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RESUMO

As regides metropolitanas do Recife e Patos, localizadas nos estados de Pernambuco e
Paraiba, sdo conhecidas por possuirem areas sedimentares que apresentam minerais com
concentragdes andmalas de Material Radioativo de Ocorréncia Natural (NORM). Esta
caracteristica pode contribuir para elevacdo da radiacdo natural no ar, solo e &guas
subterraneas. A composicao quimica de aguas subterraneas resulta, em parte, de reacfes agua-
rocha nos respectivos aquiferos, podendo ser encontrado elementos tragos como urénio (**8U),
torio (*%2Th), radonio (?2Rn) e radio (**°Ra). Devido a ineficiéncia da distribuicdo de agua
potavel nessas regides, a utilizacdo da agua de po¢os passou a ser essencial para a populagéo,
seja para uso nas residéncias, agricultura ou até mesmo em pequenos empreendimentos.
Portanto, avaliar a radiometria e composi¢do quimica de aguas subterraneas ¢ um fator
importante para a salde dos individuos que habitam essas regifes e utilizam este recurso
hidrico. Por isso, 0 objetivo desta pesquisa foi realizar a radiometria fisica e biomonitoracdo
com a espécie de molusco Biomphalaria glabrata em aguas de pocos artesianos, utilizadas
para consumo, nos municipios de Abreu e Lima em Pernambuco (P1 e P2) e Sdo José do
Sabugi na Paraiba (P3). Para a monitoracdo radiométrica, foram realizadas medidas das
concentragbes de ?2Rn e 2?°Ra por meio da Espectrometria de Cintilagdo Liquida e
caracterizagdo dos elementos quimicos 23U e 2*2Th, por ICP-MS. Para a biomonitoragéo,
foram empregadas técnicas de ecotoxicidade como citotoxicidade (viabilidade celular e teste
do micronicleo), embriotoxicidade e genotoxicidade (ensaio cometa). Os resultados
radiométricos confirmaram niveis elevados de 222Rn em todas as aguas dos pogos estudados e
alta concentragdo de uranio natural no poco do Ponto 3, estando os dados acima do limite
permitido pela Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos e Ministério da Saude. Os
resultados dos bioensaios mostraram que ndo houve alteragdes citotoxicas significativas nos
moluscos adultos expostos as aguas de pocos, no entanto, a embriotoxicidade demonstrou que
0s Pontos 1 e 3 induziram malformacdes e mortes nos organismos expostos. O ensaio cometa
demonstrou que a agua causou alteragdes no DNA, indicando genotoxicidade significativa
nos Pontos 1 e 3. Os bioensaios sugerem que a embriotoxicidade e genotoxicidade foram
ocasionadas principalmente pela alta concentracdo do uranio natural, demonstrando assim, a
toxicidade das dguas de pocos estudadas com sensibilidade do bioindicador B. glabrata para

NORM em agua subterranea.

Palavras-chave: Agua subterranea. NORM. Biomphalaria glabrata. Elementos tracos.



ABSTRACT

The metropolitan regions of Recife and Patos, located in the states of Pernambuco and
Paraiba, are known to have sedimentary areas that present minerals with anomalous
concentrations of Naturally Occurring Radioactive Material (NORM). This characteristic can
contribute to the elevation of natural radiation in the air, soil and groundwater. The chemical
composition of groundwater results, in part, from water-rock reactions in the respective
aquifers, with trace elements such as uranium (238U), thorium (?*2Th), radon (?*?Rn) and radio
(*®Ra). Due to the inefficiency of drinking water distribution in these regions, the use of
water from wells has become essential for the population, whether for use in homes,
agriculture or even in small enterprises. Therefore, assessing the radiometry and chemical
composition of groundwater is an important factor for the health of individuals who inhabit
these regions and use this water resource. Therefore, the objective of this research was to
perform physical radiometry and biomonitoring with the mollusc species Biomphalaria
glabrata in artesian well waters, used for consumption, in the municipalities of Abreu e Lima
in Pernambuco (P1 and P2) and Séo José do Sabugi in Paraiba (P3). For radiometric
monitoring, measurements of the concentrations of ?2Rn and ??°Ra were performed using
Liquid Scintillation Spectrometry and characterization of the chemical elements 2*®U and
232Th, by ICP-MS. For biomonitoring, ecotoxicity techniques were used, such as cytotoxicity
(cell viability and micronucleus test), embryotoxicity and genotoxicity (comet assay). The
radiometric results confirmed high levels of 2?2Rn in all waters of the studied wells and a high
concentration of natural uranium in the Point 3 well, with the data above the limit allowed by
the United States Environmental Protection Agency and the Ministry of Health. Bioassays
showed that there were no significant cytotoxic changes in adult mollusks exposed to well
water, however, embryotoxicity demonstrated that Points 1 and 3 induced malformations and
deaths in exposed organisms. The comet assay demonstrated that water caused changes in
DNA, indicating significant genotoxicity at Points 1 and 3. The bioassays suggest that
embryotoxicity and genotoxicity were caused mainly by the high concentration of natural
uranium, thus demonstrating the toxicity of well water studied with sensitivity of the

bioindicator B. glabrata to NORM in groundwater.

Keywords: Groundwater. NORM. Biomphalaria glabrata. trace elements.
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1 INTRODUGCAO

A radioecologia € uma ciéncia que estuda o comportamento dos radionuclideos
naturais e artificiais em diferentes ecossistemas, possibilitando avaliar impactos ambientais
acarretados pela exploracdo de recursos naturais como 0 que ocorre em minas de uranio e
carvao mineral, bem como a interacdo dos radionuclideos naturais sobre 0s seres Vivos.
Dentre os radionuclideos, uranio e torio merecem destaque devido aos seus decaimentos
radioativos originarem elementos como o potassio (“°K) de grande importancia para o
ecossistema e para determinacdo da dose ambiental e seus impactos biologicos (UNSCEAR,
2008; SALBU, 2009; MAZZILLI et al., 2011).

Estudos realizados sobre os efeitos radiobioldgicos e epidemioldgicos das radiacfes
ionizantes provenientes de Material Radioativo de Ocorréncia Natural (NORM) puderam
identificar um expressivo impacto causado na salde humana, em especial para areas com altas
concentracdes de NORM. Por isso, tornou-se uma preocupacdo para a protecdo radioldgica a
salde das populacdes que residem nessas areas (ALIYU; RAMLI, 2015).

Trabalhos desenvolvidos na Regido Metropolitana do Recife (RMR) identificaram a
existéncia de area de ocorréncia do fosforito uranifero (NEUMANN et al., 2017; AMARAL
et al., 2019). Essa rocha estd associada a uma camada geoldgica datada desde o periodo
cretaceo contendo calcarios arenosos depositados com urénio, cujas principais caracteristicas
sdo distribuicdo descontinua e espessura variando de centimetros a metros. Afloramentos
rochosos tém sido encontrados nos municipios de Igarassu, Abreu e Lima, Paratibe e Olinda,
em que estudos radiométricos estdo sendo realizados em diferentes compartimentos do
ecossistema como solo, ar e dgua (SOUZA, 2006). Dentre os municipios, destaca-se o bairro
do fosfato em Abreu e Lima, que apresentou niveis elevados de radénio em agua de pogos
utilizados, como Unica fonte de agua potavel, para consumo residencial (AMARAL et al.,
2019).

Outra regido que merece destaque quanto a presenca de NORM, é o municipio de Séo
José do Sabugi pertencente ao estado da Paraiba, pois esta situado préximo a uma das maiores
jazidas de uréanio do Brasil localizada no municipio vizinho de S&o José de Espinharas
(B1ZZ1, 2003). Este fato despertou o interesse cientifico nesta regido e o grupo de pesquisa de
Radioecologia (RAE) do Departamento de Energia Nuclear (DEN) da UFPE vem estudando
este municipio sendo o trabalho de Silva (2018) um dos mais recentes, onde foi observada a

presenca de NORM em &guas subterraneas utilizadas para o consumo humano e outros fins.
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Os estudos realizados nos municipios de Abreu e Lima e S&o Jose do Sabugi mostram
a presenca de NORM nas regifes despertando assim o interesse cientifico para novas
pesquisas, tais como, elucidar a existéncia de efeitos nocivos sobre o sistema biologico. Para
isto a ecotoxicologia preconiza a utilizacdo de bioindicadores para garantir a monitoracéo da
qualidade ambiental (KENDALL et al., 1996; KNIE & LOPES 2005; CUNHA, 2011). Dentre
esses bioindicadores, 0 molusco Biomphalaria glabrata vem sendo utilizado como indicador
ambiental tanto para agentes fisicos quanto quimicos (TALLARICO et al., 2015; SILVA,
2018; LIMA et al., 2019; SIQUEIRA, 2019).

1.1 OBJETIVOS

Neste topico sdo abordados os objetivos deste trabalho.

1.1.1 Objetivo geral

Validar o uso de Biomphalaria glabrata como bioindicador em &aguas de pocos

influenciadas por NORM dos municipios de Abreu e Lima (PE) e Séo José do Sabugi (PB).

1.1.2 Objetivos especificos

a) Quantificar as concentracdes do Radonio (**’Rn), Radio (**°Ra); Uranio (**U),
Torio (32Th) presentes nas aguas dos pogos artesianos dos municipios de Abreu e
Lima e S8o José do Sabugi por meio de técnicas analiticas;

b) Analisar a embriotoxicidade, citotoxicidade e genotoxicidade das aguas dos pocos
artesianos presentes nos municipios em estudo utilizando moluscos da espécie B.
glabrata;

c) Associar a presenca dos elementos tracos com os efeitos bioldgicos em moluscos B.

glabrata expostos as aguas sob influéncia de NORM.
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2 REVISAO DE LITERATURA

Neste topico sdo abordados assuntos pertinentes para a compreenséo deste trabalho.

2.1 RADIOATIVIDADE NATURAL

Ha cerca de 14 bilhdes de anos, o universo possuia uma atmosfera e composi¢édo
propicia ao advento de elementos nuclearmente estaveis e instaveis. A instabilidade nuclear
dos mesmos refere-se a um processo espontaneo, denominado decaimento radioativo, que
ocorre quando o nucleo de um elemento quimico emite radiagdo ionizante, transformando-se
em outro elemento (MURRAY; HOLBERT, 2014; RADVANYI; VILLAIN, 2017). O
homem sempre esteve exposto as radiacGes ionizantes de materiais naturalmente radioativos,
também intitulados de Material Radioativo de Ocorréncia Natural (NORM) presentes em
diferentes compartimentos do ecossistema como solo, ar, a 4gua, raios cosmicos, alimentos e
0 proprio corpo humano (NADALETI et al., 2016).

Dentre os elementos instaveis, destacam-se 0 28U e o 2*2Th ambos possuindo uma
meia-vida longa, sendo a meia-vida fisica do 28U de 4,5 bilnhGes de anos e a meia-vida fisica
do 2%2Th de 14 bilhdes de anos. Estes radionuclideos sdo originarios da crosta terrestre sendo
denominados de terrestres ou primordiais e datam desde o inicio da formacdo da Terra. A
longa meia-vida faz com que ainda se tenha a presenca destes radionuclideos em abundancia
na crosta terrestre (SANTOS, 2010; RADVANYI; VILLAIN, 2017).

0 238U, 25U e 0 2°2Th sdo os precursores das séries de decaimento radioativo em que
estes elementos passam por processos de desintegracdo originando elementos radioativos
filhos, contribuindo assim com a dose média anual da radiacdo natural. Estas séries serdo
discutidas detalhadamente no préximo tépico (SHAHBAZI-GAHROUEI et al., 2013). Os
radionuclideos primordiais juntamente com o “K participam efetivamente na dose
proveniente da radiacao terrestre por meio da exposicdo externa (0,48 mSv/a) e interna (0,29
mSv/a) dos individuos. O elemento que mais se destaca é o ?22Rn contribuindo com cerca de
52% da dose anual com 1,26 mSv/a. A radiagdo cosmica ocorre devido a incidéncia de raios
cosmicos que na atmosfera terrestre, originam os radionuclideos cosmogénicos que, em
contato com o individuo, contribuem com o aumento da dose média anual de radiacdo natural
(0,39 mSv/a). A altitude € um fator relevante, pois quanto maior a altitude maior a incidéncia
de radiagdo cdsmica, aumentando assim a dose radioativa nos individuos (Figura 1)
(UNSCEAR, 2008; NADALETI et al., 2016).
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Figura 1 - Dose individual média anual decorrente de fontes naturais.

Radiacio interna terrestre Radiacio cosmica
(0.29 mSv/a) (0,39 mSv/a)

Radonio
(1,26 mSv/a)

Radiacido externa terrestre
(0.48 mSv/a)

Fonte: UNSCEAR, 2008.

2.1.1 Séries radioativas

A série do 2%U é a mais longa possuindo dezessete radionuclideos, também sendo
conhecida como a série 4n+2 (Quadro 1). Esta € a série mais importante do ponto de vista da
protecdo radioldgica devido aos radionuclideos que sdo produzidos ao longo do decaimento.
Dentre eles, existem os mais relevantes para a contribuicio de doses anuais como o ?*°Ra
(radio). Este é o sexto elemento da série, possuindo meia—vida fisica de1.600 anos, emissor
alfa e gama, além de ser o precursor do???Rn (radonio). O ?*2Rn é o mais relevante para a
contribuicdo da dose anual de exposicao a fonte natural, sendo caracterizado por ser um gas
inerte e emissor alfa com 3,8 dias de meia-vida. O seu decaimento origina quatro
radionuclideos filhos de meia-vidas curtas o 2®Po (pol6nio), 2*Pb (chumbo), **Bi (bismuto)
e 214Po (poldnio) (TURNER, 2007; UNSCEAR 2008).
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Quadro 1 - Série de Decaimento Radioativo do 2%U.

Maiores energias de radiagao (MeV) e

Nuclideos Meia-vida intensidades
o B ¥
2y 4.468x10% a 4,15 (23%) - -
l 419 (77%)
2347 241d - 0,103 (19%) 0,063 (3,5%)
| 0,191 (81%) 0,093 (4,0%)
2¥Mpg 1,18 m - 2,29 (98%) 0,765 (0,30%)
99,86% 0,14% 1,001 (0,60%)
224p, 6,7 h § 0,53 (66%) 0,10 (50%)
| 1,13 (13%) 0,70 (24%)
J 0,90 (70%)
234 2,43;(105 a 472 (28%) - 0,053 (0,2%)
ATT (72%)
207 7.52x10% a 4,62 (24%) - 0,068 (0,6%)
4,68 (76%) 0,142 (0,07%)
28R, 1602 a 4,60 (5,5%) : 0,186 (4%)
478 (94,5%)
zzzﬁn 3825d 5,49 (100%) - 0,510 (0,07%)
213pﬁ 3,05m 6,11 (100%) 0,33 (100%) -
99,98% 0,02%
214pp) 26,8 m § 1,03 (6%) 0,295 (19%)
0,352 (36%)
21354 2s 6,65 (6%) 0,67 (94%) §
6,70 (94%)
i)
214p; 197 m 561(100%) 3,26 (100%) 0,609 (46%)
99,96% 0,04% 1,120 (17%)
l 1,764 (17%)
214p 164 ps 7,83 (100%) § 0,799 (0,014%)
210 1,32 m - 2,3 (100%) 0,296 (80%)
0,795 (100%)
1 1,310 (21%)
210pp 22 a 3,7 (1,8x10%%) 0,017 (85%) 0,047 (4%)
J 0,064 (15%)
210G 5,02d 4,93 (60%) 1,155 (100%) -
100% 1%107°% 4,89 (34%)
l 4,59 (5%)
210py, 138,3 d 5.30 (100%) § 0,803 (0,0011%)
206 419m - 1,520 (100%) -
206py, ESTAVEL i i i

Fonte: Silva, 2014.
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O precursor da série de decaimento dos actinios é outro isétopo do uranio, o 2°U. Esta
série possui 12 radionuclideos filhos sendo conhecida como a série 4n + 3 (Quadro 2). Este
uranio possui uma meia—vida fisica de 7,1 x 108 anos, porém a sua abundancia assim como a
dos seus radionuclideos filhos é muito baixa, portanto, possui pouca relevancia do ponto de
vista da protecdo radiolégica (TURNER, 2007).

Quadro 2 - Série de Decaimento Radioativo do 2*°U

Maiores energias de radiagéao (MeV) e

MNuclideos Meia-vida intensidades
o B ¥
225 7.13x10% a 4,36 (18%) - 0,143 (11%)
4,39 (57%) 0,185 (54%)
i) 4,1-4,6(8%) 0,204 (5%)
2341 25,64 h - 0,300 (~100%) 0,026 (2%)
| 0,084 (10%)
Z'pa 3,43x10%a 5,01 (,20%) - 0,027 (6%)
4,99 (25,4%) 0,29 (6%)
i} 4,94 (22,8%)
2T pc 22a 4,95 (48,7%) 0,046 (100%) 0,070 (0,08%)
99,80% 1,20% 4,94 (36,1%)
4,87 (6,9%)
2277 18,17d 5,76 (21%) - 0,050 (8%)
5,98 (24%) 0,237 (15%)
6,04 (23%) 0,31 (8%)
23, 21m 5,34 (0.005%) 1,15(100%) 0,050 (40%)
0,080 (135)
i} 0,234 (4%)
23ng 1168 d 5,61 (26%) - 0,149 (10%)
571 (53,7%) 0,270 (10%)
i) 5,75 (9,1%) 0,33 (6%)
219n, 392s 6,42 (8%) - 0,272 (9%)
6,55 (11%) 0,401 (5%)
i) 6,82 (81%)
215pg 1,83 ms 7,38 (100%) - -
2pp 36,1m - 0,05 (1,4%) 0,405 (3,4%)
0,53 (5,5%) 0,427 (1,8%)
i) 1,36 (92,4%) 0,832 (3,4%)
211g; 2,16 m 6,28 (17%) 0,60 (0,28%) 0,351 (14%)
0,32% 98,68% 6,62 (83%)
211pg 052s 7,43 (99%) - 0,570 (0,5%)
0,90 (0,5%)
2077 479m - 1,44 (100%) 0,897 (0,16%)
1
207py, ESTAVEL - - -

Fonte: Silva, 2014.



21

O 32Th é o precursor de outra série de decaimento radioativo. Esta série possui dez
radionuclideos filhos instaveis, sendo conhecida como a série 4n. Dentre os radioisdtopos
gerados nesta série, destaca-se o 22®Ra, emissor beta que possui 5,7 anos de meia—vida fisica.
Ele é o precursor do ??°Rn, um radionuclideo gasoso que possui uma curta meia—vida fisica de
55,6 segundos ndo influenciando na vida dos individuos, sendo considerado 20 vezes menos
relevante que o 222Rn em contribuicdo de doses, tendo pouca importancia do ponto de vista da
protecdo radiologica. O Quadro 3 mostra a série de decaimento radioativo do 2?Th

(TURNER, 2007).

Quadro 3 - Série de Decaimento Radioativo do 2%2Th.

Maiores energias de radiagéo (MeV) e

Nuclideos Meia-vida intensidades
o B ¥
Z2Th 1,3910"a 3,95 (24%) -
| 4,01 (76%)
228pa 575a - 0.055 (100%)
28 - 6,13 h - 2,11(100%) 0,34 (15%)
0,908 (25%)
\ 0,96 (20%)
2287 1913a 5,34 (28%) - 0,084 (16%)
| 5,42 (7T1%) 0,214 (0,3%)
224pa 364d 5,45 (5,5%) - 0,241 (3,7%)
| 5,68 (94,5%)
220pn 5565 6,30 (~100%) - 0,55 (0,07%)
218p, 0,145s 6,78 (100%) -
212py, 10,64 h - 0,58 (100%) 0,239 (47%)
| 0,300 (3,2%)
212g; 60,5 m 6,05(70%) 2,25(100%) 0,040 (2%)
64% 36% 6,09 (30%) 0,727 (7%)
[ 1,620 (1,8%)
212py, 304 ns 8,78 (100%) -
2087 31m - 1,80 (100%) 0,511 (23%)
0,583 (86%)
0,860 (12%)
2,614 (100%)
2080, ESTAVEL - -

Fonte: Silva, 2014.
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Como visto anteriormente, estes elementos das séries radioativas estdo presentes nas
aguas subterraneas, por isso é de extrema relevancia o estudo e o entendimento desses
compostos nesta matriz (SILVA; BONOTTO, 2016).

2.2 NORM EM AGUA SUBTERRANEA

As aguas subterraneas tém sido uma fonte ativa na pesquisa cientifica devido sua
importancia, tanto como recurso da sociedade quanto como componente do ciclo hidrologico
global (PORCELLI; SWARZENSKI, 2003). A sua utilizacdo pela sociedade visa atender
necessidades pessoais, econdmicas e sociais. No entanto, seu uso de forma inadequada pode
acarretar risco a saude, pois pode conter, por exemplo, alta concentracdo de elementos
radioativos naturais. As aguas subterraneas recebem esses elementos atraves da sua
movimentacdo em fraturas de rochas que contém NORM, podendo assim, adquirir
radioatividade suficiente para afetar a saide humana (BRANCO, 1991; SKEPPSTROM;
OLOFSSON, 2007; CANU et al., 2011).

Os radionuclideos naturais quando presentes nas aguas subterrdneas apresentam
predominante o 2%U, 22Th, ?*Ra e **Rn (KHAYET; MATSUURA, 2013; EROSS et al.,
2018). Ao ingerir a agua subterrdnea contendo radionuclideos, estes sdo absorvidos na
corrente sanguinea e se acumulam em tecidos e 6rgdaos, como 0ssos e rins, podendo causar
toxicidade radioativa e quimica. Os radionuclideos mesmo em baixas concentracdes tém a
capacidade de produzir um efeito bioldgico prejudicial (AL-AMIR et al., 2012; EL-
MAGEED et al., 2013; DARKO et al., 2015).

Portanto, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) estabeleceu limites de
radioatividade em &gua potavel, seja para a radiacdo de origem natural ou antropica. Os
limites sio de 0,5 Bg.L™? para emissdo alfa e 1 Bg.L? para emissdo beta. No Brasil, o
Ministério da Saude (MS) estabeleceu a normatizacdo da qualidade da agua para 0 consumo
humano, anunciada pela Portaria N° 2.914, que estabelece procedimentos de controle e
vigilancia assim como o padrdo de potabilidade. Esta normatizacdo tem como base de
referéncia para radionuclideos em agua potavel os limites preconizados pela OMS. O anexo
IX da Portaria N° 2.914 e a Comissdo Nacional de Energia Nuclear (CNEN) relatam que caso
os valores encontrados em amostras sejam superiores aos limites recomendados, sera
necessaria a investigacio dos radionuclideos e suas concentragdes (MINISTERIO DA
SAUDE, 2011; WHO, 2011).
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Segundo as Diretrizes Bésicas de Radioprotecdo da Comissdo Nacional de Energia
Nuclear (CNEN-NE 3.01), os radionuclideos encontrados em amostras de &guas subterraneas
devem ser submetidos aos limites preconizados por esta norma para a aprovacdo de sua
qualidade (AMARAL, 2004). Estes limites se baseiam na recomendacdo da International
Commission on Radiological Protection (ICRP) para radioatividade em agua e alimentos. A
OMS também segue os mesmos limites (Tabela 1) (USEPA, 1999; WHO, 2011; CNEN,
2014).

Tabela 1 - Limites para radionuclideos naturais em &gua potavel.

) ) Concentracao )

Radionuclideo o o Referéncias
Maxima Permitida
222Rn

11,1 Bg.L™ USEPA,1999
22Ra 1Bq.L? WHO, 2011
232Th 1Bq.L? WHO, 2011
238y 30 pg.L? WHO, 2011

Fonte: O autor, 2020.

2.2.1 Radionuclideos investigados

Neste topico sdo abordados os radionuclideos investigados neste estudo.

2.2.1.1 O Uranio (**8U) e o Tério (%*2Th)

Os radionuclideos das séries de decaimento do 2®U e 22Th sio ferramentas
importantes na investigacdo de aspectos quimicos e do comportamento dos aquiferos. A
interacdo dos radionuclideos com a agua subterranea ocorre por meio do processo a-recuo.
Neste processo, 0s radionuclideos de ambas as séries estdo em equilibrio secular, isto €, suas
atividades sdo iguais. A cada decaimento alfa é gerado uma energia suficiente para que o
radionuclideo filho percorra cerca de 20 nm em uma direcdo aleatéria dentro do mineral
portador do 2®U e 2%Th. Ao ultrapassar a interface agua-mineral, o radionuclideo filho

interage com a agua subterranea, sendo este um processo fisico, ndo sendo afetado pelas
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propriedades quimicas da agua subterrdnea (KIGOSHI, 1971; FLEISCHER; RAABE, 1978;
PORCELLLI, 2008).

O urénio possui trés isétopos, 0 2%U, 2°U e 2%*U., que possuem meia-vida fisica de
45 x 10°% 7,1 x 108 e 2,5 x 10° anos, respectivamente. A porcentagem de massa do uranio
natural na crosta terrestre do 28U, 2®U e 2%U equivale a 99,27, 0,72 e 0,005%,
respectivamente (TRIPATHI et al., 2013). Sua principal ocorréncia mineral é a uraninita
conhecida também por pechblenda, sendo encontrada mais comumente em aguas naturais na
forma de U*"e UO2?*. Sob condigBes de oxidagéo, o uranio é altamente movel na agua ficando
no estado hexavalente formando complexos soltveis com carbonato e fosfato em pH neutro e
com sulfato e fluoreto em pH acido. Sob condi¢des redutoras, o uranio fica no estado
tetravalente na forma estavel de U(OH)4. O urénio emite particulas a, sendo capaz de produzir
particulas B e raios gama. Além de ser radioativo, ele também ¢ quimicamente toxico sendo
transferido ao organismo por inalacdo, contato com a pele, 4gua e alimentos. Quando
ingerido, ele gera compostos oxidantes afetando células Osseas e renais. A concentragdo
média de uranio na agua potavel é de 3 pg/L. A Portaria N° 2.914 do Ministério da Saude
recomenda que o limite de potabilidade do uranio seja de 30 pg/L (PORCELLI, 2008;
MINISTERIO DA SAUDE, 2011; NRIAGU et al., 2012; WU et al., 2014; ASIC et al., 2017;
GOUGET, 2019).

O torio apresenta seis is6topos radioativos naturais (22’Th, 228Th, 20Th, 231Th, 232Th,
234Th), sendo 0 %*2Th o Unico terrestre. Este ¢ um emissor a-(90%), B-(1%), e y-(9%). Possui
abundancia media na crosta terrestre de 8,1 mg/Kg. Em &guas subterraneas pode ser
encontrado até < 0,1 mg/L. Esta baixa concentracdo pode ser explicada pelo fato do tério s6
ser retirado dos minerais aquiferos por intemperismo, tendo também alta absorcdo pelos
minerais e baixa solubilidade. Os principais minerais sao torita, torianita e a monazita, sendo
este Ultimo mineral o que mais se destaca, pois, pode comportar o tério em até 33% de sua
composicdo. O estado de oxidagdo mais estavel do tério, em meio aquoso, é o Th*. Ainda
n&o se tem regulamentado o limite maximo para o torio em agua. O 2*2Th pode ser transferido
ao organismo por inalagdo, contato com a pele e ingestdo. Quanto a toxicidade, ele libera
radioatividade no organismo além de causar estresse oxidativo, depositando-se
preferencialmente no figado e nos o0ssos, sendo capaz de atingir o cérebro causando
problemas neuroldgicos (EISENBUD; GESELL, 1997; PORCELLI, 2008; KUMAR et al.,
2009; KUMAR et al., 2013; PHILLIPS; WATSON, 2015; MA et al., 2016).
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2.2.1.2 O Radio (**Ra)

O rédio é um metal alcalino-terroso que representa um dos elementos do grupo I1A da
tabela periddica, possuindo o nimero atdbmico 88. Este elemento possui mais de 20 is6topos
radioativos, dentre eles, somente o ?°Ra, ***Ra, ?*°Ra e ?*Ra sdo originados das séries de
decaimento radioativo natural. Os is6topos ??°Ra e ??Ra apresentam uma meia-vida fisica
maior do que os demais isétopos sendo de 1.622 anos e 5,8 anos, emissor o e [,
respectivamente. Eles sdo os mais importantes do ponto de vista radioecologico, pois
apresentam uma alta toxicidade, facilidade de incorporacdo, elevada meia-vida fisica e
abundancia natural na crosta terrestre quando comparado aos outros is6topos (BAIRD, 2002;
JIA; JIA, 2012; MEDLEY et al., 2015)

A principal fonte de radio esta na crosta terrestre, sendo sua concentra¢do na ordem de
10, Sua transferéncia é realizada por meio de processos naturais e antropogénicos sendo
encontrado na &gua, no solo e no ar (BOWEN, 1979). Determinar a sua presenga em amostras
ambientais é de extrema importancia, pois o radio afeta 0 meio ambiente, estando presente em
residuo ou subproduto industrial presente na mineracdo, extracdo de petrdleo, fosfato e
combustdo de carvao. Além disso, este elemento quimico pode afetar a satde dos seres vivos,
pois é facilmente incorporado em o0ssos de mamiferos, devido a sua similaridade quimica e
bioldgica aos outros metais alcalino-terrosos como o bério e célcio. O consumo de comida e
agua que possuam uma alta concentracdo de radio pode levar ao acimulo deste elemento nos
0ss0s em um percentual de aproximadamente 70 a 80% dos casos e 0 restante pode ser
acumulado no tecido muscular. No 0sso, pode ocorrer a produgdo de osteosarcoma pela
radioatividade do ?*°Ra e ?®Ra, sendo o carcinoma de cranio exclusivo do *Ra (HETMAN
etal., 1998; AMARAL, 2004; JIA et al., 2007; JIA; JIA, 2012).

Em relacdo a sua solubilidade em &gua, o radio quando em solucdo pouco salina é
encontrado na forma Ra?" sem estar complexado com outro elemento, porém em solucio
salina os complexos formados mais encontrados sdo RaSO., RaCOs, e RaCl*. As aguas
subterraneas que possuem alta salinidade tendem a exercer menos adsor¢do do radio as
rochas, pois ocorre mudancas de pH, temperatura e disputa de outros cations para a adsor¢éo.
Desta forma, o radio tende a se concentrar na superficie do aquifero podendo assim originar
uma fonte de ?2Rn (MAHONEY et al., 1991; MOISE et al., 2000; STURCHIO et al., 2001;
PORCELLLI, 2008).
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2.2.1.3 O Rad6nio (*2Rn)

O raddnio é um gas inerte, incolor, inodoro e insipido, sendo 7,58 vezes mais pesado
que o ar. Possui numero atdmico 86 e seu peso atdbmico de aproximadamente 222,0176
unidades de massa atdmica. Apresenta ponto de fusdo de -71 °C e de ebulicdo -61,8 °C. Ele
possui 36 isdtopos radioativos que variam na sua massa de 198 a 228. Em condi¢fes normais
de temperatura e pressdo este elemento apresenta-se no estado gasoso, sendo encontrado nos
solos, nas rochas, na agua e em materiais de construcdao (MAFRA, 2011; PETTA; CAMPOS,
2013; NADALETI et al., 2016; PERNA et al., 2018).

Os trés is6topos naturais mais conhecidos e estudados sdo provenientes das trés séries
de decaimento radioativo tendo como radionuclideo precursor, o radio. O radénio possui trés
isbtopos naturais: 1. O 2??Rn pertencente a série do 23U, oriundo do ??°Ra com meia-vida
fisica de 3,8 dias; 2. O torénio (*°Rn) pertencente a série do 2%2Th, oriundo do %**Ra
possuindo meia-vida fisica de 55,6 segundos; 3. O actindnio (*!°Rn) pertencente a série do
235U, oriundo do ??°Ra possuindo meia-vida fisica de 3,9 segundos (CHY1, 2008; GAVIOLI
et al., 2009).

Por meio da difusdo molecular, o transporte do raddnio é influenciado pelas
propriedades fisicas do solo como porosidade e permeabilidade. Ao emanar do solo, o ?2Rn
pode ser inalado e nos pulmdes sofre decaimento liberando particula alfa e seus descendentes
que se depositam em forma de aerosséis no trato respiratorio podendo ocasionar mutacdes,
alteracdes cromossdmicas e danos irreparaveis, que podem acarretar o cancer de pulmao
(GAVIOLI et al., 2009; MAFRA, 2011).

Muitas dguas minerais e termais contém 222Rn, dissolvido na agua em forma de bolhas
sendo encontrado em concentracdes maiores nas aguas subterrdneas devido a reposicao
constante do decaimento do %?°Ra e devido & pouca turbuléncia do meio, pois, escapa
facilmente em lugares turbulentos como rios e corregos. Por ndo participar de processos
quimicos, o radonio tem seu transporte livre das rochas para as aguas subterraneas ou para a
superficie através das fraturas das rochas e dos solos (FIANCO, 2011; PETTA; CAMPOS,
2013). Em meio saturado o fluxo é controlado pelas aguas subterraneas e em meio nédo
saturado por difusdo gasosa (REBELO et al., 2003). Verificar a presenca deste radioisotopo
na dgua subterranea € de extrema importancia, pois, a ingestdo de agua contendo altos teores
de raddnio apresenta um risco direto a saude, podendo afetar células do aparelho
gastrointestinal através de ionizagbes. E ocasionar patologias como 0s céanceres de 0SSO,

cabeca e estomago (JACOMINO et al., 1996). A OMS delimita que a sua concentragdo no ar
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seja de no maximo 100 Bg/m3 e o limite maximo para agua foi determinado pela United
States Environmental Protection Agency — USEPA sendo 11,1 Bg.L™ (USEPA, 1999; WHO,
2006).

2.3 TECNICAS ANALITICAS UTILIZADAS

Diante das informacbes expostas nos topicos anteriores, o estudo das aguas
subterraneas € de suma importancia devido a presenca de NORM e metais pesados. Dentre as
técnicas que podem ser realizadas para avaliagdo da composicdo quimica desta matriz,
podemos citar a Espectrometria de cintilacdo liquida e Espectrometria de massa com plasma
indutivamente acoplado. Estas técnicas foram empregadas no presente estudo e serdo

detalhadas a seguir.

2.3.1 Espectrometria de cintilagéo liquida (CLUBR)

A Espectrometria de Cintilacdo Liquida de Ultrabaixo Nivel de Radiacdo de Fundo
(CLUBR) foi desenvolvida por Prichard e Gesell (1977). Esta técnica pode ser utilizada para
determinar concentracOes de atividade de radionuclideos presentes em amostras de &gua como
0 ?22Rn e ?°Ra. A técnica consiste na alta solubilidade do ??Rn em tolueno, um solvente
comumente utilizado no coquetel cintilador na contagem de cintilacdo liquida. As particulas
radioativas emitidas pelo radonio e seus descendentes reagem ao coquetel cintilador emitindo
féton que sdo contabilizados. Varios autores citam que o espectrdbmetro Quantulus 1220
(PerkinElmer) tem sido amplamente utilizado para esta finalidade, pois possui alta eficiéncia
de contagem de espectros para picos de radiacdo alfa e beta além de apresentar grande
capacidade de analisar um alto nidmero de amostras em um tempo relativamente curto.
(SANCHEZ-CABEZA; PUJOL, 1995; MINGOTE; COSTA, 2016).

2.3.2 Espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS)

A espectrometria de massa atbmica € uma tecnica versatil e muito utilizada na
identificacdo de elementos em amostras. Esta técnica consiste da separacdo de elementos
através dos seus proprios ions por meio da relacdo massa/carga (m/z). Existem varias
adaptacOes desta técnica, dentre elas estd a espectrometria de massa com plasma

indutivamente acoplado (ICP-MS) possuindo um baixo limite de detec¢io menor que 1 pg.L*
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e alta seletividade dos elementos. A técnica do ICP-MS consiste na ionizagdo da amostra por
meio da interacdo com o plasma do gés argonio, sendo gerados ions positivos que passam
pelo discriminador de massa, podendo assim, detectar por espectro cada tipo de elemento
(SKOOG, 2009).

O ICP-MS possui cinco etapas: 1°) Introducdo das amostras; 2°) Gas ionizador (0
plasma); 3°) Focalizacdo por defletores; 4°) Analisador de elementos e 5°) Detector de ions
(SKOOG, 2009). A Figura 2 mostra as etapas do ICP-MS do modelo NexION 300, modelo

este utilizado neste estudo.

Figura 2 — Etapas do ICP-MS.
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Fonte: PERKINELMER, 2010.

2.4 RADIOECOLOGIA

O termo radioecologia foi descrito pela primeira vez por Eugene P. Odum em 1955,
época de grande desenvolvimento de aplicaces da energia nuclear. Porém, somente em 1959
ele definiu como uma disciplina que estuda substancias radioativas, radiacdo e meio ambiente
(ODUM, 1956; ODUM, 1959).

Por isso, a radioecologia é considerada uma ciéncia multidisciplinar que visa entender
e quantificar através das grandezas dosimétricas 0 comportamento dos radionuclideos e suas
vias de transferéncia pelo ecossistema através de seus receptores, sendo eles, as plantas, os
animais e o homem. Além disto, esta ciéncia também estuda a dose radioldgica e os efeitos
desta sobre 0 homem e o0 ambiente em que 0 mesmo vive. Dentre os fatores estudados estdo:
a) identificacdo dos principais radionuclideos contribuintes para a exposi¢cdo humana a
radiagdo ionizante; b) avaliagdo quantitativa sobre o0s processos e mecanismos de
transferéncias dos radionuclideos no ecossistema para estudos no passado, presente e futuro;
c) verificar possibilidades de medidas corretivas a curto e longo prazo (VANDECASTEELE,
2004).
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2.5 BIOMONITORACAO AMBIENTAL

A biomonitoracdo é a utilizacdo de organismos como indicadores da salde do
ambiente em que estdo inseridos. A utilizacdo de espécies sentinelas (bioindicadores) tem
sido tradicionalmente utilizada em estudos de biomonitoramento, incluindo avaliacdo de
riscos ambientais, indicando um desequilibrio ambiental de suas espécies ou comunidades em
um ecossistema (USEPA, 2002; FRIBERG et al., 2011; MONROY et al., 2014).

Os organismos-testes podem ser obtidos a partir de uma variedade de fontes, incluindo
culturas laboratoriais ou populagdes selvagens. Fornecer detalhes sobre onde eles foram
obtidos, como eles foram mantidos e informacGes sobre o controle das espécies testes é Util
para determinar se uma amostra pode causar algum efeito nocivo, e se esse efeito nocivo pode
prontamente ser detectado de forma confidvel (BIRK et al., 2012; CAREW et al., 2013;
HANSON et al., 2017).

Varias especies sdo cultivadas e utilizadas em laboratério para testes de
biomonitoracdo como insetos, plantas, liquens, moluscos, crustaceos, etc, com a finalidade de
avaliar danos provenientes de uma determinada exposi¢do a agentes fisicos e quimicos. Neste
contexto, os principais critérios para selecdo destas espécies sdo a sensibilidade a produtos
quimicos e fisicos, conhecimento sobre sua biologia e ecologia, facilidade de manutencédo
laboratorial, ampla distribuicdo geogréfica e estabilidade genética. Bioindicadores podem
responder a contaminacdo por meio de alteracBes genéticas, fisiologicas, bioquimicas e por
bioacumulacdo. A resposta de cada organismo é influenciada pelas condicGes fisicas,
quimicas e bioldgicas do ambiente como temperatura, pH, umidade e radiacdo, assim como
por suas condi¢cdes fisiologicas e nutricionais (DOMINGUES; BERTOLETTI, 2006;
BAGLIANO, 2012).

Os bioindicadores e 0s demais seres vivos respondem as radiacfes ionizantes quando
estas depositam suas energias arrancando elétrons dos atomos das moléculas com os quais
interagem podendo causar desestabilizacdo, pois o0s atomos sdo unidos por forgas
eletrostaticas podendo causar quebra das moléculas e gerando um possivel dano biolégico. A
acdo de interacdo da radiacdo ionizante com a matéria € dividida em dois tipos: direta e
indireta (Figura 3). Na acéo direta ocorre a transferéncia da energia da radiagdo diretamente
para a molecula, por exemplo o DNA, causando sua desestabilizagdo, podendo causar
mutacdes genéticas e morte celular. A acdo indireta ocorre por meio de qualquer mecanismo
gue atue de forma indireta nas moléculas, sendo a radidlise a mais frequente, com a quebra da

molécula da agua gerando radicais livres que danificam outras moléculas importantes do
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individuo ocasionando os danos bioldgicos. Entre os efeitos causados pelos danos biol6gicos
provenientes das radiacfes ionizantes temos o aumento expressivo da quebra da molécula de
DNA, aberragdes cromossémicas, micronucleos, binucleacdes celulares, apoptoses, etc
(OKUNO; YOSHIMURA, 2010; OKUNO, 2018).

Figura 3 - Interacdes da radiacdo ionizante com a matéria.
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Fonte: Silvaetal., 2014.

Para os testes de toxicidade aquatica na biomonitoracdo, geralmente sdo utilizados
organismos como peixes, moluscos, microcrustaceos, anfibios e algas, que sdo expostos a
determinadas concentracGes das amostras por um periodo de tempo especifico, com o
objetivo de estudar os efeitos sobre a reproducdo e desenvolvimento das espécies, além dos
danos de curto e longo prazo, ou seja, efeitos agudos e crénicos, respectivamente (KNIE;
LOPES, 2005; CUNHA, 2011). A tecnologia aliada ao trabalho com esses organismos
permite alcancar resultados que antes ndo poderiam ser identificados apenas utilizando
aparelhos. Os organismos-teste podem apresentar sensibilidade aos efeitos da interagdo com
substancias e elementos quimicos, como radionuclideos, por meio dos sintomas de efeitos
agudos ou crbnicos até a mortalidade (KNIE; LOPES, 2005).

Dentre os modelos utilizados na biomonitoracdo se destacam os invertebrados sendo
0S mais representativos em testes padronizados. Seu uso como uma ferramenta de gestdo para
monitorar a mudanga nos ecossistemas € visto de forma positiva. Dentre os invertebrados
aquaticos, os moluscos da classe Gastropoda e Bivalvia sdo os mais aplicados em testes por
possuirem uma alta sensibilidade a uma variedade ampla de poluentes. O molusco

Biomphalaria glabrata (SAY, 1818) vem sendo utilizado como indicador ambiental tanto
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para agentes fisicos (TALLARICO et al., 2015; SANTOS et al., 2018), quanto quimicos
(ESTEVAM et al., 2006; SILVA et al., 2008; LIMA et al., 2019). O uso dos moluscos B.
glabrata tem recebido apoio devido a diferentes fatores como conhecimento bioldgico da
espécie, ampla distribuicdo geografica, curto ciclo de vida, facil coleta, manutencéo de baixo
custo em condic@es laboratoriais e a reproducdo continua durante o ano inteiro (ESTEVAM et
al., 2006; CANTINHA et al., 2010; ABEL, 2014; OLIVEIRA FILHO et al., 2017).

Estudos apontam a importancia da realizacdo de testes de toxicidade com organismos
aquaticos para té-los como um instrumento de alerta para um possivel problema ambiental,
uma vez que 0s compostos nocivos podem ser transmitidos indiretamente a outros organismos
(ANDRADE JUNIOR et al., 2013). Varios trabalhos relevantes utilizando o B. glabrata como
bioindicador demonstram sua versatilidade em diversos estudos, dentre estes, estdo o de
Rocha Filho et al. (2015), Sa et al. (2016), Araujo et al. (2018), Silva et al. (2018), Lima et al.
(2019) e Siqueira et al. (2020). No ambito das radiagOes ionizantes estdo presentes trabalhos
como Melo et al. (1996), Okazaki et al. (1996), Melo et al. (2001), Tallarico et al. (2004),
Silva et al. (2013), Siqueira et al. (2014), Santos et al. (2018) e Silva et al. (2018) que
ressaltam a susceptibilidade deste bioindicador frente a radionuclideos e os efeitos bioldgicos

causados por eles.

2.5.1 O Biomphalaria glabrata

A classificacdo taxonémica do molusco Biomphalaria glabrata (Figura 4) é dividida
em: 1) Reino: Animallia; 2) Filo: Mollusca; 3) Classe: Gastropoda; 4) Subclasse: Pulmonata;
5) Ordem: Basommatophora e 6) Género: Biomphalaria. Dentre as caracteristicas que
compdem as espécies da classe Gastropoda estdo: (1) Torcdo da massa visceral (giro de 180°)
durante o desenvolvimento embrionario; (2) Presenca de radula (dentes quitinosos moveis
dispostos em series e manto ou palio (massa visceral responsavel pela sintese da concha); (3)
cavidade do manto: onde ocorrem a circulacdo, a respiracdo, a excrecdo e a reproducéo; (4)
Sistema circulatdrio aberto, respiracdo branquial, pulmonar ou tegumentar; (5) Tubo digestivo
completo, isto é, com boca e anus, além de glandulas anexas; (6) Sistema nervoso ganglionar;
(7) Tentaculos: 1 ou 2 pares; (8) Concha: geralmente univalva e espiralada, porém pode ser
reduzida e até mesmo estar ausente em algumas espécies e (9) Reproducdo: hermafroditas ou
dioicos (REY, 2008; MINISTERIO DA SAUDE, 2008).

O habitat de preferéncia dos moluscos do género Biomphalaria sédo lugares que

possuam agua doce como pantanos, corregos e lagoas. Ocorrendo a sua colonizagdo com o
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auxilio de microflora rica, bastante matéria organica, boa insola¢do, temperatura média da
agua entre 20 °C e 26 °C, pH neutro tendendo a alcalino de 6,8 a 7,8. Sua alimentacéo é a
base de folhas, bactérias, lodo, etc (NEVES, 2005; MINISTERIO DA SAUDE, 2014).

O género Biomphalaria sp. é conhecido por apresentar espécies vetoras da
esquistossomose, uma doenca infecciosa parasitaria causada por trematdédeos do género
Schistosoma. No Brasil, existem varias espécies deste género, porém, apenas trés sdo as mais
susceptiveis a infeccdo por Schistosoma, sdo elas: B. tenagophila, B. straminea e o B.

glabrata.

Figura 4 - O molusco Biomphalaria glabrata.

Fonte: O autor, 2020.

A espécie Biomphalaria glabrata é o maior molusco da familia Planorbidae, pois
possui uma concha discoidal com seis a sete giros, sinistrégiras, enroladas em espiral plana
sem opérculo. Sua periferia é arredondada tendendo para a direita, com o lado direito mais
escavado que o esquerdo. Quanto ao tamanho, o animal pode variar de 40 mm de didmetro e
11 mm de largura (REY, 2001; NEVES, 2005). Possuem concha planospiral sendo a cor
natural da concha amarelo-palha, mas modifica-se em contato com substancias corantes
dissolvidas na 4gua dos criadouros, como o 0xido de ferro, que confere as conchas coloracéo
mais escura, passando por varios tons de marrom até o negro (MINISTERIO DA SAUDE,
2008; REY, 2008).

A respiracdo pode ser realizada através do pulmao, pseudobranquias e tegumento.
Entre a massa visceral e 0 manto se encontra a cavidade palial, que € altamente vascularizada
e dividida em camara pulmonar ou saco pulmonar, cAmara de entrada de agua e de saida de

agua. A entrada de agua fornece o oxigénio para a hematose e a saida de agua retira as
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excretas liberados pelo meato do ureter. No lado esquerdo do manto na regido cefalopodal
existem conjuntos de pregas que formam um orificio chamado de pneumdéstoma, orificio que
permite a entrada de ar para a cavidade palial, ocorrendo assim a hematose no saco pulmonar.
A hematose ocorre na rede vascular da parede pulmonar, de onde o sangue flui para o coracao
através da veia pulmonar. A respiracdo aquéatica ocorre através de pseudobranquias e do
tegumento em contato com o meio liquido, permitindo uma vida anfibica aos caramujos
(MALEK, 1958; JURBERG et al., 1997; FERREIRA et al., 2003; MINISTERIO DA
SAUDE, 2008; DUARTE, 2014).

O sistema reprodutor desses moluscos é hermafrodita, contendo uma Unica génada
com formato de glandula em cacho, chamada de ovoteste. Esta génada é provida de
numerosos foliculos e cada um desses foliculos produz os dvulos e espermatozoides que sdo
formados lado a lado. Por viverem em grupos, os moluscos preferem realizar a fecundacéo
cruzada, lhes dando uma maior variabilidade genética e realizando a autofecundacdo em
circunstancias criticas (NEVES, 2005; CANTINHA, 2008; MINISTERIO DA SAUDE,
2014).

O sistema circulatério € composto por um coracdo que contém duas cavidades
chamadas de auricula e ventriculo. Por ser um sistema aberto, o sangue, também chamado de
hemolinfa, sai dos vasos circulatérios banhando os tecidos, e posteriormente, é drenado pelos
vasos retornando ao coracdo. A hemolinfa é constituida de elementos amebdides (hemdcitos)
e plasma. O plasma é rico em agua, cloreto de sdédio, bicarbonatos e hemoglobina que
constitui 97% das proteinas totais presentes, desempenhando um papel importante no
transporte de oxigénio (O2). Os hemdcitos sdo as principais células efetoras do sistema de
defesa do caramujo, podendo se mover dentro e fora dos tecidos (KNAAP; LOKER, 1990;
BUGGE; WEBER,1999; REY, 2001; PESSOA; MARTINS, 2011). Diferentemente dos
outros invertebrados, a hemolinfa dos moluscos ndo apresenta grande capacidade de
coagulacado (IWANAGA, 1993).

A origem dos hemdcitos ainda ndo esta elucidada, alguns autores acreditam em uma
origem multicéntrica a partir de células conjuntivas (SOUZA, 2006). Porém existem estudos
gue propdem que eles sejam produzidos em um érgdo especifico localizado na parede sacular
renal, a qual forma parte do saco pericardico e que foi denominado APO (Amebocyte
Producing Organ) (SALAMAT; SULLIVAN, 2009).

Os hemdcitos apresentam um papel essencial no sistema de defesa dos moluscos,
responsavel pela atividade fagocitaria, encapsulacédo, liberacdo de substancias citotdxicas e

transporte de célcio para o reparo tecidual. Estas células assemelham-se aos macrdfagos dos
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animais vertebrados, devido a sua forma e fungdes (ABDUL-SALAM; MICHELSON, 1980;
BAYNE et al., 1980; AMEN et al., 1992).

Existem dois tipos celulares de hemacitos, os granulocitos e hialindcitos, chamados
também respectivamente de “estrelados” e “ndo estrelados”. O termo estrelado ¢ devido a
uma aparéncia celular estrelada semelhante as células nervosas. Os hemdcitos foram
diferenciados morfologicamente pelo tamanho, caracteristicas morfotintoriais devido as suas
organelas, projecbes de prolongamentos citoplasmaticos e presenca de granulos
citoplasmaticos observados ao microscépio optico (CHENG, 1975; YOSHINO, 1976;
CHENG; AULD, 1997).

Os granulécitos (Figura 5 - A) possuem muitos pseuddpodes, tem uma média de 7-
11 um de diametro, similares na aparéncia, em sua forma com os macréfagos dos animais
vertebrados, executam funcgdes de fagocitose e imobilizacdo de parasitas por encapsulamento.
Os seus granulos basofilicos citoplasmaticos sdo conhecidos como lisossomos. S0 as
maiores células e as mais prevalentes presentes na hemolinfa (CHENG; GARRABRANT,
1977; RATCLIFFE, 1985; BARRACCO et al., 1993; CAVALVANTI et al., 2012). Por sua
vez, os hialindcitos (Figura 5 — B), possuem cerca de 5-8 um de diametro, uma elevada
relagdo ndcleo-citoplasma, nacleo localizado na posigdo central, mais esféricas, ndo
apresentam granulos, pouca tendéncia para formar pseudépodes e escassos lisossomos. Suas
funcbes ainda nédo estdo tdo bem elucidadas (CHENG; GARRABRANT, 1977; BARRACCO
etal. 1993; CAVALCANTI et al., 2012).

Figura 5 - Hemdcitos.
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A) Granulécito e B) Hialindcito. Aumento 100x.
Fonte: O autor, 2020.

Em relagéo a sua embriologia, a partir de 40 a 113 dias de idade, o caramujo atinge a

maturidade sexual e ovipde, embora tenha sido observada oviposicdo em individuos precoces
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de B. glabrata com até 18 dias de idade. A divisdo do ovo de B. glabrata comeca cerca de 15-
30 minutos ap6s a postura das desovas com um periodo embrionario de 6 (a 30 °C) a 8 dias (a
25 °C). Cada massa ovigera possui dezenas de embribes (KAWAZOE, 1976; KAWANO et
al., 1992; NEVES, 2005; TELES; CARVALHO, 2008).

As divisbes mitoticas comecam apoés a fertilizagdo dos ovos até alcancar o estagio de
blastula (Figura 6), primeira fase do ciclo embrionério, onde ocorrem muitas proliferacdes
celulares. Em seguida, ocorre o estagio de gastrulacdo, que € caracterizado pelo inicio de
movimentacGes celulares dos embriGes dentro dos ovos, e em seguida, a fase de
organogénese, onde ocorrera a formacdo de o6rgdos e o desenvolvimento de células
germinativas. Apds a eclosdo, os embriGes se alimentam de matéria organica disponivel.
(PIMENTEL, 1957; KAWAZOE, 1977; KAWANO et al., 2008; RAPADO et al., 2011;
BANDOW; WELTIJE, 2012).

Mortalidade e malformacBes no desenvolvimento embrionario (Figura 7) sdo
apontadas como biomarcadores em testes de genotoxicidade, uma vez que sdo um dos efeitos
da inducdo de mutacGes nas células germinativas (KAWANO et al., 1992; NAKANO et al.,
2003).

O estudo da embriologia de um organismo como o Biomphalaria glabrata, se torna
importante em razéo de se poder comparar o embrido normal com o malformado/morto, pois
é um organismo utilizado em experimentos com diferentes substancias quimicas de origem
sintética ou natural, para o seu controle na natureza, ensaios ecotoxicoldgicos e avaliacdes de
biomonitoramento (BARBOSA, 1995:; SA et al., 2016; ARAUJO et al., 2018; SILVA et al.
2018).

Figura 6 - Desova de Biomphalaria glabrata no estagio de blastula.

Fonte: Autor, 2020. Aumento 400x.
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Figura 7 - AlteracBes morfologicas embrionarias

MF — Embrido malformado; MT — Embrides mortos e ES — Embrides saudaveis. Aumento (400x).
Fonte: O autor, 2020.

2.6 TECNICAS DE ECOTOXICIDADE

Os testes de toxicidade sdo ensaios laboratoriais, realizados sob condi¢bes
experimentais especificas e controladas, utilizados para estimar a toxicidade de substancias,
efluentes industriais e amostras ambientais (aguas ou sedimentos). Nesses ensaios,
organismos-teste sdo expostos a diferentes concentracdes de amostras e os efeitos toxicos
produzidos sobre eles sdo observados e quantificados (RIBO, 1997; DORNFELD, 2002;
MEHARI et al., 2014).

A ecotoxicologia aquéatica tem como objetivo avaliar o efeito de substancias quimicas
toxicas sobre organismos representativos do ecossistema aquético. Os efeitos toxicos podem
se manifestar em diferentes niveis de organizacdo, desde estruturas celulares até individuos,
populacdes e comunidades. Os testes de toxicidade aquética sdo bastante utilizados porque os
ecossistemas aquaticos constituem os principais receptaculos de contaminantes, sejam eles

langcados diretamente nos corpos d'agua por meio das descargas de efluentes, emitidos no ar
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ou depositados nos solos (GOLDSTEIN et al., 1990; RAND, 1995; KENDAL et al., 2001;
ADAMS et al., 2003).

Na deteccdo dos danos ocasionados nos sistemas bioldgicos, a ecotoxicologia faz uso
de inimeras metodologias, tais como: teste do micronucleo, ensaio cometa, viabilidade
celular, dentre varias outras (BICKHAM et al.,, 2000; HARTON; TEMPEST, 2012;
LUZHNA et al., 2013). Entre os testes de genotoxicidade conhecidos, 0 ensaio cometa
também conhecido como comet assay (CA) e o teste do micronucleo (MN) séo reconhecidos
devido a sua precisdo e sensibilidade, sendo 0 ensaio cometa usado na avaliacdo de quebras
no DNA e o teste do micronlicleo em quebras cromossdmicas. Tais efeitos podem ser
considerados sinais de alteragdes no gene (HEUSER et al., 2008; ARALDI et al., 2015).

2.6.1 Toxicidade aguda e cronica

Um elemento téxico quando presente no meio ambiente, seja intencionalmente ou
acidentalmente, é capaz de produzir respostas em Vvarios organismos que habitam este
ambiente. Produzindo consequentemente efeitos agudos e cronicos (COONEY, 1995).

Nos ensaios ecotoxicoldgicos, tem-se o teste de toxicidade aguda definido como
aquele em que os efeitos adversos manifestam em curto espaco de tempo. Geralmente sao
realizados de 1 a 4 dias de exposi¢do a amostra. Possui a finalidade de avaliar parametros de
espécies jovens como 0 nascimento e a maturacdo sexual do individuo. Esses testes preveem
respostas individuais, como mortalidade e alteracdo no metabolismo. Os ensaios de toxicidade
cronica levam em consideracao a resposta de populagfes, como parametros demograficos; de
comunidades, como interacdo entre espécies; e/ou de ecossistemas inteiros, como interagdes
totais. Sdo realizados por um longo periodo de tempo de exposicdo demonstrando danos
bioldgicos recorrentes, geralmente é usado para avaliar ciclos de vida de espécies (PERIN;
BAUDO, 2005; COSTA et al., 2008; MAGALHAES et al., 2008; OLIVEIRA FILHO et al.,
2017).

2.6.2 Viabilidade celular

Um dos metodos tradicionais de analise de viabilidade celular é o uso de coloragdo
para a exclusdo de células inviaveis por meio do corante Azul de Tripan, sendo contadas e
analisadas as células por meio de um hemocitdmetro. O teste consiste na coloracéo de células

inviaveis que, ao terem sua membrana danificada, permitem o fluxo do corante para o seu
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interior. Em contrapartida, as células viaveis ndo permitem este fluxo devido a permanéncia
de integridade da membrana celular (LOUIS; SIEGEL, 2011).

2.6.3 Ensaio do micronucleo

O ensaio do micronucleo foi descrito primeiramente por Schmid em 1975. O MN é
amplamente utilizado na epidemiologia molecular e danos citogenéticos em populacbes
expostas a agentes quimicos e fisicos. Os agentes clastogénicos sdo capazes de originar
fragmentacdo cromossOmica e 0S aneugénicos causam perdas cromossomicas durante a
divisdo celular, resultando assim em micronicleos. Os micronicleos sdo pequenas
guantidades de DNA chamada de cromatina que séo envoltos pela membrana nuclear durante
a telofase podendo ser visualizados no citoplasma apds o dano cromossdmico. Uma elevada
frequéncia de células contendo microndcleos representa um alto grau de danos
cromossomicos, representando assim, mutagdes cromossémicas ou gendmicas sendo
analisados frequentemente para fins de testes de genotoxicidade. Os micronucleos podem ser
unicos ou multiplos e devem preencher os seguintes critérios: 1. Estrutura da cromatina
similar e intensidade de cor semelhante ou mais fraca do que a do nucleo principal; 2. Borda
evidente, sugerindo membrana nuclear; 3. Ter formato arredondado; 4. Localizagio
intracitoplasmatica; 5. Diametro menor do que 1/5 do nucleo principal (SCHMID, 1975;
HEDDLE et al., 1983; FENECH, 2007; FLORES; YAMAGUCHI, 2008; TERRADAS et al.,
2010; ARALDI et al.,2013; ANNANGI et al, 2016; HINTZSCHE et al., 2017). Além de
representar perdas cromossémicas, os microntcleos também retratam a amplificacdo do DNA
qguando de forma desordenada. Algo comumente observado no processos oncogénicos
(BONASSI et al., 2007; TERRADAS et al., 2010).

2.6.3.1 Binucleagéo celular

A formagdo de células binucleadas provavelmente ocorre quando os centrdmeros de
cromossomos dicéntricos sdo puxados para polos opostos durante a anafase. Neste caso, 0
DNA resultante da ponte é recoberto pelo envoltorio nuclear. S&o células que podem ser
formadas através de um processo de divisdo celular incompleta ou como um resultado de uma
divisdo mitotica atrasada. Relatos na literatura indicam o aparecimento de células binucleadas

devido a acBes antrépicas com uso de agentes toxicos e mutagénicos. Essa alteracdo serve
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como um biomarcador de ac¢Bes antrdpicas e naturais em uma variedade de organismos em
diversos ecossistemas (FENECH, 2000; RODILLA, 1993; SILVA et al., 2013).

2.6.3.2 Apoptose

Apoptose ou morte celular programada, € um processo essencial para a manutencédo do
desenvolvimento dos seres vivos, sendo um mecanismo de defesa ativado quando os danos
celulares ndo sdo mais passiveis de reparo (GRIVICICH et al., 2007). O padrédo de alterac6es
morfolégicas e bioquimicas celulares associadas com a programacédo normal de morte celular
e certos processos patoldgicos, in vivo, inclui a formacdo de vacuolos citoplasmaticos,
encolhimento celular e diminuicdo do contato entre células vizinhas, fragmentacdo da
membrana nuclear e condensacdo cromatinica. Portanto, a apoptose € um fendmeno
indispensavel para o controle da populacdo celular prevenindo o organismo de possiveis
patologias que acometam o controle celular no ser vivo (WYLLIE et al., 1980; MCCONKEY,
1998; MELO et al., 2000; ROCHA et al., 2007)

2.6.4 Ensaio cometa

O ensaio cometa estd se tornando uma importante ferramenta para o
biomonitoramento ambiental. Este ensaio possui metodologia rapida, flexivel, simples,
sensivel e de baixo custo, por isso tem sido utilizado em avaliacdes de genotoxicidade. Sao
utilizadas células de diversas origens (células de sangue humano, bidpsias de tecidos,
linhagens celulares estabelecidas em cultura, etc.), submetidas a uma eletroforese sob
condi¢des alcalinas (pH > 13). Nestas condi¢des, um aumento na migragdo do DNA est
associado com niveis elevados de quebras de cadeia simples e dupla da molécula. Quando
visualizadas em microscopia de fluorescéncia, observam-se estruturas que se assemelham a
cometas em que o DNA danificado se separa do DNA intacto. Os cometas sdo quantificados
de acordo com seu grau de desintegragdo tendo-se o resultado da toxicidade (SINGH et al.,
1988; LEE; STEINERT, 2003; SAKHVIDI et al., 2016; COLLINS et al., 2017).
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3 METODOLOGIA

Neste topico sdo abordadas as metodologias utilizadas neste estudo bem como sua

area de interesse.

3.1 AREA DE ESTUDO

A area de abrangéncia deste estudo inclui os estados da Paraiba e de Pernambuco.
Conforme a Figura 8 as amostras de &gua foram coletadas nos municipios de Abreu e Lima
em Pernambuco com dois pontos de coleta (P1 e P2) e S&o José do Sabugi na Paraiba com um
ponto de coleta (P3). Estes estados e seus respectivos municipios foram selecionados com
base em estudos prévios relacionados a presenca de NORM nas regibes com importancia
epidemioldgica e de interesse para a protecdo radioldgica, baseando-se nos estudos de Silva
(2018) no municipio de So José do Sabugi — PB e Amaral et al. (2019) no municipio de
Abreu e Lima — PE.

Figura 8 - Localizacao dos pontos de coleta.
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3.1.1 Estado de Pernambuco

O municipio de Abreu e Lima estd localizado na Regido Metropolitana do Recife
(RMR) mais precisamente na Microrregido do Recife. Este municipio possui uma area
territorial de 126,193 km?, densidade demografica de 748,29 hab/kmz, clima tropical, relevo
costeiro assim como sua vegetacdo. Sua economia € voltada para o comércio, agropecuaria e
industria tendo um PIB per capita de R$ 13.438,04 reais. Este municipio assim como outros
da RMR possui residéncias com uso de pocos particulares devido a caréncia de abastecimento
de 4gua tubular pela empresa COMPESA (Companhia Pernambucana de Saneamento). O
descontrole de criacdo de pocgos e o0 seu uso sem as medidas protetoras colocam em risco a
vida das pessoas que as utilizam, assim como, a destruicdo do aquifero. Ainda nédo existe um
estudo completo sobre os poc¢os instalados nas residéncias dos municipios da RMR
(MANOEL FILHO, 2004; CPRM, 2005a; IBGE, 2018). Foram coletadas aguas de pocos com
influéncia de NORM em duas residéncias localizadas no bairro do Fosfato nas coordenadas
em graus decimais: Ponto 1 = -7.892852, -34.895624 e Ponto 2 = -7.893888, -34.892851.

3.1.2 Estado da Paraiba

O municipio de S&o José do Sabugi esta situado na regido Centro-Norte do Estado da
Paraiba, Mesorregido da Borborema e Microrregido do Seridé Ocidental Paraibano.
Abrangendo uma area territorial de 215 km? com densidade demogréfica de 18 hab/km?,
possui clima semiarido, relevo montanhoso e vegetacdo caatinga-seridd, sendo sua economia
voltada principalmente para a agricultura com PIB per capita de R$ 9.071,88 reais. Segundo
um estudo realizado pela CPRM cerca de 40% dos pocos cadastrados estudados deste
municipio é destinado para o consumo humano, sendo predominante a presenca de agua
salobra inadequada para a saude humana (CPRM, 2005b; IBGE, 2018). Foi coletada agua de
um poco residencial de uma fazenda sob influéncia de NORM nas coordenadas em graus
decimais: Ponto 3 = -6.784577, -36.790780.

3.2 COLETA E PREPARACAO DAS AMOSTRAS DE AGUAS SUBTERRANEAS

As &guas foram coletadas dos pocos localizados na regido metropolitana do Recife-PE
e na regido metropolitana de Patos-PB segundo a norma NBR 9.898 estabelecida pela
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Associacdo Brasileira de Normas Técnicas (ABNT). Foram aferidas propriedades fisico-

quimicas das amostras como pH e temperatura no ato da coleta, conforme a Tabela 2.

Tabela 2 - Parametros fisico-quimicos encontrados.

L ocais pH Temperatura
Ponto 1 5.20 26 °C
Ponto 2 6.05 25 °C
Ponto 3 7.08 29 °C

Fonte: O autor, 2020.

As amostras foram armazenadas em seis recipientes de vidros com capacidade de 823
mL, previamente descontaminados por 12 h com 1 M de HNOs. Antes de cada coleta ser
iniciada, os recipientes foram ambientados com a amostra a ser coletada com trés enxagues.
Apos a coleta, as amostras foram acondicionadas em uma caixa térmica revestida com
plastico para 0 minimo atrito entre os recipientes. Posteriormente, trés amostras foram
enviadas para analise de metais pesados no SEAMB/CRCN-NE e outras trés para o0s
bioensaios no Laboratério de Radiobiologia (LR) no Departamento de Biofisica e
Radiobiologia da UFPE.

3.2.1 Preparacao das amostras para CLUBR

Inicialmente antes da coleta, houve a preparacdo do coquetel cintilador a ser utilizado,
composto por 1 L de p-xileno, 7 g de 2,5 difeniloxazol (PPO), e 0,75 g de 1,4 bis [2-(5-
difeniloxazol)]-benzeno (POPOP). Foram transferidos 12 mL deste coquetel para recipientes
de vidro com capacidade de 25 mL. No local da coleta foram retiradas aliquotas de 12 mL de
cada amostra e transferidas para os recipientes contendo o coquetel cintilador (Figura 9). Os
recipientes foram fechados e as amostras agitadas durante 5 minutos para extracdo do radénio
para a fase organica. Para o branco analitico foram preparados em laboratdrio frascos de vidro
contendo 12 mL de &gua destilada e 12 mL do coquetel de cintilacdo, sendo levado para

campo de modo a emular possiveis contamina¢fes nas amostras.
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Figura 9 - Recipientes contendo o cintilador e amostras.

Fonte: O autor, 2020.
3.2.2 Preparacédo das amostras para ICP-MS

As amostras contendo as A&guas subterrdneas dos pontos de coleta foram
posteriormente acidificadas com adicdo de 1 mL de &cido cloridrico (37%) e transferidas para

tubos de polipropileno estéreis com capacidade maxima de 50 mL.

3.3 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO DE ATIVIDADE DO ???Rn E ??Ra POR
CLUBR

As leituras das amostras de PE e PB foram realizadas ap6s um tempo minimo de trés
horas ap0s a coleta, suficiente para que o 2?2Rn entre em equilibrio com seus radionuclideos
descendentes emissores de particula alfa (***Po e 2'®Po). Foram analisadas duplicatas das
amostras por meio da técnica CLUBR, sendo utilizado o Espectrometro de Cintilacdo Liquida
(LSC) fabricado pela PerkinElmer, modelo Quantulus 1220, do Laboratdrio de Cintilagdo
Liquida do CRCN-NE. Apos ter sido realizada a leitura de atividade do ?*’Rn nas amostras,
foi esperado 28 dias para a ocorréncia do equilibrio secular com posterior analise da atividade
do ?%Ra. O tempo de contagem para as amostras e o branco foi de aproximadamente 100
minutos. Para a diferenciacdo dos espectros proveniente das particulas alfa e beta foi utilizada
a ferramenta de discriminacdo de pulsos (PSA) que é um software do Quantulus 1220, cujo
analisa espectros de radiagOes provenientes de solugOes de concentragdes padrdes conhecidas
e certificadas de radiois6topos, aumentando assim a eficiéncia do equipamento. Esta

ferramenta é usada antes da analise das amostras aprimorando a eficiéncia de contagem do
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equipamento. Este equipamento possui um limite de deteccdo de 0.2 Bg.L™? para as amostras
(PERKINELMER, 2002).

3.3.1 Qualidade do procedimento analitico da técnica CLUBR

A qualidade do procedimento analitico para determinar 2*Rn em agua é a mesma
utilizada nos padrdes internos para 2°Ra do PNI-IRD/CNEN. A eficiéncia de contagem dos
espectros (E) para a atividade do ???Rn ¢ realizada antes da coleta das amostras utilizando
uma solucdo padrdo certificada e produzida pelo Instituto de Radioprotecdo e Dosimetria
(IRD), esta solucéo esta diluida em 1:8 contendo uma atividade conhecida de ?*°Ra de 1,445
Bq.L? (Data de referéncia: 02/10/14) (SANTOS et al., 2017). Para diminuir a interferéncia da
radiacdo de fundo do laboratério é feito o calculo das amostras com o branco analitico (Rg). A
eficiéncia de contagem dos espectros é calculada ap6s 28 dias da preparacdo das solugdes
padrdo, periodo para que o ??2Rn da solugdo padrdo entre em equilibrio secular com o ??°Ra

inicial (Ra), utilizando a Equacé&o 1:

RA_RB
E = —
GO0Xx VxAxe ™ x3

(1)

Ra=Taxa de contagem da solucéo padréo (cpm).

Re= Taxa de contagem do branco analitico (cpm).

60 = Fator de conversdo de cpm para cps.

3 = Fator de conversdo para os emissores alfa presentes na amostra (222Rn, 28Po e 214Po).
V = Volume da solucdo padréo.

A = Atividade de concentracéo da solucdo padrdo de 2*Ra.

A = Constante de desintegragdo do ??Rn (min™).

t = Tempo entre a coleta e metade do tempo de contagem (min).

Apbs ter o conhecimento da eficiéncia de contagem do equipamento, é realizado o
calculo da concentragdo de atividade do ?Rn das aguas de pogos utilizando a Equacéo 2, de
acordo com ASTM (1998):
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Rﬂ_RB
A= =
GO0XVxExe ™ x3

(2)

A = Atividade de concentracio do ???Rn.

Ra = Taxa de contagem de amostra (cpm).

Rg = Taxa de contagem do branco analitico (cpm).

60 = Fator de conversdo de cpm para cps.

3 = Fator de convers&o para os emissores alfa presente na amostra (*2Rn, ?8Po e 214Po).
V = Volume da amostra.

E = Eficiéncia de contagem.

)\ = Constante de desintegragdo do ??Rn (min™).

t = Tempo entre a coleta e metade do tempo de contagem (min).

Foi realizada avaliagdo do procedimento analitico com a utilizagdo de materiais de
referéncias e solucBes padrdes por meio da utilizacdo do Numero En, conforme a Equacao 3:
Sendo calculadas as incertezas analiticas expandidas em nivel de 95% de confianca de todos
os resultados analiticos obtidos (I1SO, 2015).

Vobr - V;"Ef

[rr2 2
|'|T"IIr + U?‘Elf

obt

Vont = Valor obtido experimentalmente.
Vet = Valor do material de referéncia.
Uont = Incerteza expandida em nivel de 95% de confianca do valor obtido.

Urer = Incerteza expandida em nivel de 95% de confianca do valor do material de referéncia.
3.4 DETERMINACAO DE METAIS PESADOS POR ICP-MS

Antes de iniciar a analise quimica dos elementos presentes nas aguas de pogos
artesianos, foi realizada a calibracdo dos pardmetros eletronicos e analiticos através de uma
solugéo padrdo contendo 1 ug.L? de Berilio, Cério, Ferro, indio, Litio, Magnésio, Chumbo e
Urénio. Determinando assim parametros como poténcia, fluxo do gas de nebulizacao, fluxo

do gas auxiliar, fluxo do gas refringente, temperatura de agquecimento e resfriamento,
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potencial de viés do quadrupolo e voltagem do multiplicador. Foi efetuada a verificagdo da
razdo CeO/Ce, cujo valor ndo ultrapassou 2,5%. As particularidades citadas acima
proporcionam uma maior estabilidade, sensibilidade e flexibilidade das analises realizadas. A
calibracdo elementar do equipamento foi realizada por meio de curvas analiticas elaboradas
com utilizagdo de solucdo padrdo (Merck®) multielementar de ETR, sendo empregadas como
materiais de referéncias para urénio e tério. Apds a calibracdo, foi iniciada a analise das
amostras em duplicata no ICP-MS, sendo transferidos 50 mL de cada amostra da agua de
poco residencial para tubos de polipropileno estéreis. Foram analisados os metais pesados
mais relevantes da radioatividade natural o ??Th e 2®U no modelo NexION 300D da
PerkinElmer do SEAMB/CRCN-NE.

3.4.1 Qualidade do procedimento analitico da técnica de ICP-MS

Para a qualidade do procedimento analitico foram empregados parametros de precisdo
e exatiddo por meio da utilizacdo de solucdo padrdo e material de referéncia (curva analitica),
respectivamente. A incerteza analitica dos resultados obtidos por ICP-MS foi estimada a
partir da combinacdo das incertezas individuais relativas de precisdo (desvio de solugédo
padrdo) e exatidao (desvio de resultados com material de referéncia). As incertezas analiticas
foram expandidas em nivel de 95% de confianca, conforme o guia EURACHEM/CITAC
CG4 (ELLISON; WILLIAMS, 2012). A qualidade do procedimento analitico foi realizada
por meio do Teste Z com a faixa adequada para os resultados dos materiais de referéncia de -2
a 2, conforme recomendagdo da ISO 13528:2015 (ISO, 2015). A férmula do Teste Z é

descrita na Equacgéo 4:

7= Vref — Vmed (4)

In

Z=TesteZ

Vet = Valor do material de referéncia (solucdo fortificada).

Vmed = Valor da média das concentracdes da solugéo fortificada.

In= Incerteza analitica expandida a 95% de confianca do material de referéncia.

O limite de deteccdo do método utilizado para os elementos do U e 2*?Th foi a

concentracdo minima detectavel realizado por meio do desvio padrdo de 7 réplicas do branco
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analitico constituido de &gua MiliQ, conforme a norma DOQ-CGCRE-008 (INMETRO,
2011). A formula do limite de deteccdo (LD) é descrita na Equag&o 5:

LD = 3 x Desvpd (5)

LD = Limite de Deteccéo.
3 = Fator de confianca do limite de detec¢do em 98%.

Desvpd = Valor do desvio padrédo das sete réplicas do branco analitico.

3.5 CRIACAO E MANUTENCAO DO MOLUSCO BIOMPHALARIA GLABRATA

Foram utilizados para os experimentos moluscos adultos e embrifes da espécie B.
glabrata pigmentados (Figura 10 — A e B). Estes animais sdo mantidos no moluscéario do
Laboratdrio de Radiobiologia do Departamento de Biofisica e Radiobiologia da UFPE (Figura
10 — C) em recipientes com capacidade para 20 L de &gua, pH ~ 7,0 e temperatura de 25 +
2 °C. A alimentacdo dos moluscos é realizada diariamente com alface (Lactura sativa)
organico e a troca da &gua filtrada e declorada ocorrem uma vez por semana, com
recolhimento das respectivas desovas (Figura 10 — D). Os moluscos adultos utilizados nos
experimentos possuiam no minimo dois meses de idade com diametro de concha variando de
10 a 15 mm, sendo medidas com o auxilio de um paquimetro, com posterior exposi¢éo aguda

de 48 h as aguas de pogos para cada experimento.

Figura 10 - Manutencédo dos caramujos B. glabrata.

A) Biomphalaria glabrata pigmentado adulto; B) Cubas de criacdo dos moluscos; C) Massa ovigera de B.
glabrata pigmentado; D) Embrides de B. glabrata vistos no microscépio estereoscdpico (400x).
Fonte: Autor, 2020.
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3.6 EMBRIOTOXICIDADE

Este experimento seguiu a metodologia proposta por Okazaki et al. (1996). Foram
utilizados embrides no estadgio embrionario de blastula, sendo analisada a viabilidade durante
um periodo de 9 dias com auxilio de microscépio estereoscépico (Wild HeerBrugg®). O
experimento constou dos seguintes grupos: grupo controle negativo com &gua filtrada e
declorada e grupo das amostras das aguas de pocos P1, P2 e P3. Cada grupo foi composto por
aproximadamente 100 embrides de desovas provenientes dos aquarios, a exposi¢do ocorreu
por 48 h e os parametros analisados foram: frequéncia de viabilidade (ecloséo) e inviabilidade
(mortos e malformados). O experimento foi realizado em triplicata.

3.7 CITOTOXICIDADE E GENOTOXICIDADE DAS AGUAS DE POCOS

Para avaliar a citotoxidade das &guas dos pocos das regides em estudo foram
utilizados como parametro o teste de viabilidade celular e o ensaio do microndcleo (MN). O
estudo de genotoxicidade foi realizado por meio do ensaio cometa com células hemocitarias
dos moluscos adultos. Os animas utilizados nos experimentos foram separados em grupo
controle negativo (agua filtrada e declorada) e grupo exposto as aguas de pocos (P1, P2 e P3)
com um total de 300 mL de amostra por grupo. Foram empregados cinco animais por grupo
em um total de vinte animais por experimento. Nos bioensaios, 0s moluscos adultos foram

expostos as aguas de pogos por 48 h.

3.7.1 Viabilidade celular (Azul de Tripan)

Para a realizacdo do teste de viabilidade celular foram realizadas modificacbes da
metodologia de Louis e Siegel (2011). Para cada um dos cinco moluscos dos grupos expostos
e controle negativo com &gua filtrada e declorada, foram coletadas 20 puL de hemolinfa,
adicionada ao corante Azul de Tripan (0,4%) na proporcao 1:1 em microtubo com capacidade
para 1,5 mL (Eppendorf® LoBind microcentrifuge tubes). Em seguida, 0 homogenato de 10
puL foi colocado no hemocitbmetro (Camara de Neubauer Espelhada, Bright-Line) e
permaneceu em repouso por 3 min em temperatura ambiente de 25 + 2 °C. Posteriormente, foi
realizada a analise e quantificacdo da viabilidade celular por meio do microscépio optico com
a utilizacdo da objetiva de 40x. Foram observados os quatros quadrantes (A + B + C+ D)

destinados para contagem e avaliagdo das células. A média das quatro leituras foi multiplicada
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por 10* para obtencdo do niimero de células por mL, sendo posteriormente multiplicado por 2
referente a diluicdo de 1:1 com o corante. As Equacdes (6 e 7) mostram como foi realizado o

calculo.

(A+B+C+D)
4

Numero total de células viaveis ou invidveis = x2x10° (6)

Niumero de células (vidveis ou inviaveis)

U4 de células (vidveis e invidveis) = (7)

Numero total de células

3.7.2 Ensaio do micronucleo (MN)

Para cada um dos cinco moluscos expostos foi coletado 100 pL de hemolinfa
adicionando o mesmo volume de &cido etilenodiaminotetracético (EDTA) sendo colocado em
laminas de microscopia onde as mesmas foram para uma camara Umida, evitando assim o
ressecamento laminar e a coagulacdo da hemolinfa por 40 min. Posteriormente a este tempo,
para a fixacdo celular foram adicionados 200 pL de glutaraldeido a 1% por 10 min, em
seguida, as laminas foram retiradas da camara Umida e enxaguadas com uma solucdo de
Ringer e coradas com o corante Giemsa a 5% por 5 min. As laminas foram lavadas
novamente com o Ringer e deixadas para secar em temperatura ambiente. Por fim, as laminas
foram analisadas no microscépio Optico com objetiva de 100x (SILVA et al., 2013). Para cada
grupo, foram analisadas 1000 células, o experimento foi feito em triplicata. Durante a analise,
além do micronucleo (MN), também foram contabilizadas outras alteracfes celulares como

binucleacéo celular e apoptose.

3.7.3 Ensaio cometa em moluscos B. glabrata

Foi utilizado o ensaio alcalino cometa (eletroforese em gel de célula unica) que foi
descrito por Singh et al. (1988), com modificacdes. Hemocitos extraidos ap6s 48 h de
exposicdo do B. glabrata foram utilizados neste ensaio de acordo com Grazeffe et al. (2008),
para avaliar a atividade genotoxica proveniente das aguas de pogos. Para cada animal, foi
coletado 100 pL de hemolinfa e homogeneizada em 100 pL de agarose de baixo ponto de
fusdo 0,5% (Sigma-aldrich®) dissolvida em Tampdo Fosfato Salino, PBS, (pH 7,4).

Posteriormente, este homogenato foi colocado sobre uma lamina de microscépio, previamente
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coberta com uma camada de agarose de ponto de fusdo normal 1,5% (Sigma-aldrich®)
dissolvida também no mesmo tampéo, coberta com uma laminula e mantido a 4 °C (10 min).
Em seguida, a laminula foi retirada e incubada em uma solucéo de lise (NaCl 2,5 M, EDTA
100 mM, Tris 10 mM, Triton-X 100 1% e DMSO 10%, pH 10) por 12 h a 4 °C. Apos o
processo de lise, as laminas foram colocadas em uma cuba de eletroforese horizontal
contendo solucdo de tampéo alcalino, pH 13 (EDTA 1 mM e NaOH 300 mM), ficando em
incubacdo por 20 min a 4 °C. Posteriormente a este tempo, a eletroforese foi iniciada por 20
min (4°C) a 0,74 V/cm e 300 mA. Ao final, as ld&minas foram neutralizadas com o tampéo
Tris 0,4 M (pH 7,5) por 15 min e fixadas com alcool absoluto por 10 min.

Passada a eletroforese, ocorreu a coloragdo das ld&minas com 50 pL de uma solucéo de
SYBER safe (Invitrogen) (1:500 em &gua destilada) no ato da leitura. Foram analisadas 100
células por lamina em microscopio de fluorescéncia (Nikon H550L) em aumento de 400x,
com um filtro de emissdo de 500-550 nm. O experimento foi realizado em triplicata com
utilizacdo de grupo controle negativo contendo agua filtrada e declorada, grupo amostral e
grupo controle positivo composto de Metil Metano Sulfanato (MMS).

A andlise visual de danos ao DNA foi realizada de acordo com Collins et al. (2008)
em que os nucledides séo divididos em 5 categorias de dano ao DNA (0 — 4), dependendo da
extensdo do dano (Figura 11). A categoria 0 indica que ndo ocorreram danos, ja as categorias
de 1 a 4 indicam danos em niveis crescentes sobre o material genético. Para avaliar o grau de
dano genético, foram utilizados os parametros: Indice de Dano (ID) e Frequéncia de Dano
(FD%). O ID foi calculado multiplicando o nivel de dano pela quantidade de cometas

correspondente a0 mesmo, como descrito na Equagéo 8:

ID =0 x (N° de cometas nivel 0) + 1 x (N° de cometas nivel 1) + 2 x (N° de cometas (8)

nivel 2) + 3 x (N° de cometas nivel 3) e 4 x (N° de cometas nivel 4).

O FD% foi calculado como o valor percentual de todos os cometas com dano ao DNA

(nivel 1 —4) em relacdo ao numero total de cometas (nivel 0 — 4), de acordo com a Equacao 9:

[(N°total de cometas — N° de cometas 0) x 100]
FD% = 5 9
N° total de cometas
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Figura 11 - Categorias do cometa segundo migracdo do DNA dos hemécitos de B. glabrata.

Fonte: O autor, 2020.

3.8 ANALISE ESTATISTICA

Para os testes de viabilidade celular e embriotoxicidade foram utilizados os métodos
ANOVA e Tukey e para o teste cometa foram utilizados os métodos ANOVA e Bonferroni.
Ambos os testes foram realizados por meio do programa estatistico GraphPad Prism verséo 5
sendo considerados significativos os resultados que apresentarem p < 0,05. Para avaliacdo dos
testes radiométricos, assim como, o agrupamento de dados radiométricos com os bioensaios
foi utilizando o programa Statistica versdo 10. Os resultados radiométricos e do teste do

micronucleo foram mostrados em modelos tabulares.
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4 ANALISE E DISCUSSAO DOS DADOS

Neste topico sdo abordados os resultados encontrados neste estudo assim como suas

respectivas discussoes.

4.1 QUALIDADE DOS PROCEDIMENTOS ANALITICOS

Determinar a qualidade do procedimento analitico é fundamental para pesquisas de
monitoracdo ambiental. Por isso, foram verificadas as metodologias utilizadas para a
avaliacdo radiométrica nas aguas de pogos artesianos sob influéncia de NORM. Foram
utilizados dois materiais de referéncias provenientes do Programa Nacional de
Intercomparacdo do Instituto de Radioprotecdo e Dosimetria - PNI/IRD para o Espectrometro
Cintilacdo Liquida (LSC) (Tabela 3). Devido a auséncia de material de referéncia para ICP-
MS foi utilizada a curva analitica elementar de urénio e tério como referéncia analitica
(Tabela 4).

Tabela 3 - Valores obtidos e de referéncia para o controle da qualidade do procedimento analitico
(LSC)
Concentracéo de atividade* de ?*Ra

Data de em equilibrio com ??Rn (Bg.L™?)
_ Amostras NUmero En
referéncia Valor de
Valor obtido o
referéncia
1 1,1+0,3 -0,67
16/01/2017 2 1,1+0,3 1,400 +0,21 -0,71
3 1,1+0,3 -0,68
1 0,6+0,3 -0,09
12/06/2017 2 0,6+0,3 0,640 + 0,10 -0,12
3 0,6+0,3 -0,08

*Meédia + incerteza analitica expandida em nivel de 95% de confianca.
Fonte: O autor, 2020.

Os valores do Numero En que foram calculados encontraram-se entre -1 e 1 seguindo a
norma (ISO 13528, 2015), variando entre -0,71 a -0,08. Os desvios padrdes foram calculados
para 95% de confianca conforme o guia EURACHEM/CITAC CG4 (ELLISON; WILLIAMS,

2012). Os resultados garantem a qualidade do procedimento analitico utilizado para a
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determinacdo de %??Rn e ?°Ra em Aaguas de pogos subterrdneos por Espectrometria de

Cintilagdo Liquida deste estudo.

Tabela 4 - Valores obtidos e de referéncia para o controle da qualidade do procedimento analitico

(ICP-MS)
Metais Valor Obtido Valor de Referéncia Teste Z
Uranio 6,7 pug.L* 6,34+ 0,21 1,7
Torio 6,9 pug.L*! 6,66 + 0,24 0,8

Fonte: O autor, 2020.

Os valores do Teste Z que foram calculados encontraram-se entre -2 e 2 seguindo a
norma (ISO 13528, 2015), variando entre 0,8 a 1,7. Os desvios padrdes foram calculados para
95% de confianca conforme o guia EURACHEM/CITAC CG4 (ELLISON; WILLIAMS,
2012). Os resultados obtidos garantem a qualidade do procedimento analitico utilizado para a
determinacdo de 38U e 2*2Th em aguas de pocos subterraneos por Espectrometria de massa

com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS).
4.2 ANALISE RADIOMETRICA DO 22Rn E ?Ra

Os resultados da determinagdo da concentracdo de 2%?Rn e ?°Ra nas amostras
estudadas foram obtidos utilizando Espectrometria de Cintilacdo Liquida de Ultrabaixa

Radiagédo de Fundo — CLUBR, sendo mostrados na Tabela 5.

Tabela 5 - Média das concentragdes do ???Rn e ??°Ra nas aguas de pogos.

Locais Radonio (°Rn) u Radio (**Ra)
Ponto 1 *79,35 Bg.L? +1,42 <1Bq.L?
Ponto 2 *206,13 Bg.L* +2,55 <1Bq.L*
Ponto 3 *220,79 Bg.L* +2,62 <1Bq.L*

U = Média da incerteza analitica; * = Valores acima do limite recomendando pela USEPA (11,1 Bqg.L™?)
Fonte: O autor, 2020.
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Estes resultados demonstram que a presenca do radénio nas &guas subterrneas
estudadas foi elevada em todos os pontos amostrais, onde pode-se observar que no ponto 1 o
limite do rad6nio foi cerca de sete vezes maior que o recomendado pela USEPA (1999) que é
de 11,1 Bg.L ™. Nos pontos 2 e 3 os valores ultrapassaram cerca de dezoito e dezenove vezes 0
limite recomendado, respectivamente. A alta presenca deste radionuclideo nas aguas de pocos
estudadas pode ser explicada pela existéncia do fosfato uranifero em que essas aguas
subterraneas estdo submetidas. Quanto aos Pontos 1 e 2, um estudo mostrou que no ano de
1949 o municipio de Abreu e Lima possuia a presenca de elevadas concentracfes de NORM
do fosfato uranifero. Esta area foi estudada e detalhada em 1974 que demonstrou a presenca
de uma faixa sedimentar costeira constituida de jazidas de rochas carbonaticas de origem
fossiliferas denominado de fosforitos. A presenca do uranio no fosfato foi oriunda da sua
dissolucdo em &gua costeira através de lixiviacdes, sendo depositados nos poros das palhetas
dos minerais fosfaticos havendo a troca quimica do Ca* presente nos fosfatos pelo o U*
(DUARTE, 1949; SAAD, 1974; AMARAL, 1994).

Trabalhos realizados por Almeida (1978), Amaral (1994), Lima (1996) e Silva (2000)
demonstram a importancia dos estudos hidricos nas regiGes urano-fosfatica da Regido
Metropolitana do Recife devido a sua influéncia sobre a populacdo local pelo consumo e
exposicdo a NORMs. O estudo realizado por Amaral et al. (2019) também observou elevada
concentracdo de radénio em &guas subterrdneas no municipio de Abreu e Lima o que
corrobora com os dados deste trabalho.

Quanto ao Ponto 3, em 1972 foram realizados os primeiros estudos radiométricos no
nordeste brasileiro com a parceria das Empresas Nucleares Brasileiras S/A (NUCLEBRAS) e
a Companhia de Pesquisa de Recursos Minerais (CPRM). Por meio desses estudos foi
constatada a presenca de uranio, torio e seus descendentes no estado da Paraiba, sendo
descoberta uma das principais jazidas de uranio no Brasil, além de identificar areas andmalas
com a presenca de NORM (B1ZZ1, 2003). Segundo Pastura et al. (2011), o estado da Paraiba
possui extensas areas sedimentares e de granito/pegmatito. Essas rochas apresentam minerais
com diferentes teores de radionuclideos das séries do uranio e torio, que contribuem
significativamente para a elevacdo dos niveis de radiacdo de fundo. Relevantes trabalhos
foram realizados nesta regido como Aradjo (2015), Santos Janior (2017) e Silva (2018) em
que demonstraram concentracdes altas de NORMs nos compartimentos do ecossistema.

No Brasil, estudos que constataram elevadas concentracBes de radénio em aguas
subterraneas ja foram realizados como Bonotto e Melo (2006) que estudaram a cidade de

Novo Horizonte — SP encontrando amostra com 155 Bq.L™, Fianco (2011) que na cidade de
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Porto Alegre — RS encontrou amostra de 508 Bq.L™ e Corréa et al. (2015) que estudaram a
cidade de Curitiba — PR e encontraram amostra com 215 Bqg.L™. Todos estes estudos
associam a presenca de radénio ao solo rico em urénio, semelhante aos dados encontrados
neste trabalho.

Trabalhos realizados em outros paises também observaram elevadas concentragdes de
222Rn em Aaguas subterrdnea devido a presenca de NORM como o estudo realizado por
Moreno et al. (2018) que estudaram a regido norte de Maladeta na Espanha, encontrando
valores de até 346 Bq.L™ nas aguas de pogos. Tan et al. (2019) observaram que aguas de
pocos localizadas na cidade de Zhangjiapu na China alcangaram 31,31 Bq.L™ e Seminsky e
Seminsky (2019) estudando a regido de Baikal, noroeste da RuUssia, encontraram alta
radioatividade oriunda do raddnio nas aguas subterraneas, 4.862 Bq.L™. Todos os autores
sugerem que a presenca desta radioatividade esta associada a presenca de uranio no fundo dos
pocos. Na China, os autores também associaram a presenca do uranio a rochas magmaticas e
pelo sistema magmatico-hidrotérmico no solo em que foi escavado o poco artesiano. Os
estudos citados comprovam a presenca deste radionuclideo em varios paises exercendo sua
radioatividade sobre as pessoas, sendo, portanto, relevante seu estudo e determinacdo da
concentracdo de sua radioatividade para fins de protecédo radioldgica.

Os resultados da aferi¢do da concentracdo de 2?°Ra nas 4guas dos pogos Abreu e Lima
e S&o Jose do Sabugi ficaram abaixo do limite recomendado pela Organizagdo Mundial de
Saude (WHO, 2011) que é de 1 Bg.L™. Sugere-se que a baixa concentracdo do ?°Ra pode ser
explicada pela interacdo do radionuclideo com os minerais presentes e o pH da agua das
amostras. Segundo Porcelli (2008), o radio na presenca de baixo pH torna-se um elemento
com alta mobilidade na dgua, podendo ndo se concentrar neste meio. Em relacdo ao Ponto 3,
um estudo de Andrews et al. (1989) observaram a baixa concentracdo de radio em aguas
subterraneas provocada pela absor¢cdo pelo granito, mineral este encontrado no solo do
municipio de S&o José do Sabugi.

Outros trabalhos também constataram alta concentraco de 22Rn e baixa concentragéo
de ?%Ra em aguas subterraneas, como Almeida et al. (2004) que estudaram Regifo dos
Lagos-RJ encontrando concentracdes baixas que variavam de < 0,002 a 0,4 Bg.L™, Lauria et
al. (2004) que avaliaram pocos adjacentes a cidade de Goiania-GO encontrando teores que
variavam de < 0,02 a 0,05 Bg.L? e Lamontagne et al. (2008) que estudando &guas
subterraneas no sul da Australia, observaram valores de 0,00032 a 0,2 Bg.L™. Diante do

exposto, torna-se importante a avaliacdo de outros elementos quimicos de importancia para
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avaliacdo da qualidade da &gua e dos radionuclideos responsaveis pela concentragdo de

radonio nas aguas subterraneas.

4.3 ANALISE RADIOMETRICA DO 238y E %32Th

Foram investigados os precursores das séries radioativas naturais, sendo também
recomendada a identificacdo deles pela Portaria N° 2.914/11 do Ministério da Saude para
avaliar a qualidade da &gua subterranea. Na Tabela 6 podem ser observados os dados da
determinacdo das concentragdes de 2®U e 2*2Th nas amostras de agua de pogos dos
municipios de Abreu e Lima e So José do Sabugi. Os valores encontrados foram obtidos por
meio do ICP-MS levando em consideracdo o limite de deteccdo instrumental para cada metal
segundo a norma DOQ-CGCRE-008 (INMETRO, 2011).

Tabela 6 — Média das concentracdes de *®U e 2*2Th nas dguas de pocos.

Locais Uréanio (%8U) U Torio (32Th)
Controle 0,55 pg.L* 0,12 pg.L* <LD
Ponto 1 4,15 pg.L? 0,85 pg.L? <LD
Ponto 2 1,16 pg.L? 0,25 pg.L? <LD
Ponto 3 441,33 ug.L* 90,79 pg.L? <LD

U = Incerteza analitica estimada a 95% de confianca; LD = Limite de Deteccdo; Controle = Agua filtrada e
declorada; Abreu e Lima = Ponto 1 e 2 e Sdo José do Sabugi = Ponto 3.
Fonte: O autor, 2020.

Segundo a Portaria N° 2.914/11 os valores maximos permitidos para a presenca de
uranio em agua potavel é 30 pg.L™ . Ndo sendo reportado limite para o tdrio. Dificuldades
para a determinacdo deste metal em agua sdo esperadas, pois este metal apresenta alta
absorcdo por minerais e baixa solubilidade (PORCELLI, 2008). A concentracdo de torio
encontrada nas aguas subterraneas deste estudo estdo abaixo do limite de deteccédo (0,32 pg.L
1y estando de acordo com a concentracdo média que é normalmente encontrada para este
elemento na literatura especializada, sendo abaixo de < 100 pg.L™? (PHILLIPS; WATSON,
2015).

As concentraces de uranio encontradas ficaram acima do limite de deteccdo (0,29
ug.L?) e ao analisa-las nos pontos 1 e 2 pode-se observar que os valores ndo excederam o

limite estipulado pela Portaria N° 2.914/11, em contrapartida, a amostra de dgua do Ponto 3
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(S&o José do Sabugi) apresentou concentracdo catorze vezes superior ao permitido. Este
resultado confirmou que o poco esta em area andmala de NORM, condizendo com o resultado
do estudo realizado por Silva (2018). O resultado encontrado no Ponto 3 estd acima dos dados
reportados na literatura especializada que mostram que a concentracdo média de uranio em
aguas subterraneas no mundo ¢é de 0,1 a 10 pg.L™ (WU et al., 2014).

A alta concentragdo de urédnio natural no Ponto 3 pode ser explicada pela formagéo
geoldgica do municipio de Séo José do Sabugi com a presenca das rochas graniticas presente
na area de estudo, estas rochas possuem relevante concentracdo de uranio natural. Outros
estudos também obtiveram resultados com elevada concentragdo de urénio natural em aguas
subterréneas pela influéncia das rochas graniticas como Dabous et al. (2002), Warner et al.
(2011) e Post et al. (2017).

Estudos mais recentes também demonstraram altas concentracdes de uranio natural em
aguas subterraneas, dentre eles, estdo Krall et al. (2019) que encontraram na Suécia 150 pg.L
! Rosen et al. (2019) que encontraram no Vale de San Joaquim na California-EUA 449 pg.L™*

e Sharma et al. (2019) que encontraram em Punjab na india 65,3 pg.L™.

4.4 BIOENSAIOS

Os bioensaios foram realizados com aguas de trés pocos residenciais (P1, P2 e P3) e
grupo controle negativo (agua filtrada e declorada), sendo utilizado também para o ensaio
cometa o grupo controle positivo (MMS). Os bioensaios tem como objetivo avaliar os efeitos
bioldgicos provenientes da presenca de radionuclideos naturais utilizando o molusco da
espécie B. glabrata como bioindicador.

4.4.1 Toxicidade embrionaria

Este topico aborda a toxicidade embrionaria encontrada no molusco B. glabrata.
4.4.1.1 Analise da embriotoxicidade em B. glabrata

A Figura 12 mostra os resultados obtidos apos 48 h de exposicdo dos embrides B.
glabrata as &guas de pocos artesianos sob influéncia de NORM, sendo observada a

viabilidade embrionéria ap6s decorrido o tempo de exposi¢cdo. Foram caracterizados embrides

inviaveis aqueles que demonstraram mortalidade e ma formacao embrionaria.
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Figura 12 - Embriotoxicidade de B. glabrata expostos por 48 h as aguas subterraneas.
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C = Agua filtrada de declorada; Abreu e Lima = P1 e P2 e S&o José do Sabugi = P3. * = diferenca significativa

quando p < 0,05.
Fonte: O autor, 2020.

Os resultados apresentados demonstram que houve diferenca significativa entre os
grupos estudados em relacdo a mortes e malformac6es embrionérias, com exce¢do do Ponto
2. O grupo de moluscos expostos a agua do poco artesiano localizado em Abreu e Lima (P1)
foi 0o mais embriotdxico, pois apresentou 95% de embrides inviaveis (90,6% de mortalidade e
4,4% de embrides malformados). Esta alta toxicidade pode estar associada a caracteristica
quimica da agua do poco, pois 0 pH da agua encontrado foi de 5,2, sendo de carater acido.
Sabe-se que a sobrevivéncia dos embrides estad diretamente relacionada ao pH da &gua, sendo
considerado ideal para a sobrevivéncia dos moluscos um pH em torno de 6 a 7 (NEVES,
2005), o que nao foi encontrado na amostra, sendo improprio para a viabilidade dos embrides
B. glabrata. O Ponto 2 ndo apresentou diferenca significativa em relacdo ao grupo controle
com o pH de 6,05. O Ponto 3 apresentou embriotoxicidade de 47% de embrides inviaveis,
sendo 3% de mortalidade e 44% de malformados. Sugere-se que esta toxicidade esteja
relacionada a presenca de uradnio na agua, visto que o pH (7,08) est4d de acordo com a
viabilidade dos embribes. Além da radiotoxicidade o uranio apresenta toxicidade quimica,
que afeta tambem outras espécies e que € relatado por meio de estudos reportados por
Domingo (2001) que utilizando embrides de ratos obteve resultados de toxicidade quimica
sobre os individuos expostos ao uradnio resultando em malformacfes com efeitos
teratogénicos e retardo de crescimento. Trabalho realizado por Bourrachot et al. (2008)

observaram o efeito do urénio em embrides de Danio rerio que demonstrou também ser
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sensivel, sendo observados efeitos teratogénicos e diminuicdo do crescimento. Ambos 0s
efeitos da quimiotoxicidade do urénio também foram observados em embrides do B. glabrata
expostos a dgua de poco do Ponto 3, sendo constatado predominantemente o efeito de retardo
de crescimento na Figura 13 - A.

No ambito das radiacfes ionizantes, alguns trabalhos envolvendo embrifes de B.
glabrata foram realizados utilizando fontes de ®°Co com emisséo de radiagdo gama, sendo
observados resultados de malformacGes através de efeitos teratogénicos e retardo de
crescimento assim, como mortalidade. Dentre eles, esta o de Melo et al. (1996), Okazaki et al.
(1996), Tallarico et al. (2004), Siqueira et al. (2014) e Santos et al. (2018). O presente estudo
possui relevancia cientifica, pois conduz a resultados da exposi¢cdo dos embriGes de B.
glabrata a outras fontes de radiacdes ionizantes provenientes da radiacdo natural nas dguas de
pocos sob influéncia NORM. Os efeitos embriotdxicos observados no presente estudo séo

mostrados na Figura 13 - B.

A) Retardo embrionéario predominante no Ponto 3 e B) Presenca de mortalidade e malformagdes. Sendo o ES =
Embrides saudaveis, MF = Malformados, MT = Mortos e AE = Atraso embrionério.
Fonte: O autor, 2020.

4.4.2 Anélise da citotoxicidade em hemdcitos de B. glabrata

Este topico aborda os resultados de citotoxicidade provenientes dos experimentos de
viabilidade celular e teste do microntdcleo com suas respectivas discussoes.
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4.4.2.1 Viabilidade celular

Os resultados obtidos no teste de viabilidade celular utilizando o corante Azul de

Tripan sd@o mostrados na Figura 14.

Figura 14 - Viabilidade celular (A) e nimero de hemdécitos totais (B).
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C = Agua filtrada e declorada; Abreu e Lima = P1 e P2 e Sio José do Sabugi = P3. * = diferenca significativa

quando p < 0,05.
Fonte: O autor, 2020.

Os resultados acima (Figura 14 - A), demonstram que as frequéncias médias de
viabilidade celular foram de 99,5% para o grupo controle; 98,52% para o Ponto 1; 95,01%
para o Ponto 2 e 87,37% para o Ponto 3 com diferenca significativa em relacdo ao grupo
controle. Segundo o protocolo internacional para testes citotdxicos criado pela 1ISO 10993-
5:2009 (ISO, 2009), os ensaios que apresentem ceélulas viaveis abaixo de 70% sdo
considerados significativamente citotoxicos. Portanto, de acordo com este protocolo os
resultados encontrados neste estudo ndo apresentaram efeitos citotoxicos demonstrando alta
viabilidade celular.

Na Figura 14 - B foi observado um expressivo aumento no nimero de hemacitos dos
caramujos expostos a dgua subterranea no Ponto 3. Sugere-se que o0 aumento do nimero de
hemocitos esta diretamente relacionado com a resposta imunologica do bioindicador. Os
hemdcitos sdo responsaveis pelo mecanismo de defesa do molusco, onde a resposta deste
organismo pode estar relacionada a presenca elevada de urénio na amostra da 4gua do Ponto
3. Poucos estudos foram realizados para o entendimento dos agentes que causam 0 aumento

do nimero de hemdcitos, dentre eles, destaca-se o trabalho de Stumpf e Gilbertson (1978) que
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observaram que & idade, temperatura e infec¢do por S. mansoni podem aumentar o nimero de
hemdcitos.

No ambito das radiagdes ionizantes, o estudo realizado por Bezerra et al. (2003) expds
caramujos da espécie B. tenagophila a radiacdo gama (fonte de %°Co) obteve resultados que
demonstraram a radioresisténcia dos hemocitos irradiados, ndo diminuindo seus numeros
significativamente apds irradiacdo. Resultados semelhantes ao presente estudo foram
encontrados por Silva et al. (2017) em que foi observado que os moluscos irradiados com
0Co apresentaram um aumento do niimero de hemaocitos com a elevagdo da dose de radiac&o,
ou seja, houve um comportamento dose-dependente. Este comportamento também foi
observado por Silva et al. (2013) que registraram um aumento no numero de hemdcitos na
maior dose (55 Gy) de radiacdo gama utilizada. Ambos os trabalhos demonstraram relacéo
entre radiacdo ionizante e o numero de hemacitos, algo verificado neste estudo. Ndo héa
registros na literatura sobre a utilizacdo da técnica de viabilidade celular em B. glabrata,
expostos as aguas subterraneas ricas em uranio e radonio, portanto, os resultados encontrados
neste trabalho sdo pioneiros. A analise da viabilidade celular e do nimero de hemdcitos
possibilitou o uso de outras técnicas ecotoxicolégicas como o teste do micronucleo e cometa,

dados apresentados nos proximos subtoépicos.

4.4.2.2 Anélise do teste do micronucleo

Na Tabela 7 é possivel verificar a anélise das alteracdes dos hemadcitos dos moluscos
B. glabrata expostos as aguas dos pocos de Abreu e Lima (Ponto 1 e 2) e Sdo José do Sabugi
(Ponto 3).

Tabela 7 - NUmero total de alteragdes observadas no teste do microndcleo.

Grupos Micronucleo Binucleagao celular Apoptose
Controle 1 4 0
Ponto 1 3 3 3
Ponto 2 1 4 0
Ponto 3 2 7 2

Controle = Agua filtrada e declorada; Abreu e Lima = Ponto 1 e 2 e S&o José do Sabugi = Ponto 3.
Fonte: O autor, 2020.
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Os resultados demonstraram que a binucleacdo celular foi a alteracdo mais frequente
entre os hemacitos dos moluscos expostos a aguas dos pocos, sendo a amostra do Ponto 3 a
que apresentou o nivel mais elevado de células binucleadas. No entanto, percebeu-se que este
teste ndo foi suficientemente sensivel para detectar alteracGes citotoxicas da exposi¢do ao
radonio e ao uranio. A literatura é escassa em estudos que envolvam as radiacdes ionizantes e
os hemdcitos de B. glabrata, trabalhos com radiacdo gama e hemdcitos demonstraram
alteracBes celulares significantes apos irradiacio de %°Co, dentre eles, esta o de Araujo et al.
(2011), Silva et al. (2013) e Silva et al. (2017). Isto ressalta a importancia deste presente
trabalho, pois traz para a literatura mais um estudo com a utilizagdo de hemacitos de B.
glabrata expostos a radiacdo ionizante e as observacdes hemocitarias encontradas.

Pesquisas com outras espécies de moluscos submetidos a radiacdo ionizante
demonstraram alteracfes na frequéncia de micronicleo como o estudo de Jaeschke et al.
(2015) que utilizaram a mesma espécie, apds 70h de exposi¢do a agua radioativa contendo
uranio, %Sr e ¥'Cs observaram elevadas frequéncias de microntcleos corroborando com o
experimento de 2011 demonstrando maior quantidade de micronucleo em exposicao aguda.

Alguns estudos utilizando outras espécies de moluscos frente as radiagcdes ionizantes
ndo observaram resultados significativos utilizando o teste do microndcleo, algo verificado no
presente trabalho. Dentre eles, esta o de Falfushynska et al. (2016) que irradiaram a espécie
Anodonta anatina com 2 mGy de raio-x e obteve como resultado em um dos grupos
estudados baixas frequéncia de micronucleos, binucleacdo celular e apoptose. Gudkov et al.
(2016) que analisaram amostras de lagos radioativos em torno do territério do acidente de
Chernobyl contendo como radionuclideos predominantes %°Sr, ¥’Cs, 2®8pu, 23%pu, 2%py e
2 am, sendo utilizada a espécie Lymnaea stagnalis onde foi observado como resultado um
aumento no numero de células e poucas alteracfes celulares, algo também constatado no
presente estudo com aumento celular no Ponto 3.

Por fim, o molusco B. glabrata ndo demonstrou ser suscetivel quando expostos as
aguas de pocos estudadas por meio da utilizacdo do teste do micronucleo, sendo necessario

utilizar um ensaio mais sensivel como o ensaio cometa.
4.4.2.3 Ensaio cometa
A hemolinfa do molusco B. glabrata foi utilizada para realizacdo do ensaio cometa,

para avaliacdo do efeito biologico das diferentes amostras das dguas de pocos artesianos,

sobre o DNA. Por meio da andlise dos resultados obtidos, verificou-se que o ensaio permitiu
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determinar a existéncia de danos no DNA dos moluscos induzidos pelas dguas subterraneas

sob influéncia de NORM. Estes resultados encontram-se apresentados na Tabela 8 e Figura
15.

Tabela 8 - Analise do dano genético em hemacitos de B. glabrata expostos as dguas de pogos.

Exposicdo indice de Dano Frequéncia de dano
(Unid. Arbitrarias) @ (%)
C 16,75 + 3,86 14,75 + 3,10
P1 57,5+ 5,26* 42,5+ 12,9*
P2 14,33 £ 3,06 14,33 + 3,06
P3 111,00 £ 4,55* 89,00  5,89*
MMS 339,67 £ 32,01* 99,67 £ 0,58*

aMédia dos valores e desvio padrdo obtidos a partir da contagem de 100 células por replicata, experimento
realizado em triplicata. C = grupo controle negativo; P1 = Abreu e Lima; P2 = Abreu e Lima; P3 = S8o José do
Sabugi e MMS = Grupo controle positivo. * = diferenca significativa quando p < 0,05.

Fonte: O autor, 2020.

Figura 15 - Graus de cometa encontrados.
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C = Controle negativo; Abreu e Lima = P1 e P2; S0 José do Sabugi = P3 e MMS = Controle positivo.
Fonte: Autor, 2020

Os resultados expostos acima apresentam diferencas significativas quando
correlacionados aos danos de DNA dos hemocitos, sendo os Pontos 1 e 3 0s mais relevantes.
De acordo com a Tabela 8, o indice de danos encontrados foram de 57,5 e 111 para os Pontos
1 e 3, respectivamente. As frequéncias de danos encontradas foram de 42,5 e 89% para o0s
Pontos 1 e 3, respectivamente. A Figura 15 demonstra a presenca de graus 1, 2 e 3, sendo
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encontrados graus 4 no Ponto 3. A &gua de poco do Ponto 1 apresentou genotoxicidade
significante, porém, a concentracdo de radonio na amostra (79,35 Bg/L™) foi inferior ao
encontrado no Ponto 2 (206,13 Bg/L™). Este fato nos leva a acreditar que a alteragdo no DNA
causada no Ponto 1 pode estar associada a presenca do uranio (4,21 pg.L™?) e ndo com a
concentracdo do radénio. Segundo Silva e Bonotto (2015), concentragdes de uranio em agua
subterraneas acima de 4 pg.L™ podem ser consideradas andmalas dependendo do contexto
geoldgico local. O Ponto 3 foi 0 que obteve o dano mais significativo devido a forte presenca
do urénio natural (444,39 pg.L ™) nesta 4gua de poco. Segundo Valente et al. (2017), o ensaio
cometa é o mais sensivel utilizado na avaliagdo da genotoxicidade, sendo possivel detectar
danos diretos no DNA sem esperar o sistema de reparo e divisdo celular para anélise de
micronucleos com posterior comprovacdo de danos bioldgicos. Tais efeitos deletérios foram
identificados no presente estudo, caracterizados por uma baixa quantidade de alteracdes
morfolGgicas observadas no teste do micronucleo, bem como, alteracdes no DNA detectados
por meio do ensaio cometa. O ensaio cometa para a espécie B. glabrata foi padronizado por
meio de irradiacio com uma fonte de ¢°Co, onde mostrou ser um teste sensivel e eficiente na
avaliacdo da genotoxicidade proveniente das radiacdes ionizantes (GRAZEFFE et al., 2008),
resultado que corrobora os achados deste estudo.

Outras espécies de moluscos foram estudadas utilizando o ensaio cometa acerca das
radiacBes ionizantes como foi demonstrado por Jha et al. (2005), que utilizaram a espécie
Mytilus edulis exposta & a4gua radioativa contendo tritio (*H) com doses de 12 a 485 puGy, em
que foram observadas frequéncias de danos significativas de até 30%. AlAmri et al. (2012)
utilizaram a espécie M. edulis exposta a dgua radioativa concentrada de %°Sr, isétopos de Pu,
210pp, B¥Cs, 22Am, K e 28U, onde foi observada diferenca significativa com elevada
frequéncia de dano (60%). Kumar et al. (2014) utilizaram duas espécies Paphia malabarica e
Meretrix casta expostas a radiagdo gama com 2 a 10 Gy por 24, 48 e 72 h. Analisando 0s
tempos de exposicOes, as duas espécies obtiveram frequéncias de danos de 50% e 60% na

menor e maior dose, respectivamente.

4.5 AGRUPAMENTO DOS DADOS RADIOMETRICOS E BIOENSAIOS

Foi realizado um agrupamento de dados por meio da construgdo de um dendrograma
(Figura 16) utilizando o método de ligagdo de Ward’s, sendo possivel relacionar os achados
radiométricos dos pontos de coleta com 0s bioensaios através do programa Statistica 10. Esta

analise de agrupamento leva em consideracdo os vetores das médias dos dados analisados,
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permitindo encontrar similaridades entre os resultados de um mesmo grupo ou entre eles,
assim como, a distancia baseada nas diferencas entre os dados de um grupo para o outro. Ndo
foi possivel estabelecer semelhancas de dados do 2*2Th e ??°Ra com os bioensaios, pois eles
estavam a baixo do limite de deteccdo. Quanto ao ???Rn, foi verificado durante a discussao
deste trabalho que este elemento n&o influenciou em nenhum resultado dos bioensaios, sendo

portanto, ndo relacionado no agrupamento de dados do dendrograma.

Figure 16 - Dendrograma sintetizando o agrupamento de dados de acordo com sua semelhanca.

Binucleacdo

indice de Dano

L 1

Frequéncia de Dano
Micronucleo }
Embriotoxicidade

Apoptose

Fonte: Autor, 2020.

De acordo com a distribuicdo dos grupos estudados e apresentados pelo dendrograma,
foi identificado similaridade de dados entre o urdnio e a binucleacdo celular. Esta
similarididade pode ser explicada por meio dos resultados encontrados nos pontos P1 e P2,
apresentando baixos achados de binucleacdo celular e baixa concentracdo de urénio. Foi
possivel também identificar resultados proximos entre o uranio e o0 ensaio cometa por meio do
achado no ponto P3 que apresentou alta concentracdo deste elemento influenciando nos
resultados do ensaio cometa.

Em relacdo ao outro agrupamento de dados, foi possivel encontrar similaridade de
resultados entre o teste do micronucleo, embriotoxicidade e apoptose. Esta similaridade pode
ser explicada por meio dos achados do P2, visto que, foi encontrada baixa concentracdo de

urénio neste ponto de coleta, assim como, baixos achados nos trés bioensaios. Ressaltando
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que a alta embriotoxicidade encontrada no P1 esté relacionada ao pH amostral, tendo o urénio
exercido baixa influéncia neste ponto de coleta.

Por fim, fica evidente por meio da analise do dendrograma a influéncia que o 2%U
exerceu nos bioensaios, sendo diferenciado de acordo com as concentragdes encontradas nos

pontos amostrais.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Diante das informacdes obtidas fica esclarecida a utilizacdo do molusco Biomphalaria
glabrata como bioindicador de aguas de pocos influenciadas por NORM, onde demonstrou
ser um bioindicador sensivel a presenga do urdnio natural reportando sensibilidade
embrionaria e genotdxica. As conclusdes dos objetivos especificos elucidados nesta pesquisa

sdo mostradas a seguir:

a) Os parametros radiométricos identificados ultrapassaram o limite recomendado
pela USEPA, sendo observadas elevadas concentragdes de ??Rn em todas as
aguas dos pogos estudadas com baixa concentracdo de 2?Ra. Demonstrando a
seguranca na escolha dos pontos de coleta em analisar &guas de po¢os que ainda
sdo influenciadas por NORM, baseando-se em estudos prévios;

b) A anélise radiométrica por meio da identificagdo de metais pesados demonstrou
baixas concentragdes de 2?Th e elevada concentragdo de 23U na agua subterranea
do Ponto 3, ultrapassando o limite estabelecido pela Portaria N° 2.914/11 do
Ministério da Salde;

c) Foi observado efeito embriotoxico significativo das amostras de aguas dos Pontos
1 e 3 demonstrando sensibilidade embrionaria do molusco B. glabrata quanto a
modificacio do pH e presenca de 2%U, respectivamente;

d) A genotoxicidade no DNA dos hemdcitos de B. glabrata mostrou-se significativa
nas amostras de aguas dos Pontos 1 e 3 quanto a presenca de 2%U;

e) A avaliacdo de citotoxicidade e das alteragcbes celulares ndo apresentaram
alteracdes significativas;

f) As diferentes concentragdes de uranio natural encontradas nas amostras
exerceram forte influéncia desse elemento nos bioensaios por meio do estudo

utilizando dendrograma.

Este estudo possui relevancia cientifica, pois traz para a literatura especializada o uso
de B. glabrata como bioindicador de agua subterranea com influéncia de NORM, assim
como, a comprovacdo da presenca dos radionuclideos naturais 222Rn, ?°Ra, 2%2Th e 2*8U nas

aguas de pogos estudadas o que representa risco a saude das populac¢@es que as usufruem.
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