Rio Grande do Norte) e o seu agude.

A 500 m ao Sul do municipio de Lucrécia, fazendo parte da bacia hidrografica
Apodi-Mossor0d, encontra-se 0 acude publico que recebe o nome do municipio
(Acude de Lucrécia) (Figura 1), que possui area de 528,27 ha, correspondendo a
uma bacia hidraulica de capacidade maxima em armazenamento de 27.270.000,00
m*> Foi construido em 1934 com a finalidade de suprir as necessidades de
abastecimento humano e irrigacdo da regido. As cidades de Lucrécia, Frutuoso
Gomes e Martins séo abastecidas por ele.

Apesar da sua grande importancia para o desenvolvimento da regido e dos
multiplos usos ao qual é destinado, este acude vem apresentando alguns problemas
gue podem colocar em risco a populacdo que consome essa agua. Entre esses
problemas estdo: a presenca de metais pesados acima do maximo permitido pela
legislacdo brasileira, entre eles o Cobre, Cromo, Zinco, Cadmio, Manganés e o
Niquel; a floracdo de cianobactérias toxicas, como Aphanocaspa sp., Microcystis
aeruginosa e Cylindropermopsis raciborskii e a ocorréncia natural do Radoénio, pela
propria formacao geoldgica do local, o qual é considerado a fonte mais importante
de exposicdo humana a radiacdo (MARCON et al., 2010). Esses poluentes em
conjunto, podem comprometer todo o ecossistema, incluindo o homem.

Agravando ainda mais a situagao, o dado mais preocupante e que merece
destaque, € que 0s municipios que se utilizam desse acude (Frutuoso Gomes,
Martins e Lucrécia) apresentam um histérico de elevada incidéncia de céancer
associado popularmente ao consumo da agua do acude de Lucrécia. Esta regiao
apresenta prevaléncia de cancer cerca de trés vezes maior, quando comparada a
todo o Estado do Rio Grande do Norte. Entre a maior incidéncia, esta o cancer na
via digestiva (BAPTISTA et al., 2005; INCA, 2007; SERRA, 2006).
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2.2 — Procedimento Metodolégico

O instrumento utilizado para a coleta de dados foi um questionario
previamente elaborado com questdes fechadas e duas questdes abertas. Embora
tendo a desvantagem de poder influenciar o participante em suas mdultiplas
alternativas, como adverte Mattar (1994), optou-se por esse tipo de questionario pela
facilidade e rapidez na aplicacédo, além de ser ter uma leitura mais padronizada das
respostas.

O protocolo para essa pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica da
Universidade Federal do Rio Grande do Norte (CAAE 0004.0.051.000-10). Foram
pré-definidos os participantes da comunidade dentre aqueles com idade igual ou
superior a 18 anos, que habitem o municipio, de ambos os sexos, de qualquer etnia,
grupo ou classe social. A escolha desses individuos foi feita de forma aleatéria. Um
total de 100 questionarios foi aplicado no periodo entre 17 a 21 de Maio de 2010.
Todos os participantes foram voluntarios e foi-lhes dado um termo de Consentimento
Livre e Esclarecido sobre a pesquisa.

A elaboracdo do questionario se deu através de levantamento bibliografico
sobre o assunto e baseou-se em pesquisas sobre percepcdo ambiental ja realizadas
(BEZERRA et al., 2008; DORNELLES, 2006; LERMEN, 2008; MARCZWSKI, 2006;
REMPEL et al., 2008; SIQUEIRA, 2008; TUAN, 1980), tendo sido feitas algumas
adaptacoes, visando o direcionamento e o foco de interesse da pesquisa em
guestéo.

A estrutura do mesmo foi montada de forma a contemplar informacdes em trés
enfoques: I. Perfil dos participantes; Il. Questdes relativas ao conhecimento sobre
meio ambiente; Ill. Questdes relativas ao acude de Lucrécia.

A partir dos dados obtidos, foram realizadas analises quantitativas e
qualitativas dos dados. Para esta analise quantitativa foi utilizada a analise simples
(porcentagens), por meio do software Excel para a tabulacdo dos dados. Ja para
andlise qualitativa, os dados foram analisados e expressos em categorias de acordo
com as respostas dadas.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1- Perfis etério, escolar e tempo de residéncia dos individuos

Dentre os 100 questionarios aplicados, observou-se um equilibrio entre os
individuos de sexo feminino, que representou 52% do universo, e 0s do sexo
masculino, 48%.

Com relacdo a idade dos entrevistados foram pré-definidas categorias de
faixas de idade que compreendiam desde os 18 anos até acima de 60 . A faixa
entre 18 a 20 anos foi representada por 17% dos participantes, seguida pela faixa
entre 21 a 30 anos com 39% do total. Entre 31 a 40 anos estavam 15% dos
individuos, 16% entre 41 a 50 anos, 9% entre 51 a 60 anos e 4% tinham idade
acima dos 60 anos.

No que diz respeito ao tempo de moradia no local, 87% dos entrevistados
afirmaram morar na cidade ha mais de 10 anos. Isso € um dado que demonstra a
forte ligacdo que os moradores possuem com O municipio.

Os dados sobre escolaridade dos participantes mostraram que 25% possuem
0 1° grau incompleto, 26% o 1° grau completo, 23% possuem 2° grau incompleto,
19% possuem o0 2° grau completo. Com relacdo ao ensino superior, 2% afirmaram
té-lo incompleto e 3% completo. Nesta amostra, os participantes que disseram ser
analfabetos correspondeu a 2%.
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3.2- Questdes relativas ao conhecimento sobre meio ambiente

Para que futuros projetos em educacdo ambiental sejam efetivados, é
necessario conhecer as concepcdes de meio ambiente das pessoas envolvidas na
atividade. De acordo com Reigota (2001), o meio ambiente é o lugar determinado ou
percebido, onde os elementos naturais e sociais estdo em relacdes dinamicas e em
interacdo. Essas relagcdes implicam processos de criacdo cultural e tecnologica e
processos historicos e sociais de transformacédo do meio natural e construido. Deste
modo, o espaco transformado pelo homem que atende as exigéncias de
habitabilidade €, junto com o0 meio natural, o ambiente.

Visto isso, procurou-se averiguar entre os moradores o conhecimento deles a
respeito dos elementos que fazem parte do meio ambiente. Foi solicitado que
assinalassem esses elementos, ja definidos no questionario, que eles achassem
correspondentes ao ambiente. Na tabela 1 a seguir, encontram-se o0s resultados.

Tabela 1. Percentual das respostas para cada um dos elementos (definidos
no questiondrio) que fazem parte do meio ambiente.

Elementos Total de Respostas (%)
Rios, Lagos e Mares 32
Os animais 30
Arvores, Plantas 32
Ar, Céu 24
Pessoas 18
Pracas, Parques, Casas e Prédios 8
Ruas, Calcadas, Estradas 3
Todas as alternativas estéo 67
corretas

Pbdde-se constatar que a grande maioria dos moradores (67%) possui uma
visdo bastante clara daquilo que faz parte do meio ambiente em si, onde elementos
naturais e antropicos estdo interligados. Segundo Reigota (2001), essa €
considerada a visao globalizante, onde ha uma evidéncia entre 0s aspectos sociais e
naturais. Entretanto, quando analisados o0s questionarios individualmente, foi
observado que 11% dos moradores atribuem ao meio ambiente apenas o0s
elementos naturais, retirando desse contexto os elementos antrdpicos e inclusive, o
préprio homem. Com base nesse ultimo dado, percebe-se que o conhecimento de
alguns participantes sobre meio ambiente esta diretamente ligado a natureza como
intocavel e externa ao homem, ou seja, uma concepc¢ao naturalista, para o qual meio
ambiente é sinbnimo de natureza (SANTOS & MACEDO, 2008). Resultados
semelhantes foram descritos por Oliveira et al (2007), onde mapas mentais foram
feitos com moradores de comunidades rurais do semi-arido paraibano e essa visédo
naturalista foi exaltada. Segundo Barizan (2003), essas representacdes naturalistas
correspondem a visOes fragmentadas do mundo, onde os seres humanos e suas
atividades ainda sédo considerados de forma isolada em relagdo a natureza,
entendida como sendo constituida exclusivamente pelos seres vivos (animais e
vegetais) e pelo meio fisico-quimico natural (rios, lagos, mar e montanhas, sol, etc).
Com relacdo a visdo antropocéntrica, onde apenas 0s elementos antropicos séo
evidenciados, esta néo foi relatada por nenhum participante.

Para explorar um pouco mais essa questdo do conhecimento ambiental,
realizou-se uma associacdo dos dados entre a escolaridade e o conhecimento sobre
os elementos que constituem o meio ambiente. Baseado nas respostas dadas na
guestao anterior, para esta analise, os elementos foram agrupados em trés grupos
gue correspondem a visdo globalizante, a visdo naturalista e elementos
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fragmentados (elementos marcados aleatoriamente) (Figura 2). A partir dessa
analise, observou-se que com o aumento do nivel de escolaridade ha também o
aumento da visdo adequada do que seja meio ambiente (visdo globalizante). Os
participantes sem escolaridade versus participantes com ensino superior,
demonstram bem essa oposi¢ao de conhecimento. Isso demonstra a importancia de
uma formacédo escolar continuada em prol do conhecimento ndo s6 ambiental, mas
do conhecimento de forma generalizada.

Ensino Superior Completo

Ensino Superior Incompleto

22 Grau Completo B Visdo Globalizante

22 Grau Incompleto B Visdo Naturalista
18 Grau Completo Elementos Fragmentados
12 Grau Incompleto

Sem Escolaridade

Figura 2. Porcentagens dos participantes de acordo com o seu grau de escolaridade
e a associacdo com as visdes sobre os elementos que compdem o meio ambiente.

Com o intuito de saber de onde os moradores de Lucrécia obtém informacdes
a respeito do meio ambiente, Ihes foi feita a pergunta de quais meios de
comunicacdo (0s quais jA estavam no questionario) que eles utilizavam para tal
(Figura 3).

(%)
o53888
]
]
]
]
]

Figura 3. Percentual de respostas dadas como relacéo a pergunta sobre as fontes de
conhecimento sobre meio ambiente.

A andlise das repostas mostrou a importancia de todas as fontes de
comunicacdo, em especial a televisdo (91%), os jornais (65%) e a internet (70%).
Esse dado demonstra o poder de influéncia dos meios de comunicacdo em massa
junto a populacéo, em especial a televisdo, que pode ser explorado para chamar a
atencdo do publico em geral para as questdes ambientais e que pode auxiliar na
busca pela sensibilizacdo da populacdo. Segundo Silva (1978), os meios de
comunicacdo podem ter um papel inicial em campanhas em dire¢cdo a mudancas de
opinido e comportamento, porém ressalta a comunicacdo interpessoal, concluindo
gque uma combinacdo das duas formas pode gerar resultados melhores ainda,
buscando a formag&o de uma consciéncia ecoldgica. Ainda nessa questédo, pode-se
perceber a importancia da internet como uma fonte de informacdo. Tal fato
demonstra o eficaz processo de inclusdo digital que o Brasil vem passando. A
pesquisa ndo levantou os locais onde os moradores encontram acesso a internet,
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mas revela a tendéncia nacional de insercdo de todas as comunidades aos meios
virtuais, como prevé o Ministério de Ciéncia e Tecnologia.

Seguindo na andlise de questionamentos a respeito de meio ambiente feitas
aos moradores de Lucrécia, questionou-se a sua preocupacdo com O meio
ambiente. A premissa basica para que trabalhos de sensibilizacdo possam ser
realizados em determinadas comunidades é que haja um envolvimento por parte dos
moradores e que estes se preocupem e procurem solugbes para os problemas
ambientais locais. Do total de participantes arrolados, 87% responderam que se
preocupam com o meio ambiente, 10% responderam que se preocupam as vezes e
apenas 3% afirmaram que ndo se preocupam. Este dado é bastante satisfatorio,
pois sugere que a preocupacdo ao qual a maioria dos participantes afirmou ter, seja
um ponto de partida para a sensibilizacédo e procura por solu¢des dos problemas.

No que concerne aos problemas ambientais, 60% dos participantes afirmaram
gue na sua cidade existem muitos problemas ambientais (Figura 4). Os problemas
mais citados estéo na tabela 2.
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Figura 4. Percentual de respostas referente a pergunta: Vocé acha que existem
problemas ambientais na sua cidade?

Tabela 2. Problemas ambientais mais citados pelos participantes
Problemas Ambientais Citados N° de Citacdes

Poluicdo do acude e dos rios 60
Falta de Tratamento dos Esgotos 31
Lixo 24
Animais soltos na area urbana 23
Poluicéo do ar 17
Queimadas 10
Desmatamento 8

Falta de conscientizacéo das
pessoas 7

Observa-se que a poluicdo aquatica, tanto do acude quanto dos rios que
passam pela cidade, foi o problema ambiental mais citado, seguido pela falta de
tratamento de esgotos. Segundo Petrovich & Araujo (2009), apesar da grande
importancia que os acudes apresentam em regides onde os recursos hidricos séao
escassos, estes sao constantemente afetados negativamente, acentuando assim a
perda da qualidade da agua, especialmente no acude em questéo, onde trabalhos ja
relataram a presenca de poluentes (MARCON et al.,, 2010). Esse fato, ao que
parece, ja faz parte da realidade dos moradores de Lucrécia, que ja reconhecem a
poluicdo que afeta os corpos hidricos e até mesmo, alguns deles ja reconhecem que
essa poluicdo pode ser originada da falta de tratamento dos esgotos que vao
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diretamente para o acude, como pode ser identificado na resposta de um
participante: “Tratamento inadequado da rede de esgotos causando poluicdo do
acude”

Mesmo com a maioria dos entrevistados afirmando que existem muitos
problemas ambientais na sua cidade, quando questionados se no seu dia-a-dia o
participante considera que causa algum prejuizo ao meio ambiente, paradoxalmente,
69% responderam que causam poucos prejuizos, 23% que causam muitos, 4% que
nao causam nenhum prejuizo e 4% nao souberam responder. Segundo Lermen
(2008), esse dado nédo é recorrente apenas nessa pesquisa e na pesquisa realizada
pela autora citada, mas se caracteriza como uma maxima da cultura e paradigma do
brasileiro. A maioria dos participantes espera que cada morador faca a sua parte,
mas se coloca em ultimo lugar na ordem dos responsaveis, 0 que revela o baixo
reconhecimento da responsabilidade pessoal diante do meio ambiente ao qual esta
inserido. Fazendo uma analogia, segundo Almeida e Kurtz dos Santos (1999), é
mais facil pensar sobre as suas casas produzindo esgotos, do que fazer a relagcéo
entre o esgoto produzido pelas pessoas que habitam as casas.

Para finalizar esse eixo temético do questionario, foi perguntado aos
participantes qual o nivel de satisfacdo com o meio ambiente do seu municipio. O
percentual das respostas esté indicado na figura 5.
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Figura 5. Percentual de repostas com relacao ao nivel de satisfacdo com o meio
ambiente do municipio.

Amorim Filho (1996) considera que os sentimentos de afeicao, indiferenca ou
aversdao do homem pelos lugares com os quais tem alguma forma de contato,
possuem um papel importante — e, em muitos casos, decisivo na formacao de juizo
de valor, de atitudes e em ultima analise, de acBes sobre esses lugares e paisagens.
Nesse mesmo sentido, os estudos de Tuan (1980), ressaltam a importancia de se
investigar as paisagens valorizadas como forma de identificar sentimentos de
afetividade (Topofilia) ou de aversao (Topofobia). Analisando as respostas dadas
pelos participantes, observa-se que a grande maioria dos participantes (72%)
afirmou ter um nivel de satisfacdo bom com o meio ambiente do seu municipio,
demonstrando que eles possuem lacos de afetividade com o local em que vivem.

3.3- Questdes relativas ao agude de Lucrécia

Segundo Silans (2008), a escassez de agua € um dos principais entraves ao
desenvolvimento em particular no Nordeste brasileiro e mais especificamente no
semi-arido. Para contornar essa situacdo, os acudes foram construidos e se
caracterizam como um elemento fundamental ao ambiente dessas regibes e
constituem uma forte ligacdo do homem com a natureza (GALVAO, 2005). Para
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MOURA (2008) a identidade com o lugar é o ponto de partida para a discussao da
percepcdo que os moradores tém do seu espacgo vivido. Assim, procurou-se
identificar a importancia e o uso que os moradores de Lucrécia fazem do acude do
seu municipio, assim como as percepcdes que Ihes sdo impressas.

Inicialmente, procurou-se entender de que forma os participantes utilizavam
as aguas do acude. Observou-se que a grande maioria dos moradores utiliza as
adguas apenas para as atividades domésticas e para o lazer (Figura 6). Através
desse dado, pode-se também inferir que os participantes percebem que a agua de
acude apresenta problemas, fato demonstrado ao indicarem que eles nédo a utilizam
para beber, quando retirada diretamente do acude.
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Figura 6. Percentual de respostas sobre os usos que os moradores de Lucrécia fazem do
acude da cidade.

A agua doce € um recurso natural essencial a vida e finito, cuja qualidade vem
piorando devido ao aumento da populacdo e a auséncia de politicas publicas
voltadas para a sua preservacdo. Estima-se que 80% de todas as moléstias e mais
de um terco dos Obitos em paises em desenvolvimento sejam causados pelo
consumo de agua contaminada, e, em média, até um décimo do tempo produtivo de
cada pessoa se perde devido a doencas relacionadas a agua (Agenda 21, 1992).
Visto essa problematica em relacdo a qualidade da 4gua e os possiveis riscos que
ela pode causar a saude humana, foi perguntado aos participantes sobre qual o
conceito que eles dariam a qualidade da agua do acude e posteriormente se eles
achavam que essa agua poderia prejudicar a saude. De acordo com o percentual de
respostas obtido (Figuras 7 e 8), pode-se observar que os participantes ja possuem
um conhecimento intrinseco em relacao a baixa qualidade apresentada pela agua do
acude, ja que 58% classificaram a qualidade da agua como regular. Aliado a isso,
cerca de 39% dos entrevistados acreditam que a agua pode causar efeitos danosos
a saude, enquanto que 35% ficaram em duvida, evidenciado a desconfian¢ca que
eles possuem sobre esse aspecto.
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Figura 8. Percentual de respostas para a pergunta: Vocé acha que a agua do acude pode
prejudicar a sua saude?

Entretanto, mesmo com a possivel desconfianca sobre os problemas reais
gque a agua do acude pode oferecer, 74% dos moradores afirmaram que nao
conseguem imaginar 0 municipio sem o acude (Figura 9). Isso demonstra que os
participantes possuem uma forte ligacdo com o acude e o reconhecem como
elemento indispensavel ao ambiente e as suas vidas. Nas regibes semi-aridas, o0s
acudes representam ndo somente uma fonte de agua, mas também se encontram
no imaginario popular como fonte de vida e esperanca e possuem um significado
bastante amplo, pois estao relacionados com a propria fixagdo do homem no campo
(PETROVICH & ARAUJO, 2009).
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Figura 9. Percentual de respostas dadas a pergunta: Vocé consegue imaginar seu
municipio sem o agude?

Com o objetivo de compreender melhor essa relagdo entre os moradores e 0
acude, foi feita uma pergunta aberta sobre o que o acude representava para 0s
participantes. Para a andlise, as respostas foram categorizadas em positivas,
quando foi possivel observar os aspectos que demonstravam algum grau de
importancia benéfica do acude para o participante, e negativas, nas quais a
representacdo apresentava algum aspecto maléfico. Dos 100 questionarios
analisados, 90% deles apresentaram respostas que se enquadraram na categoria
das respostas positivas, como pode ser visto em algumas respostas dadas a seguir:

“Para mim representa a vida para Lucrécia”;
“Marco cultural, econbmico e sem duvidas indispensavel para o0 municipio”;
“Lazer, fonte de renda, além de ser um patriménio municipal indispensavel”;
“O acude ¢é importante para as atividades de agricultura e pesca do municipio, e faz
todo abastecimento de 4gua do nosso municipio e de algumas circunvizinhas. Além
de ser um ponto ambiental que representa a cidade.”

Entretanto, apesar da grande maioria enfatizar esses aspectos positivos, 4%
dos participantes ndo responderam a esta questdo e 6% dos participantes tiveram
suas respostas enquadradas na categoria de respostas negativas, por apresentar
em seu conteldo aspectos que representavam pontos negativos, como evidenciado
nas respostas abaixo:

“Para minha pessoa o agude representa uma grande polui¢do através de doencas,
etc.”;
“Risco para a populagéo pela concentracdo de metais”;
“Se a agua dele nao fosse poluida, seria muito bom, que ele possui muita agua, mas

néo presta para consumir pois é contaminada.”

A analise dessa questado aberta corroborou com os resultados encontrados na
questao anterior e, a partir dela, foi possivel perceber o importantissimo significado
gue este acude tem para os moradores locais nos mais amplos significados que ele
possa agregar consigo.

4. CONCLUSOES

De acordo com o conjunto de dados obtidos, o presente estudo permite concluir que:

« Os moradores do municipio de Lucrécia reconhecem o0s elementos que

compdem o meio ambiente, sendo que uma pequena parcela exalta a visdo
naturalista,
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. A associacao entre a escolaridade e o conhecimento sobre meio ambiente,
mostrou a importancia de uma formacéo escolar continuada;

. A grande maioria dos entrevistados se preocupa com 0 meio ambiente e
acredita que na sua cidade existem muitos problemas ambientais;

. Os entrevistados se ausentam das suas responsabilidades pessoais frente
aos problemas ambientais do seu municipio;

« Quando questionados sobre o acude de Lucrécia, o0s participantes
reconhecem a importancia dele para a cidade e possuem uma forte ligacéao
com 0 mesmo, entretanto, pode-se observar que mesmo com 0s lagos
topofilicos criados com o lugar, isso ndo interfere na sua percep¢ao quanto
aos problemas que essa agua possa apresentar;

. Afere-se que a comunidade de Lucrécia € um campo aberto para politicas e
trabalhos de educacao ambiental, pois seus moradores mostraram-se abertos
a acOes que visem a melhoria da qualidade de vida, pois hdo conseguem
perceber o municipio sem o0 acude e, a0 mesmo tempo acreditam que as
aguas do acude podem prejudicar suas vidas.

5. CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS FUTURAS

A agua tem fundamental importancia para a manutencéo da vida no planeta, e
em especial, nas regiées onde sua escassez € um fator limitante. Falar da relevancia
dos conhecimentos sobre a &agua, em suas diversas dimensdes, é falar da
sobrevivéncia da espécie humana, da conservacao e do equilibrio da biodiversidade
e das relacdes de dependéncia entre seres vivos e ambientes naturais (BACCI &
PATACA, 2008). Por esse motivo, esse recurso natural merece a atengdo dos
setores académicos, sociais e politicos.

Assim a socializagcdo do conhecimento ambiental pode partir da complexidade
gue envolve o tema agua. Os conhecimentos sobre a origem da agua, o ciclo
hidrologico, os aquiferos, a relacdo precipitacdo-vazdo servem para inserir a
populacdo num amplo e complexo processo de interacdo na natureza e relaciona-la
com a sociedade (usos multiplos, ocupacdo de areas de mananciais, riscos
ecologicos, poluicdo, contaminacdo e gestdo dos recursos hidricos). Além disso,
essa tematica pode ser o eixo condutor de diversas disciplinas, propiciando o
desenvolvimento de praticas escolares cientificas e funcionar como agente
integrador das disciplinas na construcédo de uma visdo abrangente da natureza.

Neste contexto, estudos de percepcdo ambiental podem funcionar como
instrumento diagnostico da situacdo de uma determinada comunidade em relagéo ao
seu saber/agir ambiental e, além disso, esta percepcdo pode ser compreendida
como o primeiro estagio para a formacado e a sensibilizagdo ambiental, tornando-se
parte primordial para futuros projetos de educacao ambiental.

Dessa forma, espera-se que os dados obtidos neste trabalho possam servir
de base para a elaboragéo de atividades de educacéo ambiental na regido semi-
arida do Estado do Rio Grande do Norte. Partindo das necessidades detectadas por
esse guestionario, as atividades podem ser mais bem estruturadas e dirigidas para
auxiliar na disseminacdo das caracteristicas tipicas de cada localidade, visando
atingir o objetivo principal que é a sensibilizacdo da populacdo para os problemas
locais, em especial, a questdo dos recursos hidricos em regifes de seca e como
preserva-los.
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CAPITULO 1I

STUDY ON WATER QUALITY AND MUTAGENICITY OF A
SURFACE WATER FROM A SEMI-ARID REGION BY
MICRONUCLEUS ASSAYS

ESTE ARTIGO SERA SUBMETIDO AO PERIODICO SCIENCE OF TOTAL
ENVIRONMENT E, PORTANTO, ESTA FORMATADO DE ACORDO COM AS
RECOMENDACOES DESTA REVISTA (ANEXO C).
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Abstract

The present study evaluated the mutagenic potencial of the surface water from the Lucrecia
dam by analyzing micronuclei in Tradescantia pallida (Trad-MCN) and in human peripheral
blood lymphocytes (CBMN) assay, which correspond an in vivo and in vitro system,
respectively. In addition, heavy metals and some physicochemical properties were measured.
Water samples were collected on 2009 November (dry season) and 2010 May (rainy season),
in three distinct points. The results of both assays for the raw water showed positive responses
for the points analyzed when compared to the respectively negative control. Using the CBMN
assay it was possible to verify that the water diluted was still capable to induce a significant
increase in micronucleus frequency. The highest MN medium was observed in the dry season
for both assays. Chemical analyses detected an increase of heavy metal levels in the sample
points and different seasons. These results point out the presence of genotoxins in this water,
involving heavy metals, which may be affecting the entire ecosystem, including human
health. It is recommended a longer water quality monitoring to provide a better

characterization of this public supply.

Key words: CBMN, Tradescantia pallida, water pollution, genotoxicity, heavy metals
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1. Introduction

The water quality of many reservoirs in the world has been reduced due to percolation
of contaminants to water, which can have natural or anthropogenic origin, increasing the level
of genotoxic compounds in aquatic ecosystems. This fact has contributed to the reduction of
environmental quality, and commitment the health of living beings that inhabit these
ecosystems, including the human population (Ohe et al., 2004; Lemos et al., 2007; Liu et al.,
2009).

In this backdrop of reduced water quality, is the Lucrecia dam (Figure. 1), which is a
major surface water reservoirs by volume of semi-arid region of Rio Grande do Norte, Brazil,
and that has shown contamination by heavy metals, cyanobacteria toxic, presence of alpha
and beta radiation and a potential of genotoxicity using fishes from this dam (Marcon et al.,
2010). The population that use this source has been showing high rates of cancer, popularly
associated with the consumption of this water, with a prevalence about three times higher
compared to the whole state of Rio Grande do Norte (INCA-BRAZIL, 2007). It has been
proven by some studies that the pollution of water source has certain relationship with
endemic cancers of human beings (Zhang et al., 2003; Villanueva et al., 2007)

In order to study environmental genotoxicity, it should be understood that the
environmental sample consists of a complex mixture of substances that requires the choice of
different methods for genetic evaluation. Among these methods, the micronucleus test is one
of the most widely used and is gaining increased attention among laboratories active in the
field of environmental mutagenesis. Different cells from different organisms are being used
for this analyses such as plants (Barbosa et al., 2010), molluscs (Danellakis, et al., 2011), fish
(Egito et al., 2010), human oral mucosa (Bortoli et al., 2009), human cell line (Hashizume et
al., 2009) and human lymphocytes (Wnuk et al., 2009).

The Tradescantia micronucleus bioassay (Trad-MCN) is very useful tool for screening

the mutagenic potential in the environment due the capability to detect low-level genotoxicity
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in either short-term in situ exposures or in vivo tests with un-concentrated water samples
(Rodrigues et al., 1997; Knasmuller et al., 2002; Misik et al., 2006). On the other hand, the
micronucleus in peripheral blood lymphocytes has been considered as a predictive of
increased cancer risk in human population (Bonassi et al., 2007; Murgia et al., 2008).

The aim of this study is to assist the evaluation of the genotoxicity from the Lucrecia
dam, by micronucleus test, using two systems an in vivo (TRAD-MCN) and other in vitro
(CBMN) in a dry and a rainy season. Also, the levels of cadmium, copper, zinc, lead,

chromium, manganese and nickel were measured.

2. Material and Methods

2.1. Collection sites and sampling

In order to assess the genotoxicity of the Lucrecia dam, three monitoring sites were
chosen (Figure 1): P1 (6° 33° 7.62”S/ 93° 23° 515”W) is located near the water up-take for
public distribution by CAERN and is the point more accessible for the population; P2 (6° 31°
4.487S/ 93° 23 8.46”W) is in the opposite side of P1 and is located at the confluence of
tributaries rivers; P3 represents the tap water of the houses.

Water samplings were carried out in November 2009 and May 2010, corresponding
dry and rainy season, respectively. About 3 L of surface water for each point was collected in
a pre-cleaned amber flasks at a death of ~50 cm, stored at 4 °C for 4 days, and then divided
into aliquots and kept in a freezer at -20 °C as described in Vargas et al (2001).

2.2. Water chemical analysis

The levels of Cadmium, Copper, Zinc, Lead, Chromium, Manganese and Nickel were
determined by atomic absorption flame spectrometry. Also, some physicochemical
characterization such as pH, turbidity, total floating solids, ammonia nitrogen (NHj3), nitrite
(NO2) and nitrate (NOg3’). All these characterization was done following the APHA (2005)

guidelines.
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2.3. Tradescantia Micronucleus Assay

This assay was carried out using Tradescantia pallida according to the protocol of Ma
(1981). Young stems with inflorescences of T. pallida were collected from plants cultivated in
humus soil and fertilized with a formulation of N:P:K (10:10:10). The plants were kept in full
sun and watered daily with distilled water, maintaining the ideal conditions. For the
micronucleus tests, we used the raw water (undiluted) of each point sampled. In this study,
formaldehyde (0,2%) was used as a positive control and distilled water was utilized as a
negative control.

In conducting the bioassay, about 15-30 cuttings of T. pallida for each point were
collected and maintained in the hydroponic system with Hoagland solution for 24 hours. After
that, the cuttings were immersed in a 560 mL of the water to be assayed. The duration of the
exposure time was 12 h followed by a process of recovery for 24 h with Hoagland solution.
After that, the inflorescences were fixed in 1:3 aceto-ethanol (Carnoy’s) solution for 24 hours
and stored in 70% alcohol.

Slides were prepared from the buds, and the micronucleus frequency in meiotic pollen
mother cells was evaluated (Ma et al., 1981). A total of 3000 tetrads were scored for each
sample. The data were expressed as MCN/100 tetrads.

2.4. Lymphocyte culture and CBMN assay

A 5 mL peripheral blood was obtained once from three healthy young donor males
with normal karyotypes. For each donor, one series of cultures was prepared with two parallel
cultures for every sample tested. In this test, were used not only the raw water but also the
water diluted to 50% and 25%, to evaluate the dose response.

Whole blood cultures were then set up according Huang et al. (2009). Briefly, 0.3 mL
of whole blood was added to 4.7 mL of RPMI 1640 culture medium containing 10% fetal
bovine serum, 1% penicillin/streptomycin and 5% phytohaemaglutinin (PHA). Twenty-four

hours after PHA stimulation, cultures were supplemented with 200 uL of water samples,
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which were previously sterilized in a Sartorius filter with a 0.22 um pore membrane. The
negative control was sterile distilled water and the positive control was 0,1 pg/mL of
Mitomycin-C. Forty-four hours after PHA stimulation 4,5 pg/mL Cytochalasin B was added
to the cultures to accumulate cells that had completed one nuclear division at the binucleated
stage (Fenech, 2000). Blood cultures were incubated for a total of 72 h at 37 °C. The
lymphocytes were collected by centrifuge (1000 rpm x 5 min), and then treated with 0,075M
KCI followed by fixing 3 times in 5 mL methanol/glacial acetic acid (3:1). The cell
suspension was dropped on a slide, stained with Giemsa (1:40 phosphate buffer pH= 6,8) and
then the frequencies of micronuclei were measured in 1.000 binucleated cells, for each
donnor, totalizing 3.000 cells per sample, according to Fenech (2003).

As a parameter for cytostatic, the nuclear division index (NDI) was assessed according
to the formula: NDI=[M1 + 2(M2) + 3(M3) + 4(M4)]/N, where M1-M4 indicate the number
of cells with 1-4 main nuclei and for which 1000 cells per donor/sample (N) were scored, as
recommended by Fenech (2007).

2.5 Statistical analysis

Statistical analyses were performed using the R software 2.12.0 (R Development Core
Team, 2010). The variables were assessed for normality using the Kolmogorov-Smirnov test.
For TRAD-MN the difference groups among sample sites were determined by ANOVA
followed by Tukey test as a post hoc test. For the comparisons of the means of MN in human
lymphocytes was used Kruskal-Wallis Test. Statistical differences were considered significant

for p <0,05.
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3. Results

3.1 Physicochemical and heavy metals characterization

The physicochemical characterization of the surface waters in the different seasons, is
summarized in Table 1. All the properties analyzed like pH, turbidity, amonio, nitrite and
nitrate, were within the limits allowed by the Brazilian law (Portaria 518 MS, 2004).

The concentrations of the seven metals analyzed are shown in Table 2. At the dry
season the level of Copper at the P1, were 38-fold higher than the Maximum Permitted Level
(MPL) for class 2 and 3 waters, according to CONAMA (2005) and above the criteria
maximum concentration of chemical hazards in drinking water (WHO, 2003). For Cadmium,
all three collected points (P1, P2, P3) showed concentrations above the established for
CONAMA (2005) and P1 and P2 above the criteria maximum concentration of chemical
hazards in drinking water (WHO, 2003). Also, in P3 it was found Copper above the Brazilian
legislation. On the other hand, in the rainy season, were found levels of Cadmium (P2), Lead
(P1), Manganese (P1 and P2) and Nickel (P2) above the allowed limits of both agencies.

3.2. Tradescantia Micronucleus Assay

The frequency of micronuclei in the Trad-MCN observed for each sample site, for dry
and rainy season are summarized in Table 3. All the water samples collected in the dry season
showed a significant increase in MN frequency compared to the negative control. In the rainy
season, only the P2 shows an increase in the MN frequency.

Comparing the respective points in the different seasons, it was observed that P1 in
dry season showed a significant increase in the MN
frequency when compared to the rainy season (p < 0,001).

3.3. Lymphocyte culture and CBMN assay

Table 4 shows the results obtained by the analysis of CBMN assay in human

lymphocytes induced by water samples from the Lucrecia dam. In this assay, water was also
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diluted to 50% and 25% to observe the concentration-response in the micronucleus frequency.
This frequency was proportional to the water concentration.

In the dry season, the P1 was statistically significant for the three water concentrations
compared to control, as well as the P2 was significant for the raw water and water diluted to
50%. The P3 did not show positive response for any sample. In the rainy season, P1 and P2
were statistically significant only for the raw water. Analyses were performed between the
respective points for the raw water comparing the dry and rainy seasons and it was not found
statistical difference between the seasons, although in the dry season the MN medium was
higher.

Besides the micronucleus frequencies, the values of Nuclear Division Index are also
shown in the Table 4. This index showed no significant difference between the samples and

the negative control, showing that the samples are not cytotoxic to human lymphocytes.

4. Discussion

Contamination of water used for public supply is considered a major risk factor for
human health. The high concentrations of xenobiotics from urban, agricultural and industrial
wastes contributed to the increase of the genotoxic activity of aquatic environments (Pereira et
al., 2007; Caffeti et al., 2008). One of the most concern contaminants is the heavy metals, due
to persistence leading to the instability of the ecosystems. They are highly toxic and, unlike
the organic compounds, are not biodegradable (Valko et al., 2005). The presence of them in
water samples above those allowed limits by environmental agencies is a strong indicator of
anthropogenic activities (Mendiguchia et al., 2007). In the present study the levels of some
metals, such as cadmium, copper, lead and manganese, showed results above the maximum
limits permitted by CONAMA (2005) and WHO (2003) at different sampling points and
seasons. Similar results was found by Barbosa et al. (2010), who analyzed the water from

Extremoz lake, in the same state of our study, and found some metals above the maximum
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values allowed by Brazilian legislation. A study performed by Marcon et al. (2010) in the
Lucrecia dam from 2006 to 2009, showed the presence of heavy metals demonstrating that
over the years there is not a decrease in these metals. This fact suggests that the presence of
heavy metals in this water is a serious problem due to their persistence.

Since the economic and social importance of the Lucrecia dam for the population, it is
necessary to use different organisms and experimental models, to obtain a larger panorama of
the mutagenic activity of the surface water from this dam, in order to clarify the real risks that
this water can bring. In this present study, it were used an in vivo and in vitro system. The in
vivo assay, using the Trad-MCN, revealed a significantly increase in the average frequency of
micronuclei for the points analyzed at the different seasons. Similar results for the in vivo
genotoxicity assay carried out by Marcon et al. (2010), using the levels of micronucleus and
nuclear abnormalities of Oreocchromis niloticus collected in the Lucrecia dam. These
findings in both in vivo studies suggest that all organisms living in this ecosystem probably
may be affected.

The Trad-MCN assay in this study showed to be effective and sensitive to analyze the
water genotoxin effects. In a studies conducted in rivers of China (Duan, et al., 1999) and
Austria (Steinkellner et al., 1999), using Trad-MCN, the results of both showed that this assay
was also sensitive to detect the genotoxicity of these rivers. Although the Trad-MCN is
nowadays being used worldwide to monitoring the air (Meireles et al., 2009; Alves et al.
2011), urban sludge (Mielli et al., 2008), and soil (Cesniene et al., 2010), there are no recent
reports using the micronucleus test in Tradescantia to analyze water pollution. Another
relevant point is that the plant most frequently used in the Trad-MCN is the clone #4430, but
for hot climates, like the Northeast of Brazil, this plant has not been adapted. In accordance
with some authors who showed similar sensitivity of both species plants (Suyama et al., 2002;
Mielli et al., 2008) and use the Tradescantia pallida as a bioindicator (Carvalho-Oliveira et

al., 2005; Carreras, et al, 2006; Alves et al., 2007), we reinforce the suggestion that the T.
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pallida can replace the Clone #4430 in the Trad-MCN assay. Furthermore, this study is
pioneer in Brazil using the micronucleus test in Tradescantia pallida to evaluate the water
resources. Thus, due to versatility, practicality and reliability, the T. pallida micronucleus test
can provide a first indication of warning about the situation of water quality under real
conditions and can be used along with other bioassays and physico-chemical analyses, for
monitoring threatened ecosystems.

Considering that Trad-MCN assay was first used for us to make a preliminary
screening of the mutagenic pollution in this area, the CBMN assay in human lymphocytes
was carried out to investigate the response in an in vitro system, using human cells. It can be
observed that the micronucleus frequencies decays proportionally with the increase of dilution
for all points analyzed, demonstrating a high concentration of genotoxins in water undiluted.
Similar study carried out by Amaral et al. (2005) employed the SMART in Drosophila
melanogaster to evaluate the genotoxicity of Cai river and the genotoxic analysis were tested
at crude samples and at 50% and 25% concentrations. El Asslouj et al. (2009) performed the
CBMN assay to assess the genotoxicity from Bounoumossa river adding to the lymphocytes
culture respectivelly 50 pL, 100 pL, 200 pL and 400 pL of wastewater from this river and
found an increase in micronucleus frequency in proportion to increasing doses. The
importance of use this assay is to the fact that micronucleus frequency in peripheral blood
lymphocytes is associated with early events in carcinogenesis, being a predictive of cancer
risk (Bonassi et al., 2007). Because of this, the CBMN in human lymphocytes has been
extensively used in molecular epidemiology and cytogenetic for the biomonitoring of human
populations exposed to genotoxic agents or bearing a susceptible genetic profile (Jiang et al.,
2010; Wang et al., 2010).

Using the CBMN assay, it was also possible to detect that Point P1 was genotoxic not
only to the raw water as well as to the 50% and 25% diluted water analyzed in the dry season,

followed by Point P2, which showed positive responses for raw water and 50% diluted water.
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The importance of using the dilution in water samples is the fact that it becomes clearly the
toxicity impacts of this water, involving citotoxity and/or genotoxity effects that the different
concentrations may present. In this study it was possible to demonstrate that in dry period the
concentration of genotoxins is so high that even when the water is diluted still observed
significant mutagenic responses.

In the Point P1 it was found Cu>Cd for dry season and Mn>Pb for rainy season. In the
Point P2 it was observed in dry season only the presence of Cd and in the rainy season
Mn>Ni>Cd. In the P3, it was observed the presence of Cu>Cd in dry season. Metals form a
particularly complex class of mutagen, since they can interact in different ways with the
cellular machinery (Mateuca et al., 2006). The adverse effects of some heavy metals in DNA
of plants, animals and humans are well documented and known that they can lead to
decreased fertility and cancer induction (Majer et al., 2002; Goyer, et al., 2004; Lu et al.,
2005; Barbosa et al., 2010). This action is due to two main mechanisms, oxidative damage
and interference with DNA replication and repair (Valko et al., 2006; Joseph, 2009).

Studies about Copper (Cu) have shown that this metal is required in trace amounts for
metabolic pathways, but is toxic in excess amounts, causing genotoxic endpoints such as
sister chromatid exchanges and chromosomal aberrations (Grillo et al., 2009). Pra et al.
(2008) showed that the Copper induced mutagenicity as evaluated by the MN test in mice.
The Cadmium (Cd) toxicity is well documented by several studies (Badisa et al., 2008;
Casalino et al., 2006; Fatur et al., 2002; Giaginis et al., 2006; Koyuturk et al., 2007). Cd can
lead to a process of carcinogenesis through various mechanisms of action as inhibition of
DNA repair, induction of oxidative stress, aberrant gene expression and apoptosis
resistance/inhibition (Joseph, 2009). Manganese (Mn) is reported to cause neurological
disorders in excessive doses (Crossgrove and Zheng, 2004) and this can be explained by the
fact that Mn can cause oxidative stress, mitochondrial dysfunction and neuroinflammation

(Milatovic et al., 2009). The toxicity of Lead (Pb) has been studied for many years throughout
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several end-points but data related to the mutagenic, clastogenic and carcinogenic properties
of lead and lead compounds is still conflicting, moreover biochemical and molecular
mechanisms of action of lead remain still unclear (Garcia-Léston et al., 2010). The Nickel is
associated with some incidences of cancer and the carcinogenic actions of nickel compounds
are thought to involve oxidative stress, genomic DNA damage, epigenetic effects, and the
regulation of gene expression by activation of certain transcription factors related to
corresponding signal transduction pathways (Lu et al., 2005).

Analyzing the date of raw water from Trad-MCN and CBMN assay, it can be
observed that the Point 1 showed a highest MN average for both assays. This may be related
to the fact that this point receives directly effluents from multiple sources, moreover the water
from this point has no where to drain and possible concentrates a large number of genotoxins.
Results for the genotoxicity on the water samples for both assays from dry season are
relatively higher than that of the rainy season. This can be explained by the fact that in the
rainy season occurs a decrease in the concentration of the contaminants due to the dilution
factor (Brum and Netto, 2009). On the other hand, Point P2 showed the strongest response for
both assays on the climates conditions. This may be due to the confluence area of this point,
where there is a meeting of the tributaries rivers bringing a large amount of toxicants for the
dam. The point P3 represented the water treated and distributed to the population. All the
mutagenicity results for this point showed negative results, which was expected, except for
Trad-MCN in dry season. This can be correlated with the presence of cadmium and copper
above the limits of Brazilian legislation.

Comparing the mutagenic responses found in the Trad-MCN and CBMN assay in the
different seasons for the raw water (Table 5), the two assays agree in 66, 66% of the
responses. This data shows that the CBMN assay, which is well validated in worldwide,
supports the majority responses found in the Trad-MCN, proving the importance and

sensibility of the Trad-MCN to monitor the aquatic ecosystems. Obviously, differences
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between the in vitro and in vivo bioassays may occur because the in vitro assays the cultures
cells were directly exposed to damage, while in the in vivo assays the toxic compounds could
be metabolized. In addition, the differences could also have been due to the difference in
DNA damage responses by different cells types used in each assay (Jha et al., 2004; Caffetti
et al., 2008). Futhermore, for the specific assay using a plant, it can be considered that the
phytotoxicity from the metal absorbed by it is complex and depend of some factors such as
the concentrations and speciation of the metal, the oxidation state of it, the concentration and
duration of its exposure and the complex mechanisms of the hyperaccumulation (Patra et al.,
2004; Yang et al., 2005).

The two kinds of micronuclei test used in this study, demonstrated the capacity of
these water samples from Lucrecia dam to induce chromosome breakage and/or dysfunction
of the mitotic apparatus. It is important to know that the aquatic environment is often the
ultimate recipient of the increasing range of contaminants and because of this, the definition
of the class of compounds responsible for the genotoxic contamination is difficult to know.
Among the aspects to be considered are the effects of synergy and antagonisms that occur as a
result of the mixture formed by a lot of chemical compounds and can be influenced by the
local characteristics, and may be transported, transformed and/or bioaccumulated (Cesniene
et al., 2010, Lemos et al., 2009). In the Lucrecia dam, it is clear that the heavy metals are
persistent in this water and due to the mechanism of action they may be compromising the
entire ecosystem, but probably are not the only genotoxics agents. There is a “cocktail” of
environmental factors, such as radioactivity and toxic cyanobacteria as described by Marcon
et al (2010) and possible others organic compounds in water, that taken together may be
responsible for the mutagenic effects found for this water and may be endangering the health

of all organisms, including human.
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5. Conclusion

All the results obtained in this study show the presence of genotoxic compounds,
including heavy metals, in surface water in the Lucrecia dam which can induce chromosomal
mutations and probably may be correlated with the high rate of cancer found in the
population. These findings demonstrate the importance of using different organisms in
genotoxicity assays in conjunction with analytical methods for the characterization of
complex environmental mixtures. Further, a longer water quality monitoring is recommended

to provide a better characterization of this public supply.
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Figure Legends

Figure 1. Location of the Lucrecia dam study area in semi-arid region of Rio Grande do
Norte — Brazil and the collection sites points.



Table 1. Physicochemical characterization of water samples
collected from Lucrécia dam.

Sample Point

Season Parameter Pl P? P3
pH 8.00 8.00 8.70
Turbidity, NTU 3.33 3.33 0.10
Dry Total floating solids, mg/L 273.60 261.00 230.00
NH3, mg/L 0.24 0.04 0.03
NO,’, mg/L 0.00 0.00 0.00
NO;3, mg/L 0.00 0.00 0.00
pH 7.07 7.46 7.77
Turbidity, NTU 6.72 9.50 0.57
Rainy Total floating solids, mg/L 207.80 208.30 207.70
NH3, mg/L 0.43 0.07 0.10
NO,’, mg/L 0.00 0.00 0.00
NO;', mg/L 0.00 0.00 0.02

NTU is Nephelometric Turbity Unit



Table 2. Concentrations (mg/L) of the metals measured in the water samples from
different points at the Lucrécia dam and the maximum allowed values by CONAMA and
WHO.

CONAMA Sample Points (mg/L)
Season Metal (A) WHO Pl P7 P3

cd 0.001 0.003 0.004*®  0,004*"  0.003?

Pb 0.010 0.010 0.007 0.005 0.003

Zn 0.180 3.000 0.006 0.020 0.008

Dry Cr 0.005 0.050 0.004 0.004 0.005
Cu 0.009 1.000 0.349° 0.005 0.0312

Ni 0.025 0.020 0.003 0.005 0.003

Mn 0.100 0.100 0.079 0.067 0.007

cd 0.001 0.003 0.000 0.005*"  0.000

Pb 0.010 0.010 0.050*°  0.000 0.000

Zn 0.180 3.000 0.015 0.000 0.010

Rainy Cr 0.005 0.050 0.000 0.000 0.000
Cu 0.009 1.000 0.000 0.000 0.000

Ni 0.025 0.020 0.000 0.050*"  0.000

Mn 0.100 0.100 0.195**  0.105*"  0.000

(A) Maximum values allowed by Brazilian legislation — resolution 357/2005 of the National
Council of the Environment (CONAMA)

(B) Maximum values allowed according Chemical Hazards in Drinking Water of World Health
Organization (WHO, 2003)

% Value above the allowed limit according to CONAMA, 2005

®Value above the allowed limit according WHO, 2003
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Table 3. Frequency of micronuclei (MN% =+ S.D) obtained for T. pallida exposed to different points
of the raw water samples from the Lucrecia dam.

Sample Points

Season
P1 P2 P3
Dry 4,23 +1,11* 3,49 + 0,59** 2,79 £ 0,75**
Rainy 2,43 +0,95 2,66 + 0,80** 1,50+ 0,36

Negative Control: 1,46 £ 0,76; Positive Control: 4,25 + 0,86***
*p < 0,05 ** p < 0,01 *** p < 0,001. Statistically significant compare to negative control according to
ANOVA.
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Table 4. Frequency of micronuclei in human lymphocytes and N.D.I. by different dilutions of the
water samples from different points at the Lucrecia dam.

Sample Points

Season Dilution P1 P2
MN% £ S.D. NDI MN% £ S.D. NDI MN% + S.D. NDI

Raw water 15,00 £ 2,00** 1,961 11,00+2,64* 2,004 6,67+ 1,53 1,979

Dry 50% diluted 833+£153* 1,972 8,00+£153* 2022 5,67%1,53 1,970
25% diluted 7,33+ 1,15 1,922 5,67 +£1,53 1,973 5,67 £0,58 2,001

Raw water 12,67 +2,31** 1,989 8,67 x1,53* 1,930 7,00+ 2,00 1,997

Rainy 50% diluted 6,67 +2,08 2,000 6,33+231 1,959 533+1,15 2,010
25% diluted  6,33+0,58 2,005 567+1,15 1960 6,00+£1,00 1,988

Negative Control: 5,33 £ 0,57; NDI= 2,065 Positive Control: 41,33 + 4,04***; NDI=1,821*

NDI: Nuclear Division Index. * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001. Statistically significant compared to

negative control according to Kruskal — Wallis Test.



Table 5. Mutagenic response obtained by both micronucleus assays
for raw water from Lucrecia dam.

Sample Points Mutagenicity assays
Raw Water Trad-MN CBMN
P1 + +
Dry Season P2 + +
P3 + -
P1 - +
Rainy Season P2 + +
P3 - -

+ Positive results, - Negative results.
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CONCLUSOES GERAIS

O conjunto dos resultados obtidos nesse trabalho demonstra a presenca de compostos
genotdxicos nas aguas superficiais do Acude de Lucrécia, capazes de induzir mutaces
cromossémicas nos testes realizados, e que podem estar correlacionados com o alto indice de
cancer encontrado na populacdo. Além disso, é importante frisar a importancia do Radonio
nesta regido, que apesar de ndo ter sido alvo desse estudo, também pode ser um fator de risco,
atuando sinergicamente com o0s contaminantes encontrados. Esses achados demonstram a
importancia da utilizacdo de diferentes ensaios de genotoxicidade na caracterizacdo de
misturas ambientais complexas, associados a métodos analiticos que fornecem informacgoes
sobre as concentracdes dos quimicos presentes no ambiente sobre os sistemas bioldgicos.

Diante da importancia desse corpo aquatico para sua regido de abrangéncia e da
crescente necessidade de fontes de aguas apropriadas para o consumo humano, inddstria e
agricultura, se faz necessario a elaboracdo de um programa periédico de avaliacdo da
qualidade de suas &guas, levando em consideracdo ndo apenas 0s parametros quimicos como
também as analises de genotoxicidade. Estudos adicionais também devem ser realizados,
utilizando outras metodologias, para deteccdo de outros tipos de poluentes e seus efeitos sobre
a biota, como também para uma melhor caracterizacdo e compreensdo dos processos
genético-moleculares envolvidos na genotoxicidade observada.

Além desse aspecto, foi possivel verificar também o grande interesse dos moradores de
Lucrécia com relacdo aos aspectos ambientais e ainda, a forte ligacdo que eles apresentam
com o0 acude da regido ndo s6 no seu imaginario, mas também na utilizacdo da agua para
maultiplos fins. Entretanto, apesar desses lacos topofilicos criados, isso ndo impede que muitos
dos moradores percebam os riscos que essa agua possa apresentar. Dessa forma, isso remete a
necessidade constante de, ndo apenas monitorar este acude, como também, de estar em
contato com essa populacdo esclarecendo e contribuindo para melhores praticas ambientais,
levando em conta a necessidade local. Assim, futuros projetos de educacdo ambiental a partir
dos dados obtidos neste trabalho, no qual praticas como a divulgacdo cientifica sejam
realizadas, figurar-se-80, como ferramentas educativas primordiais para a populacdo de
Lucrécia.

Logo, torna-se fundamental unir os esforcos cientificos aos do Governo, na sua esfera
educacional, ambiental e de saide publica, de forma a realizar agdes integradas em prol do

melhor desenvolvimento e qualidade de vida no municipio de Lucrécia.
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APENDICE A- Questionario aplicado de Percepcdo Ambiental

QUESTIONARIO PERCEPGAO AMBIENTAL/ LUCRECIA

ATENGAO: Leia atentamente as questdes e marque com um X sua resposta.
Nas questdes 5, 7 e 13, podem ser marcadas mais de 1 opgéo.

1.Sexo:( )Feminino ( ) Masculino

2.1dade: { ) 18-20 ( )41-50
( )21-30 ( )51-60
( )31-40 () Acima de 60

3. Tempo de Residéncia na Cidade:
{ YMenosde1ano ( )Entre1 a5 anos
( J)Enfre5e10anos ( )Maisde 10 anos

4. Escolaridade:

) Sem escolaridade

) 1° grau incompleto
) 1° grau completo

) 2° grau incompleto
) 2° grau completo

) superior incompleto
) superior completo

P —

[

. Para vocé, o que faz parte do meio
mbiente?

) Rios, lagos e mares

) Os animais

) Pessoas

) Arvores, plantas

) Pragas, parques, casas, prédios

) Ar, céu

) Ruas, calgadas, estradas

) Todas as alternativas estdo cormretas

P A n

6. Vocé se preocupa com o meio ambiente?
{ )Sim ( )Asvezes ( )Nao ( )Nunca

7. Vocé tem informacdes sobre o meio
ambiente através de:

{ ) Livros { )Radio
{ )Jornais { ) Aulas/Escola
{ ) Revistas { ) Internet

{ ) Televisao

8. Vocé acha que existem problemas
ambientais na sua cidade?
{ )Muitos { )Poucos( )Nenhum { )Nao sei

9. Cite 2 desses problemas, caso vocé acha
que exista:

10. No seu dia-a-dia vocé considera que
causa algum prejuizo ao meio ambiente?
( )Mutos { )Poucos ( )Nenhum { )Nao sei

11. Qual o seu nivel de satisfagdo com o
meio ambiente do seu municipio:

( )Excelente ( )Otimo ( )Bom ( )Ruim
( ) Péssimo

12. Com relacao ao acude da cidade, como
vocé o utiliza?

( ) Bebe agua diretamente

( )Pesca

( ) Toma banho

( ) Utiliza nas atividades domésticas (lavar
pratos, cozinhar, etc..)

( ) Evita utilizar a agua dele

( ) Nao utiliza para nada

13. Como vocé considera a qualidade da
agua do acude do seu municipio?

( )Otma { )Boa { ) Regular
( )Ruim { )Péssima ( )Nao sei

14. Vocé acha que a agua do acude pode
prejudicar a sua saade?
( )Sim ( )Ndo ( )Naosei

15. Vocé conseguiria imaginar o seu
municipio sem o agude?
( )Sim ( )YNao ( )Nuncapensei

16. Descreva o que o agude de Lucrécia
representa para voceé.
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PARECER N* 072/2010

Prot. n® 003/10 CEP/UFRN

CAAE 0004.0.051.000-10

Projeto de Pesquisa Percepcao ambiental dos moradores do municipio de
Lucrécia/RN

Area de Conhecimento 2 - CIENCIAS BIOLOGICAS Grupo Il
201 - Biclogia Geral

Pesquisador Responsavel Anuska Conde Fagundes Soares Garcia

Instituicdo Onde Sera Realizado Universidade Federal do Rio Grande do Norte - UFRN

Instituicdo Sediadora Municipio de Lucrécia/RN

Nivel de abrangéncia do Projeto Dissertacao de Mestrado

Periodo de realizagao Cronograma: Inicio - abr/2010 - Término - fev/2011
Arrolamento: Inicio - mai2010 - Término mal/2010

Revisdo ética em 7 de maio de 2010
RELATO

1. RESUMO

O protocolo em analise refere-se a um desdobramento do projeto de pesquisa intitulado
“Avaliagao genotoxica da agua do agude de Lucrécia. um enfoque na relagdo ambiente e salde’
aprovado sob o protocolo numero 072/07 pelo CEP da UFRN. O projeto atual intitulado *Percepcéio
ambiental dos moradores do municipio de Lucrécia/RN" tem por objetivo investigar como os
moradores do municipio de Lucrécia/RN percebem ¢ meio ambiente onde vivem. Objetiva-se também
avaliar o conhecimento bdsico da populagdo sobre 0 meio ambiente e as fontes de informacao mais
usuais, assim como utilizam o agude de sua cidade.

E importante destacar que o referido agude vem apresentando problemas de contaminacao
por clanobactérias e metais pesados, impondo riscos a saude dessa populagdo. A hipodtese levantada
pelo estudo & que as pessoas ndo possuem conhecimento suficiente acerca do meio ambiente que
as rodela, como por exemplo, da consequéncia do uso da agua do acude Lucrecia. A literatura tem
apontado uma prevaléncia duas vezes superior nos municipios que utizam a agua desse acude
comparada com a prevaléncla do Estado do Rio Grande do Norte, principaimente em relagdo ao
cancer nas vias gastricas. A literatura aponta também que projetos de pesquisa sobre percepcado
ambiental contribuem a reflexdo e entendimento de uma dada populagdo acerca de suas agdes no
ambiente, contribuindo a uma utiizagdo mais racional dos recursos naturais. Alem do mais, possibilita
a participagdo da comunidade no desenvolvimento e planejamento regional, proporcionando uma
Interagao harmoénica do conhecimento da populagao local com o conhecimento cientifico enquanto
Instrumento educativo e de transformacdo. Assim sendo, o8 Investigadores esperam que os
resultados finais da pesquisa contribuam & sensibilizagdo da populaclio sobre 08 riscos causados
pelo consumo de agua do agude e que se transformem em atores de propagacdo desse
conhecimento. Espera-se ainda que os resultados aportados contribuam na melhoria da saide local,
alertando os drgdos competentes para a problematica existente, e dessa forma, se possam formar
parcerias em diversos niveis para trazer melhorias ao municipio de Lucrecia/RN.

A amostra objeto de estudo sera composta por 100 moradores do municipio de Lucrecia/RN,
selecionados por amostragem aleatdria probabilistica. O critério de inclusdo é que sejam mailores de
18 anos, de qualquer etnia racial, grupo e classe social. O Instrumento utilizado ¢ um questionario
elaborado a partir de levantamento bibliografico sobre a tematica que visa contemplar informagdes
sobre: o0 entrevistado, seu conhecimento sobre meio ambiente e questdes relativas ao agude de
Lucrecia.

Comité de Ebca em Pesquisa, Universidade Federal do Rio Grande do Norte, Natal/RN, Brasil - CEP 56078-970 '(,g
fone/fax. (84) 3215-3135 - e-mail: cepufm@reitoria.ufm be — site: http:// www etica ufrm br i
12
"
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2. ENTENDIMENTOS E PARECER

Considerando que as pendéncias expostas por este Comité foram adequadamente
cumpridas. o Protocolo de Pesquisa em pauta enquadra-se na categoria de APROVADO.

3. ORIENTAGOES AO PESQUISADOR

Em conformidade com a Comisséo Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP) através do
Manual Operacional para Comités de Etica em pesquisa (Brasilia, 2002) e Res. 196/96 - CNS o
pesquisador deve.

1. wueoataowjeitodamunumacopladonmodommnﬂmmraoEsclareddo
(TCLE), na integra, por ele assinada (Res. 196/96 CNS ~ item IV.2d);

2. desenvolver a pesquisa conforme foi delineada no protocolo aprovado e descontinuar o
estudo somente apés a analise das razbes da descontinuidade pelo CEP/UFRN (Res, 196/96 — CNS
item 111.32).

3 apresentar ao CEP/UFRN eventuais emendas ou extensbes ao protocoio original, com
;u:ﬁfmﬁva(mm para Comités de Etica em Pesquisa - CONEP — Brasllia - 2002 - p.
41),

4 apresentar ao CEP/UFRN relatono final apds conclusdo da pesquisa (Manual Operacional
para Comités de ética em Pesquisa ~ CONEP - Brasilia ~ 2002 - p 65).

Os formularios para os Relatorios Parciais e Final estao disponiveis na pagina do CEP/UFRN
(www.etica ufrn br).

Natal, 10 de maio de 2010.
,ﬁ,( Hori-da

Dulce Almeida

Coordenadora do CEP-UFRN

ComAé de Etica om Pesquisa, Universidade Federal do Rio Grande do Norte, Natal/RN, Brasil - CEP 56078-970
fonedfax: (84) 3216-3135 - e-mail: ceputm@reitoria utm br - site: hitp // www etica ufm be
2R
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APENDICE C- Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

Prezado Participante,

Este é um convite para vocé participar da pesquisa PERCEPCAO AMBIENTAL DOS
MORADORES DO MUNICIPIO DE LUCRECIA/ RN que é coordenada pelas Professoras da UFRN: Silvia
Regina Batistuzzo de Medeiros e Viviane Souza do Amaral, pela mestranda responsavel Anuska Conde
Fagundes Soares Garcia e pelo doutorando Alexandre Endres Marcon.

Essa pesquisa tem como objetivo principal avaliar a compreensdo dos moradores do municipio de
Lucrécia/RN sobre o meio ambiente em que vivem, incluindo a utilizagdo do acude da cidade. Esta pesquisa é
muito importante, pois o agude de Lucrécia vem recebendo grandes quantidades de poluentes tanto de origem
humana quanto natural, os quais podem impor sérios riscos a populacdo que se utiliza dele para os diversos fins.
Assim, o questionario funcionard como uma forma de se conhecer a situacdo dessa comunidade em relacdo ao
seu saber/agir ambiental e, além disso, pode tornar-se parte fundamental para futuros projetos de educacédo
ambiental, ja que através deste questionario, sera possivel identificar as necessidades, as expectativas e as
relagBes que os moradores de Lucrécia estabelecem com o meio ambiente da sua localidade.

Caso decida aceitar o convite, sua participacdo envolvera uma entrevista com a duracdo aproximada de
10 min. A sua participacdo é voluntéria e se vocé decidir ndo participar, quiser desistir de continuar em qualquer
momento, ou ainda, se recusar a responder qualquer pergunta que ocasione algum constrangimento, tem absoluta
liberdade em fazé-lo.

Os riscos em participar dessa pesquisa sdo considerados minimos. Como beneficio, destaca-se a
participacdo direta dos moradores locais que irdo contribuir nos ajudando na preparacdo desses registros, 0s
quais representardo a realidade de como a comunidade compreende o ambiente em que vive e como o utilizam.
Dessa forma, projetos futuros de educacdo ambiental poderdo ser implantados levando em conta as necessidades
locais analisadas através questionario.

Em todas as etapas dessa pesquisa, inclusive na publicagdo dos resultados, sua identidade sera mantida em
sigilo e serdo omitidas todas as informagdes que permitam identifica-lo (a).

Se vocé tiver algum gasto que seja devido & sua participacdo nesta pesquisa, vocé serd ressarcido, caso
solicite. Em qualquer momento, se vocé sofrer algum dano comprovadamente decorrente desta pesquisa, vocé
terd direito a indenizagéo.

Vocé ficara com uma copia deste Termo (TCLE) e toda a ddvida que vocé tenha a respeito desta
pesquisa, poderd perguntar diretamente para a mestranda: Anuska Conde Fagundes Soares Garcia, no telefone
(84) 9150-5363 ou pelo email anuska_garcia@hotmail.com.

Duvidas a respeito da Etica desta Pesquisa poderéo ser questionadas ao Comité de Etica em Pesquisa da
UFRN no enderego: Campus Universitério, Av. Senador Salgado Filho, s/n, bairro: Lagoa Nova, Natal, 59078-
970, e-mail cepufrn@reitoria.ufrn.br ou pelo telefone: (84) 3215-3135.

Atenciosamente,

Anuska Conde Fagundes Soares Garcia
Mestranda/Pesquisadora

Consinto em participar desta pesquisa e declaro ter recebido uma cdpia deste termo de consentimento.

Participante
Nome: ; idade: ;
Sexo:__ .

Assinatura do participante:

Pesquisador Responsavel:

Nome: Anuska Conde Fagundes Soares Garcia
Assinatura do responsavel pela pesquisa: .
Cidade: yData: [ [ . Aposicédo da Digital
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APENDICE D- Fotografias do Acude de Lucrécia

A: Visdo Geral do Agude de Lucrécia. B e C: Pontos amostrais P1 e P2, respectivamente, no
periodo de seca (Novembro/ 2009). D e E: Pontos amostrais P1 e P2, respectivamente, no
periodo chuvoso (Maio/ 2010). FOTOS: Anuska Garcia.
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ANEXO A

Normas de publicagdo na revista Educa¢cdo Ambiental em Acéo

Como colaborar - Normas de publica¢éo na Educagdo Ambiental em Acéo
1. Apresentacgdo

Aos interessados em colaborar com esta publicacdo enviando contribuicdes, esclarecemos que
a revista eletrénica Educacdo Ambiental em Acdo nasceu a partir do Grupo de Educacdo
Ambiental da Internet — GEAI, em 2002. E editada trimestralmente e é mantida pelo
esforgo voluntario de cada membro da equipe, principalmente seus editores, ndo tendo uma
instituicdo mantenedora. Esta publicacdo é totalmente feita com os recursos da internet e ndo
possui versdo impressa. Todos 0s volumes anteriores estdo a disposi¢cdo no ambiente virtual.
A revista pretende ser instrumento para divulgar, difundir e incentivar acles de
Educacdo Ambiental integradas e conscientizadoras em todos 0s espagos sociais que
estejam dentro dos eixos tematicos descritos abaixo. Pretende mostrar o que muitas pessoas,
de diferentes Estados do Brasil, e alguns estrangeiros, pensam e fazem para a consolidacéo da
Educacdo Ambiental. Por fim, pretende ser um jardim de idéias, um solo fértil onde germinam
sementes de conscientizagdo, agdo, reflexdo, toleréncia e confianga na construcdo de um
mundo melhor.

Editores responsaveis: Berenice Gehlen Adams, Sandra Barbosa e Julio Trevisan

Endereco eletronico: www.revistaea.org

2. Normas de publicacéo
2.1 Eixos tematicos

A revista eletronica Educacdo Ambiental em Acdo publica trabalhos que estejam relacionados
com 0s €ixo0s tematicos a seguir, desde que seguidas as normas aqui expostas:

« Relatos de Préticas de Educacdo Ambiental;
o Diversidade da Educacdo Ambiental;

o Educacdo Ambiental e Seus Contextos;

o Educacdo Ambiental e Cidadania;

« Sensibilizacio e Educagdo Ambiental;

o Reflexdes para Conscientizacao.

2.2 Processo de publicacao

2.2.1 Serdo aceitos somente trabalhos para publicacdo em portugués. Todo trabalho enviado
deve antes ser cuidadosamente revisado a adequado as instrugdes contidas nas sec¢fes 2.3 e
2.4.

2.2.2 Os autores sdo 0s Unicos responsaveis pelas ideias expostas em seus trabalhos, como
também pela responsabilidade técnica e veracidade das informagGes, dados etc, apresentados.
Os editores ndo se responsabilizam pelo contetido dos textos publicados.

2.2.3 Os autores estardo cedendo os direitos autorais a revista, sem quaisquer dnus para esta,
considerando seu carater de fins ndo lucrativos.
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2.2.4 O Trabalho deve ser enviado para sicecologia “arrobat” yahoo.com.br conforme
secOes 2.3 e 2.4. Favor escrever “ARTIGO Revista EA (titulo)” como assunto da mensagem
eletronica.

2.2.5. Inicialmente, serd verificado se o trabalho estd inserido em um ou mais do eixos
tematicos listados na secdo 2.1. Caso contrario, o trabalho sera rejeitado sem possibilidade de
re-envio.

2.2.6 Serd verificado se o documento esta formatado conforme as normas descritas na se¢éo
2.4. Caso contréario, serd solicitado ao autor o envio de uma nova versao que observe as
normas de formatagéo.
2.2.7 Se 0 documento atender aos critérios 2.2.5 e 2.2.6, sera submetido ao corpo revisor da
revista. Nesta etapa, o trabalho sera lido pelos revisores, 0s quais emitirdo pareceres segundo
a lista abaixo:

(A) Trabalho deve ser aceito sem correcdes

(B) Trabalho deve ser aceito mediante corre¢oes

(C) Conteldo inadequado para publicacdo
No caso de o trabalho ser aceito mediante correcOes (parecer B), 0 autor correspondente
recebera uma resposta contendo a lista das correcBes a serem feitas. Cabe ao autor elaborar
uma nova versdo do documento e re-iniciar o processo de submissdo a partir do item 2.2.4
acima.
2.2.8 O tempo entre submissdo e publicacdo do artigo pode variar de 3 a 6 meses.
Tipicamente, sdo publicados em cada edi¢cdo no méximo dez trabalhos. Os trabalhos serdo
analisados na ordem em que foram enviados aos editores, havendo portanto uma lista de
espera.
2.2.9 Ndo ha qualquer responsabilidade por parte dos editores em fornecer atestados de
recebimento de artigos ou de publicacdo tendo em vista ser um trabalho desenvolvido de
forma totalmente voluntaria, sem objetivos financeiros ou promocionais. Trata-se, portanto,
de um projeto experimental que tem dado importante contribuicdo para a implementacao da
Educacdo Ambiental.
2.3 Estrutura do documento
2.3.1 Tipos de documentos aceitos

Os artigos podem ser submetidos em um dos seguintes formatos: DOC (Word 2003-), DOCX
(Word 2007), RTF, ou ODT (OpenOffice)

2.3.2 Extenséo do texto
A extensdo do trabalho devera ser de no maximo 5000 palavras.
2.3.3 Nome do arquivo

O nome do arquivo de envio deve conter parte do titulo, sem acentos ou caractéres especiais.
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2.3.4 Folha-de-rosto

A primeira pagina do documento deve conter uma “folha-de-rosto” contendo as seguintes
informacdes: titulo; autores; instituicdo; e-mail para contato.

2.3.3 Conteudo
A organizacéo do trabalho deve respeitar a seqiiéncia abaixo
° TitUIO,

o Informagdes sobre os autores: titulo académico; nome; referéncia profissional;
enderecos para correspondéncia, telefones, fax e e-mail;

e Resumo;

o Texto completo;

« Referéncias bibliograficas.

2.4 Formatacéo
2.4.1 Texto

A revista possui certa flexibilidade quanto a formatacdo do texto. Porém, a formatacdo deve
ser consistente, ou seja, o padrdo de formatacdo adotado para cada elemento do texto (titulo
de secdo, corpo, legenda de figura etc) deve ser mantido em todo o documento. O padrdo de
formatacéo inclui:

» estilos de letras (efeito, tamanho etc);
« estilos de paragrafos (alinhamento, espacamento entre linhas, recuo, espaco antes e
depois etc)

Para o corpo principal do texto, utilizar font Arial, tamanho 12.
Para o corpo principal do texto, utilizar espacamento de paragrafo simples.
2.4.2 Figuras

2.4.2.1 Figuras devem ser geradas, salvas como imagem, e depois inseridas no documento
principal. Imagens devem ser geradas no tamanho que proporcione a clareza desejada quando
visualizadas em escala (zoom) 100%, porém, larguras devem ser no maximo 960 pixels.

2.4.2.2 Nao é permitido o uso de caixas de texto, molduras, objetos de desenho (retangulos,
setas etc) ou qualquer outro recurso de desenho. N&o é permitido inserir qualquer objeto no
documento (por exemplo, graficos do Excel), excecdo feita a equacOes. Para gerar figuras
contendo anotagdes, diagramas etc, utilize um programa externo (por exemplo, (Photoshop),
Powerpoint) e salve a figura como imagem.

2.4.2.3 Cada figura deve ser mencionada pelo menos uma vez no texto. Figuras devem ter
uma legenda abaixo, explicando a figura detalhadamente, sem que o leitor tenha que remeter
ao texto principal para entender pontos-chave das figuras.
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2.4.3 Referéncias bibliograficas
A revista é flexivel quanto as normas para referéncias bibliograficas a serem adotadas pelos

autores. Porém, o padrdo adotado deve ser claro e mantido ao longo do texto. No entanto,
recomenda-se adocdo das normas ABNT.

Atenciosamente,

Berenice Adams, Julio Trevisan e Sandra Barbosa

Editores responsaveis e equipe da Educacdo Ambiental em Acéo.

Normas atualizadas em Dezembro de 2010.
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ANEXO B- Comprovante de submisséo do artigo

Devido a essa revista ser de cunho totalmente voluntario, os editores ndo enviam atestado de
submissdo (como esta descrito em 2.2.9 nas normas de publicacdo, anexo A). Assim, usarei a
confirmacéo do recebimento pelo e-mail, como uma forma de comprovagéo.
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ANEXO C- Normas da revista Science of Total Environment

SCIENCE OF THE TOTAL ENVIRONMENT
An International Journal for Scientific Research into the Environment and its Relationship
with Humankind

AUTHOR INFORMATION PACK
TABLE OF CONTENTS

e Description

e Audience

e Impact Factor

¢ Abstracting and Indexing
e Editorial Board

¢ Guide for Author

ISSN: 0048-9697

TTTDTUTDO
PNONERR

DESCRIPTION

The journal is an international medium for publication of original research on the
environment with emphasis on changes caused by human activities. It is concerned with
changes in the natural levels and distribution of chemical elements and their compounds
that may affect the well-being of the living world, or represent a threat to human health.
Papers in applied environmental chemistry and environmental health sciences are
particularly encouraged. The scope is multidisciplinary and international and the subjects
covered include:

(a) all aspects of the contamination or pollution of air, water, soil and the human food
chain;

(b) natural and human-induced environmental changes at the global, regional and local
levels;

(c) environmental risk management, remediation & treatment and environmental policy
appraisal;

(d) effects on human and ecosystem health related to abnormalities in the level and
distribution of

chemical elements and their compounds in the environment;

(e) novel techniques and methods of chemistry and biochemistry applicable to
environmental

problems and environmental health;

(f) gene-environment interactions.

Special Issues consist of a collection of papers on a particular subject that reflect current
thinking and awareness in a field that involves cutting edge science. These Issues should
be focused on emerging or pressing environmental issues of scientific or public concern
with global or regional significance.

A Special Issue can contain review papers, original research articles or a combination of
the two. A Special Issue should provide a reasonable assessment of what is new, what is
current, what needs to be known or what should be done on a particular topic. Intending
authors should first consult with the Associate Editor for Special Issues or the Editor-in-
Chief before preparing their manuscripts.

AUDIENCE

Environmental Scientists, Environmental Toxicologists, Ecologists,
Chemical/Environmental Engineers, Environmental Health Scientists and Epidemiologists,
Risk Scientists, Environmental Science Managers and Administrators.

IMPACT FACTOR
2009: 2.905 © Thomson Reuters Journal Citation Reports 2010
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ABSTRACTING AND INDEXING

Biology & Environmental Sciences

CSA Technology Research Database

Current Contents/Agriculture, Biology & Environmental Sciences
EMBASE

Elsevier BIOBASE

Environmental Periodicals Bibliography

MEDLINE®

Meteorological and Geoastrophysical Abstracts

Oceanographic Literature Review

PASCAL/CNRS

Scopus

Selected Water Resources Abstracts

Sociedad Iberoamericana de Informacion Cientifica (SIIC) Data Bases

EDITORIAL BOARD

Editor-in-Chief

J.O. Nriagu, Dept. of Environmental &, Industrial Health, University of Michigan, 109 Observatory
St, Ann Arbor, MI 48109-2029, USA, Fax: 001 734 615 7141, Email: stoten@umich.edu

Executive Editor

J.G. Farmer, School of Geosciences, Crew Building, University of Edinburgh, West Mains Road,
Edinburgh, EH9 3JN, UK, Fax: +44 131 662 0478, Email: stoten@ed.ac.uk

Associate Editors

J.P. Bennett, Dept. of Botany, University of Wisconsin at Madison, 430 Lincoln Dr, Madison, WI
53706, USA, Fax: 001 608 265 2993, Email: jpbennet@wisc.edu

B.W. Brooks, Dept. of Environmental Science, Inst. of Biomedical Studies, Ctr. for Reservoir and
Aquatic Systems Research, Baylor University, One Bear Place # 97266, Waco, TX 76798-7266,
USA, Fax: +1 254 710 3409, Email: bryan_brooks@baylor.edu

L. George, Environmental Sciences and Resources Program, Portland State University, P.O. Box
751, Portland, OR 97207, USA, Fax: +1 503 725 3888, Email: georgeL@pdx.edu

C.P. Huang, Dept. of Civil and Environmental Engineering, University of Delaware, 360 D Dupont
Hall, Newark, DE 19716, USA, Email: huang@ce.udel.edu

A.B. MacKenzie, Scottish Universities Environmental Research Centre (SUERC), Rankine Ave,
Scottish Enterprise Technology Park, East Kilbride, G75 0QF, UK, Fax: +44 (0) 1355 229898, Email:
A.MacKenzie@suerc.gla.ac.uk

L. Morawska, School of Physical and Chemical Sciences, International Laboratory for Air Quality and
Health, Queensland University of Technology, 2 George Street, Brisbane, Q 4001, Australia, Fax:
+61 7 3864 9079, Email: .morawska@qut.edu.au

S.J.T. Pollard, Integrated Waste Management Centre, Cranfield University, School of Applied
Sciences Building 61 College Roa, Cranfield, Bedford, MK43 0AL, UK, Fax: +44 1234 751 671,
Email: s.pollard@cranfield.ac.uk

F. Rigét, Natl. Environmental Research Institute, Aarhus University, Frederiksborgvej 399, DK-4000
Roskilde, Denmark, Fax: +45 46301914, Email: ffr@dmu.dk

I. Snape, Australian Antarctic Division, Environmental Protection and Change Program, 230 Channel
Highway, Kingston, TAS 7050, Australia, Fax: +61 3 6232 3158, Email: ian.snape@aad.gov.au
C.E.W. Steinberg, Inst. of Biology; Freshwater and Stress Ecology, Freshwater and Stress Ecology,
Humboldt- Universitat Berlin, Arboretum, Spathstr. 80/81, 12437 Berlin, Germany, Fax: +49 (0)30
6369 446, Email: christian_ew_steinberg@web.de

Assistant Editor

M.C. Livingston, Dept. of Environmental Health Sciences, School of Public Health, University of
Michigan, 109 S. Observatory Street, MI 48109-2029 Ann Arbor,, Email: stoten@umich.edu
Editorial Board

B. Ahman, Uppsala, Sweden, Email: birgitta.ahman@hgen.slu.se

R. Bargagli, Siena, Italy, Email: bargagli@unisi.it

J. Burger, Piscataway, NJ, USA, Email: burger@biology.rutgers.edu

J.N. Cape, Penicuik, UK, Email: jnc@ceh.ac.uk

L.H.M. Chan, Prince George, BC, Canada, Email: Ichan@unbc.ca

M. Cresser, York, UK, Email: msc5@york.ac.uk

A. Cundy, Brighton, UK, Email: A.Cundy@brighton.ac.uk

J. Dorea, Brasilia, Brazil, Email: dorea@rudah.com.br

L.K. Duffy, Fairbanks, AK, USA, Email: FYCHEM@UAF.EDU

X. Feng, Guiyang, China, Email: fengxinbin@vip.skleg.cn
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A. Frank, Uppsala, Sweden, Email: dr.a.frank@rocketmail.com

M. Graham, Edinburgh, UK, Email: Margaret.Graham@ed.ac.uk

J.O. Grimalt, Barcelona, Spain, Email: JGOQAM@CID.CSIC.ES

B.L. Gulson, Sydney, NSW, Australia, Email: bgulson@gse.mq.edu.au

M.S. Gustin, Reno, NV, USA, Email: msg@unr.nevada.edu

P.T.C. Harrison, Silsoe, Bedford, UK, Email: paul.harrison@cranfield.ac.uk
R.M. Harrison, Birmingham, UK, Email: r.m.harrison.ipe@bham.ac.uk

P. Hooda, Kingston upon Thames, England, UK, Email: p.hooda@kingston.ac.uk
A.J. Horowitz, Atlanta, USA, Email: horowitz@usgs.gov

H. K. Hudnell, Chapel Hill, NC, USA, Email: kenhud@solarbee.com

D. Kolpin, Iowa City, IA, USA, Email: dwkolpin@usgs.gov

G. Lalor, Kingston 7, Jamaica, Email: glalor@cwjamaica.com

X. Li, Hong Kong, China, Email: cexdli@polyu.edu.hk

L.Q. Ma, Gainesville, FL, USA, Email: Lgma@ufl.edu

R.W. Macdonald, Victoria, BC, Canada, Email: Robie.macdonald@dfo-mpo.gc.ca
D. Muir, Burlington, ON, Canada, Email: Derek.muir@ec.gc.ca

M. Navarro-Alarcon, Granada, Spain, Email: nalarcon@ugr.es

C. Neal, Crowmarsh Gifford, Wallingford, UK, Email: cn@ceh.ac.uk

M.L. Pignata, Cordoba, Argentina, Email: pignata@com.uncor.edu

L. Poissant, Québec, QC, Canada, Email: laurier.poissant@ec.gc.ca

C. Poschenrieder, Bellaterra, Spain, Email: charlotte.poschenrieder@uab.es
C. Reimann, Trondheim, Norway, Email: Clemens.Reimann@ngu.no

E. Sabbioni, Ispra, Italy, Email: enrico.sabbioni@alice.it

A. Smargiassi, Montréal, Canada, Email: asmargia@santepub-mtl.qc.ca
S.H. Swan, Columbia, MO, USA, Email: shswan@mac.com

P. Szefer, Gdansk, Poland, Email: pszef@farmacja.amg.gda.pl

F.M. Tack, Gent, Belgium, Email: filip.tack@rug.ac.be

J.-P. Weber, Québec, Canada, Email: pweber@inspg.qc.ca

INTRODUCTION

Aims and Scope

The journal is an international medium for publication of original research on the
environment with emphasis on changes caused by human activities. It is concerned with
changes in the natural levels and distribution of chemical elements and their compounds
that may affect the well-being of the living world, or represent a threat to human health.
Papers in applied environmental chemistry and environmental health sciences are
particularly encouraged. The scope is multidisciplinary and international and the subjects
covered include:

(a) all aspects of the contamination or pollution of air, water, soil and the human food
chain;

(b) natural and human-induced environmental changes at the global, regional and local
levels;

(c) environmental risk management, remediation & treatment and environmental policy
appraisal;

(d) effects on human and ecosystem health related to abnormalities in the level and
distribution of

chemical elements and their compounds in the environment;

(e) novel techniques and methods of chemistry and biochemistry applicable to
environmental problems and environmental health;

(f) gene-environment interactions.

Types of paper

Full papers reporting original and previously unpublished work.

Short Communications. A brief communication of urgent matter or the reporting of
preliminary findings to be given expedited publication.

Letters to the Editor. A written discussion of papers published in the journal. Letters are
accepted on the basis of new insights on the particular topic, relevance to the published
paper and timeliness.

Reviews. Critical evaluation of existing data, defined topics or emerging fields of
investigation, critical issues of public concern, sometimes including the historical
development of topics. Those wishing to prepare a review should first consult the Editors
or Associate Editors concerning acceptability of topic and length.
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Scientific Commentary. Opinionated exposition on an important scientific issue or event
designed to stimulate further discussion in a broader scientific forum. Special Issues.
Proceedings of symposia, workshops and/or conferences will be considered for
publication as a special issue. An Editor or Associate Editor should be contacted early in
the conference planning process to get approval and for guidelines on special issues of
the journal.

Book Reviews will be included in the Journal on a range of relevant books which are not
more than two years old. Book reviews are handled by the Journal Editors. Unsolicited
reviews will not usually be accepted, but suggestions for appropriate books for review
may be sent to one of the Editors.

Contact details for submission

If you are not able to submit your paper to STOTEN electronically please contact our
Editorial Office at stoten@umich.edu for further instructions on how to submit by e-mail.
STOTEN no longer considers hardcopy submissions.

BEFORE YOU BEGIN

Ethics in Publishing

For information on Ethics in Publishing and Ethical guidelines for journal publication see
http://www.elsevier.com/publishingethics and http://www.elsevier.com/ethicalguidelines.
Policy and ethics

It is understood that with submission of this article the authors have complied with the
institutional policies governing the humane and ethical treatment of the experimental
subjects, and that they are willing to share the original data and materials if so
requested.

Conflict of interest

All authors are requested to disclose any actual or potential conflict of interest including
any financial, personal or other relationships with other people or organizations within
three years of beginning the submitted work that could inappropriately influence, or be
perceived to influence, their work. See also http://www.elsevier.com/conflictsofinterest.
Editors likewise require reviewers to disclose current or recent association with authors
and any other special interest in this work.

Submission declaration

Submission of an article implies that the work described has not been published
previously (except in the form of an abstract or as part of a published lecture or
academic thesis), that it is not under consideration for publication elsewhere, that its
publication is approved by all authors and tacitly or explicitly by the responsible
authorities where the work was carried out, and that, if accepted, it will not be published
elsewhere including electronically in the same form, in English or in any other language,
without the written consent of the copyright-holder.

Changes to authorship

This policy concerns the addition, deletion, or rearrangement of author names in the
authorship of accepted manuscripts:

Before the accepted manuscript is published in an online issue: Requests to add or remove an
author, or to rearrange the author names, must be sent to the Journal Manager from the
corresponding author of the accepted manuscript and must include: (a) the reason the
name should be added or removed, or the author names rearranged and (b) written
confirmation (e-mail, fax, letter) from all authors that they agree with the addition,
removal or rearrangement. In the case of addition or removal of authors, this includes
confirmation from the author being added or removed. Requests that are not sent by

the corresponding author will be forwarded by the Journal Manager to the corresponding
author, who must follow the procedure as described above. Note that: (1) Journal
Managers will inform the Journal Editors of any such requests and (2) publication of the
accepted manuscript in an online issue is suspended until authorship has been agreed.
After the accepted manuscript is published in an online issue: Any requests to add, delete, or
rearrange author names in an article published in an online issue will follow the same
policies as noted above and result in a corrigendum.

Copyright

Upon acceptance of an article, authors will be asked to complete a 'Journal Publishing
Agreement’ (for more information on this and copyright see
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http://www.elsevier.com/copyright). Acceptance of the agreement will ensure the widest
possible dissemination of information. An e-mail will be sent to the corresponding author
confirming receipt 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.

Retained author rights

As an author you (or your employer or institution) retain certain rights; for details you
are referred to: http://www.elsevier.com/authorsrights.

Role of the funding source

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 paper for publication. If the
funding source(s) had no such involvement then this should be stated. Please see
http://www.elsevier.com/funding.

Funding body agreements and policies

Elsevier has established agreements and developed policies to allow authors whose
articles appear in journals published by Elsevier, to comply with potential manuscript
archiving requirements as specified as conditions of their grant awards. To learn more
about existing agreements and policies please visit
http://www.elsevier.com/fundingbodies.

Language and language services

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/languageediting or our customer support site at
http://support.elsevier.com for more information.

Submission

Authors may submit their articles electronically to this journal. The system automatically
converts source files to a single PDF file of the article, which is used in the peer-review
process. Please note that even though manuscript source files are converted to a PDF file
at submission for the review process, these source files are needed for further processing
after acceptance. All correspondence, including notification of the Editor's decision and
requests for revision, takes place by e-mail, removing the need for a paper trail.

Note that contributions may be either submitted online or sent by mail. Please do NOT
submit via both routes. This will cause confusion and may lead to your article being
reviewed and published twice!

If you are not able to submit your paper to STOTEN electronically please contact our
Editorial Office at stoten@umich.edu for further instructions on how to submit by e-mail.
STOTEN no longer considers hardcopy submissions.

Referees

All authors must suggest five potential reviewers for their paper upon submission (please
include correct e-mail addresses).

The suggested referees should: (i) not be close collaborators of the authors(s) (ii) not be
located in the same institution as the author(s) and (iii) preferably not all be drawn from
one country.

PREPARATION

Use of wordprocessing software

It is important that the file be saved in the native format of the wordprocessor used. The
text should be in single-column format. Keep the layout of the text as simple as possible.
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Most formatting codes will be removed and replaced on processing the article. In
particular, do not use the wordprocessor's options to justify text or to hyphenate words.
However, do use bold face, italics, subscripts, superscripts etc. Do not embed
"graphically designed" equations or tables, but prepare these using the wordprocessor's
facility. When preparing tables, if you are using a table grid, use only one grid for each
individual table and not a grid for each row. If no grid is used, use tabs, not spaces, to
align columns.

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). Do not import the figures into the text file
but, instead, indicate their approximate locations directly in the electronic text and on the
manuscript. See also the section on Electronic illustrations. To avoid unnecessary errors
you are strongly advised to use the "spell-check" and "grammar-check" functions of your
wordprocessor.

The Abstract should be single-spaced but the rest of the manuscript should use double
spacing throughout. Every page of the manuscript, including the title page, references,
tables, etc. should be numbered. However, in the text no reference should be made to
page numbers; if necessary, one may refer to sections. Underline words that should be in
italics, and do not underline any other words. Avoid excessive usage of italics to
emphasize part of the text.

Article structure

Manuscript Page Limit

There is no restriction on the number of pages but brevity of papers is greatly
encouraged. The length of a paper should be commensurate with the scientific
information being reported. In particular, the introductory material should be limited to a
few paragraphs and results presented in figures should not be repeated in tables.
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

Provide sufficient detail to allow the work to be reproduced. Methods already published
should be indicated by a reference: only relevant modifications should be described.
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

Results should be clear and concise.

Discussion

This 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: Eq. (A.1), Eq. (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.
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Essential title page information

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

e Author names and affiliations. Where the family name may be ambiguous (e.g., a double
name), please indicate this clearly. 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.

e Corresponding author. Clearly indicate who will handle correspondence at all stages of
refereeing and publication, also post-publication. Ensure that telephone and fax numbers
(with country and area code) are provided in addition to the e-mail address and the complete
postal address. Contact details must be 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 humerals are used for such footnotes.

Abstract

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 abstract itself.

Graphical abstract

A Graphical abstract is optional and should summarize the contents of the article in a
concise, pictorial form designed to capture the attention of a wide readership online.
Authors must provide images that clearly represent the work described in the article.
Graphical abstracts should be submitted as a 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. Preferred file types: TIFF, EPS, PDF or MS Office files. See
http://www.elsevier.com/graphicalabstracts for examples.

Research highlights

Research 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 file in the online submission system. Please use 'Research highlights' in the file
name and include 3 to 5 bullet points (maximum 85 characters per bullet point including
spaces). See http://www.elsevier.com/researchhighlights for examples.

Keywords

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.

Abbreviations

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.

Acknowledgements

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.).

Footnotes

Footnotes should be used sparingly. Number them consecutively throughout the article,
using superscript Arabic numbers. Many wordprocessors build footnotes into the text,
and this feature may be used. Should this not be the case, indicate the position of
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footnotes in the text and present the footnotes themselves separately at the end of the
article. Do not include footnotes in the Reference list.

Table footnotes

Indicate each footnote in a table with a superscript lowercase letter.

Artwork

Electronic artwork

General points

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

e Save text in illustrations as "graphics" or enclose the font.

¢ Only use the following fonts in your illustrations: Arial, Courier, Times, Symbol.

e Number the illustrations according to their sequence in the text.

¢ Use a logical naming convention for your artwork files.

¢ Provide captions to illustrations separately.

e Produce images near to the desired size of the printed version.

e Submit each figure as a separate file.

A detailed guide on electronic artwork is available on our website:
http://www.elsevier.com/artworkinstructions

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 finalised, 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: Vector drawings. Embed the font or save the text as "graphics".

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

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

DOC, XLS or PPT: If your electronic artwork is created in any of these Microsoft Office
applications please supply "as is".

Please do not:

e Supply files that are optimised for screen use (like 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, EPS 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 on the Web (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 on the
Web only. For further information on the preparation of electronic artwork, please see
http://www.elsevier.com/artworkinstructions.

Please note: Because of technical complications which 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. Supply captions separately, not attached to
the figure. 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.

Tables

Number tables consecutively with Arabic numerals in accordance with their appearance in
the text.

Type each table double-spaced on a separate page with a short descriptive title typed
directly above and place footnotes to tables below the table body and indicate them with
superscript lowercase letters. Avoid vertical rules. Be sparing in the use of tables and
ensure that the data presented in tables do not duplicate results described elsewhere in
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the article. Tables should never be included within the text, because file(s) containing
tables are attached separately in the electronic submission system.

References

Citation in text

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 a reference as "in press" implies that the item has been accepted for
publication.

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

This journal has standard templates available in key reference management packages
EndNote (http://www.endnote.com/support/enstyles.asp) and Reference Manager
(http://refman.com/support/rmstyles.asp). Using plug-ins to wordprocessing packages,
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 which is described below.

Reference style

Text: All citations in the text should refer to:

1. Single author: the author's name (without initials, unless there is ambiguity) and the
year of publication;

2. Two authors: both authors' names and the year of publication;

3. 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 in wheat (Allan, 1996a, 1996b, 1999; Allan and Jones,
1995). Kramer et al. (2000) have recently shown ...."

List: 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 ], Hanraads JAJ, Lupton RA. The art of writing a scientific article. J Sci
Commun 2000;163:51-9.

Reference to a book:

Strunk Jr W, White EB. The elements of style. 3rd ed. New York: Macmillan; 1979.
Reference to a chapter in an edited book:

Mettam GR, Adams LB. How to prepare an electronic version of your article. In: Jones
BS, Smith RZ, editors. Introduction to the electronic age. New York: E-Publishing Inc;
1994. p. 281-304.

Note shortened form for last page number. e.g., 51-9, and that for more than 6 authors
the first 6 should be listed followed by "et al."

For further details you are referred to "Uniform Requirements for Manuscripts submitted
to Biomedical Journals" (J Am Med Assoc 1997;277:927-934) (see also
http://www.nlm.nih.gov/bsd/uniform_requirements.html).
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Video data

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 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 maximum size of 10 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.

Supplementary data

Elsevier accepts electronic supplementary material to support and enhance your scientific
research.

Supplementary files offer the author additional possibilities to publish supporting
applications, highresolution 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.
Submission checklist

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 any
item.

Ensure that the following items are present:

One Author designated as corresponding Author:

e E-mail address

o Full postal address

e Telephone and fax numbers

All necessary files have been uploaded

e Keywords

¢ All figure captions

¢ All tables (including title, description, footnotes)

Further considerations

e Manuscript has been "spellchecked" and "grammar-checked"

* References are in the correct format for this journal

o All references mentioned in the Reference list are cited in the text, and vice versa

e Permission has been obtained for use of copyrighted material from other sources
(including the Web)

e Color figures are clearly marked as being intended for color reproduction on the Web
(free of charge)

and in print or to be reproduced in color on the Web (free of charge) and in black-and-
white in print

¢ If only color on the Web is required, black and white versions of the figures are also
supplied for printing purposes

For any further information please visit our customer support site at
http://support.elsevier.com.
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AFTER ACCEPTANCE
Use of the Digital Object Identifier
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
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(including replies to the Query Form) and return them to Elsevier in an e-mail. Please list
your corrections quoting line number. If, for any reason, this is not possible, then mark
the corrections and any other comments (including replies to the Query Form) on a
printout of your proof and return by fax, or scan the pages and e-mail, or by post. 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. We will do
everything possible to get your article published quickly and accurately. Therefore, it is
important to ensure that all of your 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 your responsibility. Note that
Elsevier may proceed with the publication of your article if no response is received.
Offprints
The corresponding author, at no cost, will be provided with a PDF file of the article via e-
mail. For an extra charge, paper offprints can be ordered via the offprint order form
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and a disclaimer outlining the terms and conditions of use.
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