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RESUMO

Objetivou-se com este estudo pesquisara concentracdo sérica dos metais pesados cadmio
(Cd), chumbo (Pb), cobre (Cu) e cromo (Cr), em amostras de sangue de 66 peixes-bois
marinhos (Trichechus manatus manatus) higidos, de ambos os sexos (25 machos e 41 fémeas)
mantidos sob condicdo de cativeiro no Brasil. Os animais foram classificados de acordo com a
idade em neonato (< 30 dias); filhote (31 a 730 dias); juvenil (731 a 2190 dias) e adulto (>
2191 dias). O sangue obtido foi centrifugado para obtencdo do soro sanguineo, sendo
posteriormente digerido em acido nitrico e em seguida submetido ao banho termostatizado a
90°C por um periodo de uma hora. Para a quantificacdo de dos metais empregou-se a técnica
de Espectrometria de Emissdo Optica com Plasma Indutivamente Acoplado (ICP OES).
Dentre as 66 amostras séricas analisadas, 100% apresentaram concentracdes de pelo menos
um dos metais, e apenas 7,57% apresentaram concentracdo simultanea para (Cu), (Cd) e (Cr).
N&o houve correlacdo entre a concentracdo sérica dos metais e as variaveis sexo, idade e
ambiente. Para a analise de chumbo (Pb), as amostras apresentaram concentracfes fora do
limite de deteccdo, deste modo ndo foram avaliadas estatisticamente. Os valores das
concentragcOes dos metais pesados encontrados neste estudo foram superiores aos relatados em
outras pesquisas. Dentre as possiveis fontes de contaminacdo, as diversas acfes antropicas
estdo entre as prioritarias. Tais resultados geram preocupacdes no que concerne a salde dos
animais bem como ao meio o qual estéo inseridos. O espécime alvo de estudo, de acordo com
suas caracteristicas, pode revelar-se eficiente como espécie sentinela, entretantopara tal sdo
necessarias pesquisas complementares no que se refere a bioacumulacdo de metais em
sirénios bem como no meio ambiente.

Paravras-chave: Elementos tracos.Mamiferos aquaticos.Contaminantes.Conservacao.



ABSTRACT

This study analyzed for the serum concentration of heavy metal cadmium (Cd), lead (Pb),
copper (Cu) and chromium (Cr) in blood samples from 66 manatees (Trichechus manatus
manatus) sound, both sexes (25 males and 41 females) kept under captive conditions in
Brazil. The animals were classified according to age: neonate (< 30 days); puppy (31-730
days); youth (731-2190 days) and adult (> 2191 days). Blood was collected and then
centrifuged to obtain serum, and subsequently digested in nitric acid and then subjected to a
thermostated bath at 90°C for a period of one hour. For the quantification of the metals
employed to Spectrometry Optical Emission Inductively Coupled Plasma (ICP OES). Among
the 66 serum samples tested, 100% had levels of at least one of the metals, and only 7.57%
submitted to simultaneous concentration (Cu), (Cd) and (Cr). There was no correlation
between the serum concentration of metals and the variables: sex, age and environment. For
the analysis of lead (Pb), the samples had concentrations outside the detection limit, thus were
not evaluated statistically. The concentrations of heavy metals found in this study were higher
than those reported in other studies. Among the possible sources of contamination various
human activities are among the priorities. These results raise concerns regarding the health of
animals and the means which are inserted. However the study of target specimen, according
to their characteristics, proved efficient as a sentinel species. Additional researches regarding
metal bioaccumulation in sirenians and in the environmentare required.

Key words: Trace elements.Aquatic mammals.Contaminants.Conservation.
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1 INTRODUCAO

A ordem Sirenia é representada por mamiferos aquaticos de vida relativamente longa,
de baixa taxa reprodutiva e restritamente herbivoros, sendo composta por duas familias:
Dugongidae e Trichechidae. As espécies pertencentes a este grupo distribuem-se em mais de
90 paises, porém apresentam o menor nimero de individuos quando comparados com as
demais ordens dos mamiferos (REYNOLDS; ODELL, 1991).

No Brasil ocorrem duas espécies, ambas da familia Trichechidae, o peixe-boi da
Amazobnia (Trichechus inunguis) e o peixe-boi marinho (Trichechus manatus). A espécie
amazonica distribui-se nos principais rios e afluentes da bacia Amaz6nica, enquanto a espéecie
marinha tem o litoral Norte e Nordeste, com algumas areas de descontinuidade, como
ocorréncia (LIMA, 2008). Ambas sdo classificadas como ‘vulneravel’ a extingdo segundo a
International Union for Conservation of Nature (IUCN, 2011) e em perigo de extingdo no
Brasil, estando protegidas no pais por lei federal desde 1967 (IBAMA, 2000).

A estimativa populacional de peixe-boi marinho no Brasil ainda requer maiores
pesquisas, entretanto estudos preliminares realizados na area de distribuicdo da espécie
estimam que exista de 500 a 1000 individuos (LUNA, 2011; ALVES et al., 2016). Somado a
pequena populacdo, os sirénios possuem uma baixa taxa reprodutiva que dificulta uma
reposicdo populacional dos animais. Nao o bastante, ainda sdo susceptiveis as acOes
antropogénicas, tais como: choque com embarcacdes motorizadas, degradacdo ambiental e
perda de habitat (BORGES et al., 2007; LUNA et al, 2011; ANZOLIN et al., 2012,
ATTADEMO, 2015).

As atividades antrépicas vém sendo responsaveis por um grande declinio da
biodiversidade aquatica do mundo (DERRAIK, 2002). Acles relacionadas asatividades
petroguimicas, uso abusivo e inconsciente de agrotoxicos e fertilizantes, somado ao
crescimento urbano desordenado, vém intensificando a contaminacéo por agentes quimicos,
fisicos e biologicos em enormes areas utilizadas pelos sirénios no Brasil (LUNA et al, 2011).

Por possuirem longa expectativa de vida e utilizar aguas costeiras, onde ha uma maior
concentracdo de poluentes devido a proximidade de areas de uso e ocupacdo humana, ambas
as espécies de peixes-bois brasileiros estdo mais propensas a contaminacdo ambiental
(BELANGER; WITTNICH, 2008; WALLNER-KERSANACH; BIANCHINI, 2008). A
absorcdo destes contaminantes ocorre pela pele, por transmissdo materno-placentéria ou ainda
pela ingestdo de leite, agua ou vegetacdo aquatica, muitas vezes com alta concentracdo de

chumbo e demais metais pesados, 0 que os tornam bons indicadores bioldgicos de poluicdo
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quimica (ANDRE; RIBEYRE; BOUDOU, 1990; FURNESS; CAMPHUYSEN, 1997,
LAILSON-BRITO et al., 2000; STORELLI; STORELLI; MARCOTRIGIANO, 2003).

Alguns oligoelementos sdo componentes naturais dos organismos, sendo grande parte
encontrada em concentracdo traco. Estes elementos podem ser classificados como essenciais
(por participarem diretamente deprocessos metabolicos e estruturais do individuo) endo
essenciais devidoa auséncia de fungdo bioldgica. Entretanto, por serem potencialmente
toXicos aos organismos, 0s metais ndo essenciais Sa0 responsaveis por ocasionar doencas e
intoxicacOes de evolugédo aguda ou cronica, principalmente pelos mecanismos de competicao
por sitios de ligagdo com metais essenciais, levandoos animais a estado de debilidade. Tais
fatores tendem a contribuir com a mortalidade e, consequentemente com odeclinio das
populacdes dos peixes-bois (EISLER, 2000).

Estudos sobre anélise e determinacdo sanguinea de metais pesados em peixes-bois séo
ferramentas eficientes para avaliar os diferentes niveis de contaminagdo por agentes quimicos
e 0s possiveis impactos que estes elementos podem determinar relagdoa conservacdo dos
peixes-bois (BONDE; AGUIRRE; POWELL, 2004; LUNA et al., 2011).

Desta forma objetivou-se pesquisar a concentracao sérica de metais pesados (cadmio,
cobre, chumbo e crémio) em peixes-bois marinho (Trichechus manatus manatus) sob

condigéo de cativeiro no Brasil.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Taxonomia e Distribuicédo Geografica dos Sirénios

A Ordem Sirenia (ILLIGER, 1811) originou-se no Paleoceno, regido da Jamaica, onde
provavelmente ocorreu a divisao a partir de um animal identificado como Pezosiren portelli
(UHEN, 2007). No entanto, esta espécie habitava entre o0 ambiente terrestre e aquatico e, com
a evolucdo passou a viver somente no meio aquatico (REEP; BONDE, 2006). Na Ordem
Sirenia existem cinco espécies divididas em duas familias: Dugongidade e Trichechidae
(Figura 1). A familia Dugongidae possuia duas espécies, sendo uma ja extinta, a vaca-marinha
de Steller (Hydrodamalis gigas ZIMMERMAN, 1780), restando o dugongo (Dugong dugon
MULLER, 1776).

SIRENIOS

PP i e

%

Peixe-boi das Antilhas
(Trichechus manatus manatus)

Peixe-boi do Caribe
(Trichechus manatus latirostris)

Peixe-boi da Amazdnia
(Trichechus inunguis)

Peixe-boi Africano
(Trichechus senegalenses)

Dugongo
(Dugong dugong)

0 1%
—LJ

Vaca Marinha de Steller
(Hydrodamalis gigas )

Adaptacao, Augusto Bdaviagem, 2016

Figura 1. Ordem Sirenia. Espécies com as respectivas proporcionalidades de tamanho.

A familia Trichechidae constitui-se por trés espécies: peixe-boi da Africa (Trichechus
senegalensis LINK, 1795), peixe-boi amazodnico (Trichechus inunguis Natterer, 1883) e
peixe-boi marinho (Trichechus manatus LINNAEUS, 1758). Esta ultima espécie marinha

subdivide-se em peixe-boi das Antilhas (Trichechus manatus manatus LINNAEUS, 1758) e
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peixe-boi da Flérida (Trichechus manatus latirostris HARLAN, 1824) (D’FFONSECA
NETO;VERGARA-PARENTE, 2007).

O Brasil abriga duas espécies de sirénios, sendo o peixe-boi marinho distribuido
geograficamente desde o nordeste brasileiro até a América Central (LUNA, 2013) com pontos
de descontinuidade em toda a area de distribuicdo, e o peixe-boi da Amazbdniaque ocorre
exclusivamente na bacia amazonica (Figura 2), distribuindo-se por todos os principaisrios e
afluentes até sua foz no Atlantico (LUNA et al, 2011). Na regido da llha de Maraj6 ha relato
da presenca de animais hibridos de ambas as espécies, entretanto estudos genéticos em
relacdo a este assunto ainda sdo escassos, sendo necessarios maiores estudos e analises
(LUNA et al., 2012; LUNA, 2013).

50°W 45°W 40°W 35°W 30°W 25°W ZO;W
|

Legenda

5°N
5°N

—— Ocorréncia de peixe-boi

=zxx= Qcorréncia histérica de peixe-boi

mmmmm Area de recolonizagdo de peixe-boi
mmmm QOcorréncia de peixe-boi amazénico
e ¢ o Zona de hibridizacao

@ Area de soltura de peixe-boi

C] Norte do Brasil
(] Nordeste do Brasil
Sudeste do Brasil

5°S
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0 250 500 1.000
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Projecao Cartografica
] > /% Datun Horizontal WGS 84
& SP / . Criagdo: Savaget, PVS
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Figura 2. Mapa de distribuicao dos sirénios no Brasil, distribuicdo historica e atual da espécie marinha.

20°S

2.2 Conservacao de Sirénios no Brasil

As causas para a diminui¢do populacional dos sirénios sdo variadas para cada espécie,
assim como entre as areas de ocorréncia. A vaca-marinha de Steller, por exemplo, ocorria na
regido do Alasca e Russia e apenas 27 anos ap0s sua descoberta a espécie foi extinta devido as

acOes antrépicas como a caca indiscriminada (REEP; BONDE, 2006). Assim como a vaca
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marinha, as espécies brasileiras também sofreram grande exploracdo de caca no passado, fato
que persiste ainda para a espécie amazonica (ROSE, 2008). Entretanto, se a caca esta
deixando de ser o grande algoz da espécie marinha, outras causas, em sua grande maioria em
decorréncia das atividades humanas (BEST, 1984; BECK; BARROS, 1991), levaram o peixe-
boi marinho a constar como vulneravel a extingdo, na lista vermelha das espécies ameacadas
(CHIARELLO et al., 2008; IUCN, 2011).

Essas interferéncias antropogénicas, somado a fatores naturais ambientais, vém
contribuindo com um numero crescente de encalhe de animais adultos e filhotes,
principalmente  (PARENTE; VERGARA-PARENTE; LIMA, 2004; GERACI,
LOUNSBURY, 2005; MEIRELLES, 2008) causadosespecialmente devido a perda de habitat
pela degradacdo ambiental até ingestdo de lixo (SILVA; MARMONTEL, 2009;
ATTADEMO, 2015). O aumento no numero de embarcac¢des determinoutambém maior risco
de traumas (BORGES et al., 2007), além de afastar a espécie da area de uso normal habitual.
Estes fatores somados a continua modificacdo da costa, seja ela de origem fisica, acustica,
visual ou quimica, contribuiram, nos dias atuais, para elevar os riscos relacionados a
sobrevivéncia da espécie nas areas costeiro-litoraneas (BAUER; COLBERT; GASPARD I,
2003; BAUER et al., 2012).

Entre os fatores naturais que levaram os sirénios a ameaga de extin¢ao estdaocorréncia
limitada da espécie, lenta reproducdo, comportamento relativamente docil, o que permite a
aproximacdo de seres humanos e suscetibilidade a doencas infecciosas e agentes
contaminantes, entre eles os metais pesados (PRIMACK; RODRIGUES, 2001; BOSSART et
al., 2002; RECTOR et al., 2004; REEP; BONDE, 2006; BOSSART, 2007).

Neste sentido, como estratégia de preservacdoe a fim de cumprir as a¢des de politicas
publicas nacionais relacionadas a conservacdo do peixe-boi marinho no Brasil, 0s animais
encontrados encalhados sdo resgatados e encaminhados a Centros de Reabilitacdo
especializados (Figura 3), onde recebem os cuidados necessarios oferecidospor uma equipe
multidisciplinar especialista, até estarem aptos a serem devolvidos ao ambiente natural
(ICMBio, 2011).

Durante o processo de reabilitacdo em cativeiro, os animais (quando filhotes) séo
alimentados com uma mistura a base de proteina isolada de soja enriquecida de
suplementacdo vitaminica, mineral e lipidica, até completarem a idade de aproximadamente
dois anos. Apos a fase de lactagdo os animais recebem uma dieta constituida de macroalgas
marinhas e vegetais até atingirem quatro a seis anos, quando podem ser avaliados para

possivel reintroducdo a natureza. Neste estagio aqueles que tiverem comportamento e salde
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considerados aptos para serem reintroduzidos, sdo translocados para recintos instalados em
ambiente natural, para um periodo de readaptacdo, onde sdo expostos a fatores bidticos
semelhantes aos que possivelmente encontrardo em condi¢BGes naturais normais (ICMBio,
2011; ATTADEMO, 2015; NORMANDE, 2014).

Os cativeiros de readaptacdo estdo localizados no estuario do Rio Mamanguape, no
municipio de Rio Tinto, estado da Paraiba (Figura 4), e no Rio Tatuamunha, municipio de
Porto de Pedras, estado de Alagoas (Figura 5). Ambos locais estdo inseridos em unidades de
conservagédo (UCs), sendo na Paraiba acobertados pela Area de Protecio Ambiental da Barra
do Rio Mamanguape e em Alagoas pela Area de Protecdo Ambiental da Costa dos Corais
(LUNA, 2013).

Atualmente o cativeiro localizado no estado da Paraiba encontra-se desativado, sem

presenca de animais em estagio de readaptacao.

Figura 3. Recintos artificiais utilizados no processo inicial de reabilitacdo do peixe-boi marinho
(Trichechus manatus manatus), localizado na Ilha de Itamaraca-PE. Fonte: Acervo CMA/ICMBiIo.
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Figura 4. Antigo cativeiro de readaptacdo de peixe-boi marinho (Trichechus manatus manatus) em
ambiente natural, localizado na Barra de Mamanguape, Rio Tinto-PB. Fonte: Acervo CMA/ICMBIo.

Figura 5. Cativeiro de readaptacdo de peixe-boi marinho (Trichechus manatus manatus) em ambiente
natural, localizado no Rio Tatuamunha, Porto de Pedras/AL. Fonte: Acervo CMA/ICMBio.

2.3 Metais Pesados

O termo metal pesado, utilizado desde a década de 80, ndo possui defini¢do
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consensual regulamentada por entidade cientifica especializada, como a IUPAC
(International Union of Pure and Applied Chemistry), havendo diversas bases sugeridas para
este grupo de elementos (massa atdmica, densidade, numero atbmico e propriedades
quimicas) (KABATA-PENDIAS; MUKHERJEE, 2007), o que promove o estabelecimento de
inimeras listas divergentes. No entanto, termos substitutos como elemento traco e metal
toxico sdo tdo, ou mais vagos e inapropriados (DUFFUS, 2002; CORNELIS; NORDBERG,
2007), além de serem utilizados de forma restrita pela comunidade cientifica. Considera-se
metal pesado um grupo de metais e semi-metais associados a toxicidade e potencial poluidor
mesmo que alguns, em baixas concentracfes, sejam essenciais para 0rganismos Vivos,
podendo desempenhar fungdes bioldgicas importantes no metabolismo de diversos
organismos (ALLOWAY, 1990).

Algunsmetais tracos (cobre, cromio, zinco e ferro, por exemplo) desempenham papeis
importantes e essenciais nos processos fisiolégicos organicos, porém concentraces
excessivas desses oligoelementos podem determinar efeitos toxicos, tais como agdo
carcinogénica, distdrbios neuroldgicos, hematoldgicos, imunoldgicos e de desenvolvimento
em diversos animais aquaticos e terrestres, incluindo a espécie humana (BECKER et al.,
1995; KENNISH, 1996). Outros metais (como chumbo, mercurio e cadmio) sdo nocivos aos
organismos mesmo em pequenos teores, pois substituem 0s metais tracos essenciais
interferindo nasatividades fisiolégicas (DORNELES et al., 2008).

Embora o uso de metais em diversos setores industriais, agropecuarios e
farmacéuticosseja benéfico, em varios aspectos inerentes aos produtos finais obtidos, alguns
metais pesados como o chumbo e cadmio, principalmente, vém representando um grande
problema ambiental. Os problemas podem ter ocorréncia natural, reservas biogénicas, ou
intensificadas por fontes antropogénicas: queima de combustiveis fdsseis, uso ativo de
defensivos agricolas e residuos industriais (LINS, 2010).

Os dejetos industriais contendo componentes metélicos sdo, muitas vezes, langados no
meio ambiente sob diferentes formas (solida, liquida, cinzas ou vapores) sem tratamento
prévio ecom alto poder de contaminacdo, gerando danos ambientais severos, e muitas vezes
irreversiveis (HUEZA; SANT’ANA; PALERMO-NETO, 2008).

Uma vez presentesno ambienteos metais pesados ndo desaparecem com facilidade
porndo sofrer decomposicdo bacteriana (NORGATE; JAHANSHAHI; RANKIN, 2007),
incorporando-se na cadeia tréfica e atingindo grande parte dos diferentes extratos que
constituem os ecossistemas, principalmente os aquaticos (HILL, 2004), podendo aumentar ou

diminuir suas propriedades toxicas, em funcdo da condi¢cdo ambiental, ecoldgica e estado de
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salde e/ou nutricional de cada organismo vivo (FLEMING et al., 2006).

Em ambientes de aguas naturais sdo identificados quatro compartimentos abidticos
diferentes: material em suspensao, sedimento, agua superficial e agua intersticial, sendo cada
um com forte interagdo entre si, sob intensa influéncia do ciclo hidroldgico. Quando o cenério
é diretamente envolvido e/ou modificado pela acdo de atividades humana, os efeitos
provocados por estes tornam-se gravemente negativosa toda estrutura do ecossistema,

inclusiveao homem (Figura 6).
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Figura 6. Representacdo esquematica da dindmica de contaminantes em funcdo do ciclo hidroldgico,
suas interagdes nos sistemas aquéaticos e terrestres.

O comportamento dos metais pesados em sistemas aquaticos é altamente complexo
devido ao grande nimero de possiveis interacfes com componentes dissolvidos e particulados
sob a condicdo de ndo equilibrio (MASUTTI, 2004).

Pesquisas relacionadas & contaminagéo e exposi¢do de mamiferos aquéaticos a metais
pesados vém sendo realizadas nos ultimos anos (THOMPSON, 1990; KEMPER et al., 1994;
ROSS et al., 1996; DAS et al., 2003; BELANGER; WITTNICH, 2008), sendo estes

elementos metalicos identificados em mais de 60 espécies de cetadceos (O’SHEA et al., 1999)
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e pinipedes (DIETZ; HANSEN, 1998; KAKUSCHE et al., 2005; KAKUSCHKE et al., 2008;
KAKUSCHKE et al., 2010), mas ainda pouco estudados em sirénios (BELANGER et al.,
2008).

Porém, independente do grupo taxondmico, sdo raros os registros na literatura que
relacionam a problemética da contaminacdo ambiental por metais pesados e seus efeitos
deletérios na vida dos animais, bem como o efeito da variacdo temporal e espacial dos
contaminantes no ambiente (O’HARA; O’SHEA, 2001). Isso torna dificil compreender as
reais consequéncias que a contaminagao acarreta de forma aguda ou cronica no organismo dos

animais.

2.3.1 Cadmio

O elemento quimico cadmio (do latim cadmia), simbolo Cd, é um metal branco
azulado que a temperatura ambiente encontra-se no estado sélido. Segundo Fielder & Dale
(1983) e Hutton (1987) o cadmio pode ser liberado no meio ambiente por meio de fontes
naturais (presenca do metal na crosta terrestre, atividades vulcanicas e queimadas de florestas)
ou antropogénicas (queima de combustiveis fosseis, fertilizantes e aplicacdo industrial -
elemento constituinte na fabricacdo de baterias e pilhas, principalmente).

Diferente de compostos sintéticos, o cadmio é um elemento de ocorréncia natural, e
sua presenca ja foi descrita em mais de mil espécies da flora e fauna terrestre e aquatica
(EISLER, 1985). Nos oceanos estima-se que a contaminacdo do metal gira em torno de 8 mil
toneladas/ano, sendo a metade decorrente das atividades humanas e o restante procedente de
fontes naturais (EISLER, 2000; KNAP, 2002). Apesar disso, ndo ha evidencias de beneficios
ou de necessidades bioldgicas relativas a esse metal, 0 que pode implicar em varios efeitos
deletérios aos organismos.

O cadmio tem alto poder cumulativo devido a sua baixa taxa de excre¢do, fato que o
qualifica como um dos metais ndo essenciais mais toxicos aos organismos (HUEZA,;
SANT’ANA; PALERMO-NETO, 2008) sendo assimilado principalmente por ingestdo de
itens alimentares e/ou inalacdode aerossois contaminados.

Exposicdo a doses relativamente baixas podem ser passivas de teratogénese,
carcinogénese, mutagénese e interferéncia em sistemas enziméaticos e no metabolismo do
calcio, uma vez que o elemento cadmio e facilmente absorvido e fortemente retido pelo
organismo (HUEZA; SANT’ANA; PALERMO-NETO, 2008). Lesbes 0sseas, pulmonares,

renais e hepaticas foram relacionadas a contaminacdo por cadmio em diversos grupos
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taxondmicos (KNAP et al., 2002).

Na exposi¢do cronica, os rins acumulam o metal no cértex, principalmente na forma
de metaloproteina. Quando a exposi¢do ultrapassa 100 a 200 pg, ocorre nefropatia, com
necrose tubular, proteindria, glicosUria, excrecdo de cadmio na urina e aparecimento da
metaloproteina no plasma (SCHEUHAMMER, 1987).

2.3.2 Chumbo

Conhecido desde a antiguidade e mencionado no livro do Exodo, o chumbo (do latim
plumbum), simbolo Pb, foi um dos primeiros metais utilizados pelo homem devido a sua
abundancia na natureza eas suas caracteristicas fisico-quimicas (durabilidade e
maleabilidade). Atualmente, o chumboé o quinto metal mais utilizado na inddstria, sendo
fundamental como matéria-prima em uma gama de produtos industriais, principalmente na
confeccdo de eletrodos de baterias recarregaveis. Por essa razdo, é considerado um dos
contaminantes mais comuns e dispersos no ambiente, seja por fontes antropogénicas ou sob a
forma natural (KLAASSEN; WATKINS, 2012).

Como fontes naturais, as principais sdo relacionadas a emissdes vulcanicas, incéndios
florestais e reservas biogénicas. Nos casos de origem antrépicas a combustdo de combustiveis
fosseis, emissdo de poluentes eproducdo de metais ndo ferrosos ebaterias automotivasestdo
entre as mais determinantes (WATKINS, 2012).

Além de possuir efeitos toxicos o chumbo ndo desempenha nenhuma funcgéo
fisioldgica conhecida no organismo animal (WHO, 1995).

Segundo Bosso (2008), o perigo de contaminagédo por chumbo consiste na interagdo do
metal sob sua forma idnica com grupamentos organicos, sendo a exposicdo as fontes
exogenas mais comuns e frequentes, ocorrendo pela pele, vias respiratorias - rota mais
importante na exposi¢cdo ocupacional - e vias gastrintestinais, ingestdo de alimentos

contaminados, sendo intensificadas quando a dieta € deficiente de célcio, ferro ou zinco.

2.3.3Cobre

O elemento cobre (do latim cuprum), simbolo Cu, foi o primeiro metal utilizado pelo
homem. Encontrado por volta de 13.000 a.C. no Norte do Golfo Pérsico, como metal puro em
seu estado metalico, foi usado inicialmente como substituto da pedrana forma de ferramenta

de trabalho, como armas e objeto de decoracdo, devido a sua durabilidade, resisténcia a
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corrosdo, maleabilidade, ductibilidade e facil manejo, uma descoberta fundamental na histéria
da evolucdo humana (ATKINS; JONES, 2006).

Atualmente o cobre é utilizado amplamente como fungicida na agricultura e como
pigmento para a fabricagdo de tintas, estando sempre presente em efluentes industriais e
domésticos. Apesar de ser essencial a todos os organismos é altamente toxico as algas,
fungos, sementes de plantas e invertebrados, sendo moderadamente toxico aos mamiferos,
guando encontrado em excesso, podendo gerar danos oxidativos (GONCALVES, 2010).

Em ambientes aquéaticos o cobre ocorre nas formas sollvel, particulada e coloidal,
sendo as ultimas mais frequentes. A fracdo sollvel pode conter tanto o ion livre quanto o
cobre complexado a ligantes orgénicos e inorganicos. Sua especiagdo em aguas naturais €
determinada por caracteristicas fisicas, quimicas, hidrodinamicas e bioldgicas do ambiente
(MOORE; RAMAMMORTHY, 1984).

A presenca do elemento Cu no meio aquatico deve-se, principalmente, aos residuos de
mineragdo, seguida pela producgdo de fertilizantes e esgotos domesticos e industriais. As taxas
de absorcdo do metal por organismos plancténicos dependem das concentracdes de cobre na
agua, assim como a absorcdo por organismos bentdnicos depende das concentragdes no
sedimento. Dependendo das concentraces de exposicdo, o cobre pode ser altamente toxico
aos animais aquaticos, podendo ser acumulado em niveis tréficos mais altos, no entanto
poucos estudos sobre a transferéncia tréfica deste metal sdo reportados (BECKER et al.,
1997).

Segundo Prasad e Pal (2015) o cobre é um metal de transicdo essencial, estando
diretamente envolvido em processos especificos: respiracdo, fotossintese, inativacdo de

radicais livres, no metabolismo do ferro e em diversas fung¢des neurologicas.

2.3.4 Cromo

O metal cromo (do grego chroma), simbolo Cr, é raramente encontrado em aguas
naturais de ambientes ndo poluidos, contudo, devido o excesso de descargas de efluentes
industriais este elemento tem sidofrequentementeidentificado como fonte de contaminagdodo
ambiente aquatico (MARTINS, 2004). Quando isso ocorre, 0s efeitos sobre 0s peixes sdo
brandos, pois estes suportam bem os compostos do cromo, porém, as formas inferiores de
vida aquética apresentam grande sensibilidade ao metal, que compromete principalmente a
reproducdo (BREMOND; VUICHARD, 1973).

Em mamiferos é essencial sua presenca em pequenas concentragdes, uma vez que o Cr
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possui papel fundamental no metabolismo da glicose e dos lipidios (MOWAT et al., 1997),
além de seu uso terapéutico ser reconhecidamente eficiente no tratamento de algumas doencas
cardiovasculares e depressdao (ALLOWAY, 1990).

No entanto, efeitos benéficos deste elemento devem ser considerados dependendo de
sua forma, concentragdo e estado de oxidacdo. Nos casos deconcentracbes acima das
adequadas podem causar intoxicacdes e uma serie de doencas ao organismo (RICHARD;
BOURG, 1991).

2.4 Metais Pesados e 0s Sirénios

De acordo com Belanger e Wittnich (2008) em seu trabalho de revisdo, entre os anos
de 1954 a 2008 foram publicados 482 artigos com sirénios sendo 163 com peixes-bois, e a
maioria dos artigos foram relacionados a aspectos bioldgicose ecoldgicos (habitat,
alimentacdo, estimativas de abundancia e impactos de agdes antropogénicas). Apenas
algunsartigos publicados nesse periodo abordaram aspectos referentes a contaminantes
ambientais em mamiferos aquaticos herbivoros (O’SHEA; MOORE; KOCHMAN, 1984;
AMES; VLEET, 1996; STAVROS; BONDE; FAIR, 2008).

Entretanto, trabalhos mais recentes ja abordam de forma mais concisa a problemaética
dos contaminantes ambientais relacionando-os as espécies Trichechus m. latirostris e
Trichechus m. manatus (SIEGAL-WILLOTT et al., 2013; ROMERO-CALDERON et al.,
2016).

No Brasil estudopioneiro conduzido por Anzolin et al. (2012)determinou elevadas
concentragBes sanguineas de metais ndo essenciais em Trichechus manatus manatus,
procedentes dos estados de Alagoas, Paraiba e Pernambuco.

Inlmeros motivos tornam os estudos de contaminantes em Sirénios escassos:
restricbesorcamentarias e logisticas para estuda-los em seu habitat natural, dificuldades para
validar as quantidades exatas ou tipos de contaminantes sendo liberados para o ambiente;
alteracdes que estes elementos sofrem ao longo de grandes periodos, e as limitacbes para
avaliar o real efeito dos contaminantes na salde dos animais (O’HARA; O’SHEA, 2001;
REEVES et al., 2002; BELANGER; WITTNICH, 2008).

Os sirénios por serem mamiferos aquéticos herbivoros, apresentarem vida longa e por
habitarem &reas costeiras, sdo animais sujeitos a contaminacdo ambiental, sejam por agentes
bioldgicos ou quimicos, podendo ser identificados como animais sentinelas (BELANGER,;
WITTNICH, 2008; BOSSART, 2011).



26

Devido aos seus habitos bioldgicos e comportamentais, estes tendem a estaremmais
propensos a contaminagdo por chumbo e cadmio, principalmente pela ingestdo de vegetacédo
aquatica e contato com sedimentos que, segundo Mayes, Mcintosh & Anderson (1977),
dependendo da localidade, contém altos niveis destes elementos em sua pluralidade.
Atualmente, as areas naturais utilizadas pelos peixes-boi estdo sempre expostas a algum tipo
de atividade antrdpica, seja agricultura, aquicultura, pecuaria ou operosidade petroguimica
(ANZOLIN et al., 2012; SIEGAL-WILLOTT et al., 2013;ROMERO-CALDERONEet al.,
2016).

Quando comparados com demais mamiferos aquaticos os peixes-boi geralmente
apresentam baixos niveis de contaminacdo por metais pesados que, de acordo com Bonde,
Aguirre & Powell (2004), ndo conduziria a um problema futuro para a conservacdo destas
espécies.

Contudo, a caréncia de pesquisas que abordem em longo prazo ou que tratem da
temética quanto as relacdes causa-efeito com maior detalhe em sirénios, seja em animais
mantidos sob condicdo de cativeiro ou de vida livre, torna cada vez maisincerto o
conhecimento cientifico sobre o efeito adverso real dos contaminantes sobre estes grupos de
animais (ROMERO-CALDERON et al., 2016).

O’Shea, Moore & Kochman (1984) em estudo realizado com Trichechus manatus
latirostris, na Flérida, demonstrou a contaminagdo com PCBs - bifenilos policlorados, do
inglés polychlorinated biphenyl. Os PCBs sdo compostosresultantes de uma mistura de
hidrocarbonetos derivados de petréleo, e sua contaminacdo esta relacionada a areas
relativamente urbanizadas, observando que a vegetacdo aquatica local apresentava um alto
indice de contaminacéo por cobre.

Stavros, Bonde & Fair (2008) publicaram os primeiros resultados sobre a
contaminacdode peixes-bois de vida livre na Florida, e asseguram que o0s elementos
analisados em amostras de sangue e bidpsias de pele dos animais estudados estdo dentro do
limite j& descrito para os demais mamiferos aquaticos, com excecdo de As e Zn no sangue e
Al na pele, que apresentaram valores superiores dos reportados. Como resposta, 0S mesmos
autores acreditam que as diferentes dietas ou areas de forrageamento utilizadas por estes
sirénios foram determinantes para os resultados obtidos.

Recentemente, Romero-Calderénet al.(2016), oito anos apds a primeira pesquisa
realizada com Trichechus, comprovaram que o chumbo detectado em ossos oriundos de
carcacas de peixes-boi encontradas no México e Belize apresentava elevadas concentracdes

guando comparadas com os demais mamiferos aquaticos. De acordo com 0s proprios autores,
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isso ocorreu em funcdo das diferencas metabdlicas e a capacidade dos peixes-boi em eliminar
determinado contaminante, além de sua exposicdo ao elemento.

Pesquisa desenvolvida na Australia com dugongos, em que foram obtidas amostras de
tecido hepatico de carcacas, demonstrou que a idade dos animais foi diretamente proporcional
a concentracdo de aluminio, cAdmio, ferro, chumbo, mercurio e zinco (HAYNES et al., 2005).

Valores das diferentes concentracdes de metais pesados obtidos em estudos realizados

com sirénios estdo expressos na Tabela 1.



Tabela 1. VValores das diferentes concentragdes de metais pesados obtidos em estudos realizados com sirénios.
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REFERENCIA  LOCAL ESPECIE AMOSTRA CONCENTRACAO (ug/g)
: Sangue® 1 (n=8) 2 (n=8)

Stavros et al., Flérida (USA) Trichechus 9 Cd 0,001 £ 0,001 Cd 0,036 £ 0,021

2008 manatus latirostris I 'Pb 0,013 + 0,003 ’Pb 0,036 + 0,058

Pele 1Cu 0,770 +0,123 2Cu 0,511 + 0,148

Paraiba (n=4) Pernambuco (n=8) Alagoas (n=4)

Anzolin et al Paraiba, Trichech
ol Pernambuco e sl Sangue Cd 0,0082 + 0,0145 Cd 0,0017 + 0,0011 Cd 0,0019 + 0,0010
Alagoas (BRASIL) ~ Manatus manatus Pb 0,100 + 0,066 Pb 0,050 0,020 Pb 0,043 + 0,007
Cu 0,92 £ 0,36 Cu 0,90+ 0,49 Cu 0,70+ 0,08
Cr 0,009 + 0,002 Cr 0,010 + 0,003 Cr 0,007 £ 0,003
CONCENTRA(;AO MEDIA ENTRE T. m latirostris E T. m. manatus
Siegal-Willorwer PO (USA; - TEEEREET ronda =3y oo (7
g Cidade de Belize 3 Sangue Cu 1,00+0,43
al., 2013 Trichechus m. Cr082+0.08
(BELIZE) ’ ,
manatus Cd 0,001 + 0,00
Pb 0,052 £ 0,11
CONCENTRACAO MEDIA ENTRE T. manatus manatus
Romero-Calderén Quintana Roo Trichechus Belize (n=22) Guatemala (n=11)
et al., 2015 (BELIZE); Tabasco ~ manatus manatus 0550 Cu37+07
e Campeche Cr68+2
(GUATEMALA) Cd39+05
Pb11,2+3,1
Animais maduros (n = 18) Animais imaturos (n = 20)
(mg/kg) (mg/kg)
Haynes et al., Queensland Budona dudon — Minimo Méximo Média D. Padréo Minimo Méximo  Média D. Padréo
2005 (AUSTRALIA) gong dugong 9
Cu9,5 Cu 303 Cu 101 Cu 89 Cué6.8 Cu 259 Cu 83 Cu 74

Cr0,2 Cr18 Cr2,7 Cr4,0 Cr<0,2 Cr 10,2 - -
Cd<0,006 Cd325 - - Cd < 0,005 Cd 3,0 - -
Pb < 0,08 Pb 3,08 - - Pb <0,08 Pb 0,85 - -
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Pesquisar a concentracdo de metais pesados (cadmio, chumbo, cobre e crémio) em
amostras de soro sanguineo de peixes-bois marinhos (Trichechus manatus manatus) sob

condicdo de cativeiro no Brasil.

3.2 Objetivos especificos

e Analisar a concentracdo de metais pesados (cddmio, chumbo, cobre e cromo) em
amostras de soro sanguineo de peixes-bois marinhos pela técnica de espectrometria
de emissdo Optica com plasma acoplado indutivamente (ICP OES);

e Analisar a concentracdo de metais pesadosem relacdo ao sexo eidade da espécie
estudada;

e Realizar a comparacdo dos diferentes tipos de ambiente de reabilitacdo e
manutencdo de peixe-boi marinho, quanto a presenca e concentracdo de metais

pesados nos animais estudados.
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Resumo

Objetivou-se com este estudo pesquisar a concentracdo sérica dos metais pesados cddmio
(Cd), chumbo (Pb), cobre (Cu) e cromo (Cr), em amostras de sangue de 66 peixes-bois
marinhos (Trichechus manatus manatus) higidos, de ambos os sexos (25 machos e 41 fémeas)
mantidos sob condicdo de cativeiro no Brasil. Os animais foram classificados de acordo com a
idade: neonato (< 30 dias); filhote (31 a 730 dias); juvenil (731 a 2190 dias) e adulto (> 2191
dias). O sangue foi colhido e depois centrifugado para obtencdo do soro sanguineo, sendo
posteriormente digerido em acido nitrico e em seguida submetido ao banho termostatizado a
90°C por um periodo de uma hora. Para a quantificacdo dos metais empregou-se a técnica de
Espectrometria de Emissdo Optica com Plasma Indutivamente Acoplado (ICP OES). Dentre
as 66 amostras sericas analisadas, 100% apresentaram concentraces de pelo menos um dos
metais, e apenas 7,57% (5/66) apresentaram concentracdo simultanea para (Cu), (Cd) e (Cr).
N&o houve correlacdo entre a concentracdo sérica dos metais e as variaveis: sexo, idade e
ambiente. Para a analise de chumbo (Pb), as amostras apresentaram concentracdes fora do
limite de deteccdo, deste modo ndo foram avaliadas estatisticamente. Os valores das
concentracfes dos metais pesados encontrados neste estudo foram superiores aos relatados em
outras pesquisas. Dentre as possiveis fontes de contaminacdo as diversas acGes antropicas
estdo entre as prioritarias. Tais resultados geram preocupagfes no que concerne a salde dos
animais bem como ao meio o qual estdo inseridos. Entretanto, o espécime alvo de estudo, de
acordo com suas caracteristicas, mostrou-se eficiente como espécie sentinela. Pesquisas

complementares no que se refere a bioacumulacdo de metais em sirénios sdo necessarias.

Paravras-chave: Elementos tracos, mamiferos aquéticos, contaminantes, conservacao.
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Introducéo

No Brasil, a ordem Sirenia (Trichechidae) é representada por duas espécies: 0 peixe-boi
amazonico (Trichechus inunguis), que habita os rios da Amazdnia e o peixe-boi marinho
(Trichechus manatus manatus) quetem ocorrénciaatual entre os Estados de Alagoas até o
Amapéa, com algunspontos de descontinuidade ao longo de sua distribuicdo(LIMA, 2008).
Ambas as espécies sdo classificadas como ‘vulneravel” a extingdo (IUCN, 2011) e em perigo
de extingdo no Brasil, sendo protegidas no pais por lei federal desde 1967 (IBAMA, 2000).

A presenca de peixes-bois marinhos em uma determinada area pode sofrer influéncia de
diversos fatores ambientais, tais como temperatura da &agua, profundidade, salinidade,
correntes, marés, abundancia de vegetacdo aquatica e atividades humanas (OLIVERA-
GOMEZ & MELLINCK, 2005; PALUDO, 1998).

Modificacbes ambientaisnaturais, somado a acBGes antrépicasmotivadas por pressdes
urbanas e ocupacdo desordenada das areas costeiras, principalmente, sdo motivos que
contribuem negativamente com uma das principais ameacas a conservacao destes animais no
pais,assim como o encalhe de filhotes recém-nascidos e dependentes (PARENTE et al, 2004;
MEIRELLES et al, 2008;LUNA et al., 2011).

O resgate e reabilitacdo em cativeiro de neonatos encontrados em praia é uma estratégia
para a conservagdo do peixe-boi marinho no Brasil (ICMBio, 2011). Na primeira fase do
processo de reabilitacdo, os animais recebem cuidados médicos e aleitamento artificial até
atingirem condi¢fes corporeas e clinicas favoraveis, para serem entdo transferidos a cativeiros
de readaptacdo instalados no préprio ambiente natural, até serem libertados na natureza
(IBAMA, 2000).

O tempo que os animais permanecem nos diferentes tipos de cativeiro, até estarem aptos
para serem reintroduzidos ao ambiente natural, varia de acordo com a evolugéo clinica de
cada individuo (NORMANDE, 2014). Durante este periodo, os individuose os ambientes os
quais estdo inseridos sdo cuidadosamente monitorados, a fim de buscar e incrementar
melhorias ao longo de todo o processo de reabilitagéo.

Nesta perspectivadiversas pesquisas veem sendo realizadas dentre elas, a anélise de
metais pesados. Devido as caracteristicas bioldgicas proprias do peixe-boi marinho (alta
expectativa de vida, serem exclusivamente herbivoros e possuirem elevada capacidade de
exposicdo a agentes contaminantes), estes animais podem ser classificados como sentinelas

ambientais. Tais propriedades desempenham importante instrumento para 0
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biomonitoramento espacial e temporal de agentes toxicos no ambiente, artificial ou natural
(REDDY et al., 2001; BONDE et al., 2004).

Objetivou-se com este estudo pesquisar a concentracdo sérica de metais pesados em
peixes-bois marinhos (T. manatus manatus) mantidos sob condicdo de cativeiro no Brasil,
correlacionando os metais encontrados quanto ao sexo, idade e ambiente os quais 0s animais

estao inseridos.

Materiale métodos

Animais e Area de Estudo

Foram obtidas amostras sanguineas de66 peixes-bois marinho(T. m. manatus) higidos,
de ambos os sexos (25 machos e 41 fémeas), mantidospelo Centro Nacional de Pesquisa e
Conservagdo de Mamiferos Aquéticos do Instituto Chico Mendes de Biodiversidade
(CMAJ/ICMBI0) em trés diferentes condigdesambientais no Brasil: recintos de reabilitacdo
localizadas na Ilha de Itamaracd, estado de Pernambuco (7°48°33.40”S, 34°50°16.3670) ¢
emrecintos de readaptacdo inseridos em ambiente naturallocalizadono estuario do Rio
Mamanguape, no municipio de Rio Tinto,estado da Paraiba (06°46'43,68"S / 34°55'50,88"W)
e Rio Tatuamunha, municipio de Porto de Pedras, estado de Alagoas (09°13'05,47"S /
35°19'59,01"W), ambos situados em Unidades de Conservacdo (UCs) Federal.

Os animais foram classificados de acordo com a idade: neonato (< 30 dias); filhote (31
a 730 dias); juvenil (731 a 2190 dias) e adulto (> 2191 dias) conforme preconizado por
Attademo (2014). Na Tabela 1 estdo dispostos os dados relacionados ao quantitativo de
amostras dos animais estudados, por localizacdo, sexo e idade.

Tabela 1.Amostras de peixes-boi marinhos (T. m. manatus) analisadas de acordo com a localizacdo, idade e

SEXO0.

Localizacéo Sexo Neonato Filhote Juvenil Adulto Amostras
Ilha de Itamaraca— PE ~ Macho - 4 7 5 38
Fémea 2 6 8 6
B. Mamanguape - PB ~ Macho - 3 3 13
Fémea - 1 6 -
Porto de Pedras — AL Macho - 1 6 2 15
Fémea - - - 6
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Obtencdo de material bioldgico

A colheita de sangue foi realizada diretamente doplexo venoso braquial localizado
entre 0s 0ssos radio e ulna, utilizando-se agulha estéril 25x8 (21G1) e tubo estéril sem
anticoagulante, de acordo com Bossart et al.(2001). Obteve-se aproximadamente 5mL de
sangue que posteriormente foi submetido a centrifugacdo a 5.000g durante 10 minutos, para
separagdo do soro sanguineo, sendo este posteriormente dispensado em microtubos de
polipropileno com capacidade de 1,5 mL e, em seguida, congelado em freezer a -20°C até o

momento das analises.

Analise de metais pesados

Apo6s o descongelamento total das amostras de soro, aliquotas de 0,5 mL foram
transferidas para tubos do tipo Falcon de 15 mL, aos quais foram adicionados 0,5 mL de acido
nitrico (HNO3) a 65% (ENSURE®, Merck) para digestdo. Em seguida, os tubos foram
fechados e submetidos ao banho-maria em equipamento termostatizado (TE-054 mag®,
Tecnal) a 90 °C por um periodo de uma hora. Em cada bateria de digestdo foram incluidos
trés brancos, obtidos a partir de 0,5 mL de agua ultrapura (Sistema Milli-Q®, Merck) com
resistividade de 18,2 MQ cm-1 e 0,5 mL de acido nitrico, submetendo-se a0 mesmo processo
de digestdo das amostras. As amostras foram digeridas em duplicatas.

A determinacgédo da concentracdo de cddmio (Cd), chumbo (Pb), cobre (Cu) e cromio
(Cr) foi obtida por espectrometria de emissdo Otica complasma acoplado indutivamente (ICP
OES), em equipamento Optima 7000 DV® (PerkinElmer, EUA) com configuracdo axial. As
amostras digeridas foram diluidas a uma concentracdo de 10% (volume/volume) antes das
andlises. Para a calibragdo do equipamento, foi construida uma curva de calibragdo externa
com nove solucBes de concentracdes entre 0,001 mg L™* e 0,5 mgL™, os quais foram
preparados a partir de um padrdo multielementar de 1000 mg L™*(CertiPUR®, Merck). As
concentragdes finais dos elementos analisados foram expressas em pg/g.

Para este estudo apenas foram validadas as concentracfes de metais que se

apresentavam na faixa de concentracdo estabelecido para cada elemento.

Analise estatistica

Os dados da concentracdo de metais pesados em amostras séricas de peixes-boi
marinhoforam expressos considerando-se as medidas de tendéncia central (média, erro
padrdo, mediana e percentis de 25 e 75). Os metais pesquisados: Pb, Cd, Cr e Cu foram

convertidospara pg/g e, posteriormenteserem submetidos a analise de variancia (Teste F),
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avaliando o efeito de diferentes fatores de variabilidade (sexo, idade e recinto). Nos casos em
que houve significancia no teste F as médias dos tratamentos foram comparadas pelo Teste de
Student-NewmanKeuls. Analise de associacdo entre pares de varidveis com a determinacao
do coeficiente de correlacdo de Pearson para as concentragfes de metais foi efetuada para
cada variacdo determinada. A significancia obtida na correlagdo foi feita segundo Little e
Hills (1978). Os dados foram analisados pelo programa computacional Statistical Analysis
System (SAS, 2009), utilizando-se o procedimento GLM (General Linear Model) do SAS.
Para todas as andlises estatisticas realizadas foi adotado o nivel de significancia (p) de 5%.

Aspectos Eticos

Esta pesquisa foi realizada de acordo com as licengas expedidas pelo Sistema de
Autorizacdo e Informacdo em Biodiversidade (SISBIO)- Instituto Chico Mendes de
Conservacdo da Biodiversidade — ICMBio n°® 47440-2 e Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da Universidade Federal Rural de Pernambuco (Licenga n® 038/2016).

Resultados

Neste estudo, 100% (66/66) das amostras séricas analisadas apresentaram
concentracbes de pelo menos um dos metais, e apenas 7,57% (5/66) apresentaram
concentracdo simultanea para cobre (Cu), cddmio (Cd) e cromo (Cr).

Nivelsérico de Cu foi detectado em todas as amostras (66/66), enquanto Cd foi
detectado em 37,87% (25/66) e Cr em apenas 7,57% (5/66), respectivamente.

Quanto a presenca dos metais em funcédo do grupo etario, Cu esteve presente em todas
as amostras obtidas de neonatos (n=2), filhotes (n=12), juvenis (n=30) e adultos (n=22).
Cadmio, por sua vez, foi detectado em 20% (5/25) em filhotes, 40% (10/25) em juvenis e
40% (10/25) em animais adultos. Cromo foi encontrado 20% (1/5) em neonatos, 20% (1/5)
em filhotes,40% (2/5) em juvenis e 20% (1/5) em adultos.

No que se refere ao sexo, 0 cobreesteve presente em todas as amostras de machos
(n=25) e fémeas (n=41), enquanto cAdmio mostrou-se presente 40% (10/25) em machos e
60% (15/25) em fémeas. Para cromo, 60% (3/5) eram machos e 40% (2/5) fémeas.

No que diz respeito ao ambiente, 0 metal cobre esteve presente em todas as amostras
de animais mantidos na llha de Itamaraca - PE (n=38), na Barra do Rio Mamanguape - PB
(n=13) e em Porto de Pedras/AL (n=15). Cadmio foi detectado em 42,10% (16/38) das
amostras provenientes da Ilha de Itamaracd - PE, 30,76% (4/13) da Barra do Rio de
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Mamanguape - PB e 33,33% (5/25) de Porto de Pedras - AL. Para cromo, o elemento sé foi
encontrado em amostras de animais da Ilha de Itamaracé (n=5).

Valores de média, erro padrdao, mediana, limites inferior e superior da concentracao de
metais pesados em amostras séricas dos animais estudados estdo expressos na Tabela 2.
Tabela 2. Valores médios, erro padrdo, mediana, limites inferior e superior da concentragdo de Cu, Cd e Cr em

amostras séricas de peixes-bois marinhos (T. manatus manatus) mantidos sob condicdo de cativeiro no
Brasil,para as variaveis: sexo, idade e ambiente.

Medidas Estatisticas

Metais Nivel Média
(Hg/g) o «p»  Geral
Média ~_ Mediana Inferior Superior
Padréo
Macho 1,1917 03835 12670 0,8980  1,3790
SeX0  amea 14201 05327 14270 10570 17620 00886 1,3059
Neonato 1,4445 03570 14445 1,920  1,6970
Filhote 1,3635 02424 13695 12605 15455
Cu Idade 5 oo 14737 05732 15105 10570 1ggs0 1975 13495
Adulto 1,1162 0,4212 1,1030 0,7460 1,3770

Mamanguape 1,5103 0,3661 1,5250 1,3770 1,7720
Ambiente Itamaraca 1,3032 0,5297 1,2605 0,9630 15680 0,4275 1,3570

P. Pedras 1,2575 0,4760  1,1400 0,8660 1,7620
Macho 00153 00138 00100 0,009  0,0150

SeX0  amea 00111 00032 00110 00090 00120 24035 00132
Neonato 00100 - 00100 00100 00100
Filhote 0,0108 00013 00110 00100 00120

cd Idade 5 enil 00145 00122 00110 00090 00130 08690 00116
Adulto 00111 00039 00095 0,009  0,0150

Mamanguape 0,0122 0,0029  0,0120 0,0100 0,0145
Ambiente Itamaracé 0,0136 0,0110 0,0105 0,0095 0,0120 0,9290 10,0120
P. Pedras 0,0104 0,0038 0,0090 0,0090 0,0100

soxg Macho 00146 00015 00150 00130  0,0160 0oL
Fémea 00145 00007 00145 00140  0.0150 !
Neonato 0,0140 - 0,0140 0,0140 0,0140
Filhote 00150 - 00150 00150 00150

cr Idade ; \enil 00155 00007 00155 00150 00160 23111 00143

Adulto 00130 - 00130 00130 00130
Mamanguape - = = = = 0.0146

Ambiente Itamaraca 0,0146 0,0011 0,0150 0,0140 0,0150 !
P. Pedras - - - - -

Nenhum grau de correlacdofoi encontrado entre a concentracdo de metais pesados (Cu,

Cd e Cr) e as variaveissexo, idade e ambiente, como expresso na tabela 3.
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Tabela 3. Matriz de correlacdo de Pearson da concentracdo de Cu, Cd e Cr (ug/g) em amostras séricas de
peixes-boi marinhos susceptiveis ao manejo no Brasil.

Metais Cu Cd Cr
Cu 1.00000 -0.36042 -0.75360
0.0767 0.1413
Cd 1.00000 -0.69798
0.1900
Cr 1.00000

Para a andlise de chumbo (Pb),as amostras séricas dos animais apresentaram

concentragOes fora do limite de deteccéo, deste modo néo foram avaliadas estatisticamente.

Discussao

A presenca de metais pesados no meio aquatico é oriunda de fontes naturais como
lavagem geoldgica de solos e rochas; por meio de fontes antropicas, emissdo sem tratamento
de efluentes domésticos e industriais, por atividades de mineracdo, pela aplicacdo
indiscriminada de insumos agricolas (EBRAHIMPOUR & MUSHRIFAH, 2008) e pela
precipitacdo pluviométrica em areas com poluicdo atmosférica (PEREIRA et al., 2006).

Outras fontes de poluicdo do ecossistema marinho podem ser atribuidas aos diferentes
tipos de embarcagOes: descarregamentos e descarte de inimeros tipos de residuos, incluindo
combustiveis e solventes. As tintas que recobrem o casco destas embarca¢des também podem
causar sérios problemas, pois contém componentes quimicos toxicos para muitos organismos
marinhos, sendo observado com frequéncia 0s peixes-bois friccionando ou até mesmo
abocanhando a parte inferior dos barcos (BECK & BARROS, 1991; BONDE, 2004).

Stavros et al. (2008) em trabalho com peixes-bois de vida livre na Flérida,
relacionaram a concentracdo dos elementos ndo essenciais ao meio o qual os animais estdo
inseridos. Segundo Kennish (1997), no ecossistema marinho a bioacumulacdo de metais
ocorre de forma mais rapida, e por diferentes vias, mas principalmente por via direta: ingestéo
de alimento e/ou de material em suspensao (forma biodisponivel).

Neste contexto, o poder de contaminacdo pode ser agravado, talvez, pelas préprias
particularidades metabdlicas, bioldgicas e alimentar atribuida a espécie. A necessidade diaria
de um consumo alimentar de 10 a 15% de peso corpdreo obriga os animais gastarem de seis a
oito horas do dia ingerindo algas e macrofitas aquaticas (HARTMAN, 1971; REYNOLDS &
ODELL, 1991), que segundo Mayes (1977), pode conter altas concentragdes de cadmio. Este

e demais elementos ndo essenciais tendem ser ainda mais propensos a absor¢do nesses
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animais, uma vez que 0s mesmos possuemenorme capacidade de assimilacdo dos alimentos
ingeridos, chegando até 80% (REYNOLDS & ODELL, 1991).

Os resultados das concentracfes dos metais pesados obtidos em amostras séricas de
peixes-bois marinhos neste estudo foram superiores aos relatados em outras
pesquisasrealizadascom Trichechus manatus latirostrisnos Estados Unidos e Belize, e com
Trichechus manatus manatus no Brasil. Todavia, de acordo com Zagatto et al. (1992), a
caracterizacdo quimica de uma amostra ndo deve ser vista isoladamente nos organismos
aquaticos, uma vez que inimeros fatores de estresse podem estar associados, direta ou
indiretamente.A consequéncia destes valores analogosencontrados podem estar estreitamente
ligados ao tipo de amostras pesquisadas, uma vez que foram distintas em todos os estudos.

Estudo conduzidono Brasil por Anzolin, et al. (2012) com Trichechus manatus
manatus mantidos sob diferentes condi¢cdes de cativeiro, retratou semelhancas para 0s
elementos essenciais obtidos:zinco, cobre e cromo aos retratados na literatura para peixes-bois
na Florida (STAVROS; BONDE et al. 2008). Contudo, 0s metais ndo essenciais como
aluminio, estanho, chumbo e caddmio foram marcados por valores mais altos encontrados em
animais brasileiros, principalmente para os mantidos em cativeiro de readaptacdo na Barra de
Mamanguape, no estado da Paraiba. De acordo com o mesmo autor, as concentracdes
elevadas dos elementos ndo essenciais na regidao podem ser em fungdo predominantemente da
alimentacdo a base de macroalgas Gracilaria lemaneiformis e Hypnea musciformis, espécie
com alto poder de absorcao de metais pesados (GUEDES, 2007).

Os resultados apresentados no presente estudo, quando foi analisado amostras séricas
de peixes-bois da mesma regido e condi¢des anteriormente descritos por Anzolin et al. (2012),
com um numero maior de amostras de animais, apresentaramelevada concentracdo de cadmio,
cobre e cromo, indicando o inicio do processo de desencadeamento dos efeitos de
bioacumulacdo dos animais da localidade. O alto teor de cobre encontrado nas amostras dos
peixes-bois na Paraiba, 64% maior do que obtido pelo autor supracitado, denota uma possivel
exposicdo continua dos animais a algumafonte contaminante que, caso ndo seja evitada ou
controlada, em longo prazo, corre risco dos espécimes desenvolverem quadro de intoxicacédo
cronica.

Conforme o Plano de Manejo da Area de Protecio Ambiental da Barra de
Mamanguape (2014), a presenca de Cu pode ser explicada pelo cultivo intensivo e crescente
dacana-de-acucar, que apresenta destaque dentre as atividades econémicas desenvolvidas na

localidade, pois segundo Moreira (2002) o metal é elemento abundante em fertilizantes
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sintéticos utilizados em grande escala na lavoura desta monocultura, sendo apontado como
um dos fatores que impdem desafios ambientais para 0s peixes-bois marinhos na regiao.

Ghinato (2015) em estudo realizadocom aguas superficiais do Rio Mamanguape na
Paraiba, ndo conseguiu detectar a presenca dos metais cadmio e cromo, atribuindo tal feito a
auséncia de industrias e curtumes, uma vez que os elementossdo principalmente encontrados
em aguas naturais onde existem descargas de efluentes de origem industrial e de atividades de
curtume, respectivamente. Porém, neste estudo, os elementos foram obtidos em amostras
séricas de peixes-bois susceptiveis ao manejo na mesma area onde apesquisa foi realizada
pelo autor. Tais resultados podem estar relacionados a capacidade de bioacumulagdodo
cadmio no organismo. Para cromo, por ser um elemento essencial no metabolismo animal, sua
concentracgéo se fez presente.

Valores de cromo e cadmio encontrados no presenteestudo foram menores quando
comparados com 0s obtidos por Romero-Calderén et al. (2015) em ossos de Trichechus
manatus manatus em Belize e Guatemala. Isso deu-se por o cromo possuir maior afinidade
com tecidos queratinizados (LODENIUS& SOLONEN, 2013), o que pode explicar as
concentracfes maiores para 0 elemento nestas estruturas. Por ser considerado elemento
essencial, altas concentragdes de cromo nos tecidos ndo séo facilmente observados, somente €
detectadoquando o mecanismo de homeostase do organismo ndo funciona corretamente e 0
metal é assimilado além do necessario, causando sinais clinicos de intoxicacdo
(ZACCARONIet al., 2003). Para cadmio a grande concentracdo do elemento encontrado pelo
mesmo autor e por Stravos et al. (2008) em amostras de pele de Trichechus manatus
latirostris, nos EUA, é explicado pelas proprias caracteristicas bioacumuladora dos metais
ndo essenciais no organismo, em que o depdsitoocorre,predominantemente,em 0ssos e pele,
sob sua forma cronica.

Os dois e semelhantes recintosde readaptacdo analisado neste estudo sofrem com as
mesmas ameacas antropicas, fortes obstaculos para manutencdo de um ambiente ideal para o
favorecimento da conservacao do peixe-boi marinho, dai possivelmente ndo existir diferenca
determinante para os resultados obtidos das amostras séricas dos animais estudados, da
mesma forma para as varidveis: sexo e idade. O recinto de readaptacédo instalado em ambiente
natural em Porto de Pedras — AL, apresenta uma densidade demografica humana de 32,71
hab/Km?, destes 40,8% residem em domicilio sem qualquer tipo de saneamento basico
(IBGE, 2010). Segundo o Plano de Manejo da Area de Protecio Ambiental Costa dos Corais
— APACC (2012), a poluicdo por emissao de efluentes industriais oriundos de portos, usinas,

industrias; esgotos domesticos; o carreamento de sedimentos/agrotdxicos as matas ciliares e
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mangue, sdo problemas que afetam diretamente os recursos hidricos e as dguas marinhas,
estando diretamente envolvidas no fluxo de contaminantes na regiao.

Os peixes-bois marinhos mantidos sob condic¢do de cativeiro artificial tendem a ser
menos expostos, mas nao isentos, aos diversos grupos de contaminantes, uma vez que
encontram-se em ambiente controlado. Apos os resultados obtidos neste estudo, foi possivel
observar que as concentragdes de metais pesados em peixes-bois mantidos na llha de
Itamaracd ndao foram determinantes quando comparados com espécimes mantidos em
ambiente natural. Como provavel via de transmissdo pode ser apontado a fonte alimentar,
hidrica ou até ambiental, prejudicada por instala¢cBes sem ideais condi¢des higiénico-sanitéarias
no controle destes elementos danosos, uma vez que instalado ndo mais pode ser degradado,
devido a sua extrema persisténcia ambiental.

Os alimentos ofertados nesse ambiente, predominantemente frutas, legumes e
hortalicas, assim como a agua ofertada, podem deter altas concentracfes de metais analisados,
fruto do provavel uso de fertilizantes durante o processo de produgdo e tratamento,

respectivamente.

Conclusdo

A deteccdo de elevados niveisde metais pesados, principalmente ndo essenciais, em
amostras sericas de peixes-bois marinhos mantidos sob condicdo de cativeiro no Brasil, gera
preocupacdes no que concerne a salde dos animais bem como ao meio o qual estao inseridos.
O espécime alvo de estudo, de acordo com suas caracteristicas, pode revelar-se eficiente como
espécie sentinela, entretanto para tal sdo necessarias pesquisas complementares no que se
refere a bioacumulag&o de metais em sirénios, assim como anecessidade de fundamentagdo de
programas de monitoramentoambiental para melhor acompanhamentodos locais utilizados no

processo de reabilitacéo.
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ANEXOS

Anexo A. Parecer da Comissio de Etica no Uso de Animais/UFRPE.

s,

% Universidade Federal Rural de Pernambuco

UFRPE

Rua Dom Manoel de Medeiros, s/n,
Dois Irmdos - CEP: 52171-900 - Recife/PE

Comissiio de ética no uso de animais - CEUA

Licenca para o uso de animais em experimentacio e/ou ensino

O Comité de ética no uso de animais CEUA da Universidade Federal Rural de Pernambuco,
no uso de suas atribuigdes, autoriza a execugdo do projeto descriminado abaixo. O presente projeto

também se encontra de acordo com as normas vigentes no Brasil, especialmente a Lei 11794/2008.

Numero da licenga 038/2016

Numero do processo 23082.002455/2016

Data de emissio da licenga 02 de Maio de 2016

Titulo do Projeto Pesquisa de metais pesados em Peixes-Boi Marinhos

(Trichechus manatus) e da Amazonia (Trichechus inunguis).

Finalidade (Ensino, Pesquisa, Pesquisa

Extensio)

Responsével pela execugdio do Andréa Alice da Fonseca Oliveira

projeto

Colaboradores Augusto Carlos da Béa-Viagem Freire; Luana Thamires

Raposo da Silva; Fernanda Loffer Niemeyer Attademo;

Glaucia Pereira de Souza.

Tipo de animal e quantidade total Espécie silvestre brasileira; Trichechus manatus 160;
autorizada Trichechus inunguis 30; total de 190 animais (machos e
fémeas).

M«Q Y-
Prof*. Dra. Marle¥ne José Afonso Accioly Lins Amorim f— _
(Coordenadora da CEUA-UFRPE) 53 Pof! Dr! Matleyne Amonm
Coordessdera CEUA
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Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservagio da Biodiversidade - ICMBio
' Sistema de AutorizagBo e Informagdo em Biodiversidade - SISBIO

Autorizagdo para atividades com finalidade cientifica

Niamero: 47440-2 | Data da Emissdo: 04/04/2016 09:41 | Data para Revalidagio®: (4/08/2017

* De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta aulorizacho tem prazo de validade equivalente ao previsio no cronograma de atividades do projeto,
mas devers ser revalidada anualmente medianie a apresentagiio do relatdrio de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias
a cortar da dala do aniversario de sua emissio,

Dados do titular

Name: AUGUSTO CARLOS DA BOAVIAGEM FREIRE CPF; 054,346 104-T1

Titulo do Projeto; CONCENTRAGAD DE MACRO E MICROELEMENTOS E METAIS PESADOS EM PEIXES-BOI MARINHOS (Trchechus manatus)
CATIVOS NO BRASIL

Nome da Insttuicho : UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DE PE CHPJ: 24 416.174/0001-06

Cronograma de atividades

[#] Descigho da atividade [ Tnigio [mésfana) | Fim (masfana)
[1_[Coleia e processamento de matenais bickigicos [ 0172018 (122018

Observagies e ressalvas

As afividades de campo exercidas por pessoa natural ou juridica estangera, em lodo o femitdno nacional, que impliquem o deslocamenio de recursos humanos e
1 | materiais, tendo por objeto coletar dados, materiais, espécimes bickbgices e minerais, pegas integranies da culiura nativa e culiura popular, presente e passada,
obtidos por meko de recursos @ cnicas que 56 destinem a0 estudo, & difusio ou 8 pesquisa, estio sujeitas a autorizagdo do Minis¥rio de Ciénda e Tecnologia.

Esta autorizagdo NAD exime o pesquisador flular & os membros de sua equipe da necessdade de obter a5 anudncias previstas em ocutos nstumenios legais, bem
5 |come do consentmento doresponsével pela drea, pliblica ou privada, onde serd realzada a atividade, inclusive do drglo gestor de tera indigena (FUNAI, da
unidade de conservagSo estadual, distital cu municipal, cu do proprietério, amendstsrio, possero ou morador de drea dentro dos limites de unidade de conservag8o
federal cujo processo de reguianz acio fundisna enconTa-5e &M Curso.

Este documento somenie poderd ser uliliz ado para o fins previsios na srugdo Normativa ICMBio n° 0312014 ou na Instrucio Normativa |CMBio n* 1002010, no que
3 | especifica esia Autorizagho, ndo podendo ser ulilizad o para fins comenciais, indusiniais ou esponives . O matenial biokigico coletado devera ser ulilizado para alividades
cientificas ou diddcas no dmbito do ensing Superior.

4 A autorizag o para envio a0 exienion de material biokhgico ndio consignado deverd ser requerida por meio do enderego eletrinico www.ibama. gov. br (Servigos on-line -
Licenga para imporacio ou exporiagdo de fora & fauna - CITES e ndo CITES).

O Hlular de licenca ou aulorizag o & o8 membros da sua equipe deverdo oplar por médodos de coleta e instrumentos de caplura diredionados, sempre que possivel,
5 | a0 grupo taxondmico de inleresse, evitando a morie ou dano signiicativo a cutos grupos; & empregar esforgn de coleta ou caplura que ndo compromeda a viabilidade
de populacdes do grupo taxondmico de inleresse em condiclo in sl

Wular de aUTONZagas oU 08 ICen(a permanenie, S55iM COMmo 08 MeMmDIos 08 SUa equipe, qUando da Wolaga0 da legisEia;Bo vigenie, ou quando 48 nadequagio,
& |omissfo oufslss descricho de informagdes relevantes que subsidiaram & expedicio do ato, poders, mediante decs o motivads, ter & Su1onzagio ou licenga
suspensa ou revegada pelo ICMBio, nos lermos da legislacio brasileira em vigor,

Este documenio ndo dispensa o cumprimenio da legisiagio que disple solre SCES30 8 COMPONEenie 40 PEm Gnio genalicn exisientie o IBMAGNO NaCcional, na
T | plataforma conlinental e na zona econdmica exclusiva, ou 80 conhedmenio radicional associade so patriminio gendtico, para fina de pesquisa deniifca,
bioprospeccio e desenvolvimento lemolbgico. Vela malores informagfes em waww,mma gov brlogen,

a | EM casode pesquisa em UNIDADE DE CONSERVAGAD, 0 pesquisador Bular s sulOrizagho Gevers CONBOE & BOMINSTages 08 unidade & fim de CONFIRMAR
AS DATAS das expediphes, 88 condighes pars realzacso dBs colelas & de uso 4B nfre-esirulrs 4a unidade.

Outras ressalvas

| 1 |D pesquisador devera anexar no relaiorio apreseniado ao STSHID toda a publicag@o clenfifica resulfante de suas atividades na AFA Cosla dos
Corais,

Equipe

L] Home Funglio CPF Doc. Identidade Hacionalidade
1 LALUCIA PEREIRA OE S0OUEA Colela de Material 805,705.851-04 1715078 SSP-DF Bragilers

2 | Luana Thamres Rapdso da Siva Colabor sdora 082,730, 174-00 TT35084 SDS-PE Brasileira

3 | Andrea Alice da Fongeca olivera ‘Coorden adoraOnenadors 007 359 864-01 4461126 SSP-PE Bratlars

4 |FERMANDA LOFFLER NIEMEYER ATTADEM Colabor 8dora Q73 122.037-44 101387259 IFP-RJ Brasilera

Locais onde as atividades de campo serdo executadas
[#] Municipio [ UF [Descrgho dolocal [Tipo

Este documento (Aulonzagho para atividades com finalidade cientifica) fol expedido com base na Instrugio Nomativa n® 03/2014. Aravés do codigo

de autentica; 80 abaixo, quakjuer cidadao podera verficar a autenticikdade ou reguiandade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na
Internet {www icmbio.gov. brfsisbio),

Codigo de autenticagao: 66777891 m"HH"HI“"
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Anexo C - Normas do periddico Science of the Total Environment.

SCIENCE OF THE TOTAL ENVIRONMENT

An International Journal for Scientific Research into the Environment and its Relationship
with Humankind

AUTHOR INFORMATION PACK

ISSN: 0048-9697

DESCRIPTION

Science of the Total Environment is an international journal for publication of original
research on the total environment, which includes the atmosphere, hydrosphere,
biosphere, lithosphere, and anthroposphere. The total environment is characterized where
these five spheres overlap. Studies that focus on at least two or three of these will be given
primary consideration. Papers reporting results from only one sphere will not be considered.
Field studies are given priority over laboratory studies. The total environment is studied when
data are collected and described from these five spheres. By definition total environment
studies must be multidisciplinary. Examples of data from the five spheres are given below:
Subject areas may include, but are not limited to:

* Agriculture, forestry, land use and management

* Air pollution quality and human health

 Contaminant (bio)monitoring and assessment

* Ecosystem services and life cycle assessments

* Ecotoxicology and risk assessment

» Emerging fields including global change and contaminants

* Environmental management and policy

* Environmental remediation

 Environmental sources, processes and global cycling

» Groundwater hydrogeochemistry and modeling

* Human health risk assessment and management

» Nanomaterials in the environment

* Noise in the environment

* Persistent organic pollutants

* Plant science and toxicology

* Remote sensing

* Stress ecology in marine, freshwater and terrestrial ecosystems

* Trace metals and organics in biogeochemical cycles

» Waste and water treatment

The editors discourage submission of papers which describe results from routine surveys or
monitoring programs, studies which are local in scope, laboratory experiments, hydroponic or
pot studies measuring biochemical/physiological endpoints, food science studies, screening of
new plant species for phytoremediation, testing known chemicals in another setting, and
experimental studies lacking a testable hypothesis.

The abstract, highlights and conclusions of papers in this journal must contain clear and
concise statements as to why the study was done and how readers will benefit from the
results. Articles submitted for publication in Science of the Total Environment should
establish connections among research findings with implications for environmental quality,
ecological health, and/or human health.

AUDIENCE

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

Aims and Scope

Science of the Total Environment is an international journal for publication of original
research on the total environment, which includes the atmosphere, hydrosphere,
biosphere, lithosphere, and anthroposphere.

The total environment is characterized where these five spheres overlap. Studies that focus on
at least two or three of these will be given primary consideration. Papers reporting results
from only one sphere will not be considered. Field studies are given priority over laboratory
studies. The total environment is studied when data are collected and described from these
five spheres. By definition total environment studies must be multidisciplinary.

Examples of data from the five spheres are given below:

Subject areas may include, but are not limited to:

* Agriculture, forestry, land use and management

* Air pollution quality and human health

 Contaminant (bio)monitoring and assessment

* Ecosystem services and life cycle assessments

* Ecotoxicology and risk assessment

* Emerging fields including global change and contaminants
* Environmental management and policy
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*Environmental sources, processes and global cycling

* Groundwater hydrogeochemistry and modeling

* Human health risk assessment and management
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» Waste and water treatment
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included, the author(s) must obtain written permission from thecopyright owners and credit
the source(s) in the article. Elsevier has preprinted forms for use by authors in these cases:
please consult https://www.elsevier.com/permissions. For open access articles: Upon
acceptance of an article, authors will be asked to complete an 'Exclusive License Agreement'
(for more information see https://www.elsevier.com/OAauthoragreement). Permitted third
party reuse of open access articles is determined by the author's choice of user license (see
https://www.elsevier.com/openaccesslicenses).

Author rights

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

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 article for publication. If the funding source(s) had no such
involvement then this should be stated.
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Funding body agreements and policies

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

Open access

This journal offers authors a choice in publishing their research:

Open access

* Articles are freely available to both subscribers and the wider public with permitted reuse

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

Subscription

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

* No open access publication fee payable by authors.

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

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

Creative Commons Attribution (CC BY)

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

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

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

The open access publication fee for this journal is USD 2750, excluding taxes. Learn more
about Elsevier's pricing policy: http://www.elsevier.com/openaccesspricing. Green open
access

Authors can share their research in a variety of different ways and Elsevier has a number of
green open access options available. We recommend authors see our green open access page
for further information (http://elsevier.com/greenopenaccess). Authors can also self-archive
their manuscripts immediately and enable public access from their institution's repository
after an embargo period. Thisis the version that has been accepted for publication and which
typically includes author-incorporated changes suggested during submission, peer review and
in editor-author communications. Embargo period: For subscription articles, an appropriate
amount of time is needed for journals to deliver value to subscribing customers before an
article becomes freely available to the public. This is the embargo period and it begins from
the date the article is formally published online in its final and fully citable form. This journal
has an embargo period of 24 months.

Language (usage and editing services)

Please write your text in good English (American or British usage is accepted, but not a
mixture of these). Authors who feel their English language manuscript may require editing to
eliminate possible grammatical or spelling errors and to conform to correct scientific English
may wish to use the English Language Editing service available from Elsevier's WebShop
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(http://webshop.elsevier.com/languageediting/) or visit our customer support site
(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!

For any technical queries or assistance please contact: support@elsevier.com Cover
Letter

The corresponding author must state explicitly in a paragraph how the paper fits the Aims and
Scope of the journal. Failure to include the paragraph will result in returning the paper to the
author.

Referees

All authors must suggest five potential reviewers for their paper upon submission (please
include institutional email addresses ONLY for all reviewers).

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. Avoid suggesting colleagues you have published with previously as this creates a
potential conflict of interest. Do not suggest any Associate Editors or Editorial Board
members of this journal.

PREPARATION

NEW SUBMISSIONS

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

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

References

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

Formatting requirements

There are no strict formatting requirements but all manuscripts must contain the essential
elements needed to convey your manuscript, for example Abstract, Keywords, Introduction,
Materials and Methods, Results, Conclusions, Artwork and Tables with Captions. If your
article includes any Videos and/or other Supplementary material, this should be included in
your initial submission for peer review purposes. Divide the article into clearly defined
sections. Please ensure that your paper contains NO line numbering. Line numbers are added
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automatically by the PDF builder after you upload your files. Figures and tables embedded in
text Please ensure the figures and the tables included in the single file are placed next to the
relevant text in the manuscript, rather than at the bottom or the top of the file.

REVISED SUBMISSIONS

Use of word processing software Regardless of the file format of the original submission, at
revision you must provide us with an editable file of the entire article. Keep the layout of the
text as simple as possible. Most formatting codes will be removed and replaced on processing
the article. The electronic text should be prepared in a way very similar to that of conventional
manuscripts (see also the Guide to Publishing with Elsevier:
https://www.elsevier.com/guidepublication). See also the section on Electronic artwork. To
avoid unnecessary errors you are strongly advised to use the 'spell-check' and 'grammar-
check’ functions of your word processor.

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: Eg. (A.1), Eq. (A.2), etc.; in a
subsequent appendix, Eq. (B.1) and so on. Similarly for tables and figures: Table A.1; Fig.
A.l, etc.

Essential title page information

« Title. Concise and informative. Titles are often used in information-retrieval systems. Avoid
abbreviations and formulae where possible.
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» Author names and affiliations. Please clearly indicate the given name(s) and family
name(s) of each author and check that all names are accurately spelled. Present the authors'
affiliation addresses (where the actual work was done) below the names. Indicate all
affiliations with a lowercase superscript letter immediately after the author's name and in front
of the appropriate address. Provide the full postal address of each affiliation, including the
country name and, if available, the e-mail address of each author.

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

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

Essential title page information

« Title. Be concise and informative. Titles are often used in information-retrieval systems.
Acronyms and brand names of products should not appear in the title of a paper. Instead they
may be listed in the key words, and spelled out the first time they appear in the body of the
paper.

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

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

* Present/permanent address. If an author has moved since the work described in the article
was done, or was visiting at the time, a 'Present address' (or 'Permanent address’) may be
indicated as a footnote to that author's name. The address at which the author actually did the
work must be retained as the main, affiliation address. Superscript Arabic numerals are used
for 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 mandatory for this journal. It 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. The image should be readable at a size of 5 x 13 cm using a regular
screen resolution of 96 dpi. Preferred file types: TIFF, EPS, PDF or MS Office files. See
https://www.elsevier.com/graphicalabstracts for examples. Authors can make use of Elsevier's
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Illustration and Enhancement service to ensure the best presentation of their images also in
accordance with all technical requirements: Illustration Service.

Highlights

Highlights are mandatory for this journal. They consist of a short collection of bullet points
that convey the core findings of the article and should be submitted in a separate editable file
in the online submission system. Please use 'Highlights' in the file name and include 3 to 5
bullet points (maximum 85 characters, including spaces, per bullet point). See
https://www.elsevier.com/highlights for examples. The mandatory highlights are important
because they appear online in the Table of Contents of the journal. Highlights that list bullet
points about the results are therefore not very informative for readers scanning the contents.
Here is an outline of what the highlights should contain: What is the overall scientific
problem and why did you study it? How did you address the problem, and which spheres are
included? What was the major method used? Major finding(s) Take home message Do not
repeat the highlights in bullet form for the conclusions. The conclusions should be a narrative
about what you found and what it means in the broader scheme.

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. The key words of the paper
should not contain any words already in the title, but can include abbreviated terms or
location information not suitable for the title.

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

Artwork

Electronic artwork

General points

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

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

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

* Use a logical naming convention for your artwork files.

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

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

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

Regardless of the application used, when your electronic artwork is finalized, please 'save as'
or convert the images to one of the following formats (note the resolution requirements for
line drawings, halftones, and line/halftone combinations given below): EPS (or PDF): Vector
drawings. Embed the font or save the text as 'graphics’. TIFF (or JPG): Color or grayscale
photographs (halftones): always use a minimum of 300 dpi. TIFF (or JPG): Bitmapped line
drawings: use a minimum of 1000 dpi. TIFF (or JPG): Combinations bitmapped line/half-tone
(color or grayscale): a minimum of 500 dpi is required.

Please do not:

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

* Supply files that are too low in resolution.

* Submit graphics that are disproportionately large for the content.

Color artwork

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

Figure captions

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

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 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.

Reference links

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

Web references

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

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

Reference management software

Most Elsevier journals have their reference template available in many of the most popular
reference management software products. These include all products that support Citation
Style Language styles (http://citationstyles.org), such as Mendeley
(http://www.mendeley.com/features/reference-manager) and Zotero
(https://www.zotero.org/), as well as EndNote (http://endnote.com/downloads/styles). Using
the word processor plug-ins from these products, authors only need to select the appropriate
journal template when preparing their article, after which citations and bibliographies will be
automatically formatted in the journal's style. If no template is yet available for this journal,
please follow the format of the sample references and citations as shown in this Guide.

Users of Mendeley Desktop can easily install the reference style for this journal by clicking
the  following link:  http://open.mendeley.com/use-citation-style/science-of-the-total-
environment when preparing your manuscript, you will then be able to select this style using
the Mendeley plugins for Microsoft Word or LibreOffice.

Reference formatting

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

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, 2000a, 2000b, 1999; Allan and Jones, 1999).
Kramer et al. (2010) 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:
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Van der Geer J, Hanraads JAJ, Lupton RA. The art of writing a scientific article. J Sci
Commun 2010;163:51-9.

Reference to a book:

Strunk Jr W, White EB. The elements of style. 4th ed. New York: Longman; 2000. 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; 2009. 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;277:927-34) (see also http://www.nlm.nih.gov/bsd/uniform_requirements.html).
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
withtheir article are strongly encouraged to include links to these within the body of the
article. This can be done in the same way as a figure or table by referring to the video or
animation content and noting in the body text where it should be placed. All submitted files
should be properly labeled so that they directly relate to the video file's content. In order to
ensure that your video or animation material is directly usable, please provide the files in one
of our recommended file formats with a preferred maximum size of 150 MB. Video and
animation files supplied will be published online in the electronic version of your article in
Elsevier Web products, including ScienceDirect: http://www.sciencedirect.com.

Please supply 'stills’ with your files: you can choose any frame from the video or animation or
make a separate image. These will be used instead of standard icons and will personalize the
link to your video data. For more detailed instructions please visit our video instruction pages
at https://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.

AudioSlides

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

Supplementary material

Supplementary material can support and enhance your scientific research. Supplementary files
offer the author additional possibilities to publish supporting applications, high-resolution
images, background datasets, sound clips and more. Please note that such items are published
online exactly as they are submitted; there is no typesetting involved (supplementary data
supplied as an Excel file or as a PowerPoint slide will appear as such online). Please submit
the material together with the article and supply a concise and descriptive caption for each
file. If you wish to make any changes to supplementary data during any stage of the process,
then please make sure to provide an updated file, and do not annotate any corrections on a
previous version. Please also make sure to switch off the Track Changes' option in any
Microsoft Office files as these will appear in the published supplementary file(s). For more
detailed instructions  please  visit  our  artwork instruction  pages  at
https://www.elsevier.com/artworkinstructions.

MethodsX: making your methods reproducible
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Authors have the option of converting methods-related supplementary material into one or
multiple MethodsX articles, a new kind of article that describes the details of customized
research methods. Many researchers spend a significant amount of time on developing
methods to fit their specific needs or setting, but often without getting appropriate credit for
this part of their work. MethodsX, which is an Open Access journal, now publishes this
information in order to make it searchable, peer reviewed, citable and reproducible. Authors
are encouraged to submit their MethodsX article as an additional item directly alongside the
revised version of their manuscript. If your research article is accepted, your methods article
will automatically be transferred over to MethodsX where it will be editorially reviewed . For
more details see www.methodsx.com. The open access fee for MethodsX is US$520. Please
use the following template  when  preparing your  MethodsX  article:
http://cdn.elsevier.com/promis_misc/MEX _ArticleTemplate.docx

Database linking

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

Google Maps and KML files

KML (Keyhole Markup Language) files (optional): You can enrich your online articles by
providing KML or KMZ files which will be visualized using Google maps. The KML or
KMZ files can be uploaded in our online submission system. KML is an XML schema for
expressing geographic annotation and visualization within Internet-based Earth browsers.
Elsevier will generate Google Maps from the submitted KML files and include these in the
article when published online. Submitted KML files will also be available for downloading
from your online article on ScienceDirect. For more information see
https://www.elsevier.com/googlemaps.

Interactive plots

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

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 has been designated as the corresponding author with contact details:

* E-mail address

* Full postal address

All necessary files have been uploaded, and contain:

» Keywords

* All figure captions

« All tables (including title, description, footnotes)

Further considerations

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

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

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

Printed version of figures (if applicable) in color or black-and-white

* Indicate clearly whether or not color or black-and-white in print is required.
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For any further information please visit our customer support site at
http://support.elsevier.com.

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 changes.
Therefore, it is an ideal medium for citing a document, particularly 'Articles in press' because
they have not yet received their full bibliographic information. Example of a correctly given
DOl (in URL format; here an article in the journal Physics Letters B):
http://dx.doi.org/10.1016/j.physletb.2010.09.059

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

Online proof correction

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