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RESUMO

A contaminagcdo das fontes de agua doce sdo um sério problema ambiental e faz-se
necesséaria a caracterizagdo de seus efeitos em diferentes organismos presentes no meio
ambiente. Neste estudo foi avaliado por meio da aplicacdo do ensaio cometa em Drosophila
melanogaster, o potencial efeito genotdxico do gas radonio e dos metais pesados presentes
em aguas da rede de abastecimento, pocos domésticos e acude dos municipios de Lajes
Pintadas e Parelhas, Rio Grande do Norte, Brasil. Foi utilizada Cintilacdo Liquida de Ultra-
Baixa Radiacdo de Fundo (CLUBR) para a quantificacdo de “*?Rn, e Espectrometria de
Absorcao Atdbmica em Forno de Grafite (GFAAS) para a determinacdo de metais pesados
(Ag, Al, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Mn, Ni, Pb e Zn). Os drosofilideos foram expostos ao meio de
cultivo hidratado com aguas coletadas nos locais de estudo, por um periodo de 24 horas, até
atingirem o terceiro estagio larval. A hemolinfa foi extraida de 60 larvas de cada um dos
experimentos, que foi realizado em triplicata e repetido em duas esta¢des de 2018 (chuvosa e
de estiagem). Um grupo controle negativo tratado com agua destilada, e um controle positivo
tratado com ciclofosfamida também foi preparado. Os resultados do ensaio cometa foram
analisados pelo indice de Dano e Frequéncia de Dano, em conjunto com analises
guantitativas dos niveis de raddénio e da presenca de 11 metais pesados. De forma geral, 0s
resultados apontaram o significativo efeito genotéxico para todas as amostras coletadas de
torneira e poco na estacdo chuvosa, em ambas as cidades. As amostras de agua do agude
Boqueirdo de Parelhas coletadas na estacdo de estiagem apresentaram efeito genotoxico
guando comparados ao grupo controle negativo. Analises quantitativas dos niveis de radénio
revelaram concentragdes proximas ao limite para consumo humano (11,1 Bg.L™) nas aguas
de pocos (1,2 a 10,6 Bg.L™"). Além disso, foram determinadas concentraces acima do
permitido de aluminio (de 0,11 a 0,25 mg.L™") e de manganés (de 0,13 a 0,14 mg.L™) em
amostras de torneiras e acude de Parelhas. Os resultados indicam que ha riscos genotoxicos
associados a contaminacdo das fontes de 4gua estudadas, especialmente na agua da rede
de abastecimento dos municipios. Devido a inerente complexidade da agua, medidas de
Radénio e de onze metais pesados nao estiveram claramente associados a este resultado, o
gue indica a necessidade de mais estudos de outras fontes poluidoras da qualidade da agua

consumida pela populagéo.

Palavras-chave: Contaminacdo Ambiental. Drosophila melanogaster. Ensaio cometa.
Radobnio. Metais pesados.



ABSTRACT

Contamination of freshwater sources is a serious environmental problem and it is necessary to
characterize its effects on different organisms present in the environment. The potential
genotoxic effect of the radon gas of the heavy metals present in waters of the state supply
network, domestic wells and reservoir of the municipalities of Lajes Pintadas and Parelhas,
Rio Grande do Norte state, Brazil, was evaluated using the Comet assay in Drosophila
melanogaster. Was used Ultra-Low Background Liquid Scintillation Counter (CLUBR) was
used for the quantification of ?*’Rn, and Graphite furnace atomic absorption spectroscopy
(GFAAS) for the determination of heavy metals (Ag, Al, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Mn, Ni, Pb e Zn).
The drosophilids were exposed to the culture medium, hydrated with water collected at the
sites, for a period of 24 hours, until reaching the third larval stage. Hemolymph was extracted
from 60 larvae of each of the experiments, which was performed in triplicate and repeated in
two seasons of 2018 (rainy and dry season). A negative control group treated with distilled
water, and a positive control treated with cyclophosphamide was also prepared. The results of
the comet assay were analyzed for the Damage Index and Damage Frequency, together with
guantitative analyzes of the levels of radon and the presence of 11 heavy metals. In general,
the results pointed out the significant genotoxic effect for all samples collected from tap water
and well, in the rainy season, in both cities. The water samples from the Boqueirdo de
Parelhas dam collected in the dry season presented genotoxic effect when compared to the
negative control group. Quantitative analyzes of radon levels revealed concentrations close to
the limit for human consumption (11.1 Bg.L™) in well water (1.2 to 10.6 Bg.L™). In addition,
concentrations of aluminum (from 0.11 to 0.25 mg.L™") and manganese (from 0.13 to 0.14
mg.L™?) were determined above the permitted limits in samples of tap water and Parelhas dam.
The results indicate that there are genotoxic risks associated with the contamination of the
water sources studied, especially in the water supply network of the municipalities. Due to the
inherent complexity of water, measurements of radon and eleven heavy metals were not
clearly associated with this result, which indicates the need for further studies of other sources

polluting the quality of water consumed by the population.

Key words: Environmental Contamination. Drosophila melanogaster. Comet Assay. Radon.

Heavy Metals.
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1 INTRODUCAO

No Brasil, as fontes de agua doce sdo extremamente propicias para diversos usos,
porém, as caracteristicas deste recurso natural renovavel tém sido drasticamente atingidas
pela poluicdo ambiental (BRASIL, 2006). Tal recurso é acometido especialmente nos
estados da regido Nordeste que, associados a escassez hidrica acentuada dos Ultimos
anos, sofrem também com o0s processos de urbanizacdo, industrializacdo e producao
agricola. Como reflexo das condicdes climaticas dominantes do semiarido e uma hidrografia
pobre, em seus amplos aspectos, as condi¢c@es hidricas sdo insuficientes para sustentar rios
que se mantenham perenes nos longos periodos de auséncia de precipitagfes (IBGE,

2019).

Frente a problemética da escassez nos municipios do Nordeste do Brasil foram
construidos reservatorios, regionalmente chamados de acgudes. Estes servem para tentar
amenizar as consequéncias da seca, além de abastecer de agua a populagéo local, que a
utiliza para atividades como a agricultura, irrigacdo e uso doméstico (DANTAS et al., 2014;
IBGE, 2019). Além dos acgudes, a populacdo local também faz uso de pocos artesianos que
sdo abastecidos por dguas subterrédneas e por aguas recebidas pela empresa fornecedora
local, a Companhia de Aguas e Esgotos do Rio Grande do Norte (CAERN).

Estudos realizados nos principais reservatérios da regido semiarida do estado do
Rio Grande do Norte revelaram sérios problemas de qualidade de agua, incluindo a
contaminacdo por metais pesados (MARCON et al., 2010; GARCIA et al.,, 2011). Metais
pesados s8o assim caracterizados pela sua elevada massa, densidade maior que 5 g/cm™,
namero atdmico maior que 20 e outras propriedades quimicas, podendo ser naturalmente
ativos e toxicos na maioria das células. Nos sistemas biol6gicos, metais pesados tém a
capacidade de interferir nas biomoléculas, na ativacdo de certos receptores, na regulagéo
de canais ibnicos, na sinalizagéo celular e na transcricdo de genes, potencializando, desta
forma, a toxicidade a nivel fisiolégico, celular e molecular (MARCON et al., 2010; OSORIO,
2011).

No Nordeste do Brasil, a presenca de metais pesados na agua se agrava nao soé pela
escassez e atividades antrépicas (como esgoto, agricultura e poluicao), mas também pelo
processo natural de decaimento do Uranio, sendo o gas radodnio, seu derivado radioativo
mais importante e amplamente estudado como poluente ambiental em todo mundo
(BRITO,2013). Assim, varios municipios da regido semiarida, entre eles Lajes Pintadas e
Parelhas, no Rio Grande do Norte, apresentam afloramentos rochosos caracteristicos, que

sdo abundantes em minerais radioativos, os radionuclideos (CPRN, 2006).
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Nas aguas do Acude Riacho da Cachoeira, localizado no municipio de Lajes
Pintadas RN/Brasil, verificaram-se altos indices de Rad6énio. De acordo com Dantas (2012)
dos 26 pontos analisados sete foram caracterizados como fortemente radioativos (acima de
50 unidade de MACHE) e os demais, classificados como radioativos (entre 10 a 50 unidades
de MACHE). Altos indices de Radénio (191,2 Bqg.L™ + 58) foram detectados também no
interior de residéncias ao entorno do acude (VERCOSA et al., 2017). O raddnio € um gas
com potencial efeito carcinogénico em humano, relacionado principalmente com o cancer de
pulmdo quando inalados (DANTAS, 2012) e a 6rgaos do trato digestivos quando ingeridos

junto a agua contaminada (ICRP, 1999).

Em testes genotoxicos o organismo-modelo Drosophila melanogaster tem sido
amplamente utilizado (GAIVAO; SIERRA, 2014). E um inseto diptero que pertence a familia
Drosophilidae, a qual comporta mais de 4.200 espécies distribuidas em 75 géneros. Na area
da genética toxicolégica esse modelo é bem aceito devido a facilidades de manipulagdo
laboratorial, rapido ciclo de vida, facilidade na deteccdo de fendétipos, grande conhecimento
sobre seu genoma e por ser um excelente modelo de estudos de doencas humanas (RAND,
2010; ROHDE, 2012; LENZ et al., 2013). Mais recentemente, esta espécie vem sendo
utilizada como modelo de estudos genotéxicos por meio do Ensaio cometa (revisdo em
GAIVAO; SIERRA 2014), com destaque aos trabalhos desenvolvidos por Vercosa (2015) e
Santana et al. (2018) em testes sobre os efeitos da poluicdo atmosférica nas cidades
pernambucanas de Recife e Vitéria de Santo Antdo. Os autores implementaram a
metodologia com o organismo e também confirmaram a grande sensibilidade da espécie

aos efeitos genotdxicos relacionados a areas poluidas e mais urbanizadas.

Tendo D. melanogaster como organismo dos estudos, este trabalho implementou
uma nova abordagem investigativa acerca dos riscos genotoxicos associados a
contaminacdo dos recursos hidricos por metais pesados e por Radénio, proveniente do
decaimento natural do Uranio, em dois municipios da regido semiarida do Nordeste
brasileiro. A abordagem com D. melanogaster foi feita a fim de estimar o risco de dano ao
material genético das popula¢gdes humanas locais, instigando e dando subsidios aos 6rgaos

competentes para o controle da qualidade dos recursos hidricos oferecidos & populagéo.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
Avaliar a contaminacdo de fontes de abastecimento hidrico (pocos, torneiras e
acudes) por metais pesados e raddnio nos municipios de Lajes Pintadas e Parelhas no
semiarido potiguar, e seu o potencial efeito genotoxico sobre o organismo modelo

Drosophila melanogaster.

2.2 Objetivos especificos

Estimar os potenciais riscos para a salde humana da contaminacdo das fontes

hidricas por meio do ensaio cometa em D. melanogaster;

e Quantificar a presenca e concentracdo de onze metais pesados e de radbnio, nas

trés diferentes fontes de abastecimento hidrico nas duas cidades estudadas;

e Correlacionar os niveis de danos ao DNA obtidos em cada um dos pontos de coleta
com a presenca de metais pesados e de radonio;

¢ Investigar os efeitos da estacdo do ano (chuvosa e de estiagem) sobre os resultados
obtidos.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Recursos hidricos no semiarido potiguar

A regido semiarida brasileira apresenta uma extens&o territorial de 764.522 km?, o
gue corresponde a aproximadamente 56% da area total do Nordeste (IBGE, 2010), com
1135 municipios distribuidos nesta area. Essa regido semiarida apresenta uma realidade
preocupante para a populacdo local, que sofre ndo s6 com escassez hidrica acentuada dos
altimos anos (Figura 1), mas também com os processos de urbanizacdo, de industrializa¢do
e de producdo agricola que poluem o meio ambiente e as fontes hidricas. Diante dessa
realidade, foi necessario construir reservatorios, regionalmente chamados de agudes, com o
intuido de amenizar as consequéncias da seca, além de abastecer de agua a populagéo
local, que as utiliza para atividades como a agricultura, irrigagdo e recreacdo. Contudo,
estudos realizados nos principais reservatorios da regido semiarida do estado do Rio
Grande do Norte revelaram sérios problemas de qualidade de &agua, incluindo a
contaminagdo por metais pesados (MARCON et al.,, 2010; GARCIA et al.,, 2011) e a
presenca de fontes naturais de radonio, que assim como 0s metais pesados pode
contaminar os reservatorios de agua e, consequentemente, tornar-se um problema para a
saude humana (DANTAS et al., 2017).

Figura 1. Acude Riacho da Cachoeira, em Lajes Pintadas — RN apds longo periodo de
estiagem.

Fonte: CARMO NETO, E. F., 2018.
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O estado do Rio Grande do Norte (RN), juntamente com Ceard e Paraiba, sao os
estados que detém o maior percentual de area no semiarido. RN tem 93,0 % de sua
extensdo territorial inserida na por¢do semiarida, onde situam-se 147 municipios, de um
total de 167 (MEDEIROS et al, 2012; FIGUEIREDO; SARAIVA JUNIOR; FIGUEIREDO,
2016). Dentre os municipios da mesorregido do Agreste do RN, ou Agreste Potiguar,
destaca-se a cidade de Lajes Pintadas, que esta situada a 340 m acima do nivel do mar.
Limita-se com os municipios de Sdo Tomé, Campo Redondo e Santa Cruz. De acordo com
o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE, 2014), o municipio apresenta uma
populacdo de 4.614 habitantes. Segundo o Ministério de Minas e Energia, uma
caracteristica de grande importancia no municipio de Lajes Pintadas é a presenca de
afloramentos rochosos com liberagéo de elementos radioativos naturais, que emitem o gas
radonio e, consequentemente, o chumbo para o ambiente. A presenca deste gas pode estar
associada aos elevados indices de diversos tipos de cancer que assolam a populagéo,

como o de orofaringe, estbmago e pulmao (SAMET, 2011).

Segundo Dantas et al. (2017), agentes ionizantes sdo encontrados solubilizados na
agua do acude do municipio em uma escala significativa e acima dos niveis aceitaveis pelo
Conselho Nacional de Meio Ambiente (CONAMA) e pela Organiza¢cdo Mundial de Saude
(OMS). Esse é o caso do agude Riacho da Cachoeira (Figura 2), um dos principais corpos
d’agua desta regido, localizado na area urbana do municipio. A presenca do gas radénio nas
suas aguas pode afetar direta e/ou indiretamente os organismos que nele habitam, assim
como as populacées que residem préximo a este acude (DANTAS et al., 2014), visto que é
utilizado para abastecer de agua a populacao local, nas atividades de agricultura, irrigacéo e
recreacao.

Figura 2. Acude Riacho da Cachoeira em Lajes Pintadas, Rio Grande do Norte, Brasil.

Fonte: CARMO NETO, E. F., 2018.
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Outra cidade de interesse na mesma regido € Parelhas, localizada na microrregiao
do Serid6 Oriental, com &rea territorial de 513,507 kmz2 e limitando-se com 0s municipios de
Carnauba dos Dantas, Equador, Jardim do Serid6 e Santana do Seridd, além dos
municipios paraibanos de Nova Palmeira, Pedra Lavrada e S&o Vicente do Seridd
(PEREIRA, 2017). O municipio de Parelhas € composto por aproximadamente 20354
habitantes, sendo 17084 moradores da zona urbana e 3270 da zona rural, tendo como
economia de base a producdo ceramista, a agricultura, o comércio e a extracdo e

comercializagdo de minérios (IBGE, 2010).

Nos primdérdios, a economia do municipio baseava-se no cultivo do algodao e na
pecuaria, mas ap0s a crise desses sistemas, as atividades de base mineral, como a
mineragdo e a industria de ceradmica vermelha, fortaleceram a economia municipal
(ARAUJO; SOUZA; SILVA, 2016). Isso gracas as formacgdes geologicas da cidade, que
consistem em rochas cristalinas, sendo formadas por rochas resistentes como granitos,
quartzitos, gnaisses e micaxistos (FELIPE; CARVALHO; ROCHA, 2011). Parelhas tem como
um dos principais corpos de acumulacdo de agua da cidade o acude Boqueirdo de Parelhas
(Figura 3), com capacidade de 85.012.000 m3, que é alimentado pelos rios Seridé e das
Vazantes (PEREIRA, 2017).

Figura 3. Acude Boqueirdo de Parelhas (A), registros de utilizacao de suas aguas pela populagao
local para consumo (B) e recreagéo (C).

Fonte: CARMO NETO, E. F., 2018.
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Um estudo realizado por Chaves et al. (2016) com amostras de agua de trés
pontos (P1: 6° 41' 6.662" S; 36° 37' 22.98" W, P2: 6° 41' 51.385" S, 36° 37'43.997" W, e P3:
6° 43" 20.034" S; 36° 37" 39.22" W) do acude Boqueirdo alertou sobre a presenca de
concentracdes 2 a 30 vezes maiores que o limite maximo estabelecido pela Organizacdo
Mundial de Saude (2011) de metais pesados como o aluminio, cobalto, chumbo, ferro,
niquel e prata. Esse relato foi importante visto que o agude é amplamente utilizado pela
populacgédo local, para os mais diversos fins.

3.2 Metais pesados como contaminantes

O termo metais pesados refere-se aos elementos e suas formas ibnicas que
pertencem ao grupo de transicdo e ndo transicdo da tabela peridédica com densidade maior
que 5 g/cm™ ou que possuem nimero atémico maior que 20 (GOMES; OSORIO, 2011).
Dependendo de seu teor no ar, agua, rochas ou sedimentos, bem como da forma como
estdo disponiveis para os seres vivos (a partir dos compartimentos solo, 4gua e ar), 0s
metais pesados podem ter sua concentracdo aumentada a medida que se avanca nos niveis
troficos da cadeia alimentar, causando danos a salde humana em fungéo de sua toxicidade
(ARAUJO; SOUZA, 2012).

Segundo Rupp (1996), mesmo em concentragdes reduzidas, os céations de metais
pesados, uma vez langados no ambiente, como por exemplo, em rios, mares e lagoas, ao
atingirem as aguas de um estuario sofrem o efeito denominado de amplificacéo bioldgica.
Este efeito ocorre em virtude desses compostos ndo integrarem o ciclo metabdlico dos
organismos vivos, sendo neles armazenados e, em consequéncia, sua concentracdo €
extraordinariamente ampliada nos tecidos dos seres vivos que integram a cadeia alimentar

do ecossistema resultando assim no seu efeito de bioacumulagéo.

Contudo, alguns metais pesados ou elementos traco (termo empregado por alguns
autores) sao ingeridos pela populacdo de forma voluntaria, estando eles contidos muitas
vezes em suplementos vitaminico-minerais por serem considerados essenciais do ponto de
vista bioldgico, enquanto outros ndo. Entretanto, mesmo aqueles tidos como essenciais
podem, sob condi¢des especificas, causar impactos negativos a ecossistemas terrestres e
aquédticos, constituindo-se assim, em contaminantes ou poluentes do solo e da &gua
(GUILHERME et al., 2005). Em sistemas biolégicos, metais pesados tém a capacidade de
interferir nas biomoléculas, na ativacdo de certos receptores, na regulacdo de canais
ibnicos, na sinalizacéo celular e na transcricdo de genes, potencializando, desta forma, a

toxicidade a nivel fisioldgico, celular e molecular (MARCON et al., 2010).
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Tais elementos vém drasticamente acometendo fontes hidricas sejam de aguas
superficiais ou subterraneas (JARUP, 2003). De acordo com Miller e colaboradores (2004)
em comunidades ribeirinhas, uma das principais vias de acumulacdo de metais pesados em
humanos € a ingestéo de agua potavel contaminada. Entretanto os perigos da contaminacao
no meio hidrico ndo se restringem ao consumo direto da agua (ROCHA; AZEVEDO, 2017),
tal contaminacdo pode ser associada a utilizacdo de fontes hidricas inapropriadas para a
irrigagéo, o que consequentemente leva ao consumo de vegetais e hortaligas contaminadas.
Em seu estudo Ahmad e Goni (2009) apontaram a contaminacdo de aguas de irrigacéo por
ferro, cadmio, cobre e chumbo por exemplo. O consumo de peixes criados nessas aguas
também favorece o efeito bioacumulativo de metais pesados em seres humanos. Um
exemplo classico de téxico bioacumulativo é o metilmercario, que, presente na agua,
contamina 0s peixes e consequentemente todos os niveis troficos superiores (SANTOS;
GATTI; SOUZA, 2006).

3.3 Determinacgéo de elementos tracos

Das varias técnicas disponiveis para a determinacdo de elementos-traco, como por
exemplo, a espectrometria de massas com fonte de plasma de acoplamento indutivo (ICP-
MS), espectrometria de emissao atbmica com fonte de plasma de acoplamento indutivo
(ICP-AES), espectrometria de fluorescéncia atbmica (AFS), fluorescéncia de raios X (XRF),
polarografia, voltametria, entre outras. A espectrometria de absorcdo atdmica, seja em
chama (FAAS), grafite (GFAAS) ou em atomizador eletrotérmico, € amplamente utilizada em
analises de rotina em funcéo de varios fatores: alta especificidade, sensibilidade, robustez,
baixos limites de deteccdo para varios elementos em diferentes amostras e baixo custo
relativo (FRESCHI et al., 2000).

A Espectrometria de Absorcdo Atdmica (AAS) envolve a medida da absorcdo da
intensidade da radiacéo eletromagnética proveniente de uma fonte de radiacdo primaria, por
atomos gasosos no estado fundamental. A partir desse fenbmeno sédo determinadas as
guantidades dos elementos (metais ou ndo) em uma ampla variedade de amostras,
podendo ser materiais biolégicos ou ambientais (dgua, solo, sedimentos e plantas). A
espectrometria de absorcdo atbmica em chama é a técnica mais utilizada para analises
elementares, em nivel mg.mL™, enquanto que a espectrometria de absorcéo atdmica em
forno de grafite é utilizada para determinacao de baixas concentracdes, na ordem de pg/L
(KRUG et al., 2004), assim, como as concentracdes de contaminantes em agua geralmente

ocorre, em niveis traco, faz-se necessario, para detecta-los e quantifica-los, o uso de
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técnicas analiticas de alta sensibilidade, como a espectrometria de absor¢cdo atdmica com
forno de grafite (WELZ; SPERLING, 1999; OSHITA et al, 2003).

A técnica de GFAAS (Figura 4) é utilizada em anadlises quimicas de rotina em larga
escala, tendo em vista varios fatores, como requerer pequenos volumes de amostra; o tubo
de grafite age como um reator quimico, analise direta em algumas matrizes (a
decomposicdo prévia da amostra ndo é necessaria); atinge excelentes limites de detec¢éo
apos a separacao do analito da matriz no tubo de grafite; apresenta carater multielementar
(até 6 elementos atualmente, mas com potencial para mais elementos com a proposta
recente de espectrdmetro com fonte continua); rapidez; relativo baixo custo operacional;
espectro simples; entre outros (PERKIN- ELMER, 1991).

Figura 4. Espectrometro de Absor¢éo Atdmica, GTA 120 — AA240Z, da Varian.

VARIAN

Fonte: CARMO NETO, E. F., 2018

3.4 Radbnio como contaminante

O raddnio é um elemento quimico da classe dos gases nobres. E invisivel, insipido e
inodoro quando em condi¢cdes normais de temperatura e pressédo. Porém, ao ser congelado
apresenta-se brilhante (MAFRA, 2011). Naturalmente associado aos depdsitos de uranio em
solos, rochas e aguas subterrédneas, podendo ser encontrado em rochas cristalinas e
sedimentares, solos, minérios e dissolvido na agua, sendo ainda o Unico descendente do
uranio a se apresentar nas condi¢coes usuais de temperatura e pressdo sob a forma de um
gas (AMARAL, 2018; BRITO, 2013).

Segundo Brito (2013), o radbnio se apresenta na natureza sob trinta e nove (39)
isotopos diferentes, que vdo desde o radénio-193 (**Rn) até o radonio-231 (**'Rn).

Conforme Corréa (2006) o rad6nio consiste de trés is6topos naturais abundantes:
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> O Radénio (*’Rn) - is6topo mais estavel, de meia-vida de 3,823 dias, faz parte da
série do uranio, *°U;

> O Torénio (**°Rn) — com meia vida de 51,5s e pertencendo a série do tério, ***Th;

> O Actindnio (***Rn) - da série do actinio, **°U, tém meias-vidas de e 3,92s.

Cada um destes € proveniente das trés séries de desintegracao (uranio, torio e actinio),

como mostrado na Figura 5.

Figura 5. Séries radioativas naturais.

SERIE DO URANIO SERIE DO ACTINIO SERIE DO TORIO
Uranio-238 Uranio-235 Torlo-232
4 5 bihdes de anos 713 milhdes de anos 13,9 bilhdes de anos
ol o ol
Torio-234 Torio-231 Radio-228
24 6 dias 24 6 horas 5,7 anos
Bl Bl il
Protactinio-234 Protactinio-231 Actinio-228
1,4 mnutos 32000 anos 6,13 horas
Bl of Bl
Uranio-234 Actinio-227 Torio-228
270.000 anos 13.5 anos 13,5 anos 1,9 anos
o o/ \B o
Torio-230 Francio-223 Torio-227 Radio-224
83.Q00 anos 21 min 18,9 dias 36 das
o o o
Radio-226 Radio-223
1.600 anos 11,4 dias Radénio-220
al OLJ' 54 5 segundos
Radonio-222 Radonio-219 (11
38 dias 3,9 segundos

%

ol

l

I Ml Poldnlo-212
l l 0,0000003 segundos
Polénio-210 Polénio-211
140 dias 0,005 segundos
al al
Chumbo-206 Chumbo-207 Chumbo-208
estavel estavel estavel

Fonte: Disponivel em: https://qualidadeonline.wordpress.com/category/radioatividade/.

Acesso em: 20 out. 2018.
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Os produtos resultantes do decaimento do radbnio emitem particulas alfa que, ao
serem inaladas, irradiam o trato respiratério e promovem lesdes no DNA que podem resultar
na carcinogénese (ZAMBONI, 2002). Mas nem sO a inalacdo é preocupante para a
populacdo, pois segundo ICRP (1999) a ingestdo de &gua rica em radionuclideos
primordiais é também uma causa da exposicao prolongada adicional, acometendo neste
caso os tecidos do trato digestivo, sendo o tecido das paredes do estdbmago o0 mais atingido

pela radiagéao.

Por se tratar de um gas, o radénio produzido no interior das rochas e solos difunde-
se com facilidade através de fissuras, tubulacBes e lencois fredticos até alcancar a
superficie terrestre (MARQUES; SANTO; GERALDO, 2004). No ambiente aquético, niveis
mais altos de ?*Rn sdo encontrados em &gua subterraneas e estdo correlacionados a
ocorréncia de niveis elevados do seu precursor o 22Ra nas rochas. Rochas cristalinas,
especialmente granito, podem ser fontes dos niveis elevados do gas, enquanto que rochas

sedimentares apresentam, geralmente, niveis inferiores (EISENBUD; GESELL, 1997).

3.5 Espectrometria de Cintilagdo Liquida de Ultra-Baixa Radiacdo de Fundo

A espectrometria de cintilag&o liquida (LSC) € um dos métodos mais sensiveis para a
deteccdo e quantificacdo dos tipos mais comuns de decaimento nuclear (alfa, beta ou
gama). Atualmente, é bastante usada por a andlise de emissores a, 0 que permite realizar
medidas precisas, com boa reprodutibilidade, em grande nimero de amostras (SALONEN;
HUKKANEN, 1997; FORTE et al., 2003; OLIVEIRA, 2014). Para andlise de alfa e beta total
em aguas naturais e para consumo humano, a abordagem mais comum é evaporar um
volume conhecido de amostra e medir a atividade do residuo. A técnica de espectrometria
de cintilacdo em meio liquido tem sido apresentada como uma alternativa ao procedimento
convencional usando contador proporcional de fluxo gasoso (MINGOTE; COSTA, 2016).
Nessa técnica a amostra de agua e o cintilador (Figura 6) sdo misturados homogeneamente
(cintilador miscivel), e a energia das radiacdes sera absorvida pelo meio de trés formas:
térmica, ibnica e excitacdo de moléculas da solucao. Esta Ultima excita os elétrons das
camadas eletrdnicas das moléculas do cintilador e estes, posteriormente, perdem a energia
em excesso, emitindo fétons com intensidade proporcional a energia da radiacdo absorvida
(OLIVEIRA, 2014).
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Figura 6. Vials contendo coquetel cintilador e amostras de aguas coletadas para analises.

Fonte: AMARAL, 2018.

A técnica de LSC (Figura 7) tem sido utilizada em diversos paises com o propésito de
avaliar a radioatividade em aguas utilizadas para o consumo humano, podendo-se citar
dentre outros: Australia, Brasil, Estados Unidos, Finlandia, Italia, Kuwait, Portugal e Taiwan
(BAKIR; BEM, 1996; RUSCONI et al., 2004; KLEINSCHMIDT, 2004; LOPES; MADRUGA;
CARVALHO, 2005; SALONEN, 2006; RUBERU; LIU; PERERA, 2008; LIN etal.,, 2012;
AMARAL, 2018).

Figura 7. Espectréometro de Cintilagdo Liquida, Quantulus 1220, da Perkin Elmer.

Fonte: AMARAL, 2018.

3.6 Drosophila melanogaster

Drosophila é um dos géneros de maior importancia da familia Drosophilidae (Diptera:
Insecta), sendo a espécie Drosophila melanogaster (Figura 8) considerada um organismo-
modelo em diversas areas de estudo (ROHDE, 2012). Varios fatores fazem desse género

um excelente modelo biologico, dentre eles o baixo custo em sua criagdo, claro dimorfismo
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sexual, curto ciclo de vida, serem pequenos em tamanho, abundantes, facilmente coletados
em ambientes naturais, facilidade na manipulacdo e na deteccdo de fendtipos. Em
laboratério podem ser ainda facilmente cultivados em frascos contendo meio de cultura
apropriado, fator que possibilitou a geragdo de grande conhecimento sobre sua biologia,
genética e evolucéo (CRUZ; BELLON, 1983; TIDON, 2006; RAND, 2010).

Tal organismo, naturalmente encontra-se em torno de frutas em putrefacéo, por isso é
também conhecido como mosca da fruta. Essa espécie tem ocorréncia em diversos
ecossistemas do mundo (BACHLI et al., 2018), inclusive no ambiente doméstico onde foi
introduzida e transportada pelo homem para diversos ambientes (DAVID; CAPY, 1988).
Normalmente os adultos maduros apresentam uma cor castanho-amarelada, tendo
pequenas dimensdes, com cerca de 3 milimetros de comprimento e 2 milimetros de largura.
Os machos e fémeas podem ser facilmente identificados, pois além da fémea ser
ligeiramente maior que o macho, estes possuem o “pente sexual® (Figura 8) estrutura

exclusiva dos machos, situada no primeiro par de patas (REEVE, 2001).

Figura 8. Adultos de Drosophila melanogaster. A esquerda a fémea e a direita 0 macho, que é um

pouco menor e possui o pente sexual (indicado pela seta).

Fonte: SATURNINO, 2012.

Distintos morfologicamente, D. melanogaster e Homo sapiens ndo apresentam uma
grande semelhanca, mas com o sequenciamento de ambos os genomas ficou claro que
mais de metade dos genes de D. melanogaster o qual é distribuido em 8 cromossomos,
sendo 3 pares de autossomos e 1 par sexual, sendo este XX para fémeas ou XY para
individuos machos que, no total, contém aproximadamente 13.600 genes (ADAMS et al.,
2000), tem homologos em seres humanos. Este fato contribuiu para a importancia de

estudar este organismo nas investigagbes de efeitos bioldégicos e descobrir pontos
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diretamente relevantes para os seres humanos (BECKINGHAM et al., 2005). Além disso,
esta espécie é extremamente sensivel a alteracées nas condi¢cdes do seu hébitat (TIDON,
2006), o que a torna funcional para uso em estudos de impactos causados por alteracdes

ambientais.

Utilizada por mais de um século para estudos genéticos, desde os trabalhos do
cientista norte-americano Thomas Morgan, no ano de 1910, D. melanogaster se tornou
modelo experimental essencial em pesquisas na area da Genética. Segundo célculos de
pesquisadores em um Unico século, este grupo deu motivos para que se escrevessem mais
de 100.000 artigos cientificos (VENTUROLLI, 2005; GILBERT, 2008). Segundo
Nepomuceno (2015), ha mais de 50 anos D. melanogaster vem sendo utilizada em

pesquisas cientificas que visam monitorar danos causados ao DNA por agentes quimicos.

Trata-se de um organismo bastante empregado nas mais diversas investigacoes e
cada vez mais utilizado para o estudo de doencas humanas (REDLARSKI et al., 2015). Isso
deve estar associado ao fato de D. melanogaster compartilhar mecanismos moleculares
basicos com os dos mamiferos, o que permite certo grau de extrapolacdo para seres
humanos (GRAF, 1994), como os que sé&o desencadeados em doencas neurodegenerativas
e metabdlicas (LENZ et al., 2013). Devido a essas similaridades pode fornecer respostas

relevantes para os seres humanaos, com alto grau de acerto.

A mosca da fruta D. melanogaster é um organismo modelo que tem sido usado para
testes de genotoxicidade in vivo de varios compostos quimicos e poluentes ambientais. A
mosca € particularmente adequada para estes estudos porque permite a deteccao in vivo de
varias lesdes genéticas do nivel molecular ao cromossémico (VOGEL et al,
1983; ZIJLSTRA; VOGEL, 1988). Considerado também como organismo alternativo em
pesquisa cientifica, tal espécie tem sido recomendada pelo Centro Europeu de Validacao de
Métodos Alternativos — ECVAM (FESTING et al.,, 1998; BENFORD et al., 2000), com o
intuito de minimizar o nimero de mamiferos, como ratos e camundongos, em testes
toxicoldgicos, solucionando impasses envolvendo questbes da bioética (SIDDIQUE et al.,
2005, DOKE; DHAWALE, 2015).

3.7 O ensaio cometa

7

Ensaio cometa € uma técnica rapida, acessivel, muito sensivel e eficiente que
permite quantificar lesdes e detectar os efeitos do reparo do DNA, provocada tanto por
efeitos simples como estresse oxidativo, como de outros fatores genotdxicos (BELPAEME,
COOREMAN, KIRSCH-VOLDERS, 1998; SILVA, 2003; SILVA, 2007; COLLINS et al., 2008).

De acordo com os trabalhos de Vercosa (2015) e Santana (2018) a metodologia do ensaio
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cometa é sensivel a deteccdo de danos genéticos provocados pelos efeitos da radiacdo

natural e da poluicdo atmosférica sobre células soméaticas da hemolinfa de D. melanogaster.

As vantagens do ensaio do cometa incluem a sua simplicidade, rapida performance e
sua alta sensibilidade para varios tipos de danos no DNA. A simplicidade e a sensibilidade
fazem dele um sistema adequado de teste para biomonitoramento dos niveis crénicos de
exposi¢cdo, podendo ser utilizado em inumeras andlises que avaliam células viaveis
(BUCKER; CARVALHO; GOMES, 2006). Permitindo detectar danos ao material genético em
células individuais, em diferentes grupos animais, como mamiferos, humanos
(GODSCHALK et al., 2013; COLLINS et al., 2014), peixes e artropodes, como a Drosophila
melanogaster (GAIVAO; SIERRA, 2014; VERCOSA et al., 2017). Estas analises envolvem a
genética médica, genética toxicoldgica, em diagnésticos e tratamentos médicos, medicina

ambiental, ocupacional, biomonitoramento ambiental, entre outras (SILVA, 2007).

Para a execucgdo deste método, as células dos organismos expostos séo incorporadas
a uma lamina com fina camada de agarose e submetidas a uma solugdo de lise (para
remocdo de histonas), de forma que o DNA ocupara todo o espago celular, assumindo a
forma de um nucledide (UMBUZEIRO; ROUBICEK, 2006). Na etapa de eletroforese, o DNA
fragmentado do nucledide migra em dire¢cdo ao anodo (polo positivo), formando uma cauda
que lembra a ligeiramente um cometa (Figura 9). Quanto maior o dano ao DNA, mais rapida
e mais longa seréa a migracao da cauda (cometa) (AZQUETA; COLLINS, 2013).

Recentemente, nosso grupo de pesquisa implementou a metodologia do Ensaio
Cometa utilizando Drosophila melanogaster como organismo modelo (VERCOSA et al.,
2017) investigando o efeito genotoxico da radiacao natural neste organismo (VERCOSA,
2015; CASTRO, 2016) e pela poluicdo atmosférica presente em centros urbanos
(SANTANA, 2018). Por outro lado, o teste também tem sido aplicado para garantir a
seguranca do uso de compostos liquénicos (AMORIM, 2016); compostos pirimidinicos
(SILVA, 2016), e de substancias utilizadas como larvicidas no controle de espécies de

mosquitos em Pernambuco.
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Figura 9. Esquema da disposi¢do das laminas na cuba de eletroforese (A), evidenciando os polos
negativo e positivo. Imagem de um nucledide em microscépio de fluorescéncia indicando o sentido

da migracdo do DNA fragmentado (B).

laminas

®

@ > @

Migragédo

Pplo - (Cétodo) :> Polo + (Anodo)

Fonte: SANTANA, 2018.

Para esta investigacao foi utilizada a metodologia do Ensaio cometa ja implementada
no Laboratoério de Genética do CAV-UFPE, juntamente com a Espectrometria de Cintilacao
Liquida de Ultra-Baixa Radiacao de Fundo e a Espectrometria de Absorcdo Atdmica em
Forno de Grafite, realizadas no Centro Regional de Ciéncias Nucleares do Nordeste (CRCN-
NE), com a finalidade de aprimorar ainda mais as analises relacionadas aos riscos a salde
humana e ao meio ambiente, frente aos efeitos de agentes genotdxicos de fontes hidricas

do semiarido do Brasil.
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Resumo

Por se tratar de um recurso essencial a todas as formas de vida, a contaminacdo da agua
potavel € um dos principais problemas deste século. No semiarido do Nordeste do Brasil,
recursos hidricos tais como acudes e pocos domésticos sdo afetados pela escassez e pela
presenca natural de radiacdo, um fendmeno geolégico comum na regido, decorrente do
afloramento superficial de fontes naturais de Uranio. Para o uso seguro das fontes hidricas,
faz-se necessério avaliar a presenca de contaminantes, tais como metais téxicos e Radénio
(**Rn), e os possiveis efeitos genotoxicos destes compostos sobre o material genético dos
organismos. Contudo, € sabido que a matriz 4gua € uma das mais complexas, com diversos
niveis de interacdo quimica, fisica e bioldgica. Neste estudo, amostras de agua de pocos
domésticos e da rede de distribuicdo coletadas nos municipios de Lajes Pintadas e
Parelhas, foram investigadas a partir de ensaios de toxicidade (ensaio cometa), Cintilagdo
Liquida de Ultra-Baixa Radiacdo de Fundo - CLUBR para a quantificacdo de #’Rn, e
Espectrometria de Absorcdo Atémica com Forno de Grafite - GFAAS para a determinagao
de Ag, Al, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Mn, Ni, Pb e Zn. Os locais estudados situam-se numa regido
geoldgica rica em radionuclideos, denominada Provincia Pegmatitica da Borborema, no
semiarido do Rio Grande do Norte, Brasil. Células sométicas (hemdcitos) do organismo-
modelo Drosophila melanogaster foram obtidas de larvas em terceiro estagio cultivadas em
meio hidratado com amostras de agua de pocos (n = 2) e de torneiras (dois pontos da rede
de distribuicdo) dos dois municipios, coletadas em duas diferentes épocas do ano. Por meio
do ensaio cometa, as amostras foram avaliadas quanto ao indice de Dano e Frequéncia de
Dano, em experimentos realizados em triplicatas. Os resultados demonstram potencial efeito
genotoxico de todas as amostras coletadas na estagéo chuvosa, em ambas as cidades, e na
amostra de torneira na cidade de Lajes Pintadas, na estacdo da estiagem. Entretanto, as
concentracdes de “?Rn foram encontradas na ordem de 5,1 a 10,6 Bg.L™, sendo préximas
ao limite de risco para consumo humano (11,1 Bg.L™"), apenas nas aguas de pocos. Todos
0s elementos quimicos mostraram concentragdes abaixo dos limites permitidos, com
excec¢do do aluminio, cujas concentracBes estiveram acima do permitido pelo CONAMA
(0,13 a 0,25 mg.L™") na amostra de agua da rede de distribuicio de Parelhas. Nas condicdes
experimentais deste trabalho, os resultados do ensaio cometa indicam que as aguas de
poco artesiano e de torneira investigados na estacdo chuvosa oferecem riscos de dano
genético se consumidos pelas pessoas e animais. Todavia, ndo estao claras as causas
destas alteracdes devido a inerente complexidade da agua. Os resultados apontam para a
necessidade de mais estudos sobre os contaminantes e a geracdo de genotoxicidade

observada em células somaticas de D. melanogaster.

Palavras-chave: Ensaio de cometa, hemdcitos, radiagdo natural, genotoxicidade.
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Introducéo

Considerada um recurso natural indispensavel, a agua doce é um elemento
essencial a vida de todas as espécies. Entretanto, este recurso natural pode vir a apresentar
riscos a satude humana devido a contaminagéo, um dos principais problemas surgidos neste
século (Rocha et al., 2006; Chowdhury et al., 2016). A agua pode ser afetada especialmente
nos estados da regido semiarida do Brasil, uma zona situada entre 2.5° S e 16.1° S e
34.8°We 46°W, que cobre 18,26 % de todo territério brasileiro. Nesta zona semiéarida, que
cobre cerca mais de 50% do Nordeste do Brasil, e onde vivem 56 milhdes de habitantes, ha
uma rede hidrogréfica insuficiente em aporte de chuvas para sustentar rios que se
mantenham perenes em todo ano (Ab’Saber 1999). Isso afeta diretamente cerca de 24
milhdes de habitantes que vivem no semiarido (IBGE, 2017), considerado a regido mais

densamente povoada do mundo (Ab’Saber, 1985; Marengo, 2008).

Entre os anos de 2010 e 2016, a regido Nordeste sofreu intensamente com um
fendbmeno de escassez hidrica (Alvala et al., 2017; Marengo et al., 2018). Nesta regido, além
dos problemas acima citados, recursos hidricos tais como acudes e po¢os sdo também
afetados pela presenca de radiagédo natural, um fenémeno geoldgico comum, decorrente do
afloramento superficial de fontes naturais de Uranio, que compde a Provincia Pegmatitica da
Borborema (International Atomic Energy Agency, 2009). Por ser um atomo instavel, o Uranio
sofre decaimento e gera uma série de subprodutos, dentre eles o gas Radonio (**Rn), que
se solubiliza facilmente nas fontes hidricas, antes de chegar a atmosfera. A depender das
suas concentracfes, o Radonio pode ser altamente genotéxico (Campos et al., 2013;
Marcon et al., 2017; Vercosa et al., 2017) e causar danos patoldgicos nas populacdes
humanas, tais como o cancer (Wilson et al., 2014; Dobrzynski et al., 2015; Marcon et al.,
2017).

Os estudos dos efeitos de radionuclideos na saude das populagbes que vivem em
locais de risco e que estdo expostas as fontes naturais de radiacdo sdo de fundamental
importancia para a compreensdo do impacto de baixas doses de radiacdo ionizante de
origem natural (Dobrzynski et al., 2015). Chama-se de radionuclideo aquele elemento que &
instavel e passivel de sofrer um processo chamado decaimento radioativo, quando um

atomo espontaneamente libera energia de seu nucleo.

As fontes de aguas subterrdneas representam 97% das reservas de agua doce
exploraveis do mundo, e mais da metade da populacdo mundial é dependente de tais fontes
(Giampa e Goncalves, 2013). Estas aguas, porém, podem apresentar problemas de
qualidade, o que deveria limitar seu uso para diversos fins, devido a uma possivel presenca

de radionuclideos e também de metais pesados dissolvidos (Chaves et al., 2016; Dantas et
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al., 2017). Os sistemas de abastecimento de agua operados ou aqueles construidos
inadequadamente podem comprometer a salude da populacdo, podendo, até mesmo, gerar
surtos de doencas, transmitidas pela ma qualidade da &gua (Tsutiya, 2006).

A 4gua da rede de distribuicdo utilizada pela populacédo de Lajes Pintadas e Parelhas
€ tratada e distribuida por empresa publica Estadual que estabelece definicdes e
procedimentos sobre o controle de qualidade da agua de sistemas de abastecimento, como
a eliminacdo de impurezas e correcdo de algumas de suas propriedades. A empresa
também institui mecanismos e instrumentos para divulgacdo de informacdo ao consumidor
sobre a qualidade para o consumo (Silva et al., 2015) tendo o objetivo de contribuir para a

melhoria da qualidade de vida de seus usuarios.

Diversos trabalhos vém demonstrando que o problema da contaminacéo de diversas
fontes de abastecimento de agua é recorrente e afeta diversos paises, podendo se dar por
elementos quimicos resultante de atividades antropicas e/ou por causas naturais, tais como
os radionuclideos presentes nos ambientes aquaticos (Moreira et al, 2012; Silva et al, 2015;
Chaves et al, 2016). Na regido Nordeste do Brasil, estudos vém acompanhando a qualidade
das aguas. Amaral (2018), por exemplo, realizou o monitoramento da contaminacdo de
pocos artesianos por Radonio em cidades da Regido Metropolitana do Recife, no estado de
Pernambuco; e Silva e colaboradores (2015) avaliaram a qualidade da agua distribuida para
a populacdo em um bairro da cidade de Natal, capital do estado do Rio Grande do Norte.
Entre 2013 e 2014, Chaves et al. (2016) investigaram as aguas do acude da cidade de
Parelhas, detectando elevadas concentrac6es de aluminio, niquel, prata e chumbo. Os
resultados corroboraram outros trabalhos, destacando que a contaminacdo dos recursos
hidricos se da pela presenca de metais pesados e Radbnio, que tém efeito genotdxico sobre
0 material genético dos organismos utilizados nos estudos (Chaves et al, 2016; Marcon et al,
2017; Dantas et al, 2017). Em nosso estudo, realizado em 2018, foram investigados 0s
riscos genotoéxicos da adgua consumida em Lajes Pintadas e Parelhas (pogo doméstico e
adgua da rede de distribuicdo) por meio do ensaio cometa, tendo Drosophila melanogaster
como organismo modelo. Andlises da contaminagcdo por Radbnio e por metais pesados
foram também incluidos, a fim de mensurar e extrapolar o risco de dano ao material

genético das populacdes locais.

Material e métodos

Area do estudo
Foram investigadas amostras de agua de po¢cos domésticos e da rede de distribuicdo

dos municipios de Lajes Pintadas e Parelhas, localizados no estado do Rio Grande do Norte
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(RN) (Figura 1). Os locais estéo inseridos huma zona semiarida do Nordeste do Brasil, nas
quais temperaturas médias anuais sédo 28,1 °C (minima de 21,0 °C e maxima de 33,0°C) em
Lajes Pintadas e 27,5 °C (minima de 18,0 °C e maxima de 32,0 °C) em Parelhas.

Lajes Pintadas, com 4614 habitantes (IBGE, 2014), situa-se no Agreste Potiguar,
distante 136 km da capital Natal, RN. As principais atividades econémicas do municipio sao
a agropecuaria, o extrativismo e 0 comércio. Lajes Pintadas possui 1089 domicilios
permanentes, sendo 516 na area urbana e 573 na area rural e todos com abastecimento
d’agua, sendo 402 através da rede geral, 72 através de pogo ou nascente e 615 por outras
fontes (CPRM, 2005). Apenas 351 domicilios estdo ligados a rede de esgotos. O
abastecimento de 4gua a populacéo de Lajes Pintadas é realizado através da exploracéo da
Lagoa do Bonfim, distante 102 km, através da Adutora Monsenhor Expedito, pertencente a
Bacia Hidrografica Faixa LitorAnea Leste de Escoamento Difuso. Quanto as aguas
superficiais, o municipio de Lajes Pintadas encontra-se totalmente inserido nos dominios da
bacia hidrogréfica do Rio Trairi, sendo banhado pela sub-bacia do Rio Inharé, que o
atravessa na dire¢do W-E. Quanto as aguas subterrdneas, o municipio esta inserido
totalmente no Dominio Hidrogeoldgico Fissural, composto por rochas do embasamento
cristalino que englobam o sub-dominio rochas metamorficas constituido da Formagé&o Serido
e da Suite Inharé, e o subdominio de rochas igneas da Suite Calcialcalina Itaporanga,
Granitoides e do Complexo Santa Cruz (CPRM, 2005).

Parelhas situa-se a 83 km de Lajes Pintadas, sentido Sudoeste, ha mesorregiao
Central Potiguar e na microrregido Seridé Oriental, distante 249 km da capital Natal. Conta
com 20.354 habitantes (IBGE, 2010) e 4.864 domicilios permanentes, sendo 3.944 na area
urbana e 920 na area rural. Desse total, 3.352 sdo abastecidos através da rede geral de
aguas do acude do municipio, Boqueirdo de Parelhas, 582 através de po¢o ou nascente, e
930 sao abastecidos por outras fontes (CPRM, 2005). Sdo 3.206 domicilios ligados a rede
geral de esgotos. As principais atividades econdmicas do municipio sdo a agropecuaria, a
mineragdo e o comeércio. Quanto as aguas superficiais, 0 municipio de Parelhas situa-se na
Bacia Hidrogréfica do rio Piranhas/Agu, que o atravessa no sentido S-NW. Parelhas, assim
como Lajes Pintadas, estd inserido no Dominio Hidrogeoldgico Fissural, constituido da
Formacgéo Seridd e do Complexo Serra dos Quintos e o subdominio de rochas igneas da
Suite Calcialcalina Itaporanga (CPRM, 2005).

Coleta das amostras de 4gua

Foram escolhidas duas fontes de agua em cada municipio, uma proveniente de pogo
doméstico, e outra de torneira, ambas consumidas pelos moradores locais. As amostras de
agua foram coletadas tanto na estacdo chuvosa (fevereiro, 2018), que ocorre entre 0s

meses de janeiro a abril, quanto na estacdo seca (agosto, 2018), que ocorre nos demais
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meses do ano. A coleta de agua (Figura 2) e seu armazenamento (Tabela 1) seguiram as
recomendacdes para cada um dos trés testes realizados: ensaio cometa, andlise da
presenca de Radbnio, e andlise de onze elementos quimicos. Todas as andlises das

amostras de agua foram realizadas em triplicatas.

Procedimentos do ensaio cometa

Larvas de D. melanogaster da linhagem Oregon-R com 72h de vida foram expostas
as amostras de 4gua de poco e da rede de distribuicdo. As larvas permaneceram por 24 h
em tubos contendo meio cultivo & base de puré de batata hidratado com as amostras de
adgua coletadas nos dois periodos do ano. Um grupo controle negativo (exposto a agua
destilada) e um controle positivo (exposto a ciclofosfamida 1 mg.mL") também foram
estabelecidos. Ap6s o tempo de exposicdo, foram extraidas células da hemolinfa
(hemdécitos) de um grupo de 60 larvas de cada réplica. O material foi submetido a
metodologia do ensaio cometa, segundo a descrigdo de Vergcosa et al. (2017).
Resumidamente, para a extragdo da hemolinfa, 60 larvas de cada réplica foram colocadas
em uma placa de Petri e resfriadas a 4°C durante 1 min, para diminuir a taxa metabdlica e
facilitar a manipulagdo. Em seguida, cada larva foi transferida para um pogo de uma placa
escavada Kline (de 12 pocgos), contendo solugdo de EDTA para impedir a coagulacdo da
hemolinfa. As larvas sofreram um corte longitudinal em sua cuticula com a ajuda de um
bisturi e pinga para exposi¢do da hemolinfa. Com uma micropipeta, a hemolinfa depositada
na placa Kline, juntamente com a solucdo de EDTA, foi colhida e transferida para um
microtubo de 1,5 mL, que foi centrifugado 2x a 3.000 rpm durante 3 min. Foi descartado 100
ML do sobrenadante e o volume do tubo completado com mais 100 uL de EDTA, e iniciado
mais um ciclo de centrifugacdo, nas mesmas condicoes.

Para a preparacdo das laminas histolégicas, estas foram levemente lixadas na face
superior para facilitar a adesdo da agarose a lamina. Seguindo a descricdo de Vercosa et al.
(2017), as laminas foram lavadas com agua e detergente, e secas depois rapida imersdo em
alcool. Logo apds a coleta de 60uL da suspensdao da hemolinfa das larvas de D.
melanogaster o material foi homogeneizado em 100 uL de solucdo de 0,5% de agarose de
baixo ponto de fusdo (agarose LM) a 37°C. Por se tratar de uma etapa fotossensivel, esse
procedimento foi realizado na auséncia de luz. O homogeneizado foi aplicado em laminas
previamente banhadas em agarose padrdo e uma laminula (24 mm x 60 mm) foi colocada
sobre o material. Para solidificar a agarose, as laminas foram mantidas a 4°C durante 10
minutos; posteriormente a este tempo, as laminulas foram retiradas e as laminas foram
imersas em solucéo de lise (2,5 M NaCl; 100 mM EDTA; 1 M NaOH; 10 mM Tris; 1% Triton
X-100 e 10% DMSO) ajustada para pH 10, e mantidas a 4°C durante 72 h. Ao término do

periodo de lise celular, as laminas foram mantidas por 20 minutos em uma solu¢do tampéao
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a 4°C (1 M NaOH; 200 mM EDTA, pH > 13) a fim de desnaturar o material genético. Em
seguida, foi realizada a corrida de eletroforese por 20 minutos a 40 V e 300 mA. Passado o
tempo da corrida eletroforética as laminas foram colocadas em uma solugdo de
neutralizagao (0,4 M Tris-HCI, pH 7,5) por 15 min, sendo depois fixadas em etanol absoluto
por 5 min, secas ao ar, e armazenadas a 4°C até o momento da analise microscépica. Para
observacdo e anélise, as laminas foram coradas com 50 pL de GelRed™ diluido em agua
destilada na propor¢cdo de 1:500 e observadas em microscopio de fluorescéncia (Zeiss-
Imager, M2) com filtro AlexaFluor 546 e objetiva de 40x. Foram avaliados em cada

tratamento, um total de 100 nucledides.

Para estimar o potencial efeito genotéxico, os cometas foram quantificados e
contabilizados de acordo com o nivel de dano genético (de 0 a 4), conforme padrdo da
Figura 3, que se baseia no comprimento da cauda e no tamanho da cabeca do cometa.
Zero corresponde a auséncia de dano e 4, corresponde ao dano maximo observado. Apds a
quantificacdo dos danos, duas medidas foram calculadas: o Indice de Dano (ID) e a
Frequéncia de Dano (FD%). Os valores obtidos do ID para cada individuo podem variar de 0
(totalmente intacto: 100 células x 0) a 400 (com dano maximo: 100 células x 4). O ID foi

calculado da seguinte formula:

DI = 0 {numbar o comet clas §) + 1 (N of come& clasz 1) + 2 (N°of comet clazz 23+ 3 (MW" of comets class 33+ 4 (N° of comets claz= 4)

O segundo parametro, FD% foi calculado como a porcentagem de todos os cometas
danificados (classe 1 a classe 4) em relacdo ao total de cometas contados, que vai da

classe 0 a classe 4 (n° total). Ou seja, foi aplicado o seguinte célculo:

DF% = [(n® total comets —n" class 0)100]

n° total comets

Os resultados foram analisados no programa STATA versdo 12.0 pelo teste
estatistico ANOVA e pés-teste de Bonferroni, para comparar as significancias estatisticas

entre 0s grupos controle e experimentais, considerando P<0.05.

Cintilacdo Liquida de Ultra-Baixa Radiagdo de Fundo

No laboratério, foi previamente preparado o coquetel cintilador, composto por 1,0 L
de p-xileno, 7 g de 2,5 difeniloxazol (PPO) e 0,75 g de 1,4 bis [2-(5-difeniloxazol)]-benzeno
(POPOP). Também em laboratdrio, transferiu-se 12,0 mL deste coquetel para recipientes de
vidro apropriados para analises por CLUBR (vials). Nos locais de estudo, foram separados
cerca de 5,0 L de agua de cada um dos pontos de coleta em um balde pléstico. Aliquotas de

12,0 mL de cada amostra foram injetadas sob o coquetel cintilador nos vials, gerando duas
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fases distintas (Figura 2D). Os recipientes foram fechados, as amostras agitadas durante 5
minutos a fim de extrair o radénio para a fase organica e mantidas no escuro por, no
minimo, 30 minutos. As medidas foram realizadas em triplicatas. Branco analitico contendo
12,0 mL agua ultrapura Milli-Q® e 12,0 mL do coquetel de cintilacdo foi levado a campo,
seguindo todo o percurso das amostras desde a amostragem até a andlise no Centro
Regional de Ciéncias Nucleares do Nordeste. Para a determinacdo das concentracfes de
atividade do raddnio nas amostras de agua, foi utilizada a técnica de CLUBR desenvolvida
por Prichard e Gesell (1977). A andlise das amostras foi realizada apdés um tempo minimo
de 3 horas da realizacéo da coleta, suficiente para que o ?Rn entrasse em equilibrio com
seus radionuclideos descendentes emissores de particulas alfa (***Po e ?*®Po). Utilizou-se,
para isso, do Contador de Cintilagdo Liquida (LSC) da Perkin Elmer, modelo Quantulus
1220. O tempo de contagem para cada amostra foi 100 minutos. Para a diferenciagdo dos
espectros provenientes das particulas alfa e das particulas beta foi utilizada a ferramenta de
discriminacdo de pulsos (PSA), cujo valor foi fixado em 90. A qualidade do procedimento
analitico da determinacéo de ?*’Rn em &gua também foi avaliada a partir da utilizacdo de
padrdes internos de *®Ra do PNI — IRD/CNEN independentes daqueles utilizados para o
calculo de eficiéncia. Foram utilizados cinco padrées com concentracdes de atividade de
*Ra diferentes, preparados e analisados de forma anéloga a andlise de **°Ra das
amostras.

As concentracdes de atividade de ?*’Rn (Ag,) nas amostras foram calculadas a partir
da Equacao a seguir, de acordo com a American Society for Testing and Materials- ASTM
(1998):

Ry —Rg

e—)lt
60 x VX E X 3

AR:! =

Na equacdo, RA é a taxa de contagem da amostra (cpm); RB é a taxa de contagem
do branco analitico (cpm); 60 é o fator de conversdo de cpm para cps; 3 € o fator de
conversdo devido aos emissores alfa presentes na amostra (*’Rn, **®Po e ?"Po): V é o
volume da amostra; E é a eficiéncia de contagem, e o termoe # é referente a correcdo da
atividade a partir do tempo. Para isso, A é a constante de desintegracéo do *?Rn (min*) et é

0 tempo entre a coleta e metade do tempo de contagem (min).

A determinacédo da eficiéncia de contagem E do LSC foi realizada a partir de solucdo
padrdo de “*°Ra produzida pelo Instituto de Radioprotecdo e Dosimetria (IRD), cuja
concentracdo de atividade de **°Ra de referéncia foi 11,56 Bg.L™" (data: 02/10/14). Em
recipientes de vidro, foram preparadas trés amostras da solu¢do padrédo contendo 12,0 mL

cada e 12,0 mL do mesmo coquetel cintilador. Foram determinadas as atividades de radénio
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nas solugBes utilizando procedimento analitico analogo ao das amostras. A eficiéncia de
contagem foi calculada utilizando os resultados obtidos ap6s 21 dias da preparacdo das
solugdes padrdo, quando o “Rn da amostra ja se encontrava em equilibrio secular,

utilizando a Equacéo:

E RA_RB
60XV X Agg X 3

Nesta, RA é a taxa de contagem da solucdo padrao (cpm); RB é a taxa de contagem
do branco analitico (cpm); 60 é o fator de conversdo de cpm para cps; 3 € o fator de
conversdo para os emissores alfa presentes na amostra (“*Rn, ?®Po e #*Po); V é o volume
da solucdo padrdo; ARa é a atividade da solugédo padréo de 22Ra; A é a constante de
desintegracdo do %?Rn (min™) e t é o tempo entre a coleta e metade do tempo de contagem

(min).

Espectrometria de Absorgéo Atdmica com Forno de Grafite

A Espectrometria de Absorcdo Atdmica (AAS) envolve a medida da absor¢cdo da
intensidade da radiacé@o eletromagnética proveniente de uma fonte de radiagéo primaria, por
atomos gasosos no estado fundamental. A partir desse fenbmeno sao determinadas as
gquantidades dos elementos quimicos (metais ou ndo) em uma ampla variedade de
amostras, podendo ser materiais biolégicos ou ambientais (dgua, solo, sedimentos e
plantas). GFAAS ¢ utilizada para determinac&o de baixas concentracdes, na ordem de pg.L™
(Krug et al., 2004). Todos os reagentes utilizados foram de grade analitica e a vidraria
utilizada foi descontaminada utilizando solu¢fes de Extran 10% e de &cido nitrico destilado
10% seguidas de enxague com agua ultra-pura (18,2 MQ.cm a 25 °C). Solu¢bes padrdes de
Ag, Al, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Mn, Ni, Pb e Zn foram obtidas utilizando solu¢cdes Merck
(1.000 mg.L™) para a obtenc&o de curvas analiticas. Aliquotas de 20 pL foram injetadas em
tubos de grafite e atomizados de acordo com os procedimentos constantes no manual do
Espectrémetro de Absorcdo Atbmica 240 AA Zeeman com Forno de Grafite modelo GTA
120. Os comprimentos de onda foram selecionados de acordo com o elemento a ser
analisado (Rothery, 1988). Para o controle da qualidade do procedimento analitico, foram

analisadas solucdes padrées independentes intercaladas com as amostras de agua.

Resultados

Ensaio Cometa
Os resultados do ensaio cometa em células somaticas de D. melanogaster, expostas

as amostras de agua de Lajes Pintadas e Parelhas, e resultados obtidos nos grupos controle
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negativo e positivo, estdo descritos ha Tabela 2. Também sédo apresentados os valores
absolutos e médios de dano genético (niveis de 0 a 4), do indice de Dano (ID) e da
Frequéncia de Dano (FD%).

A andlise estatistica feita pelo pos teste de Bonferroni, com comparagdes para a par
entre os valores médios obtidos em cada tratamento, e 0s grupos controle, estdo
apresentados na Tabela 3. Conforme o esperado, todas as comparacdes feitas entre os
valores de ID e FD% obtido no grupo controle negativo e controle positivo foram
estatisticamente diferentes. O conjunto dos resultados podem ser também observado nos
graficos comparativos da Figura 4. Nos tratamentos com &gua, foram observados valores
altos de ID (entre 37,0 e 88,7) em todas as amostras feitas na estacdo chuvosa, nos dois

municipios.

Na estagdo de estiagem, por outro lado, apenas a agua da rede de distribuicdo de
Lajes Pintadas apresentou valores altos de ID (40,67). Quanto & FD%, foram observados
resultados também altos (28,0 a 51,0) na estagéo chuvosa, em todas as amostras de agua
de Lajes Pintadas e Parelhas (exceto o pogo de Parelhas). Na estacdo de estiagem, apenas
a agua de torneira de Lajes Pintadas apresentou valores altos de FD% (30,7). Sendo assim,
nesta estacdo houve menos eventos genotéxicos do que na estacdo chuvosa, de acordo
com as andlises aqui realizadas em hemdcitos de D. melanogaster. Ressalta-se o fato de a
agua de torneira de Lajes Pintadas ter sido sempre indutora de genotoxicidade em todos os
testes (Tabela 2). J4 a agua de poc¢o deste municipio foi significativamente genotoxica

apenas na estacéo chuvosa.

Medidas de Raddnio nas amostras de agua

As medidas resultantes das analises radiométricas de Espectrometria de Cintilagéo
Liquida, e os valores de incerteza, estdo apresentadas na Tabela 4. A andlise dos
resultados obtidos indica que houve presenca de Radbnio em niveis mais elevados apenas
nas amostras de agua do poc¢o de Parelhas (10.0, 10.6 e 10.5) e do poco de Lajes Pintadas
(7.0, 6.5 e 5.1). Nas amostras de agua de torneira, foram detectados valores <0,3, que
representam valores dentro do limite de deteccdo. Se comparado aos valores de risco de
contaminagdo por Raddnio descritos pela USEPA (1999), que é de 11,1 Bg L™, nenhuma
das amostras de agua avaliadas oferece risco para o consumo humano, pois foram

inferiores a este valor.

Andlise da contaminacao por elementos quimicos toxicos
A Tabela 5 apresenta os resultados da medida de onze elementos quimicos téxicos

em amostras de agua e suas respectivas réplicas, juntamente com os valores maximos
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permitidos para consumo humano (WHO, 2011; CONAMA, 2005). A analise foi realizada em
todas as amostras de agua, porém apenas na estacdo de estiagem (agosto, 2018). Foi
detectada a presenca de aluminio na &gua de torneira da cidade de Parelhas em
concentracdes acima do recomendado pelo Conselho Nacional de Meio Ambiente do Brasil.
Todas as demais amostras apresentaram concentracdes de elementos quimicos
determinados dentro dos valores normais recomendados, ou abaixo do limite de detecgéo
do equipamento.

Discussao

Nas amostras de agua de po¢o domeéstico analisadas, nas duas estacdes de coleta,
foram obtidos valores de Radb6nio detectaveis, porém inferiores ao valor de limite
determinado pela USEPA (1999) que é de 11,1 Bg.L™.Quanto a presenca e concentracio de
metais pesados nas fontes hidricas estudadas, foram observados valores superiores ao
limite determinado apenas para aluminio, em um dos locais estudados, corroborando
resultados prévios de Chaves et al. (2016) para amostras de agua feitas diretamente no
Boqueirdo de Parelhas. O aluminio € um composto neurotdxico que a longo prazo pode
causar encefalopatia grave em pacientes que sofrem dialise renal, podendo levar a
disturbios neuroldgicos (Freitas et al, 2001). Apesar de estar em concentra¢des controladas
na agua, levanta um consideravel debate no circulo médico relatando o papel deste metal
na incidéncia do mal de Alzheimer (Perl e Good, 1988).

Efeito genotdxico significativo foi observado nos grupos expostos a agua coletada na
estacdo chuvosa, a qual ndo passou pela andlise de metais pesados. Inicialmente este
estudo se propds a determinar a presenca e efeito genotoxico do **’Rn. ApOs a primeira
andlise, realizada em fevereiro de 2018, os resultados indicam baixas quantidade de ?*’Rn e
houve a necessidade de ampliacdo dos estudos com inclusdo de outros compostos
quimicos que pudessem explicar o efeito genotdxico observado. Esta analise foi
providenciada no estudo de agosto de 2018, na estacdo de estiagem. Mesmo com as
andlises de onze metais pesados ndo houve uma relacdo clara de causa e efeito, pois a
maioria das medidas das concentracfes dos elementos quimicos estiveram dentro dos
limites permitidos. Diante dos resultados obtidos, é possivel que outros elementos quimicos
em suspensao ou compostos organicos sejam o0s causadores do efeito genotoxico
observado. Nos estudos realizados por Marcon et al. (2017), em um municipio da mesma
regido semiarida (Lucrécia, Rio Grande do Norte) ndo houve relagdo entre o efeito
genotbxico observado nas amostras de aguas de acude do local e os valores de metais

presentes na agua. Os autores sugeriram efeito genotoxico associado a presenca de
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cianobactérias toxicas, ou a outros metais pesados nao analisados, e até mesmo a outros

elementos radioativos presentes na cidade e nao investigados.

Os valores de IF e FD% observados nos tratamentos com as amostras de agua
foram significativamente inferiores aos valores de referéncia do controle positivo, tratado
com ciclofosfamida. Isso poderia ser interpretado como um efeito genotdxico menos intenso
das aguas analisadas. Medidas de ID e FD% superiores ao controle positivo ja foram
observados em estudos com D. melanogaster, para outros compostos, como extratos de
plantas (Erima M. Amorim, comunicacio pessoal) e amostras de agua de rios de

Pernambuco (Marcio Oliveira e Icaro Castro, comunica¢des pessoais).

Concluséao

Os resultados deste estudo demostraram que os grupos de D. melanogaster
expostos as amostras de agua coletadas na estacdo chuvosa, tanto em pogos artesianos
guanto em torneiras, nas cidades de Lajes Pintadas e Parelhas, sofreram danos ao seu
material genético de uma forma significativamente maior se comparados ao grupo controle
negativo (tratado apenas com &gua destilada). Os resultados indicam que héa riscos
genotdxicos associados a contaminacao das fontes de agua estudadas, especialmente na
agua da rede de abastecimento de Lajes Pintadas. Medidas de Rad6nio e de onze metais
pesados ndo estiveram claramente associados a este resultado, o que indica a necessidade
de mais estudos de outras fontes poluidoras da qualidade da agua consumida pela

populagéo.
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Figura 1. Mapa do Brasil, com destaque para a regido semiarida (cinza claro) e estado do Rio Grande
do Norte (cinza escuro), com localizacdo dos municipios de Lajes Pintadas e Parelhas (pontos

brancos).

Figura 2. (A) Momento da coleta da amostra de &agua para realizar 0 ensaio cometa e a
espectrometria de absor¢ao atdmica por forno de grafite, para a anélise de Radonio; (B) preparacao
das amostras de agua para a andlise dos metais pesados por espectrometria de cintilacéo liquida; (C
e D) frascos utilizados para armazenar a agua para os dois experimentos.

Figura 3. Padrdo visual dos cinco niveis de classificacdo de dano genético (0 a 4) baseada no
comprimento e quantidade de DNA na cauda dos cometas. As imagens foram obtidas de hemacitos
de larvas de Drosophila melanogaster, coradas por GelRed™ e observadas em microscopia

fluorescente. Fonte: Vercosa et al. (2017).
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Figura 4. Valores médios de indice de Dano (A) e Frequéncia de Dano (B) nos hemdcitos de larvas
de Drosophila melanogaster (Oregon-R) tratados com amostras de agua (pogo artesiano e torneira)
coletadas na estacdo chuvosa e na estiagem, nos municipios de Lajes Pintadas e Parelhas, Rio
Grade do Norte, Brasil; e valores médios obtidos nos grupos controle negativo (tratado com &agua
destilada) e controle positivo (tratado com ciclofosfamida).
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Tabela 1. Esquema de coleta e armazenamento das amostras até a realizacéo dos devidos testes.

Ensaio Cometa

Pogo

Lajes

Pogo

Parelhas

Torneira

Lajes

Torneira
Parelhas

20 de fevereiro e 14

de agosto2018

06°09'09.2"S / 036°07'00.5"W

06°41'28.7"S / 036°38'26.2"'W

06°08'37.3"S / 036°06'47.3"W

06°41'00.0"S / 036°39'52.2"W

Caixa térmica /
Laborat6rio de
Genética
CAV/UFPE

<48 h apds
coleta

Espectrometria
de Cintilacao
Liquida

Poco
Lajes
Poco

Parelhas

Torneira
Lajes

Torneira

Parelhas

20 de fevereiro e

14 de agosto2018

Caixa de
papelédo
protegida da
luz / CRCN

<48 h apés
coleta

Espectrometria
de Absorcéo
Atémica em

Forno de
Chamae
Grafite

Poco
Lajes

Poco
Parelhas

Torneira
Lajes

Torneira
Parelhas

14 de agosto de 2018

Caixa de
Papeléo /
CRCN

Amostras
preservadas
em acido e
analisadas
trés meses
apos coleta
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Tabela 2. Avaliacdo do dano genético em larvas de Drosophila melanogaster (Oregon-R) submetidas
a agua destilada (controle negativo), ciclofosfamida (controle positivo) e as aguas de torneira e pogos
de Lajes Pintadas e Parelhas, Rio Grande do Norte, Brasil.

Data da Nivel de Dano
coleta Tratamentos
0 1 2 3 4 1D FD%
Controle negativo * 83 14 3 0 0 20 17
Controle negativo ° 85 14 1 0 0 16 15
Controle negativo © 79 15 6 0 0 27 21
Média 82,33 14,33 3,33 0,00 0,00 21,00 17,67
SD 3,06 0,58 2,52 0,00 0,00 5,57 3,06
Controle positivo ? 34 17 17 23 9 156 66
Controle positivo ° 43 15 6 24 12 147 57
Controle positivo ° 22 21 32 19 6 166 78
Média 33,00 17,67 18,33 22,00 9,00 156,33 67,00
SD 10,54 3,06 13,05 2,65 3,00 9,50 10,54
Torneira L. Pintadas ® 56 23 8 11 2 80 44
Torneira L. Pintadas ” 58 18 10 11 3 83 42
Torneira L. Pintadas ° 56 21 10 11 2 82 44
Média 56,67 20,67 9,33 11,00 2,33 81,67 43,33
o SD 1,15 2,52 1,15 0,00 0,58 1,53 1,15
§ Pogo L. Pintadas ? 49 26 12 9 4 93 51
o Poco L. Pintadas ” 49 30 9 8 4 88 51
S Poco L. Pintadas ° 49 30 10 9 2 85 51
§ Média 49,00 28,67 10,33 8,67 3,33 88,67 51,00
£ SD 0,00 2,31 1,53 0,58 1,15 4,04 0,00
g Torneira Parelhas 58 30 7 4 1 60 42
= Torneira Parelhas ° 51 36 7 5 1 69 49
5 Torneira Parelhas ° 58 31 8 3 0 56 42
S Média 55,67 32,33 7,33 4,00 0,67 61,67 44,33
§ SD 4,04 3,21 0,58 1,00 0,58 6,66 4,04
i Poco Parelhas * 70 21 7 2 0 41 30
Pogo Parelhas ° 74 20 4 2 0 34 26
Pogo Parelhas ° 72 23 2 3 0 36 28
Média 72,00 21,33 4,33 2,33 0,00 37,00 28,00
SD 2,00 1,53 2,52 0,58 0,00 3,61 2,00
Torneira L. Pintadas * 69 22 8 1 0 41 31
Torneira L. Pintadas ° 68 20 11 1 0 45 32
Torneira L. Pintadas ° 71 22 7 0 0 36 29
© Média 69,33 21,33 8,67 0,67 0,00 40,67 30,67
S SD 1,53 1,15 2,08 0,58 0,00 4551 1,53
c; Poco L. Pintadas ? 71 23 6 0 0 35 29
g Poco L. Pintadas ° 74 20 6 0 0 32 26
> Poco L. Pintadas ° 75 21 4 0 0 29 25
~ Média 73,33 21,33 5,33 0,00 0,00 32,00 26,67
% SD 2,08 1,53 1,15 0,00 0,00 3,00 2,08
& Torneira Parelhas 83 13 4 0 0 21 17
‘g Torneira Parelhas ° 85 12 3 0 0 18 15
o Torneira Parelhas © 83 13 4 0 0 21 17
g Média 83,67 12,67 3,67 0,00 0,00 20,00 16,33
w SD 1,15 0,58 0,58 0,00 0,00 1,73 1,15
g Pogo Parelhas ? 86 11 3 0 0 17 14
w Poco Parelhas ° 84 12 4 0 0 20 16
Poco Parelhas ° 82 12 6 0 0 24 18
Média 84,00 11,67 4,33 0,00 0,00 20,33 16,00
SD 2,00 0,58 1,53 0,00 0,00 3,51 2,00

ID indice de Dano; FD% Frequéncia de Dano.
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Tabela 3. Andlise pos teste de Bonferroni do indice de Dano (abaixo da diagonal) e Frequéncia de
Dano (acima da diagonal) apds tratamento de Drosophila melanogaster dos grupos controle negativo,

controle positivo e expostos as amostras de dgua coletados em Lajes Pintadas e Parelhas.

Estacao
chuvosa

Estacéo de
estiagem

Estacé@o chuvosa (fevereiro 2018)

Estacé@o de estiagem (agosto 2018)

Grupos Controle Controle TorneiralL. PogoL. Torneira Poco Torneira L. Pocgo L. Torneira  Pogo
Negativo Positivo  Pintadas Pintadas Parelhas Parelhas Pintadas Pintadas Parelhas Parelhas
Controle Negativo 0,0001*  0,0001* 0,0001*  0,0001* 0,191 0,028* 0,488 1,000 1,000
Controle Positivo  0,0001* 0,0001* 0,003* 0,0001* 0,0001* 0,0001* 0,0001* 0,0001*  0,0001*
Torneira L. Pintadas ~ 0,0001*  0,0001* 1,000 1,000 0,005* 0,035* 0,002* 0,0001*  0,0001*
Pogo L. Pintadas  0,0001*  0,0001* 1,000 1,000 0,0001*  0,0001* 0,0001*  0,0001* 0,0001*
Torneira Parelhas  0,0001*  0,0001*  0,003* 0,0001* 0,002* 0,017* 0,001* 0,0001*  0,0001*
Pogo Parelhas  0,033* 0,0001*  0,0001* 0,0001*  0,0001* 1,000 1,000 0,073 0,057
Torneira L. Pintadas  0,004* 0,0001*  0,0001* 0,0001*  0,002* 1,000 1,000 0,010* 0,008*
Poco L. Pintadas 0,570 0,0001*  0,0001* 0,0001*  0,0001* 1,000 1,000 0,191 0,151
Torneira Parelhas 1,000 0,0001*  0,0001* 0,0001*  0,0001* 0,018* 0,002* 0,327 1,000
Pogo Parelhas 1,000 0,0001*  0,0001* 0,0001*  0,0001* 0,022* 0,003* 0,394 1,000

* Diferengas séo significativas (P <0.05).

Tabela 4. Resultados da presen¢ca de Radoénio, obtidos por espectrometria de cintilacdo liquida.
Todas as amostras de agua de torneira apresentaram valores no limite de detec¢do (<0,3) e nao
foram incluidos na tabela.

Coleta Ponto Réplica  “°Rn Incerteza | Coleta Ponto Réplica  “Rn  Incerteza
1 10,1 0,7 1 7,0 0,7
(9] —~~ %]
~ © [c0) ©
) < = <
o o 2 10,6 0,7 I o 2 6,5 0,6
« @ 5 @
o a = o
[ Q % Q
o <1 3 10,5 0,7 S g 3 51 0,6
d>.> [a o
g £
© S
8 0 1 1,2 0,4 = 0 1 6,0 0,6
= ] %] ]
32 k] (0] o
5 IS ) s
c © c
< [ 2 14 0,4 k) a 2 6,6 0,6
5l _i g =
k7] o g o
u g 3 - - 0 g 3 6,5 0,6
[a o
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Tabela 5. Valores (mg.L'l) de metais pesados e respectivos limites maximos permitidos pela WHO
(2011) e pelo CONAMA (2005), com destaque (em vermelho) aos valores de aluminio acima dos
permitidos. Demais amostras apresentaram concentracdes de atividades menores que a atividade
minima detectavel.

Metais pesados (mg.L™)

Ag Al Cd Co Cr Cu Fe Mn Ni Pb Zn
WHO - - 0,003 - 0,05 2 0,3 0,4 0,07 0,01 -
CONAMA 0,01 0,1 0,001 0,05 0,05 0,009 0,3 0,1 0,025 0,01 0,18
Pontos  Réplicas

é 9 1 0,001 LD 0,0006 0,005 0,004 0,004 LD 0,015 0,010 LD 0,058
=T
g 2 2 0,001 0,02 0,0005 0,001 0,009 0,003 LD LD 0,007 LD LD
o
= 3 0,0005 LD LD 0,004 0,006 0,002 LD LD 0,004 LD LD
Cw ! 0,0003 LD LD 0,002 0,003 0,003 LD 0,031 0,006 LD LD
J©

e}
3.8 2 0,0002 0,031 LD 0,003 LD 0,002 LD 0,029 0,003 LD LD
o C
gE

. 3 0,0002 LD LD 0,004 LD 0,002 LD 0,028 0,005 LD 0,012
© 9 0,0001 0,13 0,0004 LD LD 0,004 LD LD 0,003 LD LD
o<
co 2 0,0001 0,17 LD 0,006 LD 0,004 LD LD LD LD 0,009
o &
'_

& 3 - 0,25 LD LD 0,044 0,004 LD LD LD LD LD

" ! 0,0004 0,044 LD LD 0,005 0,002 LD 0,066 LD LD LD

@
o
g% 5 0,0003 0,028 0,0006 LD 0,002 0,002 LD 0,061 0,004 LD LD
Q3

. 3 0,0004 0,028 LD 0,007 0,001 0,002 LD 0,053 LD LD LD

LD — Valores obtidos reportaram Limite de Detecgéo.



49

5. ARTIGO 2

A ser submetido a revista:

Environmental Science and Pollution Research

B1 (Biodiversidade), Fator de Impacto: 2,800

Investigacdo da contaminacado por metais pesados e radénio, e avaliacdo dos

niveis de genotoxicidade no acude Boqueirdo de Parelhas, semiarido do Brasil

Investigation of contamination by heavy metals and radon and evaluation of

genotoxicity levels in the Boqueirdo de Parelhas dam, semi-arid region of Brazil

Edson Francisco do Carmo Neto 2°, Samuel Lima de Santana °, Erima Maria de Amorim °,
Déric Soares de Amaral ¢, Alesxandro Francisco do Nascimento °, Elvis Joacir De Franca®,

Rafaela Alves de Oliveira 2, Claudia Rohde ®

% Programa de Po6s-Graduacdo em Saide Humana e Meio Ambiente, Centro Académico da Vitdria
(CAV), Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), Vitéria de Santo Antdo, Pernambuco, Brasil

® | aboratério de Genética, CAV-UFPE, Vitéria de Santo Antdo, Pernambuco, Brasil

¢ Centro Regional de Ciéncias Nucleares do Nordeste (CRCN-NE), Recife, Pernambuco, Brasil

Autor para correspondéncia: Claudia Rohde. Laboratorio de Genética, Centro Académico de
Vitoria, Universidade Federal de Pernambuco, Rua do Alto do Reservatério s/n, Bairro Bela Vista,
CEP 51608-680, Vitoria de Santo Antdo, Pernambuco, Brasil, e-mail claudia.ronde@yahoo.com.br
Telefone: +55 81 3114.4100.



50
Resumo

Multiplos fatores, como a diminuicdo do suprimento de agua, a contaminagdo, 0 uso
excessivo de aguas superficiais e subterrdneas, e longos periodos de baixa precipitacéo,
tem afetado a disponibilidade de 4gua de qualidade, em todo o mundo. Diante deste sério
problema ambiental, faz-se necessério a caracterizagdo das diferentes fontes hidricas
possivelmente contaminadas. No semiarido do Nordeste brasileiro, recursos hidricos tais
como agudes e pocos artesianos sdo afetados pela escassez e pela presenca natural de
radiacdo, um fendmeno geoldgico comum na regido, decorrente do afloramento superficial
de fontes naturais de Uranio, que compde a Provincia Pegmatitica da Borborema. Este
estudo investigou a contaminacdo do agcude Boqueirdo de Parelhas, principal corpo d’agua
que abastece o municipio de Parelhas, no estado do Rio Grande do Norte, Brasil. Trés
pontos do acude (P1, P2, P3), e suas respectivas réplicas, foram analisadas apos
amostragens feitas na estagéo chuvosa e de estiagem, em 2018, e analisados por diferentes
metodologias. Nas amostras das duas estagfes do ano, a primeira metodologia caracterizou
os niveis de Radénio (**°Rn) dissolvido na agua, e a segunda, o efeito genotoxico, pelo
Ensaio cometa em células sométicas de Drosophila melanogaster. Na estacdo de estiagem,
as amostras foram também avaliadas quanto a presenca de 11 metais pesados (Ag, Al, Cd,
Co, Cr, Cu, Fe, Mn, Ni, Pb e Zn). Os resultados indicam que existem riscos genotoxicos
associados a contaminagéo das aguas do agude, especialmente para as amostras coletadas
na estacao de estiagem. As concentragdes de radonio nas amostras foram insignificantes,
em todas as estaces. No entanto, concentragbes de aluminio (0,11 mg.L™") e manganés
(0,13 a 0,14 mg.L™") estiveram acima do permitido pelo Conselho Nacional de Meio
Ambiente, no ponto P1 no acude Boqueirdo. Os resultados sdo um alerta para a
necessidade de monitorar as variagfes de contaminantes nas aguas do acude Boqueirdo de
Parelhas, assim como investigar maior nimero de compostos e seus efeitos ao nivel do
material genético, em diferentes épocas do ano. Devido aos resultados positivos de
genotoxicidade nas duas amostras coletadas na estacdo de estiagem, e da presenca de
dois metais pesados acima dos limites seguros, recomenda-se 0 biomonitoramento deste

corpo d"agua, e aplicacdo de mais estudos em outros organismos como modelos.

Palavras chave — Drosophila melanogaster, Ensaio cometa, Aluminio, Manganés, Saude

humana.
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Introducéo

A regido semiarida do Brasil é reflexo das condi¢des climaticas dominantes que nao
sustentam rios capazes de se manterem perenes nos longos periodos de auséncia de
precipitacdes (IBGE, 2019). Diante desta realidade, a construcao de reservatorios hidricos
no semiarido brasileiro, regionalmente chamados de agudes, surgiram entre 0s primeiros
sistemas de engenharia para a mitigacdo dos efeitos produzidos pelo fendmeno da seca
(Pereira Neto, 2017). Tais reservatorios se tornaram a fonte hidrica mais acessada pela
populagédo local para o abastecimento humano e animal, nas zonas afetadas pela seca
(Reboucas, 1997). O problema ambiental da seca, natural e recorrente, se soma a crescente
contaminacéo decorrente dos processos de urbanizagédo, que langam esgotos néo tratados,
insumos da agricultura e outros poluentes nas aguas. Por fim, recursos hidricos tais como
acudes e pogos, sdo também afetados pela presenca de radiacdo natural, um fenébmeno
geolégico comum na regido, decorrente do afloramento superficial de fontes naturais de
Uranio, que compde a Provincia Pegmatitica da Borborema (International Atomic Energy
Agency, 2009).

Diante disso, varios municipios da regido semiarida, entre eles Lajes Pintadas,
Lucrécia e Parelhas, no Rio Grande do Norte (RN), que apresentam afloramentos rochosos
caracteristicos, sdo abundantes em minerais radioativos, os radionuclideos (CPRN, 2006), e
em metais pesados. Estes sdo assim caracterizados pela sua massa, hiumero atémico e
outras propriedades quimicas, podendo ser naturalmente ativos e toxicos na maioria das
células. Nos sistemas biolégicos, metais pesados tém a capacidade de interferir nas
biomoléculas, na ativacao de certos receptores, na regulagcdo de canais i6nicos, na
sinalizac&o celular e na transcricdo de genes, potencializando, desta forma, a toxicidade a
nivel fisiolégico, celular e molecular (Marcon et al., 2010). Estudos realizados nos principais
reservatorios da regiao semiarida do RN revelaram sérios problemas de qualidade de agua,
incluindo a contaminacdo por metais pesados e por Radénio (*”Rn), detectados em
concentragbes acima dos limites nacionais estabelecidos. Estes elementos podem
contaminar os reservatorios de agua e, consequentemente, tornarem-se um problema para
a salde humana, conforme os estudos vém apontando (Marcon et al., 2010; Garcia et al.,
2011, Chaves et al, 2016; Dantas et al., 2017).

Portanto, este trabalho investigou o efeito genotdoxico das &guas do agude de
Parelhas, RN, utilizando o organismo-modelo em mutagénese, Drosophila melanogaster
(Gaivao e Sierra, 2014; Vercosa et al., 2017). A espécie é também amplamente utilizada em
estudos de genes e processos biologicos, que sdo conservados evolutivamente com 0s

seres humanos, e que apresenta facilidade de manipulacao laboratorial, rapido ciclo de vida,
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facilidade na deteccdo de fenétipos, grande conhecimento sobre seu genoma, entre outros
(Beckingham et al, 2005; Rand, 2010; Rohde, 2012; Lenz et al., 2013). O estudo dos riscos
genotdéxicos associados ao consumo da &gua do acude Boqueirdo de Parelhas foi
acompanhado pela investigacdo da presenca de Radénio (**Rn) e metais pesados nas
amostras de agua, feitas em duas épocas do ano.

Materiais e métodos
Locais do estudo e coleta das amostras de agua

O municipio de Parelhas, com 20.354 habitantes situa-se na Bacia Hidrografica do
rio Piranhas/Agu, no semiarido brasileiro, e € abastecida pelo agude do Boqueirdo de
Parelhas (IBGE, 2010) (Figura 1). Esse acude é imprescindivel para o desenvolvimento
econdmico e para a sobrevivéncia da populacdo local e de outros municipios vizinhos. O
municipio esta inserido numa zona semiarida do Nordeste do Brasil, onde as temperaturas
médias anuais sdo 27,5 °C (minimas de 18,0 °C e maximas de 32,0 °C). Amostras de agua
do acude Boqueirdo de Parelhas foram coletadas em fevereiro/2018 (na estacdo chuvosa
gue ocorre entre 0s meses de janeiro a abril), e em agosto/2018 (na estacdo de estiagem,
gue ocorre nos demais meses do ano). Os pontos de coleta foram identificados como P1
(06°41'48.2"S 036°37'39.6"W), P2 (06°41'37.7"S 036°37'43.4"W) e P3 (06°41'25.2"S
036°37'37.3"W). A coleta de &gua (Figura 2) e seu armazenamento seguiram as
recomendacdes para cada um dos trés testes realizados (ensaio cometa, a presenca de
Radonio, e elementos quimicos), conforme descricdo em Carmo Neto et al. (2019). Todas

as analises foram realizadas em triplicatas.
Procedimentos do ensaio cometa

Larvas de D. melanogaster da linhagem Oregon-R com 72h de vida foram expostas
as amostras de agua do acude Boqueirdo de Parelhas, ao mesmo tempo que foram
preparados 0S grupos controle negativo (exposta a agua destilada) e controle positivo
(exposto a ciclofosfamida 1 mg/mL). Posteriormente, o material foi submetido a metodologia
do ensaio cometa, segundo a descricdo de Carmo Neto et al. (2019) para amostras de agua
coletadas em campo e administradas as larvas de Drosophila melanogaster em até 24h
apés a coleta. Para observacdo e andlise, as laminas contendo o material biolégico
(hemocitos) foram coradas com GelRed™
(Zeiss-Imager, M2) (Carmo Neto et al., 2019).

e observadas em microscépio de fluorescéncia

Para estimar o potencial efeito genotéxico, os cometas foram quantificados e

contabilizados de acordo com o nivel de dano genético (de 0 a 4), conforme padrdo da
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Figura 3, que se baseia no comprimento da cauda e no tamanho da cabeca do cometa
(Vercosa et al.,, 2017). Zero corresponde a auséncia de dano e 4, corresponde ao dano
méximo observado. Ap6s a quantificagdo dos danos, duas medidas foram calculadas: o
indice de Dano (ID) e a Frequéncia de Dano (FD%). Os valores obtidos do ID para cada
individuo podem variar de O (totalmente intacto: 100 células x 0) a 400 (com dano maximo:
100 células x 4) e foram calculados de acordo com a seguinte férmula:

DI= 0 {numbar of comets clazs 0) ~ 1 (N°of comets class 1) = 2 (N°of comets class 2) =3 (N° of comats class 3)~4 (N° of comets clasz 4)

O segundo parametro, FD% foi calculado como a porcentagem de todos os cometas
danificados (classe 1 a classe 4) em relacdo ao total de cometas contados, que vai da

classe 0 a classe 4 (n° total). Ou seja, foi aplicado o seguinte célculo:

DF% = [(n® total comets —n® class 0)100]

n° total comets

Os resultados foram analisados no programa STATA versdo 12.0 pelo teste
estatistico ANOVA e pos-teste de Bonferroni, para comparar as significancias estatisticas
entre 0s grupos controle e experimentais, considerando P>0,05.

Cintilag&o Liquida de Ultra-Baixa Radiacdo de Fundo

Os procedimentos de preparagéo prévia do coquetel cintilador, da coleta e mistura
com as amostras de agua feitas em Parelhas, e a analise final de ??Rn nas amostras em
dgua em Contador de Cintilagdo Liquida (LSC) da Perkin Elmer, modelo Quantulus 1220,
foram realizadas de acordo com a descricdo detalhada apresentada em Carmo Neto et al.
(2019). As concentracdes de atividade de **’Rn (Ag,) nas amostras foram calculadas a partir
da Equacéo a seguir, de acordo com a American Society for Testing and Materials - ASTM
(1998):

RA _RB

A — —At
AT 0 X VX E X 3

Espectrometria de Absorgédo Atdmica com Forno de Grafite

As andlises em Espectrometria de Absorcdo Atdmica (AAS) para a medida da
absorcao da intensidade da radiacdo eletromagnética; a determinacdo das quantidades dos
elementos quimicos (metais ou ndo); e a GFAAS, utilizada para determinacédo de baixas

concentracdes, na ordem de pg.L™ (Krug et al., 2004) foram realizados de acordo com a
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descricdo detalhada apresentada em Carmo Neto et al. (2019). Solu¢cbes padrdes de Ag, Al,
Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Mn, Ni, Pb e Zn foram obtidas utilizando solu¢ées Merck (1.000 mg.L™)
para a obtencdo de curvas analiticas e os comprimentos de onda foram selecionados de
acordo com a quantidade dos analitos (Rothery, 1988). Para o controle da qualidade do
procedimento analitico, foram analisadas solugfes padrdes independentes intercaladas com
as amostras de agua.

Resultados

Ensaio Cometa

Os resultados do ensaio cometa em células soméaticas de D. melanogaster expostas
as amostras de agua do acude Boqueirdo de Parelhas, nas duas estagbes (chuvosa e
estiagem, de 2018), e os tratamentos dos grupos controle negativo e positivo, estéo
descritos na Tabela 1. Sao apresentados os valores absolutos e médios de dano genético
(niveis de 0 a 4), o desvio padréo, o indice de Dano (ID) e Frequéncia de Dano (FD%). A
andlise estatistica do pds teste de Bonferroni, com comparagdes par a par entre os valores
médios obtidos em cada tratamento e os grupos controle, estdo na Tabela 2. Conforme o
esperado, os valores mais elevados de ID e FD% foram obtidos no grupo controle positivo.
Posteriormente, o valor mais elevado foi o ponto P2, amostrado no periodo de estiagem
(ID=128,3 e FD%= 67,3), seguido do ponto P1 proveniente da mesma amostragem. Houve
ainda grande heterogeneidade entre os resultados da estacdo de estiagem, com valores ID
variando de 36,0 (ndo significativo em relacdo ao controle negativo) até 128,3 (altamente
significativo, P<0,0001). E nitido que os valores de ID e FD% foram superiores em
individuos expostos a agua do acude coletada da estacdo de estiagem, com destaque para
P2, em comparagéo aos valores obtidos na estagdo chuvosa. Os resultados dos valores

médios obtidos estédo apresentados no gréafico da Figura 4.

Medidas de Raddnio nas amostras de agua

Neste estudo foram realizadas andlises radiométricas também em triplicata para
cada um dos pontos nas duas diferentes estacdes do ano. Contudo, todos os valores
obtidos reportaram apenas valores de limite de deteccdo (<0,3) do equipamento utilizado, e
estiveram dentro do limite permitido para o consumo de agua (USEPA, 1999) que € de 11,1
Bq.L™.

Analise da contaminacao por elementos quimicos toxicos
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Na Tabela 3 estédo os resultados da medida de onze elementos quimicos téxicos nas
amostras de 4gua do acude Boqueirdo de Parelhas, e os valores maximos permitidos para
consumo humano (WHO, 2011; CONAMA, 2005). A analise foi realizada nas amostras de
agua, da estacao de estiagem (agosto, 2018). Conforme indicado na Tabela 3, foi detectada
a presenca de aluminio (no ponto P1) e de manganés (P1, P2 e P3) em concentracbes
acima do recomendado pelo Conselho Nacional de Meio Ambiente do Brasil. As demais
amostras apresentaram concentracdes de elementos quimicos dentro dos valores normais

recomendados, ou abaixo do limite de detec¢do do equipamento.

Discussao

Em estudo realizado com aguas do agude Boqueirdo de Parelhas coletadas na
estacdo chuvosa e de estiagem de 2014, Chaves et al. (2016) avaliaram o potencial de
mutagenicidade (in vivo) utilizando o teste de microndcleo com o peixe Orechromis niloticus.
Este teste constatou aumento significativo de anormalidades nucleares nos grupos expostos
a dgua do acude, nas duas estacdes, quando comparadas ao grupo controle negativo.

Avaliacdes das concentracdes de **’Rn foram realizadas nos diferentes pontos em
ambas estacdes, entretanto, apenas concentragcdes em niveis insignificantes deste gas
foram encontradas. Ndo foram encontrados trabalhos que avaliaram a concentracdo de
radonio nestas aguas, porém outros realizados em cidades vizinhas (Lajes Pintadas, RN)
mostram concentracfes deste gas que chegam a ser de cinco a sete vezes maiores que 0
limite determinado pela USEPA (1999) que é de 11,1Bg.L™ (Dantas et al., 2017). Além disso,
um estudo de Chaves (2014) acerca da percepg¢do dos moradores da cidade de Parelhas

mostrou que 84% dos entrevistados nunca nem se quer ouviu falar sobre o gas Radénio.

Apés investigadas a presenca de Ag, Al, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Mn, Ni, Pb e Zn no
periodo de estiagem, os resultados indicaram valores de Aluminio e Manganés superiores
ao valor limite delimitado pelo CONAMA no ponto P1l, na estacdo de estiagem
(agosto/2018). Em trabalho similar, realizado na estacdo de estiagem (2013) e na estacdo
chuvosa (2014) Chaves et al. (2016) encontraram concentragfes acima do limite ndo so
para Al como também para Co, Pb, Fe e Ni. Marcon et al. (2017) avaliaram as
concentracdes de metais pesados no acude de Lucrécia/RN e encontraram niveis de Cr, Mn
e Ni em concentra¢cdes superiores ao limite seguro para consumo, determinados pela WHO
e CONAMA, em amostras coletadas entre 2007 e 2009. Por fim, Dantas et al. (2017)
encontraram Al, Cd e Ni nas aguas do acude Riacho do Cachoeira, em Lajes Pintadas, no
ano de 2011.
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E sabido que atividades antropogénicas podem causar a liberacdo de quantidades
de substancias toxicas em aguas superficiais. Embora alguns elementos quimicos (como o
manganés, cobre, cromo, etc.) sejam essenciais, eles podem também ser téxicos em
excesso. Por outro lado, outros elementos (por exemplo, arsénico, cadmio, chumbo e
mercurio) podem ser tdxicos, mesmo presentes em quantidades muito pequenas (Domingo,
1994). O Aluminio é um componente natural que pode estar presente em aguas de
superficie e subterranea, apos interagdo dgua-rocha e sua consequente lixiviagao, por onde
a agua percola (Freitas et al., 2001). Apesar da concentracdo de aluminio ser controlada na
agua distribuida a populacao, existe um consideravel debate no circulo médico relatando o
papel neurotdxico deste metal na incidéncia de encefalopatias graves (Perl e Good, 1988),
além de esclerose lateral amiotrofica, deméncia associada a doenca de Parkinson e
Alzheimer, e se gravam em pacientes com funcdo renal diminuida (Silva e Moreira,
2009;Tarpani, 2012). O manganés, também detectado em indices elevados no ponto P1 do
acude Parelhas, em nosso estudo, € um elemento quimico essencial na saude humana,
sendo indispensavel para todas as formas de vida, tendo fungfes tanto estruturais quanto
enzimaticas (IMnl, 2005). Porém, em niveis elevados tem potencial neurotdxico, podendo
acarretar prejuizos ao Sistema Nervoso Central, tanto em criangcas quanto em adultos

(Carvalho, 2013; Nascimento e Gonzalez, 2018).

Nas condicbes experimentais deste trabalho, os resultados indicam que as aguas do
acude de Parelhas oferecem riscos de dano genético se consumidos por pessoas e animais,
a depender da época do ano. Todavia, ndo foi possivel estabelecer as causas destas
alteracdes a partir das abordagens realizadas, e também devido a inerente complexidade da
composicdo da agua. E possivel que substancias contaminantes toxicas diversas, liberadas
na agua, possam nao mostrar efeitos agudos em organismos expostos, mas sim a reducao
de sobrevivéncia, aumento de danos teciduais e em células soméaticas e germinativas,
bioacumulacdo e geracdo de neoplasias (Galindo et al., 2012). Os resultados apontam para
a necessidade de mais estudos envolvendo ndo sO a caracterizagdo de outros metais
pesados e compostos organicos, mas também a presenca de cianobactérias toxicas, e

outras abordagens no maior nimero de diferentes organismos.

Conclusao

Os resultados indicam que existe riscos genotdxicos associados a contaminacdo das
dguas do acude Boqueirdo de Parelhas, especialmente para as amostras coletadas na
estacdo de estiagem. Concentragdes significativas de radbnio ndo foram encontradas em
nenhuma das estacdes, porém, niveis de aluminio e manganés estiveram acima dos limites

estabelecidos para consumo humano, em algumas amostragens. Recomenda-se a
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continuidade das investigagbes visto que a populagdo do municipio de Parelhas é
abastecida por 4gua tratada, proveniente do préprio acude.
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Figura 1. (A) Mapa do Brasil, com destaque para a regido Nordeste (cinza claro), o estado do Rio
Grande do Norte (cinza escuro) e a cidade de Parelhas (ponto branco); (B) Imagem do agude
Boqueirdo de Parelhas, durante a coleta realizada em agosto de 2018; (C) posi¢édo dos trés pontos de
coleta no agude (P1, P2 e P3).

Figura 2. (A) Procedimentos de coleta de agua no acude Boqueirdo de Parelhas, para realizar o
ensaio cometa, a espectrometria de cintilagao liquida e a absor¢cao atdmica em forno de chama e
grafite; (B) preparacdo das amostras de agua para a espectrometria de cintilagdo liquida; (C e D)
frascos de vidro utilizados para o armazenamento e transporte das amostras de agua.
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Figura 3. Padrdo visual dos cinco niveis de classificacdo de dano genético (0 a 4) baseada no
comprimento e quantidade de DNA dos cometas. As imagens foram obtidas de hemdcitos de larvas
de Drosophila melanogaster, corados por GelRed™ e observados em microscopia fluorescente, de
acordo com Vercosa et al. (2017).
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Figura 4. Valores médios de indice de Dano (A) e Frequéncia de Dano (B) obtidos no ensaio cometa
com Drosophila melanogaster (Oregon-R) submetidos as amostras de agua do acude Boqueirdo de
Parelhas (pontos P1, P2, P3), na estagdo chuvosa e na estiagem; e valores médios obtidos nos
tratamentos controle negativo e controle positivo. Os valores de desvio padrao estao representados
pelas linhas verticais no alto das colunas.
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Tabela 1. Avaliacao do nivel de dano genético em larvas de Drosophila melanogaster submetidas ao
controle negativo (dgua destilada), ao controle positivo (ciclofosfamida), a as aguas do agude
Boqueirdo de Parelhas (Pontos 1 a 3), em duas estacGes do ano. Os valores sdo apresentados por
réplica (a, b, c) e na média de cada tratamento.

Data de Controles e Nivel de Dano
coleta amostras do agude 0 1 2 3 4 D ED%
Controle negativo® 83 14 3 0 0 20 17
Controle negativo® 85 14 1 0 0 16 15
Controle negativo® 79 15 6 0 0 27 21
Média 82,33 14,33 3,33 0,00 0,00 21,00 17,67
SD 3,06 0,58 2,52 0,00 0,00 5,57 3,06
Controle positivo® 34 17 17 23 9 156 66
Controle positivo® 43 15 6 24 12 147 57
Controle positivo® 22 21 32 19 6 166 78
Média 33,00 17,67 18,33 22,00 9,00 156,33 67,00
SD 10,54 3,06 13,05 2,65 3,00 9,50 10,54
p1? 77 16 7 0 0 30 23
p1° 74 19 7 0 0 33 26
pP1° 78 17 5 0 0 27 22
Média 76,33 17,33 6,33 0,00 0,00 30,00 23,67
S % SD 2,08 1,53 1,15 0,00 0,00 3,00 2,08
e 3 p2* 79 16 5 0 0 26 21
25 p2° 81 15 4 0 0 23 19
ST p2° 77 18 5 0 0 28 23
g % Média 79,00 16,33 4,67 0,00 0,00 25,67 21,00
a e SD 2,00 1,53 0,58 0,00 0,00 2,52 2,00
p3? 82 17 1 0 0 19 18
p3° 80 16 4 0 0 24 20
P3¢ 83 14 3 0 0 20 17
Média 81,67 15,67 2,67 0,00 0,00 21,00 18,33
SD 1,53 1,53 1,53 0,00 0,00 2,65 1,53
p1? 60 24 14 2 0 58 40
p1° 60 26 13 1 0 55 40
P1° 63 25 12 0 0 49 37
Média 61,00 25,00 13,00 1,00 0,00 54,00 39,00
é . SD 1,73 1,00 1,00 1,00 0,00 4,58 1,73
£ p2° 34 24 22 20 0 128 66
IR p2° 30 26 22 21 1 137 70
S 2 p2° 34 28 23 14 1 120 66
2 S Média 32,67 26,00 22,33 18,33 0,67 128,33 67,33
g2 SD 2,31 2,00 0,58 3,79 0,58 8,50 2,31
i P3? 68 26 6 0 0 38 32
p3° 70 23 7 0 0 37 30
P3¢ 71 25 4 0 0 33 29
Média 69,67 24,67 5,67 0,00 0,00 36,00 30,33
SD 1,53 1,53 1,53 0,00 0,00 2,65 1,53

SD=Desvio Padrao, ID=Indice de Dano, FD%=Frequéncia de Dano.
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Tabela 2. Andlise estatistica (pos teste de Bonferroni) dos valores médios do indice de Dano (abaixo
da diagonal) e Frequéncia de Dano (acima da diagonal) entre os grupos de Drosophila melanogaster
controle negativo (dgua destilada), controle positivo (ciclofosfamida) e amostras de agua do acude
Boqueirdo de Parelhas (P1 a P3).

Estac&o chuvosa

Estacéo de estiagem

Data da (Fevereiro 2018) (Agosto 2018)
coleta Grupos Controle Controle P1 P2 P3 p1 P2 P3
negativo positivo
Controle negativo 0,0001* 1,000 1,000 1,000 0,0001* 0,0001* 0,023*
Controle positivo ~ 0,0001* 0,0001* 0,0001* 0,0001* 0,0001* 1,000 0,0001*
o P1 1,000 0,0001* 1,000 1,000 0,003* 0,0001* 1,000
% % P2 1,000 0,0001* 1,000 1,000 0,0001* 0,0001* 0,314
i P3 1,000 0,0001* 1,000 1,000 0,0001* 0,0001* 0,039*
° P1 0,0001* 0,0001* 0,0001* 0,0001* 0,0001* 0,0001* 0,520
gg P2 0,0001* 0,0001* 0,0001* 0,0001* 0,0001* 0,0001* 0,0001*
< P3 0,069 0,0001* 1,000 1,000 0,069 0,011* 0,0001*

* Diferengas significativas (P <0.05).

Tabela 3. Valores (mg.L'l) de metais pesados obtidos nas amostras de agua nos trés pontos do
acude de Boqueirdo de Parelhas (réplicas a, b, ¢) em comparagdo com os limites maximos de cada
metal, permitidos pela WHO (2011) e pelo CONAMA (2005). Destaque (em vermelho) aos valores de
aluminio e manganés detectados acima do recomendado no ponto P1.

Metais pesados (mg.L™)

Ag Al Cd Co Cr Cu Fe Mn Ni Pb Zn
WHO - - 0,003 - 0,05 2 0,3 0,4 0,07 0,01 -
CONAMA 0,01 0,1 0,001 0,05 0,05 0,009 0,3 0,1 0,025 0,01 0,18
Pontos Réplicas
a LD 011 LD LD LD 0,0029 0,09 014 LD LD LD
P1 b 0,0001 0,09 0,0005 LD LD 0,0015 010 0,13 LD LD 0,010
[ LD 0,10 00022 LD LD 0,0011 012 013 LD LD 0,028
a LD 0,028 LD LD 0,0025 0,0012 0,017 0,09 00026 LD LD
P2 b LD 0,021 LD LD LD 0,0012 0015 0,09 LD LD LD
c LD 0,043 10,0007 LD LD 0,0009 0011 0,09 LD LD 0,010
a LD 0,08 00016 00020 LD 0,0010 0,060 0,09 LD LD 0,017
P3 b LD 0,08 LD LD LD 0,0010 0,076 0,09 LD LD 0,012
C LD 0,07 LD LD LD 0,0008 0,085 0,09 LD LD LD

LD — Valores reportaram Limite de Deteccéo.
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6 DISCUSSAO GERAL E CONCLUSOES

Os resultados deste trabalho evidenciaram que a metodologia do ensaio cometa
aplicada com Drosophila melanogaster foi sensivel a deteccdo de danos genéticos
provocados pelos efeitos de sua exposicdo a amostras de agua, assim como ja havia se

mostrado eficiente quanto a poluicdo atmosférica.

Foram observadas diferencas significativas entre o grupo controle negativo (dgua
destilada) e os grupos submetidos a exposicdo de amostras de agua coletas na estagéo
chuvosa, tanto em pocos artesianos quanto em torneiras, nas cidades de Lajes Pintadas e
Parelhas, bem como, para 0s grupos expostos as amostras de agua provenientes da
estacdo de estiagem. Os trés grupos (P1, P2 e P3) expostos a agua do acude Boqueirdo de
Parelhas e o grupo submetido a 4gua da torneira da cidade de Lajes Pintadas sofreram
danos em seu material genético de uma forma significativamente maior do que o grupo

controle negativo.

O presente estudo apresentou também andlises quantitativas dos niveis de radénio,
as quais revelaram concentragdes proximas ao limite para consumo humano (11,1 Bq.L™)
determinado pela USEPA (1994), apenas nas aguas de pogos - com concentragoes

variando de 1,2 a 10,6 Bg.L™ - e n&o nas aguas de torneira e/ou acude.

Além disso, realizamos a medida da concentracdo de 11 metais pesados (Ag, Al, Cd,
Co, Cr, Cu, Fe, Mn, Ni, Pb e Zn) em todas as amostras de 4gua de torneira, pogos e agude,
em ambas cidades da estagdo de estiagem. A partir destas analises revelamos a presenca
de aluminio nas amostras de torneira e acude de Parelhas, em concentracdes acima do
permitido (0,1 mg.L™); e concentracbes de manganés superiores ao limite (0,1 mg.L™) em

amostras do acude de Parelhas.

De forma geral, os resultados servem de alerta para a necessidade da
implementacdo de medidas mitigadoras voltadas a sensibilizacdo da populagédo para o uso
indiscriminado e irrestrito destas fontes de abastecimento, assim como para os 6rgaos
responsaveis pelo tratamento de agua, tendo em vista que seu consumo pode causar S€rios

danos a saude humana e ao meio ambiente.
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