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RESUMO

Este estudo investigou o efeito genotdxico de poluentes ambientais naturais,
tais como metais pesados e Radonio, presentes no acude do municipio de Lucrécia,
Rio Grande do Norte, Brasil, usando o organismo-modelo Drosophila melanogaster
(Insecta, Diptera). Os resultados doo Ensaio cometa indicaram efeito genotoxico nas
células da hemolinfa de larvas que foram alimentadas por 24 horas em meio de cultivo
hidratado com as amostras de agua coletada na estacdo chuvosa (janeiro, 2019). Na
repeticdo realizada com amostras de agua da estacdo seca (novembro, 2019) os
resultados demonstraram auséncia de efeito genotéxico, sendo semelhantes
estatisticamente aos obtidos no grupo controle negativo, mantido em meio hidratado
com 4gua destilada. Nao houve presenca de Rad6nio em niveis acima dos permitidos
em nenhuma das amostrasde agua, nas duas estacbes do ano, e ndo foram
registrados metais pesados (Ag, Al, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Mn, Ni, Pb e Zn) em niveis
acima do permitidonas na amostra de agua da estacdo seca. Os organismos foram
também testados para um possivel efeito de Radénio atmosférico, apos exposicédo de
larvas de D. melanogaster em caixas de populagcdes expostas no entrono do acude de
Lucrécia, por seis dias. Neste caso, amostras de individuos descendentes coletados
tanto em Lucrécia (denominados residentes) quanto da linhagem Oregon-R (linhagem
genética padrdo de estudos toxico-genéticos) nao sofreram danos genotoxicos
associados a uma possivel presenca do gas Radénio no ar. O conjunto dos resultados
foi comparados aos realizados com amostras de agua do acude de Parelhas, situado a
146 km de distancia, gerando um artigo cientifico que da destaque ao uso D.
melanogaster como organismo sentinela para fins de bioindicagdo ambiental da
qualidade de &guas de acudes do semiarido do Brasil, onde ha& afloramentos

superficiais de rochas ricas em Uranio e Torio.

Palavras-chave: Organismo sentinela. Aguas superficiais. Ensaio cometa.

Genotoxicidade. Radiacéo natural. Insecta.



ABSTRACT

This study investigated the genotoxic effect of natural environmental pollutants,
such as heavy metals and Radon, present in the weir in the municipality of Lucrécia, Rio
Grande do Norte state, Brazil, using the model organism Drosophila melanogaster
(Insecta, Diptera). The results od the Come assay indicated a genotoxic effect on the
hemolymph cells of larvae that were feed for 24 hours in hydrated culture medium with
water samples collected from the rainy season (January, 2019). In the repetition
performed with water samples from the dry season (November, 2019) the results
showed no genotoxic effect, and statistically similar to those obtained in the negative
control group, maintained in medium hydrated with distilled water. There was no
presence of Radon at levels above those allowed in any of the water samples, in both
seasons, and no heavy metals were recorded (Ag, Al, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Mn, Ni, Pb
and Zn ) at levels above that allowed in the dry season water samples. The organisms
were also tested for a possible effect of atmospheric Radon, after exposure of D.
melanogaster larvae in population boxes in the surroundings of the Lucrécia dam, for six
days. In this case, samples from descending individuals collected both in Lucrécia
(called residents) and the Oregon-R line (standard genetic line in toxic-genetic studies)
did not suffer DNA damage associated with a possible presence of Radon gas in the air.
The set of results were compared to those carried out with water samples from the
Parelhas dam, located 146 km away, generating a scientific article. These results
highlight the use of D. melanogaster as a sentinel organism for the purpose to
environmental bioindication of the quality of weirs waters from the semiarid region of

Brazil, where there are superficial outcrops of rocks rich in Uranium and Thorium.

Keywords: Sentinel organism. Surface water. Comet assay. Genotoxicity. Natural

radiation.Insecta.
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1. INTRODUCAO

No Brasil, os potenciais de agua doce sdo extremamente favoraveis para
diversos usos como agricultura e pecuaria, porém, as caracteristicas deste recurso
natural renovavel tém sido drasticamente acometidas pela poluicdo ambiental, que em
um conceito mais amplo, se refere a ocorréncia de alteracdes prejudiciais no meio, seja
ele agua, ar ou solo (BRASIL, 2006). Isso acontece especialmente nos estados da
regido Nordeste, devido ndo s6 aos processos de urbanizacdo, industrializacdo e
producdo agricola, mas também a escassez hidrica acentuada dos ultimos anos.
Diante da falta de chuvas, varios municipios do semiarido do NE construiram
reservatorios e acudes para uso em atividades como a aquicultura, irrigacdo e
recreagdo. Estudos realizados nos principais reservatorios do estado do Rio Grande do
Norte (RN) revelaram sérios problemas de qualidade de &gua, incluindo a
contaminacdo por metais pesados (MARCON et al., 2010; GARCIA et al.,, 2011,
CHAVES et al., 2016; MARCON et al., 2017; DANTAS et al., 2020).

Metais pesados tém a capacidade de interferir nas biomoléculas, na ativagédo de
certos receptores, na regulacdo de canais i0Gnicos, na sinalizagdo celular e na
transcricdo de genes, potencializando a toxicidade a nivel fisiolégico, celular e
molecular (MARCON et al., 2010). Alguns metais pesados sdo considerados
imprescindiveis do ponto de vista biolégico. Mesmo aqueles tidos como essenciais
podem causar danos a ecossistemas terrestres e aquaticos, constituindo-se, assim, em
contaminantes ou poluentes da agua e do solo (GUILHERME et al., 2005).

Além da presenca de metais pesados nos reservatorios de agua do semiarido
nordestino, ha também a contaminacdo por Radonio (*2Rn), um gas nobre que emite
particulas alfa, oriundo do decaimento radioativo natural da série do Uranio (%%8U)
(DANTAS et al.,, 2020; MUHAMMAD et al., 2020). O Rn é liberado no ar pela
interacdo dos minerais com o solo e agua, 0 que promove sua ascensao a atmosfera
através de um sistema de bolhas. O efeito do Rn pode ser devastador, por ser
considerado o principal causador de cancer de pulméao, depois do cigarro (IAEA, 2015).

Sendo assim, € de suma importancia realizar um biomonitoramento da
populagdo e dos organismos expostos a agentes radioativos potencialmente
genotoxicos, especialmente em locais de elevado indice de cancer como € caso de
alguns municipios do semiarido do estado do Rio Grande do Norte (RN). Para tanto,
bioensaios podem ser empregados como o Teste de Micronucleo (GARCIA et al., 2011,
CHAVES et al., 2016), o Ensaio cometa (AHMED et al., 2011; VERCOSA et al., 2017) e
o teste de Mutacdo e Recombinagdo Soméatica-SMART (AMARAL et al., 2006; ACIOLE
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et al., 2014), permitindo identificar alteragcbes cromossdmicas e genéticas resultantes
da exposicdo, em células somaticas de organismos-modelo.

O Ensaio cometa tem sido uma excelente ferramenta para a investigacéo de
danos genéticos, e para o monitoramento genético em humano (URIOL et al., 2013) e
do ambiente (VERCOSA et al., 2017; SANTANA et al., 2018). E um método sensivel e
de baixo custo, que permite a deteccdo de quebras simples ou duplas na molécula do
DNA da célula, em um meio alcalino (AZQUETA; COLLINS, 2013). Neste ensaio as
células sdo sobrepostas em laminas de vidro, cobertas por agarose e submetidas a um
processo de lise que permite que as membranas celulares sejam rompidas e que o
DNA permaneca ligado a matriz celular, formando um nucledide, composto pelos
fragmentos de DNA danificados. A visualizacdo do dano genético é feita diretamente
nas laminas, apds coloracdo do DNA com compostos que permitem sua visualizacdo
em microscopia de fluorescéncia (OSTLING, JOHANSON, 1984; SINGH et. al., 1988).

Para o Ensaio cometa, Drosophila melanogaster Meigen (Insecta: Diptera) tem
se destacado como um modelo biolégico muito adequado (GAIVAO; SIERRA, 2014;
SIDDIQUE et al., 2015; VERCOSA et al.,, 2017; SANTANA et al., 2018, MARCOS;
CARMONA, 2019) devido ao seu rapido ciclo de vida, facilidade de manipulacdo em
laboratério, facil deteccdo de fendtipos e forte associagdo de ocorréncia de toxicidade
com seres humanos (RAND, 2010). Além disso, o genoma de D. melanogaster é bem
conhecido e anotado, desde a publicacdo do sequenciamento do seu genoma
completo, duas décadas atras (ADAMS et al., 2000). Com isso, D. melanogaster tem se
tornado organismo-modelo alternativo em experimentos de substituicdo ao uso de
ratos e camundongos (SIDDIQUE et al., 2005), e recomendada em teste toxicolégicos
pelo Centro Europeu de Validacdo de Métodos Alternativos - ECVAM (FESTING et al.,
1998; BENFORT et al., 2000; AUGUSTYNIAK et al., 2016). Por realizar diversas
metébolicas semelhantes as que acontecem em mamiferos Drosophila € um excelente
modelo de estudos de doencas humanas como o cancér (BECKINGHAM et al., 2005;
VILLEGAS, 2019).

O estudo de populacbes de D. melanogaster com ocorréncia natural em locais
de radiacdo na regidao Nordeste do Brasil tem permitido detectar uma condicéo
adaptativa dos organismos, denominada de radiorresisténcia. Essa condicéo reflete a
capacidade dos individuos em adaptarem-se a radiacdo do local, provavelmente
associada a uma maior eficiéncia no reparo do DNA (BEAM et al., 1954; MATTIMORE;
BATTISTA, 1996). Em Lajes Pintadas/RN, um local que apresenta niveis de radiacdo
acima de 100 Bg/m3 (VERCOSA et al., 2017; DANTAS et al., 2020), foi verificada a
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ocorréncia de baixos indices de danos genéticos em amostras de espécies residentes
de D. melanogaster e Zaprionus indianus, mesmo apds geracfes de cultivo em
condicoes de laboratério. (CASTRO, 2016; OLIVEIRA, 2019).

O trabalho aqui desenvolvido aplicou a metodologia do Ensaio para investigar 0s
possiveis efeitos genotdxicos de metais pesados (ou elementos-traco) e do gas
Radbnio, presentes em amostras de agua de um acude situado no municipio de
Lucrécia/RN, sobre o genoma de D. melanogaster, visando o uso desta espécie como
organismo-sentinela para o biomonitoramento ambiental. O estudo também investigou
a presenca de Radbénio no ar e possiveis efeitos sobre os organismos de duas
linhagens de D. melanogaster, a fim de compreender os mecanismos adaptativos frente
a radiacao natural.

Os resultados estdo apresentados em um artigo cientifico, que reuniu dados
deste estudo - feito para amostras de agua coletadas em 2019 em Lucrécia — com o
estudo de Carmo-Neto (2019) - com amostras de agua do acude de Parelhas/RN, em
2018. Os resultados conjuntos servem de suporte cientifico para futuras politicas e
planos de acao por parte das autoridades, e para o uso de D. melanogaster em

estudos de genotoxicidade de fontes hidricas.
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2. OBJETIVOS

Objetivo Geral

Avaliar em diferentes linhagens do organismo-modelo Drosophila melanogaster,
a presenca e o0 potencial efeito toxico-genético de metais pesados e Radonio

presentes em amostras de agua de um acude do semiarido do Nordeste do Brasil.
Objetivos Especificos

1 Avaliar o potencial efeito toxico-genético de amostras de agua do acude de
Lucrécia, Rio Grande do Norte, de um periodo chuvoso e de estiagem, sobre o

material genético de hemacitos de Drosophila melanogaster (linhagem Oregon-R);

2 Analisar a presenca de Radonio e de 11 metais pesados nas amostras de agua

do periodo de estiagem, a fim de estimar os riscos potenciais do seu consumo;

3. Avaliar a presenca de Radodnio atmosférico no entorno do acude de Lucrécia e
0 potencial efeito toxico-genético desse gas em uma linhagem residente de D.

melanogaster, e na linhagem padréo Oregon-R;

4. Comparar e integrar os resultados obtidos para o agude de Lucrécia com o de
Parelhas, colaborando para o uso de Drosophila melanogaster como organismo

sentinela para bioindicacdo ambiental.
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3. FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Reservatérios de agua no semiarido do Brasil

Com um pouco mais de 53 milhdes de habitantes e uma densidade
populacional humana de 34 habitantes por quildometro quadrado (IBGE, 2010), o
semiarido brasileiro é considerado a regido de terra seca mais populosa do mundo
(MARENGO, 2017, 2018). As terras secas sao resultantes de fenbmenos naturais que
ocorrem devido aos desvios do clima em longo prazo, como a variagao da frequéncia
das chuvas e a degradacdo e desertificacdo da terra. Quando combinados, estes
fatores podem tornar uma regido bastante vulneravel as mudancas climaticas (IPCC,
2012). Isso porque os processos hidrologicos, incluindo precipitacdo, vazéo e
evaporacao, também séo intensamente influenciados pelas mudancas do clima e pelas
atividades humanas, como a construcdo de reservatorios de agua e a retirada de agua
doce (MAO; CHERKAUER, 2009). No Nordeste do Brasil, os organismos séo afetados
por estes eventos, que desencadeiam deficiéncias hidricas e riscos de contaminacao
das fontes de agua (EAKIN etal., 2014).

A seca intensiva ocorrida na regido Nordeste do Brasil entre os anos de 2010-
2016 tem sido considerada uma das piores das Ultimas décadas. A situacdo, agravada
pelo fendmeno El Nifio de 2015-2016, trouxe aumento das temperaturas continentais e
marinhas, acometendo drasticamente mais de 9 milhdes de pessoas (KOGAN; GUO,
2017; MARENGO et al. 2018).

A intensiva seca de 2015 atingiu cerca de 1.190 municipios brasileiros,
localizados principalmente na regido semiérida (ANA, 2016). Esta condi¢do extrema foi
intensificada pelas atividades antropogénicas, como desmatamento, aumento da
frequéncia de incéndios e excessiva exploracdo de aguas subterraneas (MARENGO et
al.,, 2018). As atividades antropogénicas sdo consideradas a principal fonte de
degradacdo da qualidade das &guas superficiais e subterraneas, devido a descarga de
efluentes industriais, domésticos e agricolas, dentre outros (RATTNER, 2009; CHIGOR
et al.,, 2012; JIANG et al.,, 2014; PATEL et al.,, 2014; MANZANO et al., 2015).
Independentemente da fonte, a contaminacéo dos ecossistemas aquaticos transforma a
agua em fonte de propagacéo de substancias toxicas para diversos organismos que dela
dependem (DATTA etal., 2009; VERMA; DWIVEDI, 2013).

A presenca de agentes geogénicos nos corpos d'agua compromete a
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gualidade da agua e deve ser considerado um problema de saude ambiental (AMINI,
2011; EGBINOLA; AMANAMBU, 2014).

Elementos como Uranio e varios metais pesados podem ser encontrados
naturalmente nos ecossistemas aquaticos. Porém, quando presentes em niveis
elevados, podem ser um risco para a integridade celular de diversos organismos, de
acordo com o Comité Cientifico das Nacfes Unidas sobre os Efeitos da Radiacao
Atdmica (UNSCEAR, 2008). A Organizacdo Mundial de Saude (OMS, 2011) estima
gue pelo menos 2 milhdes de pessoas morrem por ano em decorréncia de doencas
vinculadas ao uso da agua sem qualidade. De acordo com a Agéncia Nacional das
Aguas (ANA, 2016), 81% dos municipios do Brasil despejam pelo menos 50% do
esgoto que produzem diretamente em cursos de agua proOXimos aos municipios, sem
submeté-los a nenhum tratamento (COSTA, 2017).

A fim de monitorar a presenca de possiveis contaminantes da agua e seus efeitos
sobre os seres vivos, diversos ensaios biolégicos e organismos, tal como Drosophila
melanogaster, tornaram-se ferramentas fundamentais para a analise da qualidade da
agua e para estimativas dos efeitos de substancias isoladas ou de uma mistura de
compostos em diferentes ecossistemas (OSSANA; SALIBIAN, 2013).

3.2 Drosophila melanogaster (Diptera: Drosophilidae)

Depois de revisada a classificacdo da familia Drosophilidae por Grimaldi
(1990), baseada em analise cladistica de 217 caracteres morfologicos de individuos
adultos, o autor concluiu que as espécies mais representativas desta familia formam
um grupo monofilético. O género mais estudado dentro desse grupo € Drosophila com
mais de 1.200 espécies conhecidas, e com origem provavel nos tropicos (BACHLI,
2020), onde ha uma diversidade de ambientes a serem explorados, como as florestas
umidas, os ambientes semiaridos e até mesmo, as zonas urbanas onde, Drosophila
melanogaster € encontrada (GOTTSCHALK et al., 2008; BACHLI, 2020).

Drosophila melanogaster (Figura 1) vem sendo estudada h& mais de um
século, quando Thomas Hunt Morgan (Figura 2) desenvolveu uma linha derivada dos
estudos do geneticista Gregor Mendel (1822-1884), sustentando a teoria da evolucao
(MORGAN, 1909; MARTINS; BRITO, 2006) e introduzindo, pela primeira vez, Drosophila

como organismo modelo para analises genéticas.
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Figura 1. Fémea adulta de Drosophila melanogaster. Fonte: Kacsoh e Schlenke (2012).

Figura 2. Thomas Hunt Morgan. Fonte: Lewis (1998).

e

Drosophila melanogaster é também conhecida como mosca das frutas
(FREIRE- MAIA; PAVAN, 1949), por ser encontrada comumente em volta das frutas em
putrefacdo. O seu genoma encontra-se distribuido em oito cromossomos, sendo trés
pares de autossomos e um par sexual (XX ou XY), contém aproximadamente 13.600
genes e quase a metade do nimero de genes conhecidos em humanos. (ADAMS et al.,
2000).

A espécie apresenta grandes vantagens para variados testes bioldgicas devido
a seu rapido ciclo de vida (em cerca de 10 dias), elevado numero de individuos por
progénie, pouca exigéncia nutritiva, baixo custo de manutencéo e facilidade de cultivo

em condicOes de laboratorio, e facilidade na deteccédo de fendtipos (ROHDE, 2012).
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Com isso, D. melanogaster é cada vez mais vista como um organismo alternativo ao
uso de pequenos mamiferos em testes toxicologicos, solucionando impasses
envolvendo questdes de bioética (SIDDIQUE et al. 2005; AUGUSTYNIAK et al., 2016).

Drosophila melanogaster destaca-se também como um organismo alternativo
para examinar os fatores de risco a saude, uma vez que o seu genoma é 60% homadlogo
ao dos humanos, menos redundante, e cerca de 75% dos genes responsaveis por
doencas humanas tém homélogos nas moscas (UGUR et al., 2016). Assim a utilidade
de D. melanogaster em um teste in vivo € cada vez mais requisitada também em testes
de genotoxicidade (CARMONA et al., 2011; GAIVAO; SIERRA, 2014; MARCOS;
CARMONA, 2019).

Em pouco mais de um século, D. melanogaster foi alvo de investigacdes em
mais de 100.000 artigos cientificos (GILBERT, 2008) e a mais de 50 anos vem sendo
utilizada em pesquisas cientificas visando investigar danos causados ao DNA por
agentes quimicos (NEPOMUCENO, 2015). Drosophila se destaca ainda por sua
capacidade de fornecer informacgBes sobre processos bioldgicos complexos, como o
cancer e, assim, muitos dos avancos histéricos no entendimento da base genética do
desenvolvimento e do comportamento vieram e continuardo a vir dos estudos com
espécies de Drosophila (BECKINGHAM et al., 2005; VILLEGAS, 2019).

Nos estudos de genotoxicidade, D. melanogaster foi o primeiro organismo
usado para detectar o efeito prejudicial ao DNA da radiacéo ionizante (MULLER, 1927).
Foi utilizada também como modelo biolégico para estudos toxicologicos de poluentes
ambientais, como pesticidas (BASHEER et al., 1999; RAND 2010; TIWARI et al., 2011,
MARCUS; FIUMERA, 2016; ALARABY et al., 2016), poluicdo do ar (SANTANA et al.,
2018), na deteccdo de genotoxicidade e mutagenicidade de nanoparticulas de metal e
oxido de metal (CARMONA et al., 2015) entre outros estudos.

Carmona et al. (2011) propuseram o uso de hemdécitos da hemolinfa de D.
melanogaster para estudos de genotoxidade, uma vez que, em mamiferos, e
especialmente em humanos, estudos in vivo em geral usam linfécitos do sangue
periférico como as principais células-alvo para medir a inducao de danos no DNA

A importancia do uso de D. melanogaster para testes toxicoldgicos foi
evidenciada também por Pandey e Nichols (2011), que afirmaram que a espécie é um
modelo adequado para estudos genbmicos em larga escala, nha
suscetibilidade/resisténcia a substancias téxicas. Uma prerrogativa para um bom
sistema modelo é compartilhar fisiologia nas vias moleculares com seres humanos, e é

natural que aproximadamente 75% dos genes associados a doencas humanas tenham
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homologos em Drosophila e compartiihem semelhancas em suas funcbes, fato de
particular interesse para fins médicos (ZHOU et al., 2017).

Os ensaios somaticos sdo as ferramentas normalmente usadas em D.
melanogaster para estudar danos no DNA e detectar agentes ou exposi¢cOes suspeitas
de genotoxicidade (MARCOS; CARMONA, 2019). A incorporacdo desses ensaios em
testes toxicolégicos € uma resposta direta a solicitacdo de uma mudanca de paradigma
nos testes propostos conjuntamente pela Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados
Unidos da América (EPA), Centro de Gendmica Quimica (NCGC) e pelo National
Toxicology Program (NTP) (COLLINS et al., 2008). Além disso, as recomendacdes do
National Research Council Committee on Toxicology, dos Estados Unidos, declaram D.
melanogaster, Caenorhabditis elegans e Danio rerio (zebrafish), como modelos de
escolha para avaliagdo de riscos de toxicos que afetem o desenvolvimento (RAND,
2010).

Por fim, existe uma diversidade de bioensaios que podem ser empregados com
a finalidade de identificar alteracdes cromossdmicas e genéticas oriundas da exposi¢ao
a agentes contaminantes como o Uréanio e seus derivados dos quais se destaca o
Ensaio cometa (AHMED et al., 2011; VERCOSA et al., 2017; COLLINS et al., 2020).

3.3 Ensaio cometa para investigac&do da genotoxicidade

O Ensaio cometa, também conhecido como eletroforese em gel de célula Unica
(SCQG), foi introduzido pela primeira vez por Ostling e Johanson, em 1984, como uma
técnica para a visualizacdo direta de danos no DNA (OSTLING, JOHANSON, 1984;
SINGH et. al., 1988). Este método também tem o potencial de detectar os danos no
DNA de forma qualitativa e quantitativa, em células eucariéticas individuais (TICE et al.,
2000; COLLINS et al.,, 2020). Este ensaio demonstrou ser altamente sensivel,
permitindo a deteccdo de baixos niveis de varios tipos de danos ao DNA, como
gquebras de DNA de fita simples e dupla (SPEIT; HARTMANN, 2006).

Apoés a aplicacdo de uma corrente elétrica nas células dispostas sobre laminas
com gel de agarose, os fragmentos do DNA migram e formam uma imagem de cometa,
0 que da nome ao teste. Os danos no DNA sdo observados em microscopia de
fluorescéncia, e sdo qualificados em funcédo do tipo de dano, podendo variar, de 1 a 4
(do menor ao maior dano) (Figura 3). No dano tipo 1, o nucleo é facilmente visualizado
e a cauda nédo existe, enquanto no dano tipo 4, a cauda é bem longa e o ndcleo é

pouco definido.
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Figura 3. Os cinco niveis de dano genético (0 a 4) com base no comprimento e quantidade de DNA nas
caudas de cometas. As imagens sdo de hemdécitos coletados de larvas de D. melanogaster coradas
com GelRed e fotografados em microscopia fluorescente. Fonte: Vergosa et al. (2017).

O ensaio cometa foi aplicado pela primeira vez no modelo Drosophila
melanogaster em 1999 e, desde entdo, os estudos com esta metodologia tém crescido
exponencialmente (GAIVAO; SIERRA, 2014; AUGUSTYNIAK et al., 2016; VERCOSA
et al., 2017; MARCOS; CARMONA, 2019; AMORIM et al., 2020) em estudos in vitro e
in vivo do potencial genotéxico de varios compostos quimicos e poluentes ambientais,
revolucionando o campo da ecotoxicologia (SIDDIQUE et al., 2005; RAND, 2010,
2014).

O ensaio cometa também tem sido aplicado em bactérias (procariontes) (JHA,
2008) e em diferentes grupos animais, como mamiferos, a exemplo os humanos
(GODSCHALK et al., 2013; COLLINS et al., 2013, 2020), em peixes (HARTMANN et
al., 2004; LEMOS et al., 2005), diferentes espécies de insetos (AUGUSTYNIAK et al.,
2016; BRITO et al., 2020), entre outros organismos.

3.4 Radiacao natural naregiao Nordeste do Brasil

Isétopos radioativos ocorrem naturalmente em rochas, ou podem ser liberados
de forma descontrolada durante os testes nucleares, ha manutencédo normal de usinas
nucleares, ou em acidentes como os de Chernobyl e Fukushima Dallchi (SOWMITHRA
et al., 2015).

Quando o nivel natural de radiacdo excede os niveis basais baixos em areas
nao contaminadas em escala de centenas de vezes, resulta em taxas significativas de
doencas em humanos e outros organismos (LUBIN; BOICE, 1997; GHIASSI-NEJAD et
al., 2002; SOWMITHRA et al., 2015). A reproducédo é considerada um dos pontos finais
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mais sensiveis aos efeitos da radiacdo, e ndo apenas determina o destino de um unico
organismo, mas também influencia a dinamica populacional e a estabilidade de
unidades ecoldgicas relacionadas (SOWMITHRA et al., 2015).

O Uranio (**®U) é um radionuclideo instavel, caracterizado como uma das
principais fontes de exposicdo humana a radiacdo natural (UNSCEAR, 2017). No seu
processo de decaimento ocorre a emissdo de particulas radioativas ionizantes (alfa, beta
e niveis amenos de particulas gama), e geracédo de diferentes subprodutos (Figura 4)
como metais pesados e gas radbnio, ambos considerados cancerigenos para seres
humanos (BARILLET et al., 2011; CARVER; GALLICCHIO, 2017).

Figura 4. Esquema indicando a série de decaimento do Uranio-238 (2%8U). As letras significam o nome do
elemento e os nimeros indicam a massa dos atomos. Oito elementos emitem particulas alfa (a) quando
decaem. Fonte: Taylor et al. (2001).

O Uranio possui carater ionizante, pois suas ondas eletromagnéticas se
propagam a uma determinada velocidade apds serem geradas por fontes naturais ou
por artefatos manufaturados (CICCIA; ELLEDGE, 2010). O Brasil possui um dos
principais reservatérios geolégicos de U do mundo segundo pesquisas realizadas pela
International Atomic Energy Agency (IAEA, 2009). Na regido semiarida do estado do
Rio Grande do Norte, onde esta localizada a Provincia de Pegmatitica da Borborema,
foram relatados altos niveis de U (variando entre 0,4 ppm e 7,8 ppm), além de Torio
(0,1-21,0 ppm) e Potéassio (2,0% e 5,2%) (SILVA et al. 2010). A formacdo geoldgica
nessas regides promove a presenca de minérios de importancia econémica, que sao
explorados por empresas de mineragdo para a producao de materiais de construcéo
(ARAUJO; SOUZA, 2012).
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Devido a existéncia de rochas pegmatiticas, minerais radioativos como o uranio
também podem ser encontrados na regido e no solo sob uma barragem, juntamente com
varios metais pesados como niquel, cobalto, prata, cobre e chumbo (CPRM, 2013).
Com o aumento dos processos de industrializacdo, a exposicdo a metais pesados
cresceu em todo o mundo, devido a operacdes relacionadas com o ciclo do combustivel
nuclear, uso dos radioisétopos na medicina, na indUstria e em pesquisas, ou
relacionadas a atividades agricolas, urbanas, de constru¢do e mineracao, resultando
em efeitos deletérios a saude humana (REHMAN et al., 2017).

Os efeitos da radiacdo resultam na inducdo de lesdes no material genético
como formacé&o de sitios apurinicos ou apirimidicos, ou quebra de fita simples ou dupla
de DNA (BARILLET et al.,, 2011; WILSON et al.,, 2014), promovendo a perda de
importantes funcdes celulares e processos degenerativos, como doencas hereditarias e
cancer, dentre outros (FRIEDBERG et al., 2006). A irradiacao interna ocorre quando os
radionuclideos estdo dentro do corpo dos organismos, incorporados pela inalacéo,
ingestao ou inoculacdo (SOWMITHRA et al., 2015).

Rehman et al. (2017) destacaram que o mecanismo geral envolvido na
toxicidade induzida por metais pesados estd associado a producdo de espécies
reativas de oxigénio, que vao originar danos oxidativos e efeitos adversos relacionados
a saulde. Assim, a exposicao as substancias téxicas pode causar efeitos diferentes no
corpo humano, interferindo nos principais processos metabdlicos e fisiologicos
(MUHAMMAD et al., 2011).

A exposicao prolongada ao U pode resultar em efeitos adversos aos
invertebrados aquaticos, como insetos, anfipodes e crustaceos com valores de
concentracédo de efeitos ndo observados (NOEC) variando de 1,5 a 2250 pg de U/L
(MUSCATELLO; LIBER, 2009; BURNETTSEIDEL; LIBER, 2012). Derivados do U,
como 0s metais pesados, apO0s serem liberados da crosta terrestre, persistem no
ambiente por tempo indeterminado porque ndo sdo degradaveis (WU et al. 2010),
causando efeitos téxicos em microrganismos, plantas e animais. Por esses motivos, a
contaminagcdo por metais pesados tornou-se uma preocupacao para o0 futuro
(RAHMAN; SINGH, 2019).

Metais pesados, incluindo Cobalto (Co), Cobre (Cu), Ferro (Fe), Manganés (Mn),
Molibdénio (Mo) e Zinco (Zn) sao cruciais para a atividade metabdlica, pois em baixas
concentracbes sdo micronutrientes essenciais (PERALTA-VIDEA et al., 2009). Né&o
obstante, quando em concentracfes consideradas acima dos limitrofes, produzem
efeitos adversos na saude (ALl et al., 2013; RAHMAN; SINGH, 2019).
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Metais pesados como Arsénio (As), Cadmio (Cd), Chumbo (Pb), Mercurio (Hg)
e Cromo (Cr) sdo toxinas ndo limiares, descritos como 0s metais pesados que mais
causam danos (RAHMAN; SINGH, 2019). A Agéncia Registros de Substancias Téxicas
dos Estados Unidos (ATSDR, 2015), por exemplo, classificou As, Pb, Hg, Cd e Cr em
10, 2°, 3°, 7° e 17° lugares, respectivamente, na lista prioritaria de substancias
perigosas para o perfil toxicologico. A lista é baseada em uma combinacdo da
frequéncia, toxicidade e potencial de exposicdo do metal pesado em locais da Lista de
Prioridades Nacionais do mesmo pais.

O metal pesado Pb foi categorizado em primeiro lugar entre todas as
substancias téxicas da Terra, por ser 0 que mais ameaga e impacta a saude, seguido
por Hg, Cr (VI) e Cd (PURE EARTH, 2015). A contamina¢do do corpo humano pode
ocorrer por via dérmica ou inalatoria, pela ingestdo através de alimentos ou agua
contaminados, e pelo ar, de forma que € impossivel ter um ambiente totalmente livre de
metais pesados (REHMAN et al., 2017).

Outro derivado importante do 22U é o gas Radonio (°??Rn), considerado
bastante toxico e produzido a partir do elemento Radio (??°Ra), com meia-vida de 3,8
dias (UNSCEAR, 2008). A exposicdo ao Rn é a segunda causa mais comum de cancer
de pulmé&o, sendo o principal fator de risco desse cancer em pessoas que nunca
fumaram (SHEEN et al., 2016).

As principais fontes de Radonio s&o encontradas nas rochas, que se propagam
para o solo, a 4gua potavel, e até aos materiais de constru¢cdo e ao gas natural
(MIKAYILOVA, 2018). A maior exposicdo desse gas ao ser humano se da dentro das
residéncias, por inalacdo do ar de locais fechados (Radon in-door) e por ingestao de
agua com Rn dissolvido (UNCEAR, 2017; KIM; RA, 2018). A Organizagdo Mundial da
Saude (OMS) sugere como nivel maximo de exposicdo 100 Bg/m? para reduzir os
efeitos na saude devido a inalacéo interna de 2%2Rn (TING, 2010).

Em um estudo de revisdo de trabalhos que avaliaram locais no Brasil com
radiacao natural, Dantas et al. (2020) reunem dados do estado do Rio Grande do Norte,
onde os indices limitrofes de subprodutos oriundos do decaimento de U chegam a 2893
Bg/m® (CAMPOS et al., 2013; MARCON et al., 2010, 2017), valores altissimos de
acordo com o CONAMA, que é de no maximo 100 Bg/m?,

Diante desta realidade, este estudo aplicou metodologias na area da
mutagénese sobre o organismo sentinela Drosophila melanogaster, a fim de avaliar os
efeitos de substancias poluentes (metais pesados) que foram medidos em amostras de

agua do acude de Lucrécia. Os resultados estdo apresentados a seguir, na forma de
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um artigo cientifico que combinou dados deste estudo com dados prévios do mesmo
grupo de pesquisa para o acude de Parelhas/RN (CARMO-NETO, 2019).
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Resumo

Foi objetivo deste estudo investigar o efeito genotoxico em Drosophila
melanogaster submetida a amostras de agua de dois acudes situados no semiarido do
Brasil, avaliando o uso do organismo para bioindicacdo ambiental. Amostras de agua
foram avaliadas para presenca de Radonio e metais pesados (como Ag, Cd, Co, Cr,
Cu, Fe, Ni, Pb e Zn), elementos que podem alterar varias funcdes fisioldégicas e serem
prejudiciais para a salde humana e para sobrevivéncia de outros organismos. Neste
estudo foi aplicada a metodologia do Ensaio cometa in vivo em hemdcitos de larvas de
D. melanogaster que se alimentaram por 24 h em meio de cultivo hidratado com as
amostras de agua de acudes dos municipios de Parelhas (em 2018) e de Lucrécia (em
2019), Rio Grande do Norte-Brasil, ap0s coletas feitas em duas esta¢cfes do ano (seca
e chuvosa). Os metais pesados avaliados estiveram dentro dos limites permitidos,
assim como as medidas do gas Radonio dissolvido na agua. Apesar disso, danos
genotoxicos foram observados. Houve ocorréncia de danos genotoxicos apos
exposicdo dos organismos as amostras de 4gua de Parelhas, no periodo de chuvas, e
as amostras de agua de Lucrécia, no periodo da seca. Devido a inerente complexidade
da agua e as dificuldades em avaliar todos 0os compostos naturais presentes (metais
pesados, substancias organicas dissolvidas ou agentes toxicos naturais provenientes
de cianobactérias) ou aqueles de origem antropogénica (pesticidas, compostos
farmacéuticos e outros poluentes quimicos) sugere-se D. melanogaster como
organismo sentinela ideal para a bioindicacdo ambiental e avaliacdo global da

qualidade das aguas de reservatorios da regido semiarida do Brasil.

Palavras-chave: Ensaio cometa, hemdcitos, radiacao natural, genotoxicidade.
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INTRODUCAO

A radiacdo natural pode afetar negativamente os diferentes organismos e a
populacdo humana, devido ao possivel efeito mutagénico causado por minerais
radioativos (radionuclideos) e gas Radonio, apds absor¢cdo e metabolizacdo (CPRN,
2006; Vercosa et al., 2017; Dantas et al., 2020). Essa problematica ambiental da
radiacdo natural € uma realidade na regido Nordeste do Brasil, onde se encontra a
Provincia Pegmatitica da Borborema (IAEA, 2009; Dantas et al., 2020) com fontes
rochosas ricas em radionuclideos da cadeia do Urénio e Tério. Nesta regido brasileira
encontra-se o bioma Caatinga formado por uma floresta seca, adaptada aos longos
periodos de restricdo hidrica, que acorrem entre meses de junho e dezembro (Marengo
etal., 2017, 2018; IBGE, 2019).

Dentre os estados brasileiros mais efetados pela radiacdo natural e seca esta o
Rio Grande do Norte, com 91% de seu territério situado em regido semiarida, baixas
precipitaces médias anuais (abaixo de 871 mm) (IANAS, 2019), e com mais de 3
milhdes de pessoas. Para minimizar a baixa oferta hidrica na regiéo, foram construidos
diversos reservatérios de agua potavel, regionalmente chamados de acudes, para o
enfrentamento do fenbmeno da seca (Pereira-Neto, 2017; Lucena et al., 2018).

Estudos prévios realizados nos acudes de municipios da regido revelam
problemas da qualidade da agua, incluindo a contaminagdo por metais pesados e
Radodnio (*’Rn), detectados em concentracdes acima dos limites nacionais
estabelecidos como seguros para fontes hidricas e atmosféricas (Barbosa et al., 2010;
Marcon et al., 2010; Garcia et al., 2011; Chaves et al, 2016; Marcon, et al., 2017; Dantas
et al., 2017, 2020).

Embora nos sistemas bioldgicos os metais pesados e radionuclideos sejam
constituintes naturais da crosta terrestre, as atividades humanas indiscriminadas
alteraram drasticamente seus ciclos geoquimicos (Singh et al. 2011; IANAS, 2019).
Esses compostos tém a capacidade de interferir nas biomoléculas, na ativacdo de
receptores, na regulacdo de canais ibnicos, na sinalizacdo celular e na transcricdo de
genes, potencializando a toxicidade de aguas contaminadas (Marcon et al., 2010; Singh
et al., 2011; Masindi e Muedi, 2018; IANAS, 2019).

A gestdo e controle bem-sucedido da qualidade da agua dependem da geracgao
de dados apropriados e, nesse sentido, espécies sentinela sdo monitores biologicos

muito Uteis, capazes de fornecerem importantes informacdes da resposta biolégica aos
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contaminantes (Beeby, 2001).

Dentre as ferramentas utilizadas para investigar os potenciais riscos genotoxicos
destaca-se o0 Ensaio cometa aplicado ao organismo Drosophila melanogaster (Diptera,
Drosophilidae) (Siddique et al., 2005; Gaivao e Sierra, 2014; Vercosa et al.,, 2017,
Santana et al., 2018, Marcos e Carmona 2019). Esta espécie tem sido utilizada na
genética toxicologica devido as suas similaridades genéticas com outros organismos
eucariotos, em especial aos seres humanos, com quem compartilha propriedades
bioldgicas, fisiologicas e neuroldgicas basicas, em mais de 60% dos genes que causam
doencas (Rand, 2010; Pandey e Nichols, 2011; Gladstone e Su, 2011; Lenz et al.,
2013; Panchal e Tiwari, 2017; Mirzoyan et al., 2019).

Diversos estudos recomendam D. melanogaster como organismo alternativo ao
uso de pequenos mamiferos, uma escolha que ndo sé minimiza questdes de bioética,
mas que se apoia na facilidade do cultivo e manipulacéo laboratorial da espécie, que
tem rapido ciclo de vida rapido e baixo custo de manutencdo. Além de ser um
organismo modelo com alto rendimento, usado had mais de 110 anos para estudar
diferentes aspectos bioldgicos relacionados ao desenvolvimento, as doencgas, e aos
estudos gendémicos (Beckingham et al., 2005), sédo cultivadas em laboratorio linhagens
genéticas endocruzadas e compartilhadas por laboratérios de todo mundo, tal como
Oregon-R, que é essencial para estudos comparativos e confirmacao de resultados,
nas mais diversas areas, incluindo a mutagénese (Mukhopadhyay et al. 2004; Siddique
et al., 2005, 2008; Carmona et al., 2011; Sharma et al., 2011; Shukla et al., 2011; Mishra
et al.,, 2011; Verma et al., 2012; Gaivdo e Sierra, 2014; Augustyniak et al., 2016;
Vergosa et al., 2017; Santana et al., 2018; Amorim et al., 2020).

Neste trabalho, apresentamos resultados dos danos genéticos induzidos por
amostras de adgua em D. melanogaster indicando a espécie como organismo sentinela
adequado para estudos dos riscos e impactos genotoxicos de fontes hidricas

contaminadas, na regiao semiarida do Brasil.

MATERIAIS E METODOS

Locais do estudo e coleta das amostras de agua

No municipio de Parelhas (20.354 habitantes, segundo IBGE, 2010), Rio
Grande do Norte-Brasil (Figura S1, Material Suplementar), situa-se o acude
Boqueirdo de Parelhas, construido em 1988 com capacidade para represar 85,012

milhdes de m3 de agua do rio Seridd, pertencente a bacia hidrografica Piranhas/Acu, a
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maior do estado (IGARN, 2020). A regiao tem clima BSW’h’ (Koppen) com precipitacédo
média anual de 500 mm (Climate-Data, 2020) e chuvas concentradas apenas nos
meses de fevereiro a abril (Figura S2, Material Suplementar). De junho a dezembro
as chuvas sao escassas, marcando o periodo sazonal da estacdo de estiagem (Lucena
et al., 2018). Amostras de agua do acude de Parelhas foram coletadas em
fevereiro/2018, no inicio da estacdo das chuvas, e em agosto/2018, no inicio da
estacdo de estiagem. Selecionamos aleatoriamente trés estacdes de coleta as margens
do acude. Os pontos de coleta foram identificados como P1 (06°41'48.2"S,
036°37'39.6"W), P2 (06°41'37.7"S, 036°37'43.4"W) e P3 (06°41'25.2"S,
036°37'37.3"W).
Exposicdo dos organismos as amostras de agua e realizacdo do ensaio
cometa
Larvas de terceiro estagio, com 72 h de vida, oriundas de criagdo em massa
mantidas em laboratoério, foram contadas e transferidas para cada um dos tubos de
tratamento, previamente preparados 0,9 g de puré de batata desidratado (Yoki SA) e 3
mL de &gua de cada amostra dos locais estudados (P1 a P6). Foram também
estabelecidos dois grupos controle por local: um grupo controle negativo, exposto ao
meio de cultivo hidratado com agua destilada; e um grupo controle positivo, exposto ao
meio hidratado com Ciclofosfamida (1 mg/mL), diluido em agua destilada. Para cada
ponto amostral dos acudes (trés em Parelhas e trés em Lucrécia) foram realizadas trés
réplicas. O material foi submetido a metodologia do Ensaio cometa, seguindo as

descricOes prévias de Vercosa et al. (2017).

Apés a exposicao das larvas aos tratamentos por 24 h, foram extraidas células
da hemolinfa (hemdécitos) de um grupo de 60 larvas de cada réplica. Os individuos
foram colocados em uma placa de Petri e resfriados a 4 °C durante 1 min para diminuir
a taxa metabdlica e facilitar a manipulacdo. Passado este tempo, cada larva foi
devidamente transferida para um poco de uma placa escavada, contendo 150 L de
solucdo de EDTA para impedir a coagulacdo da hemolinfa. Apdés rompimento da
cuticula de um grupo de 60 larvas por réplica, a hemolinfa exposta foi coletada em
microtubos e homogeneizada com uma solucéo de 0,5% de agarose de baixo ponto de
fusdo (agarose LM) a 37 °C, na auséncia de luz. O homogeneizado (60 pL) foi aplicado
em laminas previamente banhadas em agarose padréo (Vergosa et al. 2017), mantidas
a 4 °C durante 10 min e em seguida imersas em solucao de lise a 4 °C por 72 h. Apos,

foi realizada a corrida de eletroforese por 20 min a 40 V e 300 mA, em cuba de 40 cm,
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seguido das etapas de neutralizacéo e fixacdo (Vercosa et al. 2017). Para observacéo
e andlise dos danos genéticos, as laminas foram coradas com GelRed e observadas
em microscopio de fluorescéncia Zeiss-Imager M2, com filtro AlexaFluor 546 e objetiva
de 40x. A quantificacdo dos danos genéticos (cometas) foi feita em pelo menos duas
laminas (50 células em cada, total 100 células por cada réplica), seguindo os padrbes
visuais mostrados na Figura S3 (Material Suplementar) (Vercosa et al., 2017). Na
imagem, a classe 0 representa a auséncia de dano, e as classes 1 até 4 a ordem
crescente dos danos genéticos observados (sendo 4 o dano méaximo), de acordo a
guantidade de DNA na cauda e o tamanho da cabeca do cometa. Apds a quantificacao
dos danos, duas medidas foram calculadas por cada réplica dos experimentos: o indice

de Dano (ID) e a Frequéncia de Dano (FD%), de acordo com as seguintes formulas:

FD% = (n° total de danos - n° de danos 0). 100
n° total de danos

ID = 0. (n° danos 0) + 1. (n° danos 1) + 2. (n° danos 2) + 3. (n° danos 3) + 4. (n° danos 4)

Os resultados médios dos valores obtidos nas trés réplicas, em cada ponto
amostral (P1 até P6) foram comparados com os respectivos valores médios de ID e
FD% dos grupos controle negativo e positivo. Por fim, os resultados foram comparados
entre si, por local, pela analise da variancia (ANOVA), seguida do pos-teste de
Bonferroni, utilizando o programa estatistico STATA, versao 12.0.

Exposi¢cdo dos organismos ao Rad6énio atmosférico em Lucrécia e
realizacdo do Ensaio cometa

A fim de investigar uma possivel presenca de efeito genotoxico do gas
Radobnio, resultante da exposi¢cdo ao ambiente atmosférico do entorno do acude de
Lucrécia, no més de janeiro de 2019 foi feita uma coleta de organismos adultos de
Drosophila melanogaster residentes no local. A espécie foi coletada por meio de
armadilhas contendo isca de banana, que permaneceram por 24 horas no municipio a
fim de atrair adultos da familia Drosophilidae. Depois de atraidos, os adultos foram
levados para identificacdo taxon6mica no Laboratério de Genética do CAV-UFPE.
Cerca de 30 adultos identificados como D. melanogaster foram cultivados em um pool

massal, em tubos contendo meio de cultivo, dando inicio a linhagem denominada
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residente. Apos seis meses de cultivo, os descendentes da linhagem residente e da
linhagem Oregon-R foram expostos ao ambiente atmosférico no entorno do acude de
Lucrécia. Oregon-R é uma linhagem genética muito utilizada em testes do ensaio
cometa, especialmente os realizados por nosso grupo de pesquisa (Vercosa et al.,
2017; Santana et al., 2018, Amorim et al., 2020). Seus representantes sdo sensiveis ao
efeito de doses elevadas de radiacdo induzidas pelo gas Radonio, assim como sao
populacdes selvagens, como avaliado por Vercosa et al. (2017).

Para a exposicdo de individuos ao ambiente atmosférico de Lucrécia, foram
repetidos os procedimentos definidos por Castro (2016). Apos cultivo em laboratorio,
120 adultos de cada linhagem (residentes e Oregon-R) foram levados a Lucrécia,
acondicionados em cada uma das trés caixas de popula¢des (confeccionada de acordo
com Vercosa et al. 2015), que continham meio de cultivo para a criacdo de larvas
descendentes. As trés caixas permaneceram por seis dias em local sombreado, tempo
suficiente para o desenvolvimento do estagio embrionario até o terceiro estagio larval.
O local escolhido para exposi¢do dos organismos foi no entorno do agude de Lucrécia,
proximo aos pontos de coleta da agua. Ao sexto dia, o material foi levado ao laboratério
para o processamento (60 larvas por réplica), seguindo a metodologia do Ensaio

cometa conforme a descri¢do ja apresentada.
Andélises dos metais toxicos e Raddnio nas amostras de agua

Radobnio e os metais foram determinados nas amostras de agua dos dois
acudes, Parelhas e Lucrécia, no CRCN-NE, por meio das respectivas metodologias de
Cintilacdo Liquida de Ultrabaixa Radiacdo de Fundo (CLURF), para deteccdo de
Radb6nio na agua, e por Espectrometria de Absorcdo Atémica (AAS) com Chama
(FAAS) e com Forno de Grafite (GFAAS) para a quantificacdo dos elementos quimicos
essenciais, Cobalto (Co), Cobre (Cu), Ferro (Fe), Manganés (Mn), Niguel (Ni), Zinco
(Zn), e os metais téxicos, Aluminio (Al), Cadmio (Cd), Chumbo (Pb), Cromo (Cr) e Prata
(Ag).

Cintilacdo Liquida de Ultra-Baixa Radiacdo de Fundo

Para a técnica LSC, a amostra de agua é diretamente injetada no coquetel de
cintilagcdo, misturados homogeneamente (cintilador miscivel) e a energia das radiagbes
€ absorvida pelo meio de trés formas: térmica, ibnica e excitacdo de moléculas da
solucédo. Esta ultima excita os elétrons das camadas eletrbnicas das moléculas do
cintilador e estes, posteriormente, perdem a energia em excesso, emitindo fétons com

intensidade proporcional a energia da radiacdo absorvida (Oliveira, 2014). Os



36

procedimentos de preparacéo prévia do coquetel cintilador, da coleta e mistura com as
amostras de agua feitas em Parelhas e Lucrécia e a anélise final de %’Rn nas amostras
em agua em Contador de Cintilacdo Liquida (LSC) da Perkin EImer, modelo Quantulus
1220, foram realizadas de acordo com a descricdo detalhada apresentada em Carmo-
Neto et al. (em preparacdo). Resumidamente, as medi¢cdes sdo realizadas por 100
minutos, assim como a obtencéo da eficiéncia de contagem a partir de padréo interno
com atividade de Ra-226 conhecida (20 Bq). As concentracdes de atividade de ?*’Rn
(Arn) Nas amostras foram calculadas a partir da Equacao a seguir, de acordo com a
American Society for Testing and Materials — ASTM - 1998:

Ry —Rg

e—,»lt
60 x VX E X 3

Apn =

Espectrometria de Absorcdo Atdmica

Na técnica AAS, é feita a medida da absorcdo da intensidade da radiacao
eletromagnética proveniente de uma fonte de radiacdo primaria, por atomos gasosos
no estado fundamental. A partir desse fendbmeno s&o determinadas as quantidades dos
elementos quimicos (metais ou ndo) na amostra. A espectrometria de absorcao
atbmica em chama (FAAS) é a técnica mais utilizada para analises elementares, em
nivel de mg/L, enquanto que a espectrometria de absorcédo atémica em forno de grafite
(GFAAS) é utilizada para determinagdo de baixas concentragdes, na ordem de pg/L
(Krug et al., 2004). As analises quimicas por FAAS e GFAAS foram realizadas de
acordo com a descricdo detalhada apresentada em Carmo-Neto et al. Os padrdes
internos das curvas analiticas de Ag, Al, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Mn, Ni, Pb e Zn foram
obtidos utilizando solu¢des Merck (1000 mg/L) para obtencao de curvas analiticas e 0s
comprimentos de onda foram selecionados de acordo com a sensibilidade necesséria
(Rothery, 1988). Para controle da qualidade do procedimento analitico, foram

analisadas solucdes padrdes independentes intercaladas com as amostras de agua.
Anélise de Rad6énio (**’Rn) atmosférico

Foi feita a monitoracdo passiva do gas Radonio em uma residéncia do
municipio de Lucrécia, com a exposicdo de dois detectores CR-39 em camaras de
difusdo. Os dosimetros permaneceram por seis meses no local (entre janeiro a julho,
2019), considerado tempo suficiente para fornecer os dados necessarios e evitar a
sobreposicao de tracos produzidos pela particula alfa. A revelagdo quimica foi feita com
solugcdo NaOH, em banho-maria, e solugdo 6 M de NaOH a 90 °C, utilizando banho

termostatico por um periodo de 5 h (Ahn e Lee, 2005). A contagem de namero de
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tracos por unidade de campo foi feita em microscopio Optico e camara de video (Leica),
em aumento de 40x, por meio de métodos quantitativos. A determinacédo da quantidade
de tracos por unidade de area dos dosimetros fornece a densidade (tracos/cm?),
parametro que é proporcional & concentracédo de *?Rn. Foram realizadas 30 leituras de
campos por dosimetro. As imagens fotografadas foram armazenadas para posterior
contagem de tracos no programa MATLAB. A densidade de tracos obtidos, descontado
o background e o fator de calibracdo do sistema, serviram para o célculo da

concentracdo de atividade de *’Rn, como mostra a férmula abaixo:

CRn=D/Kt
CRn = Concentracéo de **Rn (Bg/m®)
K = fator de calibracao (tracos/cm? por Bg/m*/h*)
D = Densidade de tracos liquida (descontada a densidade relativa a radiacao de fundo no

detector) (tracos/cm?)
= tempo de exposic¢éo (h)

Para determinacdo do fator calibracdo dos CR-39 foram realizadas 19
exposicdes dos dosimetros, inseridos na camara de calibragdo do CRCN-NE (RN1-
CRCN) e expostos a uma atividade de 5,00 k/Bg/m®, com tempos de exposicdo
variando de 24 a 850 h para obtencdo do fator de calibracdo meédio em tracos

cm?h*/Bg/m?, em funcéo da exposicédo dos dosimetros ao #*Rn.

RESULTADOS

Andlise da genotoxicidade das amostras de 4gua dos acudes

O resultado do Ensaio cometa em células somaticas de D. melanogaster
expostas as amostras de agua do acude Boqueirdo de Parelhas e do acude de
Lucrécia, nas diferentes épocas do ano amostradas (de 2018 e de 2019), estdo
descritos na Tabela 1, assim como os resultados dos tratamentos dos grupos controle
negativo (dgua destilada) e controle positivo (Ciclofosfamida 1 mg/mL). Tanto o grupo
controle negativo quanto 0 grupo controle positivo apresentaram danos
significativamente diferentes, conforme o esperado, validando a metodologia para a
comparacdo com 0s experimentos com as amostras de agua. Na tabela 1 estédo
apresentados os valores da média e desvio padrdo de cada nivel de dano genético
observado (de O a 4), os valores calculados de indice de Dano (ID) e Frequéncia de
Dano (FD%) e se ocorreram diferengas estatisticamente significativas (P < 0,05) entre

0s tratamentos e seu respectivo controle negativo. A andlise estatistica feita pelo pos-
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teste de Bonferroni, com comparacdes par a par entre dos valores médios obtidos nos
tratamentos e 0s grupos controle, podem ser vistos nas Tabelas S1 e S2 (Material
Suplementar). Os resultados médios de ID e FD% estdo destacados para cada ponto
dos acudes (P1 a P6) (Figuras 1 e 2).



39

Tabela 1. Médias e desvio padrdo dos danos genéticos observados em hemécitos colhidos em larvas de Drosophila melanogaster Oregon-R dos
grupos Controle negativo (CN, tratadas com agua destilada), Controle positivo (CP, tratadas com Ciclofosfamida, 1 mg/mL) e tratamentos com
amostras de dgua dos municipios de Parelhas (pontos P1 a P3) e Lucrécia (P4 a P6), na regido semiarida do estado do Rio Grande do Norte,

Brasil.

Tratamentos

Nivel de Dano (média + DP)

0 1 2 3 4 ID FD%
Parelhas
Controle negativo CN” 82,33 + 3,06 14,33+ 0,58 3,33+2,52 0 0 21,00 + 5,57 17,67 + 3,06
Controle positivo  CP”  33,00+1054 17,67 +3,06 18,33 + 13,05 22,00 + 2,65 9,00 * 3,00 156,33*+ 9,50  67,00* + 10,54
Acude - periodo de chuvas
(fev./2018) P1 76,33 £ 2,08 17,33 +£1,53 6,33 +1,15 0 0 30,00 £ 3,00 23,67 £2,08
P2 79,00 £ 2,00 16,33 £1,53 4,67 +0,58 0 0 25,67 £ 2,52 21,00 £ 2,00
P3 81,67 +1,53 15,67 +1,53 2,67 +£1,53 0 0 21,00 + 2,65 18,33+ 1,53
Acude - periodo de
estiagem (ago/2018) by Go67+115 2500£100 13004100 1,00+ 1,00 0 54,00+ 4,58  39,33*+115
P2 32,67 +2,31 26,00 = 2,00 22,33+0,58 19,00 + 2,65 0,67 £ 0,58 130,33* + 5,86 67,33* £ 2,31
P3 69,67 +£1,53 24,67 +1,53 5,67 + 1,53 0 0 36,00 + 2,65 30,33 +1,53
Lucrécia
Controle negativo CN* 86,67 £ 1,53 13,33 +£1,53 0 0 0 13,33+1,53 13,33+1,53
Controle positivo CP" 44,33 £4,04 25,00 £ 2,00 9,67 +2,25 8,33 £ 2,08 12,67 +2,89 120,00* + 14,11 55,67* £ 4,04
Acude - periodo de chuvas
(jan./2019) P4 54,67 £ 4,51 18,67 + 3,06 8,67 3,21 8,67 +1,53 9,33 +£2,08 99,33* = 6,66 45,33* £ 4,51
P5 63,00 + 4,36 17,67 £1,15 9,67 = 3,06 500+1,73 4,67 £1,15 70,67* £ 9,29 37,00* = 4,36
P6 57,67 +1,15 20,00 + 3,00 11,33+2,52 5,33+0,58 5,67 + 1,53 81,33*+ 6,11 42,33*+1,15
Acude - periodo de
estiagem (nov./2019) P4 81,00 = 1,00 19,00 £ 1,00 0 0 0 19,00 + 1,00 19,00 + 1,00
P5 82,00 = 2,00 18,00 + 2,00 0 0 0 18,00 + 2,00 18,00 + 2,00
P6 80,67 + 1,53 17,33 +1,15 2,00 + 1,00 0 0 21,33 +2,31 19,33 +1,53

Nivel de Dano: zero (0) representa auséncia de dano genético e 1 a 4 s&o os niveis crescentes de dano genético.
Abreviages: ID, Indice de Dano; FD%, Frequéncia de Dano; DP, desvio padréo.
* representa as diferencas significativas (P <0,05) em relagédo ao respectivo grupo controle negativo (CN).



180 1 * A 100 - B
160 - ag
% #
140 A g B0 - i
Q 120 - o 0
& 100 Z 607
] g
w o 50 N
80 4 £ =
18] 40 - -
o
g 601 T g
z z
= 4D A T
- S 20 T
204 T g
| | B0
('S
o o
Controle  Controle P1 P2 P3 P1 P2 P3 Controle  Controle P1 P2 P3 P1 P2 P3
negative  positivo negative  positivo
Estacdo chuvosa - fev. 2018 Estacdo de estiagem - ago. 2018 Estacdo chuvosa - fev. 2018 Estacdo de estiagem - ago. 2018
Tratamentos - Parelhas Tratamentos - Parelhas

Figura 1. Resultados médios do indice de Dano (A) e da Frequéncia de Dano (B) apds exposi¢édo aos tratamentos do controle negativo
(dgua destilada), controle positivo (Ciclofosfamida 1 mg/mL), amostras de aguas do acude de Parelhas (P1, P2 e 3), em duas estacdes
do ano * (os valores foram significativos).

180 - A 100 -
160 - _ 90 - B
140 | * .E_:. 80 -
[=] i
Z 120 * g o #
é 100 T * w 60 1 *
= # 8 =5 4 T " #
w80 q
g g 40 -
=] J
= &0 “é 30 -
40
E 20 + - -
i Ll o]
0 4 0
Controle  Controle P4 P5 P& P4 P5 PG Controle  Controle P4 P5 PG P4 P5 P&
negative  positivo negativo  positivo
Estacdo chuvosa- jan. 2019 Estacdo de estiagem - nov. 2019 Estacdo chuvosa- jan. 2019 Estacdo de estiagem - now. 2019
Tratamentos - Lucrécia Grupos estudados

Figura 2. Resultados médios do indice de Dano (A) e da Frequéncia de Dano (B) apds exposicdo aos tratamentos do controle negativo
(dgua destilada), controle positivo (Ciclofosfamida 1 mg/mL), amostras de aguas do acude de Lucrécia (P4, P5 e P6), em duas
estacdes do ano * (os valores foram significativos).



41

Como indicado na Tabela 1 e na Figura 1, os valores médios mais elevados de
ID e FD% foram obtidos no ponto P2, seguido de P1, na amostragem feita na estacao
de estiagem no acude de Parelhas (agosto, 2018), sendo superiores aos valores do
grupo controle negativo. O efeito genotoxico observado em P1 e P2, na estacdo de
estiagem, foram também superiores as amostras feitas na estacdo chuvosa (fevereiro,
2018) (Tabela S1, Material Suplementar). Nos resultados do acude de Lucrécia, os
valores médios de ID e FD% (Tabela 1 e na Figura 2) dos pontos amostrais, na
estacdo chuvosa (janeiro, 2019), foram superiores ndo apenas aos valores do grupo
controle negativo, mas também aos respectivos valores obtidos na estagdo de estiagem
(novembro, 2019) (Tabela S2).

Medidas de Raddnio nas amostras de agua

A maioria das andlises radiométricas de Radonio (**’Rn) dissolvido nas
amostras de agua dos acudes registraram valores baixos, menores que o limite de
deteccao (<0,3 Bg/L) do equipamento utilizado (Tabela 2). Esses resultados dao sinais
para o consumo seguro das aguas, dentro dos limites permitidos pela USEPA (1999),
abaixo de 11,1 Bg/L. Entretanto, trés réplicas analisadas do acude de Lucrécia (P4 b,
P5 b e P6 a) apresentaram valores elevados de ?*’Rn, conforme indicado na Tabela 2.

Para melhor compreender a presenca de Radodnio, uma andlise adicional da
sua presenca na atmosfera foi realizada em uma residéncia (in-door) do municipio de
Lucrécia, e foi também avaliado seu possivel efeito em larvas expostas ao ar
atmosférico, por seis dia, em local no entorno do agude de Lucrécia. Os resultados da
medicéo de **Rn no ar foram feitos por dois dosimetros CR-39 em local fechado, uma
no centro urbano da cidade e outro em residéncia rural (no entorno do acude), que
ficaram expostos entre janeiro e julho de 2019.

Os resultados indicaram valores de 78 Bg/m® e 40 Bg/m®, que est&o abaixo do
valor minimo de risco (<100 Bg/m?®), corroborando os resultados do Ensaio cometa,
feitos com larvas expostas ao ar atmosférico no entorno do acude de Lucrécia
(linhagens residente e Oregon-R). Os baixos niveis de ID obtidos nas duas linhagens
testadas, residentes e Oregon-R (ID=43,33 e 1D=24,00, respectivamente) e de FD%
(FD%= 28,33 e FD%=15,67, respectivamente) ndo diferiram dos valores dos grupos

controle negativo (para P<0,05) (Tabela S3, Material Suplementar).
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Tabela 2. Concentracéo da atividade do Rad6nio-222 (Bg/L) nas aguas do acude de Parelhas e
de Lucrécia identificadas por ponto amostral (P1 a P6), réplica (a, b, ¢) e época do ano.

Rn-222 Rn-222
Acudes Fevereiro, 2018 Agosto, 2018
Média U* Média u*
Parelhas
a <0,3 <0,3
P1 b <0,3 <0,3
C <0,3 <0,3
a <0,3 <0,3
P2 b <0,3 <0,3
c <0,3 <0,3
a <0,3 <0,3
P3 b <0,3 <0,3
c <0,3 <0,3
Lucrécia
P4 a <0,2 <1,6
b <0,2 155 + 3
c <0,2 <1,6
P5 a <0,2 <16
b <0,2 24,6 + 1,1
c <0,2 <1,6
P6 a <0,2 109 + 2
b <0,2 <1,6
C <0,2 <1,6

U* incerteza analitica expandida no nivel de confianca de 95%.

Andlise da contaminag¢do por metais nas amostras dos acudes

Na Tabela 3 estdo apresentadas as medidas de 11 metais em amostras de agua
do acude Bogueirdo de Parelhas, juntamente aos valores maximos permitidos para
consumo humano pelo WHO (2011) e CONAMA (2005). A andlise foi realizada apenas
nas amostras de agua da estacdo de estiagem (agosto, 2018). A maioria dos metais
pesados (Ag, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Ni, Pb e Zn) estiveram dentro dos limites permitidos
nas amostras de agua, e apenas Aluminio (0,11 mg/L) e Manganés (0,13 a 0,14 mg/L),
no ponto P1 estiveram acima dos limites permitidos. Na Tabela 4 estdo apresentadas
as medidas dos elementos tracos para as amostras do acude de Lucrécia, todos com

valores estiveram abaixo do recomendado.
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Tabela 3. Valores (mg/L) de metais pesados obtidos nas amostras de agua da estacdo seca (agosto, 2018) nos trés pontos do acude Boqueirdo de
Parelhas (P1, P2 e P3 e suas réplicas a, b, ¢), em comparagdo com os limites maximos de cada metal (WHO, 2011; CONAMA, 2005). Destaque (em
vermelho) aos valores de Aluminio e Manganés detectados acima do recomendado em réplicas do ponto P1 (CONAMA, 2005).

Metais essenciais e toxicos (mg/L)

Parelhas
Co Cu Fe Mn Ni Zn Al Cd Pb Cr Ag
WHO - 2,0 0,3 0,4 0,07 - - 0,003 0,01 0,05 -
CONAMA 0,05 0,009 0,3 0,1 0,025 0,18 0,1 0,001 0,01 0,05 0,01
Ponto Réplica
A <0,0014 0,0029 0,09 0,14 <0,003 <0,008 | 0,11 <0,0004 <0,001 <0,0012 <0,0001
(0,0007) (0,02) (0,04) (0,04)
P1 B <0,0014 0,0015 0,10 0,13 <0,003 0,010 0,09 0,0005 <0,001 <0,0012 0,00014
(0,0004) (0,02) (0,03) (0,002) | (0,03) (0,0002) (0,00003)
C <0,0014 0,0011 0,12 0,13 <0,003 0,028 0,10 0,0022 <0,001 <0,0012 <0,0001
(0,0003) (0,02) (0,03) (0,006) | (0,03) (0,0007)
A <0,0014 0,0012 0,017 0,09 0,0026 <0,008 | 0,028 <0,0004 <0,001 0,0025 <0,0001
(0,0003) (0,003) (0,02) (0,0009) (0,009) (0,0009)
P2 B <0,0014 0,0012 0,015 0,09 <0,003 <0,008 | 0,021 <0,0004 <0,001 <0,0012 <0,0001
(0,0003) (0,003) (0,02) (0,007)
C <0,0014 0,0009 0,011 0,09 <0,003 0,010 0,043 0,0007 <0,001 <0,0012 <0,0001
(0,0002) (0,002) (0,02) (0,002) | (0,014) (0,0002)
A 0,0020 0,0010 0,060 0,09 <0,003 0,017 0,08 0,0016 <0,001 <0,0012 <0,0001
(0,0008) (0,0002) (0,012) (0,02) (0,004) | (0,003) (0,0005)
P3 B <0,0014 0,0010 0,076 0,09 <0,003 0,012 0,08 <0,0004 <0,001 <0,0012 <0,0001
(0,0002) (0,015) (0,02) (0,003) | (0,003)
C <0,0014 0,0008 0,085 0,09 <0,003 <0,008 | 0,07 <0,0004 <0,001 <0,0012 <0,0001
(0,0002) (0,017) (0,02) (0,002)

Valores entre parénteses sdo referentes as incertezas analiticas expandidas em nivel de 95% de confianca.
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Tabela 4. Valores (mg/L) de metais pesados obtidos nas amostras de agua da estacdo seca (hovembro, 2019) nos trés pontos do acude de Lucrécia
(P4, P5 e P6 e suas réplicas a, b, c) em comparacdo com os limites maximos de cada metal (WHO, 2011; CONAMA, 2005).

Metais essenciais e toxicos (mg/L)

Lucrécia
Co Cu Fe Mn Ni Zn Al Cd Pb Cr Ag
WHO - 2,0 0,3 0,4 0,07 - - 0,003 0,01 0,05 -
CONAMA 0,05 0,009 0,3 0,1 0,025 0,18 0,1 0,001 0,01 0,05 0,01
Ponto  Réplica
a <0,0004  <0,0014 0,066 0.0058 <0,0010 <0,012 | <0,02 <0,00002 <0,00012 <0,010 <0,0004
(0,016) (0,0016)
P1 b <0,0004 <0,0014 0,12 0,013 <0,0010 <0,012 | <0,02 <0,00002 0,00014  <0,010 <0,0004
(0,02) (0,004) (0,00003)
c <0,0004  <0,0014 0,13 <0,0018 <0,0010 <0,012 | <0,02 <0,00002 <0,00012 <0,010 <0,0004
(0,03)
a <0,0004  <0,0014 0,090 <0,0018 <0,0010 <0,012 | <0,02 <0,00002 <0,00012 <0,010 <0,0004
(0,019)
P2 b <0,0004  <0,0014 ?(’)0(?106) <0,0018 <0,0010 <0,012 | <0,02 <0,00002 <0,00012 <0,010 <0,0004
c <0,0004  <0,0014 0,079 0,009 <0,0010 <0,012 | <0,02 <0,00002 0,00013  <0,010 <0,0004
(0,019)  (0,002) (0.00002)
a <0,0004  <0,0014 0,096 0,0031 <0,0010 <0,012 | <0,02 <0,00002 <0,00012 <0,010 <0,0004
(0,019) (0,0009)
P3 b <0,0004  <0,0014 0,087 0,0026 <0,0010 <0,012 | <0,02 <0,00002 <0,00012 <0,010 <0,0004
(0,017)  (0,0009)
c <0,0004  0,0024 0,16 <0,0018 <0,0010 <0,012 | <0,02 <0,00002 <0,00012 <0,010 <0,0004
(0,0009)  (0,03)

Valores entre parénteses sdo referentes as incertezas analiticas expandidas em nivel de 95% de confianca.
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MATERIAL SUPLEMENTAR

Tabela S1. Andlise estatistica (pds teste de Bonferroni) dos valores médios do indice de Dano
(abaixo da diagonal) e Frequéncia de Dano (acima da diagonal) entre os grupos de Drosophila
melanogaster CN-controle negativo (dgua destilada), CP-controle positivo (Ciclofosfamida) e
amostras de agua do acude Boqueirdo de Parelhas (P1 a P3).

Estagéo chuvosa Estacéo de estiagem

Tratamentos (Fevereiro, 2018) (Agosto, 2018)
CN CP P1 P2 P3 P1 P2 P3

CN 0.0001*  1.000 1.000 1.000 0.0001*  0.0001* 0.053

CP 0.0001* 0.0001* 0.0001*  0.0001* 0.0001*  1.000 0.0001*
% © P1 1.000 0.0001* 1.000 1.000 0.009* 0.0001* 1.000
2 ®
g 2 P2 1.000 0.0001* 1.000 1.000 0.002* 0.0001* 0.413
e P3 1.000 0.0001*  1.000 1.000 0.0001*  0.0001* 0.081*
o P1 0.0001*  0.0001* 0.001* 0.0001*  0.0001* 0.0001* 0.504
gg P2 0.0001* 0.0001* 0.0001* 0.0001* 0.0001* 0.0001* 0.0001*
< P3 0.064 0.0001*  1.000 0.671 0.064 0.014* 0.0001*

* Valores significativos (P <0.05).

Tabela S2. Analise estatistica (pos teste de Bonferroni) dos valores médios do indice de Dano
(abaixo da diagonal) e Frequéncia de Dano (acima da diagonal) entre os grupos de Drosophila
melanogaster CN-controle negativo (agua destilada), CP-controle positivo (Ciclofosfamida) e
amostras de agua do agude de Lucrécia (P4 a P5).

Estacao chuvosa

Estacao de estiagem

Tratamentos (Janeiro, 2019) (Novembro, 2019)
CN CP P4 P5 P6 P4 P5 P6

CN 0.0001*  0.0001* 0.0001* 0.0001* 0.803 1.000 0.605

CP 0.0001* 0.013* 0.0001* 0.001* 0.0001* 0.0001* 0.0001*
o P4 0.0001*  0.057 0.077 1.000 0.0001*  0.0001* 0.0001*
'% % P5 0.0001*  0.0001*  0.003* 1.000 0.0001*  0.0001* 0.0001*
- P6 0.0001* 0.0001* 0.156 1.000 0.0001* 0.0001* 0.0001*
o P4 1.000 0.0001*  0.0001* 0.0001* 0.0001* 1.000 1.000
% % P5 1.000 0.0001* 0.0001* 0.0001* 0.0001* 1.000 1.000
é “ P6 1.000 0.0001*  0.0001* 0.0001* 0.0001* 1.000 1.000

* Valores significativos (P <0.05).
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Tabela S3. Andlise estatistica (pos teste de Bonferroni) dos valores médios do indice de Dano
(abaixo da diagonal) e Frequéncia de Dano (acima da diagonal) entre os grupos de Drosophila
melanogaster CN-controle negativo (agua destilada), CP-controle positivo (Ciclofosfamida)
feitos com &gua do agude de Lucrécia, e grupos RE-linhagem residente, e OR-linhagem

Oregon-R, expostas ao ambiente atmosférico no entorno do acude de Lucrécia, em julho de
2019.

Julho, 2019
Tratamentos
CP RE OR
CN 0.003* 0.478 1.000
cp 00001 0.004* 0.039*

RE 1.000 0.001* 0.772
OR 0.406  0.004* 1.000

* Valores significativos (P <0.05).

Rio Grande do Norte

Figura S1. Mapa do Brasil, com destaque para a regido Nordeste (cinza claro), o estado
do Rio Grande do Norte (cinza escuro). As setas indicam a localizagdo geografica dos
municipios de Parelhas e Lucrécia, no semiarido do estado do Rio Grande do Norte, e 0s
respectivos agude e pontos de coleta das amostras de agua estudadas.
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Figura S2. Indicacao dos valores mensais das precipitacées (mm) ocorridas no municipio de
Parelhas (A) e Lucrécia (B), estado do Rio Grande do Norte, Brasil. A linha vermelha indica
as flutuacbes mensais de temperatura, com média anual de 26,1 °C e 26,4 °C,
respectivamente. Fone: Climate-data.org (https://pt.climate-data.org/america-do-sul/brasil/rio-
grande-do-norte/parelhas-42622/#climate-graph) para o periodo 1982-2012. As setas indicam
0s meses das amostragens de 4gua no agude de Parelhas (02=fevereiro; 08=agosto) e no

acude de Lucrécia ((01=janeiro; 11=novembro).


https://pt.climate-data.org/america-do-sul/brasil/rio-grande-do-norte/parelhas-42622/#climate-graph
https://pt.climate-data.org/america-do-sul/brasil/rio-grande-do-norte/parelhas-42622/#climate-graph
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Figura S3. Imagens representativas dos cinco niveis de dano genético (0 a 4) de acordo com o
comprimento e a quantidade de DNA na cauda do cometa. As imagens foram obtidas de
hemacitos de larvas de Drosophila melanogaster coradas com GelRed e fotografados em
microscopia de fluorescéncia. Fonte: Vergosa et al. (2017), com permisséao.
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DISCUSSAO

A manutencdo da integridade funcional do genoma e a capacidade dos
organismos em reverter ou lidar com possiveis danos genéticos estdo envolvidos
diretamente com o sucesso da espécie, devido a garantia da sobrevivéncia da prole de
seus individuos, mesmo diante da presenca de agentes quimicos toxicos ou da
radiacdo (Martins e Costa 2017). Apdés um dano genético ser gerado, o sistema de
reparo celular pode corrigir a mutacao, ou pode ocorrer acumulo de lesdes que causam
uma série de disfuncbes metabdlicas, a morte celular, ou do individuo. Além disso, €
possivel que substancias contaminantes toxicas diversas liberadas na agua ndo gerem
efeitos agudos em organismos expostos, mas sim na reducdo de sobrevivéncia,
aumentando os danos teciduais, em células somaticas e germinativas, e gerando
neoplasias (Galindo et al., 2012). Segundo Shim et al. (2014), as células de varios
organismos tém a capacidade de responder prontamente a radiacao ionizante, e como
exemplo disso, as células de Drosophila melanogaster atrasam o ciclo celular, induzem
reparo ou estimulam a apoptose. A genotoxicidade é, portanto, um fenémeno de
grandes repercussdes, que afeta todos 0s aspectos dos organismos expostos e o

funcionamento do ecossistema como um todo.

Na busca por informac¢des sobre esse fendbmeno, € primordial a determinagéo
de seu efeito no ambiente natural, para além em condi¢Bes controladas em laboratorio,
e estudos nos maios diversos organismos. Diante disso, nosso grupo de pesquisa vem
estudando o efeito de diversas fontes hidricas da regido Nordeste do Brasil, aplicando
ensaios genotdxicos com o organismo Drosophila melanogaster para suporte cientifico
de sua aplicacdo como espécie sentinela para a bioindicacdo ambiental.

Avaliar a presenca de elementos traco é muito importante, especialmente
diante de duas realidades da regido Nordeste do Brasil: o fato de os ambientes
sofrerem os efeitos adversos do regime flutuante e da escassez hidrica; e o constante
crescimento urbano e econdmico em toda regido, com demanda cada vez maior pela
agua. Além disso, € esperado que até 2030 o consumo de agua cresca 24% na regiao
(IANAS, 2019), o que vai amplificar os problemas causados pela seca, associado a
precariedade regional para ampliagdo da infraestrutura de distribuicdo de dgua potavel.

Como destacado por Garcia et al. (2011), o estudo da genotoxicidade em uma

amostra ambiental complexa como a agua requer o uso de diferentes métodos
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genéticos, o que justifica o uso de D. melanogaster em novos estudos. Além disso, a
agua é uma mistura que pode ser contaminada rapidamente, ou que pode também ser
recuperada com medidas de controle de poluentes. Nesse contexto, este estudo
investigou o efeito genotoxico de poluentes ambientais de dois acudes, no organismo
Drosophila melanogaster, com avaliagdo de Radonio e metais essenciais (Co, Cu, Fe,
Mn, Ni e Zn) e téxicos (Al, Cd, Pb, Cr e Ag), nas amostras do acude de Parelhas (2018)
e de Lucrécia (2019).

No acude de Parelhas a maioria dos metais-trago avaliados estiveram abaixo
dos limites maximos estabelecidos pelo CONAMA (2005) e WHO (2011). Portanto, os
resultados positivos do efeito genotoxico observados em D. melanogaster em duas das
trés amostras de agua de Parelhas ndo puderam ser explicados pela presenca desses
elementos. Os resutlados parecem indicar também que houve menor contaminagdo das
aguas do acude de Parelhas no ano de 2018, em relacdo ao anos de 2013 e 2014,
guando Chaves et al. (2016) detectaram Al, Ag, Co, Fe, Ni e Pb acima dos limites
recomendados, e observaram genotoxicidade positiva no peixe tilapia (Oreochromis
niloticus), nas amostras de fevereiro e julho de 2014. Além disso, 0s autores
registraram niveis elevados de particulas alfa (emitidas por *’Rn e por **°Ra) e
particulas beta (emitidas por ?®Ra) em aguas amostradas em julho, 2013 e fevereiro,
2014, mas nao em julho de 2014. Passados quatro anos, nosso estudo nao registrou
concentracdes elevadas de **’Rn e ?*Ra nas amostragens do acude de Parelhas,
feitas fevereiro e agosto de 2018.

Em Lucrécia, as medidas de ?*?Rn do acude foram baixas na maioria das
amostras (<0,3 Bg/L de ?*’Rn), porém ficou evidente que eventos de liberacdo de
Radbnio do solo para a 4gua estdo acontecendo, com medidas elevadas em algumas
réplicas (Tabela 2). Para complementar essa informacéo acerca do Radonio liberado,
sua presenca foi monitorada no ar, e os dosimetros também registraram doses baixas
de (<11,1 Bg/L, USEPA 1999). Também nao houve registro de efeito genotéxico em
individuos de diferentes linhagens de D. melanogaster expostos por seis dias ao
ambiente atmosférico do entorno do acude de Lucrécia (Tabela S3, Material
Suplementar). Por outro lado, amostras de agua desse acude, do periodo chuvoso
(janeiro, 2019) foram genotoxicas em D. melanogaster, diferente do periodo de
estiagem (novembro, 2019).

Estudos feitos no acude de Lucrécia por Marcon et al. (2010); Garcia et al.

(2011) e Marcon et al. (2017) avaliaram a genotoxicidade em outros organismos, tanto
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vegetais quanto animais. Marcon et al. (2010) aplicaram o teste de micronucleo e
anormalidades nucleares no peixe O. niloticus, submetido a amostras de agua de duas
estacOes chuvosas (marco, 2007 e maio, 2008) e duas esta¢cdes secas (outubro, 2006
e agosto, 2007), com resultados positivos de genotoxicidade em todos os testes.
Também foi investigada a presenca de cianobactérias com registro de espécies em
niveis téxicos em varias amostras de agua, entre 2006 e 2008. Por fim, diferentes
metais toxicos foram encontrados nas amostragens feitas, dentre eles o Cd, Pb, Zn, Cr,
Cu, Ni e Mn. Os autores concluem que o acude de Lucrécia contém poluentes quimicos
e microbiolégicos com potencial genotéxico que podem comprometer negativamente as
espécies que habitam esse ecossistema. Dados do nosso estudo, feitos em Lucrécia
uma década depois indicam que ha riscos no consumo das aguas devido ao efeito
genotoxico observado em hemdécitos de D. melanogaster, a depender da época da
amostragem da agua.

Efeito genotoxico também foi observado por Garcia et al. (2011), que aplicaram
o teste de micronudcleo na planta Tradescantia pallida cultivada com amostras de agua
do acude de Lucrécia. Elevado niumero de danos foi observado na estagdo de estiagem
(novembro de 2009) e niveis baixos, nas amostras da estacdo chuvosa (maio de 2010),
em relacdo ao grupo controle negativo, da mesma forma como observamos com D.
melanogaster. Garcia et al. (2011) também observaram efeito genotéxico em linfocitos
periféricos humanos (BCMN), com maior nimero de casos de micronucleos em
amostras da estacdo seca, em relacdo a estacdo chuvosa. Quanto aos metais toxicos
avaliados (Cd, Pb, Zn, Cr, Cu, Ni e Mn) dois (Cd e Cu) estiveram acima do limite
permitido nas amostras da estagdao seca (nhovembro, 2009) e quatro (Cd, Pb, Ni, Mn),
nas amostras da estacéo chuvosa (maio, 2010).

Os estudos de Marcon et al. (2010), Garcia et al. (2011) e também Marcon et
al. (2017) nao avaliaram a presenca de Radbnio nas amostras de agua do acude de
Lucrécia. Marcon et al. (2017) analisaram o efeito in-door de Raddnio, Uranio, Potassio
e Torio em Lucrécia; mediram metais téxicos em amostras de agua de torneira
consumidas pela populacdo humana; e analisaram o efeito genotoxico em 35
habitantes da cidade, com amostras de células de esfoliacdo bucal. Das cinco medidas
em agua potavel feitas pelos autores entre 2007 e 2009, Cr esteve presente em niveis
acima dos permitidos em trés amostras, e Mn e Ni, estiveram presentes em apeneas
uma amostra. A maioria das residéncias (97%) apresentou valoresde Radonio

superiores a 100 Bg/m® (OMS, 2009). Na andlise da radiacdo in-door, %*’Rn foi
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considerada a principal fonte de radioatividade, representando 83 a 91% da radiagao
total medida (Marcon et al., 2017). Em nosso estudo feito com dosimetros em locais
fechados, e por exposicdo de D. melanogaster ao ar no entorno do acude de Lucrécia,
ndo houve efeito genotdxico. E na maioria da 18 amostras de agua do acude, Radénio
esteve abaixo de 0,03 Bg/L em quinze amostras.

Assim como no acude de Parelhas, os metais pesados avaliados neste estudo,
no periodo seco em Lucrécia, estiveram dentro dos limites estabelecidos pelo
CONAMA (2005) e WHO (2011), de forma que agua doce dos dois locais poderia ser
classificada como Classe |, de boa qualidade para o consumo humano (CONAMA,
1995). Os resultados de genotoxicidade, entretanto, indicam que outros elementos
estdo presentes e atuando na geracdo de danos ao material genético, conforme aqui
demonstrado.

Diante dos vriados resultados acerca da problematica ambiental da radiacao
natural sobre ambientes aquaticos na regido semiarida do Nordeste do Brasil, como os
gue apresnetados, cabe destacar a grande versatilidade do organismo sentinela
Drosophila melanogaster, que se mostrou muito adequado nao sé para investigacao do
potencial genotoxicon de compostos presentes na agua dos acudes, mas também em

amostras de ar, facilmetne realizados em um mesmo periodo amostral.
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5. CONCLUSAO

Danos genotoxicos, medidos por meio do indice de Dano (ID) e Frequéncia do
Dano (FD%) em células somaticas de Drosophila melanogaster (linhagem Oregon-R)
mostraram que ha diferencas significativas entre amostras de agua do acude de
Lucrécia, dependendo do periodo do ano amostrado. Niveis elevados de
genotoxicidade foram superiores no periodo de estiagem da regido (janeiro, 2019).

Os efeitos genotoxicos decorrentes da exposicdo a agua do acude de Lucrécia,
no periodo de estiagem, ndo estiveram associados a presenca de Raddnio, que
estiveram abaixo dos limites de deteccéo (< 0,03 Bg/L).

Grande parte das amostragens de agua feitas no periodo chuvoso e seco em
Lucrécia ndo registraram presenca de Radénio (**’Rn). Entretanto, foram detectado
valores acima de 11,1 Bqg/L em trés réplicas (P4 b, P5 b e P6 a), indicando sua
ocorréncia em algumas amostras, o que nao foi confirmado na avaliagdo do ar
atmosférico do municipio de Lucrécia, feita por dois dosimetros in-door. Da mesma
forma, a exposicédo das linhagens de D. melanogaster (Oregon-R e residentes) ao ar
atmosférico em local do entorno do acude de Lucrécia, ndo gerou efeito genotoxico na
comparagao com 0 grupo controle negativo.

Este estudo demonstrou a sensibilidade de D. melanogaster para fins de
deteccBes de danos no material genético associados a elementos traco presentes em
amostras de acude de Lucrécia. No estudo, correlato realizado por Carmo-Neto (2019),
feito no acude de Parelhas, foram obtidos resultados similares, com niveis baixos de
Radbnio e 11 metais pesados nas amostras de agua, independente da estagdo. Carmo-
Neto (2019) também registrou genotoxicidade diferenciada dependendo da estacédo do
ano. Nesse caso, porém, os maiores valores de ID e FD% foram observados na
estacao de estiagem.

Mesmo considerando a complexidade de substancias encontradas na &gua,
gue podem interferir nos resultados, sem deixar evidente quais agentes causam danos
genéticos, a deteccdo dos danos do meio sobre 0s organismos Vivos, COmMo
bioindicadores, aproximam as consequéncias destes agentes a realidade da grande
maioria dos seres vivos. Nesse sentido, D. melanogaster é apresentado como um
organismo sentinela versatil a ser utilizado, ndo sé por suas vantagens praticas de

aplicacdo do Ensaio cometa, mas também por realizar diversas reacfes de ativacéo
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metabdlica similares as que acontecem com mamiferos, sendo um excelente modelo

de estudos dos efeitos que podem atingir também os seres humanos.
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