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RESUMO

O avanco tecnologico propiciou 0 uso da agua subterranea, liberando as atividades
humanas do uso exclusivo dos mananciais de superficie. No entanto, a composi¢do quimica
das rochas que alojam os mananciais subterraneos pode ser favoravel ou desfavoravel a saude
de uma forma geral. A ocorréncia de minerais radioativos nestes locais pode comprometer a
qualidade da agua, pois podem causar efeitos imediatos ou tardios aos sistemas bioldgicos
apos sua ingestdo. Portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar os danos genotdxicos
ocasionados por aguas obtidas de pocos artesianos nas areas de fosforito uranifero no
municipio de Abreu e Lima (PE) e de ocorréncia NORM na Paraiba, municipio de Sao José
do Sabugi; além de estimar as concentracfes de 222Rn, 226Ra; 238U, 232Th, 207Pb, 112Cd,
122Sh e 95Mo presentes nessas aguas. Para a quantificacdo do 222Rn e 226Ra foi utilizado o
Espectrémetro de Cintilagdo Liquida (LSC). A determinacdo das concentracdes de uranio,
torio, chumbo, cadmio e antiménio foi realizada utilizando Espectrdometro de Massas com
Plasma Indutivamente Acoplado (ICP-MS). O dano genotoxico foi avaliado utilizando o
modelo experimental Drosophila melanogaster frente as amostras de dgua coletadas em pogos
nos municipios estudados e analisadas por meio do ensaio cometa. Agua destilada foi
utilizada como controle negativo e a ciclofosfamida, como controle positivo. O bioensaio foi
realizado em triplicata, sendo observado 100 nucledides por amostra, permitindo quantificar a
incidéncia de danos ao DNA por meio da analise da frequéncia e indice de danos,
classificados de acordo com a extensdo da cauda do cometa. Os resultados identificados na
analise radiométrica apresentaram niveis elevados de 222Rn em todas as amostras de agua de
pocos com valores acima do limite maximo permitido para consumo humano (11,1 Bg L
elevado a -1), segundo a Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos - USEPA. Na
analise da concentracdo de metais pesados foram detectados valores de uranio acima do limite
maximo permitido para consumo humano nas amostras de agua de po¢os do municipio de Séo
José do Sabugi-PB, segundo a Portaria de Consolida¢do n°5/17, do Ministério da Saude (30
pg.L elevado a -1). Foram observados danos genotoxicos em larvas de Drosophlila
melanogaster exposta a aguas de po¢os dos municipios de Sdo José do Sabugi e Abreu e
Lima. Observou-se relacdo dose-dependente das amostras de agua de pogos do municipio de
Sao José do Sabugi-PB com a concentragdo de uranio, sugerindo que os efeitos genotdxicos
nos hemocitos de larvas de D. melanogaster podem estar relacionados com a presenca desse

elemento. O ensaio cometa em D. melanogaster mostrou-se sensivel na deteccdo de danos



provocados pelas amostras de dgua dos pogos estudados. Portanto, este modelo biolédgico
pode ser utilizado na andlise da qualidade de agua de pocos presentes em regides de fosforito

urinifero e em locais de presenca NORM.

Palavras-chave: Drosophila melanogaster. Ensaio cometa. Genotoxicidade. Radioprotecao.

Radioecologia.



ABSTRACT

Technological advancement led to the search for groundwater, releasing human
activities from the exclusive use of surface springs. However, the chemical composition of the
rocks that house the underground springs may be favorable or unfavorable to health in
general. The occurrence of radioactive minerals in these places can compromise water quality,
as it can cause immediate or delayed effects on biological systems after ingestion. Therefore,
the purpose of this work was to evaluate the genotoxic damages caused by waters obtained
from artesian wells in the areas with uraniferous phosphite in the municipalities of Abreu e
Lima (PE) and the NORM occurrence in Séo José do Sabugi, Paraiba. Besides estimating the
concentrations of 222Rn, 226Ra, 238U, 232Th, 207Pb, 112Cd, 122Sb and 95Mo present in
these waters. For the environment monitoring the Liquid Scintillation Spectrometer (LSC)
was used to quantify the 222Rn and 226Ra. To determine the concentrations of Uranium,
Thorium, Lead, Cadmium and Antimony was used Inductively Coupled Plasma Mass
Spectrometer (ICP-MS). Genotoxic damage was evaluated using the experimental model of
Drosophila melanogaster larvae against water samples collected from wells in the
municipalities mentioned and analysed by the Comet Assay. Distilled water was used as
negative control and cyclophosphamide as positive control. The assays were performed in
triplicate, with 100 nucleoids per sample being observed, allowing to quantify the incidence
of DNA damage by analyzing the frequency and damage index, classified according to the
length of the comet's tail. The results identified in the radiometric analysis showed high levels
of 222Rn in all water samples from wells with values above the maximum limit allowed for
human consumption (11.1 Bq L raised to -1), according to the United States Environmental
Protection Agency — USEPA. In the analysis of the concentration of heavy metals, uranium
values above the maximum permitted limit for human consumption were detected in water
samples from wells in the municipality of Sdo José do Sabugi-PB, according to Consolidation
Ordinance No. 5/17, of the Ministry of Health (30 pg. L raised to -1). Genotoxic damage was
observed in Drosophlila melanogaster larvae exposed to well water in the municipalities of
Sdo José do Sabugi and Abreu e Lima.A dose-dependent relationship was observed between
water samples from wells in the municipality of Sdo José do Sabugi-PB with uranium
concentration, suggesting that the genotoxic effects in the hemocytes of D. melanogaster
larvae may be related to the presence of this element. The comet assay in D. melanogaster

proved to be sensitive in detecting damage caused by water samples from the studied wells.



Therefore, this biological model can be useful in analyzing the water quality of wells present
in urine phosphorite regions and in places of NORM presence.

Keywords: Drosophila melanogaster. Comet assay. Genotoxicity. Trace elements.
Radioprotection.
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1 INTRODUCAO

A vida de todos os seres que habitam a terra depende da agua. Com o decorrer do
tempo, as necessidades humanas e o crescimento da populagdo passaram a exigir quantidades
cada vez maiores de &gua e facilidade de acesso as fontes existentes. Ao mesmo tempo, eram
procuradas novas fontes de suprimento, inclusive no subsolo. No Brasil, a 4gua subterranea
abastece 87.214.502 habitantes em 2.917 municipios, e destes, 55,3% estdo localizados em
area rural (IBGE, 2009).

A 4gua subterrénea pode ser contaminada por agentes quimicos, como os defensivos
agricolas, como também pela presenca de radionuclideos naturais. A radioatividade natural
pode ser medida em varios compartimentos do ecossistema como rochas, solos, ar, agua,
materiais de construcédo e alimentos. O Comité Cientifico das Nagdes Unidas sobre os Efeitos
da Radiacdo Atdmica (UNSCEAR) estimou que aproximadamente 70% (2,4 mSv.a™) da
exposicao que acomete 0 homem € originaria das fontes de radioatividade natural como raios
cosmicos, potassio (K), e das séries naturais do 28U e Z*°Th, e seus descendentes,
principalmente o radonio. Os outros 30% s&o derivadas de contribui¢cbes das fontes
antropogénicas como as atividades médicas (1,0 mSv/a), explosbes nucleares (0,01 mSv/a) e
ocupacional (0,002 mSv/a) (UNSCEAR, 2008).

Os estudos radiométricos no Nordeste Brasileiro foram iniciados em 1972 pelas
Empresas Nucleares Brasileiras S/A (NUCLEBRAS) que, em conjunto com a Companhia de
Pesquisa de Recursos Minerais (CPRM), possibilitaram a descoberta da presencga de uranio,
torio e seus descendentes no estado da Paraiba, onde se confirmou ocorréncias andmalas de
Material Radioativo de Ocorréncia Natural (NORM).

Diante destas informacgbes, o Grupo de Pesquisa em Radioecologia (RAE) do
Departamento de Energia Nuclear (DEN) da Universidade Federal Pernambuco iniciou uma
série de estudos radiométricos em diferentes municipios do estado da Paraiba (Santa Luzia,
Sdo José do Sabugi, Sdo Mamede, Taperod, Junco do Serid6 e Pocinhos), onde foram
evidenciadas diferentes &reas com presenca de NORM. O grupo RAE vem realizando estudos
de monitoramento com diferentes matrizes ambientais como o ar, as dguas subterraneas, as
rochas e os solos (SANTOS JUNIOR et al., 2017). Foram varias as conclusdes, entre estas, a
necessidade de realizar estudos que pudessem evidenciar possiveis efeitos bioldgicos.

Além dos estudos de monitoramento no estado da Paraiba, o grupo do SEAMB/CRCN
em colaboragdo com o grupo RAE DEN/UFPE, tem investigado areas de ocorréncia uranifera
na Regido Metropolitana do Recife (RMR), Pernambuco, constatando a existéncia de
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afloramentos de fosforito uranifero em regides urbanizadas nos Municipios de Paulista e
Abreu e Lima (SOUZA, 2006). Essas areas possuem rochas associadas a uma camada
geoldgica contendo calcarios arenosos, cujas principais caracteristicas sdo sua distribuicao
descontinua e espessura variando de centimetros a metros, onde foram detectados a presenca
de radionuclideos.

Outro ponto observado nos estudos radioecoldgicos é a presenca de metais pesados em
sistemas hidricos, principalmente aqueles que representam sérios riscos a satde da populacéo.
Deste modo, a utilizacdo da Espectrometria de Massa com Plasma Indutivamente Acoplado
(ICP-MS), técnica sensivel (RAVICHANDRAN et al, 2011) tem se tornado importante, em
funcdo do baixo limite de deteccdo, na determinagdo de baixas concentracOes de metais
(KRACHLER et al., 2012). Outros tipos de monitoracdo sobre as anomalias ambientais
podem ser investigados por meio de bioindicadores.

Os bioindicadores sé@o organismos que podem indicar alteragdes ambientais, estas
espécies refletem o estado bidtico e abidtico do impacto produzido sobre um habitat ou
comunidade. O uso de invertebrados como uma ferramenta para monitorar a mudanca
ambiental é visto de forma positiva, pois eles ocupam os diferentes ecossistemas. Dentre 0s
invertebrados, sdo destacados os insetos, conhecidos por sua sensibilidade e disponibilidade
no ambiente terrestre, onde suas alteracGes nos padrées de comportamento tém sido utilizadas
como ferramenta para justificar as perturbacdes ambientais em varias partes do mundo
(PEARCE & VENIER, 2006; FREITAS et al., 2006; NICHOLS et al., 2007). No presente
trabalho, foram utilizados a Drosophila melanogaster (mosca da fruta), espécie de inseto
diptero que se alimentam de leveduras em frutos caidos em inicio de decomposicéo. Esta
espécie € um dos animais mais utilizados em experiéncias de genética, sendo um dos mais
importantes organismos modelo na biologia.

Na area de ecotoxicologia, a utilizacdo da mosca Drosophila melanogaster tem
demonstrado relevancia crescente por apresentar parametros que podem ser analisados de
forma qualitativa e quantitativa por meio do emprego de técnicas laboratoriais como 0 ensaio
cometa. Trata-se de um ensaio rapido, sensivel e relativamente barato que combina a
simplicidade das técnicas bioquimicas usadas para detectar uma simples e/ou dupla quebra da
cadeia de DNA e a abordagem unicelular dos protocolos citogeneticos (OSTLING E
JOHANSON 1984, SINGH et al., 1988). Vale ressaltar que ndo foi encontrado nenhum
estudo na literatura cientifica utilizando D. melanogaster para avaliar o efeito de

radionuclideos presentes nas areas estudadas.
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1.1 OBJETIVOS

Neste topico serdo abordados os objetivos do presente estudo.

1.1.1 Objetivo Geral

Avaliar o uso de Drosophila melanogaster como bioindicador em aguas de pogos
influenciadas por NORM.

1.1.2 Objetivos Especificos

a) Quantificar as concentracdes do “Rn, **°Ra, *®U, #2Th, ?"pb, 2Cd, ***Sb e *Mo
presentes na dgua dos pocos artesianos dos municipios alvos deste estudo.

b) Analisar a genotoxicidade das dguas dos pocos artesianos presentes nos municipios de
Abreu e Lima (PE) e Sdo José do Sabugi (PB) utilizando o ensaio cometa em
Drosophila melanogaster;

c) Associar a presenca dos elementos quimicos tracos com os efeitos genotoxicos em
larvas de D. melanogaster expostas as aguas de pocos presentes na area sob influéncia
de NORM.
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2 REVISAO DE LITERATURA

Neste topico serdo abordados aspectos relacionados a radioatividade ambiental,
presenca de radionuclideos na agua de pocos artesianos e seus efeitos bioldgicos no
bioindicador Drosophila melanogaster.

2.1 RADIOECOLOGIA E RADIOATIVIDADE AMBIENTAL

A radioecologia é considerada uma ciéncia multidisciplinar, que visa estudar as inter-
relacBes entre a radiacdo ionizante ou de substancias radioativas com 0 meio ambiente
(SALBU, 2009). Outra preocupacao desta area de estudo € a incorporacdo de radionuclideos
por inalacdo e/ou ingestdo, bem como, a modelagem de circunstancias que possam descrever
efeitos sobre os seres vivos apos as exposicdes (MARGERIT et al, 2015; SANTOS JUNIOR
et al, 2017). Dentre as principais fontes de exposicdo estd a radioatividade ambiental.
Portanto, pode-se dizer que esta area de estudo desempenha um papel cada vez mais
importante no controle das diferentes fontes de polui¢do ambiental (SALBU, 2009).

A radioatividade ambiental é consequéncia da exposicdo aos raios cosmicos,
radionuclideos cosmogénicos, aplicacbes antropicas das radiacBes ionizantes e,
principalmente, de elementos radioativos naturais. A maior parte da dose de radiacéo recebida
pela populagdo mundial provém de fontes naturais, que vém atingindo a superficie da Terra ao
longo do tempo. A Figura 1 contém detalhes sobre as diferentes exposicGes a fontes

radioativas naturais.

Figura 1 - Dose individual média anual decorrente de fontes naturais

Radonio e descendentes
(1,26mSvia)
52,06%

Radiagéo externa
terrestre (0,48mSv/a)
19,83%

Radiagao interna
terrestre (0,29mSv/a)
11,98%

Radiagdo cosmica
(0,39mSv/a)
16,11%

Fonte: UNSCEAR (2008).
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O radonio e seus descendentes apresentam maior contribuicdo nesta exposi¢do, com
valor médio de taxa de dose efetiva de 1,26 mSv/ano, seguida pela radiacdo externa terrestre
(0,48 mSv/ano), radiacao césmica (0,39 mSv/ano) e radiacdo interna terrestre (0,29 mSv/a),
somando-se 2,42 mSv/ano (Figura 1) (UNSCEAR, 2008).

Os principais radionuclideos naturais presentes na crosta terrestre desde sua origem
sdo os radionuclideos pertencentes as series do uranio e do torio, além do isétopo radioativo
de potassio (°K) cujas meias-vidas sdo relativamente longas. Podem ser encontrados em
diversos compartimentos ambientais como no ar, na agua, no solo, nas rochas, nos vegetais e
alimentos contribuindo com cerca 83% da dose média anual. Dessa porcentagem 13% decorre
do “°K, 53% do #?’Rn e seus descendentes, e 17% corresponde aos outros radionuclideos das
séries naturais do **®U e do ?*°Th (GESELL, 1997; UNSCEAR, 2000). A irradiacdo interna
ocorre quando o radionuclideo esta dentro do corpo, incorporados pela inalacdo, ingestdo ou
inoculacdo (SOWMITHRA et al., 2015). Uma das causas da exposi¢cdo é o fato de que a
maioria destes radionuclideos possui tempo de meia vida longo, compativel a idade da terra, e
qgue ainda ndo decairam substancialmente (RANI et al., 2015). Os raios cosmicos e 0s
radionuclideos cosmogénicos sdo responsaveis pelo restante da radiacdo natural,
principalmente a irradiacéo externa (AXELSSON; RINGBOM, 2014).

A radioatividade natural depende de outros fatores como a altitude em relacéo ao nivel
do mar, o tipo e a quantidade de radionuclideo incorporado. Portanto, as populacfes que
vivem a milhares de metros de altitude sdo expostas a niveis de radiacdo cosmica superiores
aquelas que residem ao nivel do mar. Esta exposicdo também varia de acordo com as zonas
térmicas da Terra: as zonas polares recebem um fluxo maior de particulas do que as zonas
equatoriais, devido a presenca do campo magnético terrestre, que desvia as particulas das
regides do equador (HEILBRON et al., 2004). Outro fator importante de exposicéo a radiacéo
é a forma de vida que os individuos levam, como por exemplo, a utilizacdo de determinados
materiais de construgdo como areia, argila, cimento; o isolamento térmico dos ambientes,
dentre outros, que também podem aumentar de forma consideravel a exposi¢cdo do homem a
radiacdo natural (MAZZILLI, 2011). Os niveis de radiagdo natural variam consideravelmente
dependendo da regido, ou seja, existem areas onde o nivel de radiacdo natural é mais elevado
como Guarapari, no Espirito Santo e S&o Jose dos Espinharas, na Paraiba (DOS SANTOS
JUNIOR et al, 2017).

Por outro lado, as contribui¢Bes antropogénicas, que colaboram com 30% da radiacdo
na qual os seres vivos estdo expostos, podem contribuir para o0 aumento das concentragdes dos

radionuclideos no ambiente (PEARSON et al., 2015). Como exemplos de atividades



20

antrépicas estdo as operagdes relacionadas com o ciclo do combustivel nuclear, uso dos
radioisOtopos na medicina, na indistria, em pesquisas ¢ ‘’fallout’” consequente de testes
nucleares. (GONZE et al., 2015).

2.1.1 Radionuclideos investigados
Nesse topico serdo abordados os radionuclideos investigados no presente estudo.

2.1.1.1 Uranio

Trata-se de um elemento quimico classificado como metal na tabela periddica,
constituido por varios isotopos. Dentre estes, destacam-se 0s is6topos naturais 2*U, **U
e “®U, com abundancias isotopicas de 0,0054%, 0,7204% e 99,2742%, respectivamente. A
principal ocorréncia mineral é a uranita conhecida por pechblenda, podendo ser encontrada
em aguas naturais na forma de U*e UO,*".

Sob condi¢bes de oxidacdo, o uranio é altamente movel na &gua ficando no estado
hexavalente formando complexos solUveis com carbonato e fosfato em pH neutro e com
sulfato e fluoreto em pH acido. Sob condicGes redutoras, o uranio predomina no estado
tetravalente na forma estdvel de U(OH), Além de ser radioativo, o urénio também é
guimicamente tdxico sendo transferido ao organismo por inalacdo, contato com a pele, agua e
alimentos. Esse radionuclideo primordial e seus isétopos podem ser encontrados no ar, nas
rochas, solos, e em aguas superficial e subterrdnea em condicdo de equilibrio quimico
dindmico, com razdes isotopicas distintas (ROESER et al., 2012; BRADY; WEIL, 2013).

Avaliar os radionuclideos das séries de decaimento do 2*®U é importante para anélise da
composicdo quimica dos aquiferos, principalmente aqueles destinados ao consumo humano.
A interagdo desses radionuclideos com a agua subterrdnea ocorre por meio do processo o-
recuo, onde a cada decaimento alfa é gerado uma energia suficiente para que o radionuclideo
filho percorra cerca de 20 nm em dire¢do aleatoria dentro do mineral portador do 2381, Nesse
processo fisico, o radionuclideo filho pode ultrapassar a interface agua-mineral e interagir
com a agua subterranea, podendo ndo ser afetado pelas propriedades quimicas dessa matriz
(KIGOSHI, 1971; FLEISCHER; RAABE, 1978; PORCELLI, 2008).

No Quadro 1 é possivel verificar a série de decaimento do 2®U, onde se verifica os

seus radionuclideos, meias vidas fisicas e energias de radiagéo.



Quadro 1 - Série de decaimento do U

Maiores energias de radiagéo (MeV) e

Nuclideos Meia-vida intensidades
o B b
8y 4,4688x10°%a 415 (23%) - -
| 419 (7T7%)
2341, 241d . 0,103 (19%) 0,063 (3,5%)
| 0,191(81%) 0,093 (4,0%)
24py 1,18 m - 2,29(98%) 0,765 (0,30%)
99,86% 0,14% 1,001 (0,60%)
234ha 6,7h - 0,53 (66%) 0,10 {50%)
1,13 (13%) 0,70 (24%)
l 0,90 (70%)
e 248x10%a 4,72 (28%) - 0,053 (0,2%)
J ATT (72%)
2307, 752x10%a 4,62 (24%) - 0,068 (0,6%)
J 4,68 (76%) 0,142 (0,07%)
mﬁa 1602 a 4,60 (5,5%) - 0,186 (4%)
J 478 (94,5%)
222r{n 3825d 5,49 (100%) - 0,510 (0,07%)
21SF50 305m 6,11 (100%) 0,33 (100%) -
99.98% 0,02%
i
214py 26,3 m . 1,03(6%) 0,295 (19%)
0,352 (36%)
2184 25 6,65 (65%) 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%)
214pg 164 ps 7,83 (100%) - 0,799 (0,014%)
210 1,32m - 2,3(100%) 0,296 (80%)
0,795 (100%)
| 1,310 (21%)
210pp 22a 3,7 (1,8x10%%) 0,017 (85%) 0,047 (4%)
l 0,064 (15%)
210g; 502d 493 (60%) 1,155 (100%) -
100% 1%105% 4,89 (34%)
l 4,50 (5%)
210p, 138,3d 5,30 (100%) - 0,803 (0,0011%)
206y 419m - 1,520 (100%) -
205y, ESTAVEL - . -

Fonte: Silva (2014).
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ConcentracOes elevadas de is6topos de uranio e seus descendentes no ar, agua ou em
alimentos podem levar a irradiagéo interna, normalmente baixa devido, principalmente, a sua
baixa transferéncia para a corrente sanguinea que é de aproximadamente 1,4%.

Nos rins, € necessaria uma quantidade de 10 a 30 mg diario de uranio soluvel para
produzir a nefrotoxicidade, efeito toxicoldgico mais grave dos rins. Existe informacdo na
literatura que comprova que a ingestdo cronica de uranio pode levar a diminuicdo da fungéo
renal, devido a sua atividade quimica (AMARAL, 1994; AQUINO, 2006; ATSDR, 2011).

Os ossos também sdo importantes acumuladores biologicos de radionuclideos de vida
longa. O urénio apresenta concentragcdes maiores nesse tecido, devido a sua afinidade de suas
cargas e raios dos ions, sendo considerados criticos para os estudos dos efeitos a longo prazo,
resultando em retencdo por grandes periodos e, consequentemente, prolongando a exposicao
(PRADO, 2007). Por ser um emissor alfa, oferece riscos radiobioldgicos e quimicos a saude
que podem desencadear doencas degenerativas graves incapacitantes (VIEHBERG et al.,
2012).

A concentragdo meédia de uranio na agua potavel é de 3ug/L e a Portaria de
Consolidacdo N° 5 do Ministério da Saude recomenda que o limite de potabilidade do urénio
seja de 30ug/L (PORCELLI, 2008; MINISTERIO DA SAUDE, 2017; NRIAGU et al.,
2012;WU et al., 2014; ASIC et al., 2017; GOUGET, 2019).

2.1.1.2 Tério

O tdrio apresenta-se, em pequenas concentracdes na maioria das rochas e solos. Na
natureza ocorre na forma de ***Th, possuindo 100% de abundancia isotopica, além de ser
emissor alfa e gama, com meia-vida de 14,05 bilhdes de anos. O Quadro 2 apresenta a série
de decaimento radioativo, tendo como precursor o isétopo 2**Th. Nessa tabela foram
detalhadas informagdes como: radionuclideos, meias vidas fisicas e suas emissdes por energia
(HAZENFRATZ et al., 2016).

O torio e considerado insoltvel em &gua por agdo de minerais de dificil dissolugéo,
contudo, a formacdo de varios compostos inorganicos (NOs’, H3PO, etc) e organicos
(oxalatos, citratos, dentre outros), contribui para o favorecimento da sua mobilidade na agua
(LANGMUIR & HERMAN, 1980). O pH também pode favorecer a mobilizacdo e
solubilizacdo do tério na &gua (LANGMUIR & HERMAN, 1980; FERRONSKY &
POLYAKOQV, 1982).



23

Quadro 2 - Série de decaimento do #**Th

Maiores energias de radiagdo (MeV) e

Nuclideos Meia-vida intensidades
o B b
227 139.10"%a 3,95 (24%) i
I 4 .01 (76%)
228pa 575a - 0.055 (100%)
2Bp 6,13 h - 2,11 (100%) 0,34 (15%)
0,906 (25%)
4 0,96 (20%)
228TH 1913a 5,34 (28%) - 0,084 (1,6%)
J 542 (71%) 0,214 (0,3%)
24pg 364d 5,45(5,5%) - 0,241 (3,7%)
J 5,68 (94 5%)
220nn 556s 6,30 (~100%) - 0,55(0,07%)
218p g 01455 6,78 (100%)
212pp 10,64 h - 0,58 (100%) 0,239 (47%)
J 0,300 (3,2%)
212g; 60,5 m 6,05(70%) 225(100%) 0,040 (2%)
64% 36% 6,09 (30%) 0,727 (T%)
I 1,620 (1,8%)
M2pg 304 ns 8,78 (100%)
2087 31m - 1,60 (100%) 0,511 (23%)
0,583 (86%)
0,860 (12%)
2,614 (100%)
208pp ESTAVEL -

Fonte: Silva (2014).

Quanto a exposicdo interna por meio da inalacdo, o torio pode permanecer nos
pulmdes durante um longo prazo, o que é relevante, visto que pode estar associado ao
desenvolvimento de diversos tipos de céncer, como o de pulmdo, pancreas e 0SsS0S
(PONTEDEIRO, 2006). Apos a ingestdo, grande parte é excretado do corpo e o restante,
entrara na corrente sanguinea, onde podera ser depositado no esqueleto humano por muitos
anos.

Dentre os radioisotopos formados nessa série radioativa, também classificada por 4n
s30 destacados: 2®Ra emissor beta que possui meia vida fisica de 5,7 anos e 0 *°Rn, que é um
gas radioativo com meia vida fisica de 55,6 segundos. (LAMONTAGNE et al.; VARLEY et
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al.; COLLINS et al.; FORTE et al.; POLKOWSKA-MOTRENKON et al.; MEDLEY et al.;
AOUN, 2015),

2.1.1.3 Radio

O rédio é um radionuclideo natural abundante e bastante difundido no meio ambiente,
apresentando diferentes concentracdes nos solos, rochas e fontes de aguas, onde é encontrado
em quatro formas isotopicas: ““’Ra (T, = 11,4 dias), ?*Ra (T1, = 3,7 dias), *°Ra (T, = 1622
anos) e 0 “®Ra (T, = 5,8 anos) (IAEA, 1982). O ?°Ra e “®Ra séo provenientes das séries de
decaimento natural do 28U e 2**Th, respectivamente.

A crosta terrestre é a principal fonte de radio no ambiente, a qual transferem grande
parte desse elemento para agua, atraveés de minerais presentes em rochas e solos. A
concentracdo de radio nas aguas subterraneas pode variar, dependendo da combinagdo de
varios fatores, tais como: a forma disponivel no meio e na agua, a quantidade presente no
mineral, além dos parametros fisico-quimicos e condicdes para mobilidade no meio (VASILE
et al., 2010). Aguas que percolam rochas com maiores teores de 28U e #?Th (graniticas),
tendem a ter maiores concentracGes de radio, diferente daquelas que circulam em aquiferos
com rochas carbonaticas que possuem baixa concentracdo de U e Th (MICHEL, 1990).

A salinidade e o pH sdo outros fatores que podem influenciar no comportamento do
elemento radio na agua. Valores elevados de radio tém sido encontrados em meio hidrico que
apresentam concentracdes salinas elevadas, o que pode levar a sua lixiviagdo, causada pela
interacdo da dgua do mar com a rocha aquifera (MOORE & SHAW, 1998). Foi observado o
aumento da lixiviacdo em pH menores que 4, o qual pode ocorrer através de reaces de
hidrolise, adsorcdo ou formacéo de sais insoltiveis (BOWEN, 1979; BENES, 1984).

O **Ra e seus produtos de decaimento séo responsaveis pela maior fracdo da dose
interna recebida pelo homem, devido as fontes naturais. Esse is6topo radioativo, quando
incorporado ao sistema bioldgico possui caracteristicas quimicas anadlogas ao calcio,
concentrando-se nos 0ssos. Quando ocorre a desintegracdo do seu nucleo, ha liberacdo de
particulas alfas que, ao interagir com as células podem desencadear processos carcinogénicos,
como o osteosarcoma, devido a absorcdo e incorporacéo do **°Ra pelo tecido 6sseo. Outra
patologia que pode ser observada é o carcinoma de cranio devido, exclusivamente, a captacdo
do **®Ra. Portanto, este radionuclideo pode oferecer alto potencial de risco & saide dos seres
humanos (MILVY & COTHERN, 1989; AMARAL, 2004; MEDLEY et al., 2015).
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Pesquisas cientificas sobre a distribuicdo do réadio na agua tém sido de grande
importancia para compreender o comportamento desse radionuclideo no ambiente.
Recentemente, o radio vem sendo quantificado em varias matrizes ambientais como: rochas,
solos, aguas subterraneas, além dos alimentos e dos seres humanos. Em todas essas
circunstancias, os is6topos de maior interesse sdo o “*Ra e o “®Ra, principalmente o

primeiro, que origina o *’Rn (RANI et al, 2015).

2.1.1.4 Radébnio

Nos ultimos anos, os pesquisadores tém constatado que uma das fontes mais
importantes de radiacdo natural em &gua de consumo humano é o rad6nio. Ele é um gas
inerte, inodoro, insipido e sete vezes mais pesado que o ar. Seus filhos sdo is6topos de metais
pesados que se fixam facilmente aos aerossoOis presentes na atmosfera, e seus decaimentos
radioativos ocorrem por emissdes de particulas alfa, beta e também de raios gama. O rad6nio

possui trés istopos radioativos e que sdo detalhados na Tabela 1.

Tabela 1- Is6topos naturais do raddnio e suas propriedades.
Isotopo  Série de decaimento Antecessor Meia-vida Is6topo filho

CALToM 235 23R4 3.96s CALTON
*Rn 22Th **’Ra 55,68 #1opg
2220 238 2260 3824 218

Fonte: UNSCEAR (2000).

A Tabela 1 apresenta os isotopos de radonio, onde o **’Rn e o ?°Rn possui meias
vidas fisicas curtas, em relacdo ao 2?’Rn, que é um dos mais importante dentre os trés
isétopos, do ponto de vista de protecdo radioldgica e ambiental. Por esse motivo, ele €
comumente referido apenas como radonio.

O *Rn dissolvido na 4gua é uma fonte de exposicdo humana, principalmente porque
0 gas é liberado da &gua de torneira e chuveiros, e incorporado a atmosfera do ambiente
interno (NAZAROFF et al., 1987).

O ?*’Rn, ndo interage com o trato respiratério: os danos sdo devido & inalagdo dos seus
descendentes #®Po, ?“Pb e #Bi, de meias vidas fisicas curtas, que se depositam no pulmo.
Atualmente o radonio € responsavel pela segunda maior causa de cancer de pulméo, perdendo
apenas para o fumo (ANGELL et al., 2009; MAZZILLI et al., 2011).
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O rad6nio pode emanar das aguas subterraneas e seu aumento no ambiente interno
provém de atividades didrias como o banho, o que contribui para 0 aumento da exposic¢éo,
além de atividades domésticas como a lavagem de roupas e lougas em residéncias nas regides
de elevado background e baixa temperatura ambiente, porém em niveis bem menores. Quando
essas aguas sdo utilizadas para abastecimento publico, deve-se ter uma atencdo especial, pois
é estimado que as concentragdes de radénio sdo comumente de 10 a 100 vezes maiores do que
as aguas superficiais (3,7 Bq L) (SONG, 2011; APPLETON, 2013). Segundo a Organizacio
Mundial da Saude (WHO, 2004), a concentracdo de radonio dissolvido na agua para
abastecimento ptblico ndo deve ultrapassar 100 Bg L™.

Ainda sobre sua concentracao, ele é dissolvido na agua e escapa facilmente devido a
turbuléncias. Rios e corregos possuem baixas concentracdes de radénio, devido a agitacéo e
mistura de aguas, o que justifica maiores teores em aguas subterraneas (FIANCO, 2011).

Além das aguas subterréneas, é preciso avaliar as concentracdes de radénio na agua
doméstica. A UNSCEAR estimou que pelo menos 1% da populacdo mundial consome agua
que contém mais de 1000 Bq L™ e que pelo menos 10% consomem agua com mais de 100 Bq
L. No entanto, vale ressaltar que, ndo é o consumo de agua que proporciona elevadas
concentragcdes de radonio e sim, a inalacdo, especialmente durante o banho, visto que, na
ingestdo de agua, 0 gas é eliminado rapidamente do organismo por ser quimicamente inerte.

A UNSCEAR (2000) estimou que o radonio e os seus produtos de decaimento
contribuem com cerca de 3/4 da dose efetiva anual recebida pelo homem, decorrente das
fontes terrestres, e aproximadamente metade da dose recebida, em virtude de todas as fontes
naturais. A maior contribuicdo dessa dose € devida a inalacdo em ambientes fechados
(indoor). A dose equivalente efetiva total decorrente da exposi¢do ao radonio e seus
descendentes é de aproximadamente 1,3 mSv/ano (MAZZILLLI, et al., 2011). Desta forma é

importante avaliar as concentracdes de raddnio para determinar os riscos decorrentes.

2.2  FOSFORITO URANIFERO E AGUAS SUBTERRANEAS

Estudos realizados na faixa litoranea do estado de Pernambuco detectaram a existéncia
de fosforito uranifero (DUARTE, 1949). As areas dessas jazidas sdo de origem sedimentar,
estudada e detalhada por Saad (1974) e Almeida (1978), no qual comprovaram que o fosforito
do Nordeste brasileiro apresentava uma das mais altas concentracbes de UsOg, quando
comparada com outras ocorréncias mundiais. Essa descoberta desencadeou intensivas

investigacOes, tanto por 6rgdos governamentais, como por empresas privadas, determinando
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que a distribuicdo geografica deste minério compreenda uma faixa descontinua (SOUZA,
2006).

Os afloramentos de fosforito uranifero em Pernambuco foram detalhados por Souza
(2006), durante a realizacdo de trabalhos de campo no bairro de Paratibe, municipio de
Paulista, Pernambuco. Essas jazidas sedimentares, de origem marinha, possuem uma forma
tabular de grande extens@o lateral com espessura em sub-superficie, variando de alguns
centimetros a varios metros, sendo encontradas na Bacia Sedimentar da Paraiba (Figura 2),
depressao localizada entre o Lineamento Pernambuco e o Alto de Mamanguape, Paraiba, que

perfaz uma &rea de aproximadamente 5.300 km2 em sua por¢do emersa (SOUZA, 2006).

Figura 2 - Localizacdo da Bacia Sedimentar da Paraiba
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Fonte: SOUZA (2006).

Apos estudos da Comissdo Nacional de Energia Nuclear (CNEN), foi localizada outra
regido do nordeste brasileiro, especificamente no estado da Paraiba, com depoésito de urénio
proximo ao municipio de Sdo José de Espinharas-PB. Esse depdsito ocorre em gnaisses e
xistos pré-cambrianos com granitos intrusivos associados que foram alterados por processos
metassomaticos (albitizacdo e hematitizacdo) com lixiviacdo da silica e enriquecimento em
fosfato. Trata-se de um depoésito de uranio do tipo epigenético, apresentando semelhangas
geologicas na constituicdo das rochas e solos, proximas ao municipio de S&o José do Sabugi-
PB em estudo (BIZZI, 2003).
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Frente a essas ocorréncias histdricas, os radionuclideos presentes nas aguas
subterraneas sdo os de maiores importancias para o desenvolvimento desse estudo, uma vez
que as aguas doces e salgadas se infiltram nas rochas da crosta terrestre podendo permanecer
ao longo de varios milhdes de anos. Estes tipos de aguas apresentam concentracfes mais
elevadas de uranio, radio e radonio (CARVALHO et al. 2004). Para verificar a ocorréncia e
distribuicdo dos descendentes do uranio e tério, é necessario avaliar processos quimicos,
como hidrélise e precipitacdo, presentes nas aguas subterrdneas, na qual limitam a
disponibilidade e a mobilidade desses elementos (LANGMUIR, 1997). Além disso, para
investigar a presenca desses radionuclideos em concentracdes significativas, € necessario que
os radionuclideos ascendentes estejam presentes nas rochas do aquifero, inclusive apresentar
condicdes fisico-quimicas favoraveis tais como: pH, Sélidos Totais Dissolvidos (STD),
observando a sua mobilidade (CHMIELEWSKA et al., 2014).

Os recursos hidricos subterraneos constituem um componente importante do
abastecimento de agua para consumo e outras aplicacdes, incluindo o meio rural, como a
agricultura e a criacdo de gado. O aumento da exploracdo desses recursos atraves de
atividades humanas pode comprometer a sustentabilidade. Relatérios sobre a ocorréncia de
elementos toxicos, incluindo os elementos radioativos nas aguas subterraneas, tornaram
imprescindivel a monitoracdo para preservar a salde das pessoas (SINGH et al., 1984;
RAMOLA et al., 1988; SARIM et al., 1992; SINGH et al., 1995).

A qualidade da &gua pode ser avaliada atraves do comportamento dos organismos
presentes no meio e pode ser considerada como uma medida de adequacdo para um uso
particular, baseada em caracteristicas fisicas, quimicas e biolégicas selecionadas, comparadas
com certos padrdes. As substancias e os padrdes pelos quais a &gua é medida variam em todo
o mundo (KERSKI, 2014). De acordo com a Portaria de Consolidacdo n° 5 do dia 28 de
setembro de 2017, do Ministério da Saude (MS) e Agéncia de Protecdo Ambiental dos
Estados Unidos (USEPA) séo apresentados na Tabela 4 os parametros fisico-quimicos e

radiométricos das aguas subterraneas.
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Tabela 2 — Padrdes de potabilidade
PADRAO PARAMETROS UNIDADE VMP ORGAO

. . pH - 6,0-9,5
Fisico-quimicos MS
Temperatura °C -
o “*Ra Bag/L 1 MS
Radiométricos _—
Rn Bg/L 111 USEPA

VMP: Valor Maximo Permitido; MS: Ministério da Satde.
Fonte: USEPA (1999); Portaria de Consolidacéo n° 5 (2017).

No padréo fisico-quimico, os parametros pH e temperatura sdo de grande importancia
para avaliacdo da qualidade da agua. Cada espécie tem seus valores na qual melhor se adapta
e as alteracdes desses valores podem prejudicar o crescimento e a reproducdo dos organismos
Vvivos no ecossistema aquatico, causando até sua mortalidade. Em contrapartida, esses
indicadores também sdo importantes porque podem afetar a toxidade de varios poluentes,
como a amdnia, e metais pesados como o aluminio (KUBITZA, 2003).

No padrédo radiométrico, o nivel desses radionuclideos na 4gua é importante, visto que
0s principais meios de entrada no organismo sdao por meio da ingestdo e inalacdo
(MAXWELL, 2015).

Outro fator importante de grande impacto na contaminacao das aguas subterraneas sao
0S metais pesados, devido a sua alta toxicidade, mesmo em baixas concentragdes
(MARCOVECCHIO et al., 2007, MOMODU e ANYAKORA, 2010). Por essa razao,
pesquisas sobre esses tipos de aguas devem ser realizadas com a finalidade de garantir os

padrdes de potabilidade para 0 consumo com seguranga.

2.3  METAIS PESADOS

Sdo grupos de elementos quimicos da tabela periddica, cuja densidade é superior a
6g/cm®, que inclui os metais e os metaldides (AWODELE et al., 2013). Esses elementos
naturais podem ser liberados no meio ambiente em grandes quantidades por meio das
atividades antropogénicas como processos industriais, a destinacdo de residuos, o uso de
fertilizantes, dentre outras (ADRIANO, 2001; BOLAN et al., 2003; KABATA-PENDIAS,
2011).

Por ndo se degradarem com facilidade, podem acumular-se no solo, apresentando

diferentes niveis de toxicidade, biodisponibilidade e mobilidade. Os metais se deslocam em
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direcdo as &guas subterraneas a partir de uma variedade de meios, como intemperismo
quimico de rochas e solos, vegetacdo em decomposicdo, matéria animal, precipitacdo imida
e seca de materiais particulados atmosféricos, além da acédo antropogénica (REINERS et al.,
1975; CHARLES et at., 1994; MAHIMAIRAJA et al., 2005; KABATA-PENDIAS, 2011;
BOLAN et al.,, YOUNG et al., 2013).

Pode-se afirmar que, os metais disponiveis migram livremente atraves da lixiviagao,
sendo capaz de aumentar gradualmente sua concentracdo quando permanece no ambiente
aquatico, o que facilita sua absorcao pelos organismos (SHAH et al., 2012).

Os metais pesados, em sua maioria, sdo extremamente toxicos devido a sua
solubilidade na &gua e prejudiciais para a vida humana e animal, mesmo em baixas
concentracdes (ARORA et al., 2008). A sua excessiva utilizacdo em aplicacdes industriais e
seu acumulo nos solos agricolas, torna-os poluentes ambientais comuns na atualidade,
afetando assim, a qualidade e a seguranca alimentar (POLETO e MARTINEZ, 2011; ALI et
al.,, 2013). Os metais pesados também podem estar associados a neurotoxicidade,
nefrotoxicidade e hepatoxicidade em seres humanos (HANG et al., 2008; DIVAN JUNIOR,
2009; MACHADO et al., 2001).

Como a maior parte da contaminagdo é causada por atividades antropogénicas, 0s
metais pesados mais relevantes sdo diretamente dependentes da area geografica e condicdes
geoldgicas (GUILLEN et al, 2012; BOLAN et al, 2014). Na Tabela 3 sdo detalhados os
metais mais relevantes para estudos ambientais, principalmente em agua de consumo

humano, os quais serdo objeto desse estudo.

Tabela 3 — Valor maximo permitido das concentra¢es de metais pesados
Metais Pesados VMP

Molibdénio (Mo) -

Cadmio (Cd) 5
Antimonio (Sb) 5
Chumbo (Pb) 10
Tario (Th) -
Uréanio (U) 30

VMP: Valor Méximo Permitido. Unidade em pg/L.
Fonte: Portaria de consolidagdo N° 5 (2017).

Devido a sua toxicidade, influéncia ambiental e natureza bioacumulativa no ambiente, os

metais pesados sdo classificados como poluentes perigosos (ALI et al, 2019). Desta forma, é
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necessario avaliar a contaminagdo dos metais pesados nos recursos subterraneos em
consequéncia das fontes e pogos como Unicos suprimentos de agua potavel na maioria das

areas rurais.

2.4  TECNICAS ANALITICAS UTILIZADAS

A utilizacdo de métodos quimicos, radioquimicos e biologicos é importante para a
avaliacdo da qualidade da agua utilizada pela populagdo. Dentre as técnicas utilizadas para a
avaliacdo quimica e radiométrica da agua sdo destacadas 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.

2.4.1 Espectrometria de Massa com Plasma Indutivamente Acoplado (ICP-MS)

A espectrometria de massa atdbmica é uma técnica muito utilizada na identificacdo de
elementos em amostras de diferentes matrizes. Esta técnica consiste na separacdo de
elementos através dos seus proprios ions por meio da relagdo massa/carga (m/z). Para isto 0
equipamento ICP-MS foi desenvolvido e lancado comercialmente em 1983
(VANDECASTEELE; BLOCK, 1997).

A espectrometria de massa atdmica possui alta sensibilidade (faixa de concentragéo de
partes por trilhdo), com bom custo/beneficio, visto que tem a capacidade de realizacdo de
rapidas analises de multiplos ions, tornando-se a técnica de referéncia para esse tipo de
investigacdo (HOLLER; SKOOG; CROUCH, 2009). Outra vantagem do ICP-MS sdo os
baixos valores para os limites de detecgdo, que variam de 0,02 a 0,7 pg/L (FEIST; MIKULA,
2014).

O equipamento ICP-MS (Figura 3) possui cinco partes principais: (1) sistema de
introdugdo de amostras (nebulizador); (2) fonte de ions (plasma indutivamente acoplado); (3)
interface de focalizacdo dos ions; (4) sistema analisador de massas; (5) transdutor
(multiplicador de elétrons) (NUNES, 2009).
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Figura 3 - Esquema do espectrémetro de massas tipo ICP-MS
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A introducdo de amostra no ICP-MS em geral é na fase liquida, por apresentar

Fonte: Holler; Skoog; Crouch (2009).

melhores condi¢fes de homogeneidade, facilidade de manipulacdo e disponibilidade de
solucdes padrdo de referéncia para calibracao.

O sistema de introducdo mais usual contém uma bomba peristaltica, responsavel por
conduzir a amostra até um nebulizador. Este é levado a cAmara de nebulizacéo, onde as gotas
maiores sdo separadas das menores e descartadas (>95% do volume da amostra). Apds esse
processo, a amostra em forma de aerossol é conduzida, por um fluxo de argbnio, até o
plasma, formado pela tocha, onde, posteriormente, é ionizada (NUNES, 2009).

O plasma é considerado um condutor elétrico, visto que é conhecido como um gas
parcialmente ionizado, formado eletromagneticamente por inducdo de radiofrequéncia
acoplada ao géas argonio, contendo alta concentracdo de elétrons e cations. O plasma opera a
temperaturas muito elevadas que podem chegar a 10.000 K, apropriada para promover a
ionizacdo das espécies elementares (HOLLER; SKOOG; CROUCH, 2009; NUNES, 2009;
ZHANG et al., 2013).

Os ions formados no plasma sdo direcionados a um cone de amostragem através de
uma bomba de difusdo, que se encontra a baixa pressdo. Em seguida, o gas se expande
devido a baixa pressdo e passa por um segundo cone, Skimmer, e grande parte do argbnio é
bombeado para fora. Finalmente, o feixe de ions se expande e passa por um terceiro cone,
hiperskimmer, onde sera direcionado para o sistema analisador de massas quadripolar. A
principal funcdo da interface (Figura 4) € reduzir a pressdao e densidade do feixe,
minimizando a perda de ions. (HOLLER; SKOOG; CROUCH, 2009).
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Figura 4 - Interface focalizadora de ions
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Fonte: Adaptado de PerkinElmer (2009).

O sistema analisador de massas quadripolar € o mais comum espectrometro de
massas utilizado (Figura 5), isso devido a sua robustez, rapidez e por apresentar menor custo
em relacdo a outros analisadores (QUEVAUVILLER, 2005). O quadrupolo é baseado em
dois pares de cilindros paralelos e equidistantes a um eixo central, onde sdo aplicadas
diferencas de potenciais com o objetivo de selecionar e conduzir os ions de interesse
(GINE-ROSIAS, 1999).

Figura 5 - Analisador de massas quadripolar
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Fonte: Adaptado de PerkinElmer (2009).

Em um dos pares do cilindro, uma diferenga de potencial positiva é aplicada e no
outro, uma negativa, formando um campo bidimensional. Esse campo atrai os ions, que se
dirigem ao quadrupolo, com forga proporcional a sua intensidade e sua carga. Para obter um
espectro de massas com o dispositivo, os ions de uma determinada razdo m/z (massa/carga)
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sdo acelerados entre 0 espaco das barras e sdo convertidos em moléculas neutras, onde
alcancardo o transdutor. Geralmente, os quadrupolos distinguem os ions atraves da unidade de
massa atdmica (GINE-ROSIAS, 1999; QUEVAUVILLER, 2005).

2.4.2 Espectrometro de Cintilacdo Liquida

O Espectrometro de Cintilacdo Liquida (LSC) (Figura 6) foi o primeiro equipamento
usado para detectar radiacdo ionizante, no final da década de 40, quando foi desenvolvido
para utilizacdo da medicdo de radiacdo beta. E uma das técnicas mais Gteis para deteccdo e
espectroscopia de radiacbes (ESCOBAR et al., 1996; TAUHATA et al., 2003; TURNER,
2007).

Figura 6 - Espectrometro de Cintilagdo Liquida, Quantulus 1220, da Perkin Elmer

Fonte: Amaral (2018).

Este equipamento opera com um background extremamente baixo, pois possui duas
formas de blindagem, além de conter dois detectores, revestidos por uma parede de 200 mm
de chumbo e um circuito eletronico de anticoincidéncia (CDTN, 2019).

Esse método utiliza uma solucéo cintiladora (coquetel cintilador) cuja funcéo é receber
particulas ionizantes e converter em fétons com comprimentos de onda adequados a maxima

sensibilizagdo da fotomultiplicadora utilizada, além de servir de suporte de fonte para a
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amostra radioativa que se deseja medir. Essa energia das radiacfes pode ser absorvida através
da excitacdo de moléculas da solucdo, que vai excitar os elétrons das camadas eletronicas das
moléculas do cintilador, e estes, perderdo energia, emitindo fotons com intensidade
proporcional a energia da radiacdo que foi absorvida. A luz gerada é direcionada para dentro
de um tubo fotomultiplicador, envolvida com cobre e cadmio, para logo apds ocorrer a
geragdo de pulsos elétricos que migrardo para um sistema eletrénico de contagem (Figura 7)
(SANTOS, 2010; OLIVEIRA, 2014).

Figura 7 — Conversoes de energia ocorridas no Espectrometro de Cintilacdo Liquida

o .. Tubo
Cmtilador Luz visivel fotomultiplicador Elétrons

Radiagdo
lonizante

Fonte: OKUNO; YOSHIMURA (2010).

A técnica é padrdo-ouro na determinacgdo do radénio em agua pela sua simplicidade de
metodologia e sua facilidade de automacdo (EATON et al., 1998).

2.4.3 Bioindicadores: Avaliacdo do impacto ambiental em recursos hidricos

Para verificar os efeitos biol6gicos provocados por agentes quimicos e/ou fisicos no
meio ambiente é necessario utilizar organismos testes capazes de absorver e demonstrar tais
efeitos e desta forma indicar a magnitude dos impactos ambientais no ecossistema (BUSS et
al., 2003; CALLISTO et al., 2004). A utilizacdo de bioindicadores como avaliadores das
condicdes ambientais tém sido amplamente empregado para fornecer informacGes qualitativas
e (quantitativas sobre o impacto de indmeros poluentes e diversos agentes tdxicos
(CARIGNAN e VILLARD, 2002; CARO, 2010; URBAN et al., 2012).

Um indicador biolégico adequado deve ter as seguintes caracteristicas: (a) ser
taxonomicamente bem definido e facilmente reconhecivel por ndo especialistas; (b) apresentar
distribuicdo geografica ampla; (c) ser abundante e de facil coleta; (d) ter baixa variabilidade
genética e ecologica; (e) dispor de caracteristicas ecologicas bem conhecidas; e (f) ter
possibilidade de uso em estudos laboratoriais (JOHNSON et al., 1993).

Um complemento a testes convencionais que utilizam organismos como
bioindicadores, conhecido como teste toxicologico, € uma das ferramentas do campo da

ecotoxicologia ou toxicologia ambiental. Esta ciéncia estuda os diversos efeitos adversos das
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substancias toxicas sobre o organismo e consequentemente 0 meio ambiente. A presenca de
agentes quimicos e fisicos no meio ambiente pode causar inimeras alteracbes nos organismos
gue entram em contato com estas substancias, entre os efeitos observados merecem destaques
os efeitos carcinogénicos, mutagénicos e teratogénicos (NEWMAN; UNGER, 2003).

Frente a essas alteracOes, 0s aspectos comuns entre organismos diferentes se
acentuam, principalmente, ao nivel molecular, e por isso, muito dos bioindicadores
moleculares possuem a vantagem de poderem ser aplicados a uma ampla variedade de
organismos vivos (LAMA; GRAY, 2003). Este tipo de bioindicador é de grande importancia
como sinalizador inicial da exposi¢do aos contaminantes e de seus efeitos.

Ao nivel do DNA, pode ser utilizado o ensaio cometa como avaliador de
genotoxicidade. A andlise cuidadosa de todos os parametros anteriormente citados possibilita
avaliar as condicdes fisiologicas dos animais em um ecossistema especifico (ARIAS et al.,
2007).

De forma geral, quanto mais réapida for a identificacdo de fatores que propiciem
condicdes adversas ao ambiente, maiores serdo as chances de reducdo destes impactos aos
niveis superiores da organizacdo bioldgica como comunidades e ecossistemas (ARIAS et al.,
2007). Uma imensa gama de organismos € utilizada como bioindicador, dentre estes estdo o0s
insetos, que nos ecossistemas terrestres se justifica pela sua relagdo na decomposicdo de
matéria organica, na ciclagem de nutrientes, no fluxo de energia, na polinizacdo e na
dispersdo de sementes, além de serem reguladores de populagdes de plantas, de animais e de
outros organismos. Essa relevancia auxilia na conservacdo da biodiversidade, pois esses
artrépodes estdo inseridos em praticamente todos os ambientes em virtude das suas
peculiaridades estruturais e fisioldgicas que permitem adaptacGes a condi¢cbes ambientais
bastantes distintas (LOPES, 2008).

Portanto, a utilizacdo de insetos em inventarios e estudos ambientais, torna-se
essencial para o monitoramento do meio ambiente, onde se consegue averiguar as alteracoes
ocasionadas pelo proprio ambiente, bem como, as causadas pela acdo do homem, que
ameacam a integridade dos ecossistemas (NASCIMENTO et al., 2001). O monitoramento dos
insetos nos ecossistemas permite as prevengdes de impactos nos diferentes ambientes. Assim,
a medida que ocorrem o resgate da diversidade vegetal e o equilibrio ambiental, os insetos
respondem da mesma forma, cumprindo a sua funcéo de bioindicador (WINK et al., 2005).
Dentre os insetos, a Drosophila melanogaster vem se destacando, devido as suas

caracteristicas intrinsecas.
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2.4.3.1 Drosophila melanogaster

A Drosophila melanogaster (Figura 8) foi inicialmente estudada por Castle, em 1901,
e utilizada para experimentos de genética por Morgan, em 1909. E uma espécie da Africa
Central que vivem em ambientes tropicais e subtropicais, porém, hoje é considerada
cosmopolita, ou seja, pode ser encontrada tanto em paises de clima quente como em paises de
clima frio, devido a sua facilidade de adaptacdo. Nos paises frios, durante o inverno, pode
permanecer abrigada em locais quentes como padarias, porém no verdo, torna-se migrante, o
que pode dificultar a sua reproducdo (ROBERTS, 1998).

Figura 8 — Drosophila melanogaster

Fonte: GOMPEL (2008).

E um inseto tipicamente holometabolo, ou seja, possui metamorfose completa durante
o0 seu desenvolvimento, na qual pode ser dividido em quatro estagios no seu ciclo de vida:
ovo, larva, pupa e adulto (Figura 9). No laboratério, sdo usualmente mantidas a 25°C:
condigdo que leva ao desenvolvimento das moscas (ovo até adulto) (ASHBURNER, 2005).
Nesse periodo, 0s ovos sdo depositados pelas fémeas no meio de cultura, podendo colocar até
100 ovos por dia e, essa fase embrionaria leva aproximadamente 24 horas. Assim que 0S 0v0s
se transformam em larvas de primeiro estagio, ela comecga a se alimentar imediatamente.
Nessa fase passam por duas mudas: do primeiro para o segundo estagio e do segundo para o
terceiro estagio. As de primeiro estagio se alimentam na superficie do meio, enquanto que, as
de segundo e terceiro escavam 0 meio para se alimentar. A larva de terceiro estagio, que ja
estd madura, deixa o meio para procurar um local adequado onde formara a pupa, de onde em
aproximadamente trés dias o adulto emergira (ASHBURNER, 2005). Os estagios de

desenvolvimento duram em torno de 10 dias.
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Figura 9 - Estagios de desenvolvimento da mosca
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Taxonomicamente, pertence ao género Drosophila, que possui oito subgéneros e cerca
de 1.400 espécies, apresentando alta diversidade e ampla distribuicdo geogréafica (WHEELER,
1986). Nas ultimas décadas a Drosophila melanogaster tem se firmado como o principal
organismo modelo multicelular. As vantagens de se trabalhar com esta espécie sdo muitas: o
baixo custo de manutencdo, rapido ciclo de vida, grande quantidade de material de consulta
sendo livros, sitios na internet (Flybase), banco de dados do Berkeley Drosophila Genome
Project associado a enciclopédia de Drosophila, entre outros, cobrem todos os aspectos da
genética e biologia molecular da mosca (ROBERTS, 1998; ASHBURNER, 2005).

Payne et al. (2013) explicam que essas caracteristicas tornaram as moscas-da-fruta
uma ferramenta biomédica importante para identificacdo de mutacGes. Pesquisadores podem
analisar os impactos ambientais causados pelo desenvolvimento de diferentes insetos a partir
de estudos com essas moscas. Embora sejam espécies diferentes do homem algumas proteinas
e genes humanos sdo encontrados na formacdo das asas de espécimes de Drosophila
melanogaster (AHMAD et al., 2014).

A maioria dos insetos, incluindo a D. melanogaster, depende muito de seu sistema
olfativo quando realiza atividades elementares, como alimentagéo, acasalamento, oviposicédo e
prevencédo de predadores. No sistema reprodutor, o feroménio sexual acetato de cis-vaccenyl
(cVA), produzido pelos machos adultos da Drosophila melanogaster, desempenha um papel
significativo e especifico do sexo na comunicacdo entre machos e fémeas. Nos machos

demonstra um comportamento agressivo, suprimindo o namoro com outros machos
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(KURTOVIC et al., 2007; WANG & ANDERSON, 2010) e aumenta a receptividade sexual
em fémeas (KURTOVIC et al., 2007). O cVA também age como um feroménio promotor de
agregacdo, atraindo tanto machos quanto fémeas para a alimentacdo (BARTELT, 1985;
LEBRETON et al., 2012; SCHLIEF & WILSON, 2007; WERTHEIM, 2003). Como a
comunicacgdo por feromonios e a recepcao de odores de alimentos ocorrem naturalmente em
conjunto, supde-se que, esses odores também estdo ligados no nivel neuronal. O vinagre
representa um odor de comida altamente atraente para a D. melanogaster (Semmelhack &
WANG, 2009) e recentemente foi demonstrado que as fémeas alimentadas com a mistura
Cvatvinagre sdo mais atraidas do que apenas com vinagre, em diferentes testes
comportamentais, ao contrario dos machos (LEBRETON, 2015).

A imunidade dos insetos adultos estd baseada em mecanismos celulares de defesa, tais
como a fagocitose, nodulacdo e encapsulamento e mecanismos humorais, que incluem a
coagulacdo da hemolinfa, a ativacdo da fenoloxidase, o que leva a melanizacdo, e a producéao
sistémica de peptideos antimicrobianos (JIRAVANICHPAISAL et al., 2006; LEMAITRE &
HOFFMANN, 2007). Os mecanismos de defesa celular e humoral ocorrem em conjunto
(Dunn, 1986). Os hemdcitos, componentes celulares da imunidade dos insetos, sdo capazes de
fagocitar, de promover a nodulacdo e encapsulamento de patdgenos, além de participar da
eliminacdo de toxinas e tecidos anormais ou mortos. Além do mais, circulam livremente na
hemolinfa, mas a partir do momento que microrganismos invadem o corpo, rapidamente
migram para o local da infeccdo e, eventualmente fagocitam e destroem os invasores (SILVA
et al., 2000; RUSSO et al., 2001).

Nas larvas, a imunidade inata facilitou a compreensdao de Vvarios aspectos do
desenvolvimento das células do sangue (EVANS et al., 2003; WOOD & JACINTO, 2007,
GOLD &BRUCKNER, 2014). A hematopoiese da Drosophila pode ser dividida na linhagem
de hemacitos embrionarios ou larvais, que se originam no embrido e se expandem na larva, e
na linhagem dos hemdcitos linfaticos (GOLD & BRUCKNER, 2014; MAKHIJANI &
BRUCKNER, 2012). Destacando os hemdcitos embrionarios, larvas de Drosophila
compreendem principalmente plasmatdcitos (macréfagos) e algumas células de cristal (GOLD
& BRUCKNER, 2014). Os hemdcitos do embrifo persistem e colonizam segmentalmente
bolsos hematopoiéticos (HPS) repetidos e terminais, localizados entre as camadas da epiderme
e as camadas musculares da parede do corpo da larva (MAKHIJANI et al., 2011;
MAKHIJANI & BRUCKNER, 2012). Os macrofagos auto-renovaveis residem,
predominantemente, em microambientes teciduais locais, e sua linhagem das primeiras

células sanguineas emergem durante o desenvolvimento (HOLZ et al., 2003; MAKHIJANI et
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al., 2011). Essa populacdo de células sanguineas € considerada similar aos macrofagos
teciduais auto-renovaveis de vertebrados, uma linhagem mieldide independente recentemente
identificada em uma variedade de espécies (GOLD &BRUCKNER, 2014; SIEWEKE &
ALLEN, 2013; DAVIES, 2013). No entanto, na Drosophila, algumas ou todas essas células
residentes também mostram plasticidade para dar origem a outros tipos de células sanguineas
como células de cristais (Bretscher et al., 2015; Leitao & SUCENA, 2015).

Os hemdacitos larvais sdo predominantemente residentes (sesseis), mas estdo em um
estado estacionario dindmicos entre varios HPs. Eles sdo progressivamente liberados em
circulacdo, em especial quando a larva do terceiro estagio se aproxima da puparizacao
(LANOT et al., 2001; MAKHIJANI et al., 2011; MAKHIJANI & BRUCKNER, 2012).
Desafios imunoldgicos, lesdes ou distdrbios mecéanicos levam a uma prematura, no Gltimo
caso reversivel, mobilizacdo de hemdcitos residentes para a hemolinfa (GOLD
&BRUCKNER, 2014; MAKHIJANI et al., 2011; MARKUS et al., 2009).

A partir dessas informagdes, o modelo Drosophila melanogaster estd entre os
organismos mais estudados em diversas areas e, na Ultima década, tem sido estudada também
na area da genotoxicidade por meio do Ensaio Cometa (GAIVAO & SIERRA, 2014;
VERCOSA, 2015b). Essas espécies sdo bastante adequadas para lidar com questdes relativas
a saude humana. Mesmo evolutivamente separados, a mosca e 0 ser humano compartilham
mecanismos moleculares basicos, como o0s que sdo desencadeados em doencas
neurodegenerativas (LENZ et al, 2013). Este organismo é extremamente importante para todo
tipo de processos relacionados com a satde humana, funcionando como 6timo biomarcador
para a resposta aos danos no DNA (CARMONA et al, 2011a; GALVAO E SIERRA 2014).

Estudos realizados sobre a andlise da poluicdo da agua do rio Capibaribe no estado de
Pernambuco demonstraram que a Drosophila melanogaster pode ser utilizada como um
bioindicador (OLIVEIRA, 2019). Outros estudos também utilizaram este organismo como
bioindicador na presenca de radénio em diversas matrizes, como o ar e a agua, demonstrando
seu uso frente a radiacdo (CARMO NETO, LIMA, 2019).

Na deteccdo dos efeitos bioldgicos, ocasionados pelas diversas substancias langadas
diariamente no meio ambiente, a ecogenotoxicologia, faz uso de inimeros biotestes Uteis na
avaliacdo de danos genotoxicos e toxicologicos, na qual pode-se destacar o Teste de Ames ou
Ensaio de Mutacdo Génica Reversa em Salmonella typhimurium ou Teste Salmonella-
microssoma; Teste do Micronucleo (MN) — € o ensaio, in vivo, mais amplamente utilizado
para deteccdo de agentes clastogénicos (que quebram cromossomos) e aneugénicos (que

induzem aneuploidia ou segregacdo cromossdmica anormal) (ARIAS et al, 2007); e o Ensaio
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Cometa, teste de genotoxicidade capaz de detectar danos em moléculas de DNA induzidas por
diferentes agentes quimicos e ou fisicos (CARMONA et al.,, 2011a; SHARMA et al,;
SHUKLA et al., 2011; GUANGGANG et al., 2013; LUCAS et al., 2017). Esta técnica foi a

escolhida para este trabalho e sera detalhada no préximo topico.

2.5 ENSAIO COMETA

Consiste em um teste de genotoxicidade recomendado para 0 monitoramento
ambiental de aguas (PANDEY et al.,, 2011) e populagGes expostas, além de dejetos
industriais, domésticos e agricolas (BUCKER et al, 2006), bem como, na estimativa de riscos
genéticos de misturas complexas e genotoxicidade induzida por agentes fisicos como raios X
e radiacdo gama (PAZ-Y-MINO et al, 2007). Pode ser realizado em animais e vegetais
(SOUZA, 2005), requerendo ceélulas vivas, porém com auséncia de atividade mitdtica
(CASTRO, 2004; BUCKER et al, 2006). E considerada uma técnica simples, de rapida
performance e alta sensibilidade (BELPAEME et al., 1998).

Outra vantagem da técnica € a utilizacdo de pequeno numero de células necessarias
para analise, além da possibilidade de trabalhar com células de quase qualquer tipo de
organismo, a habilidade de medir varios danos de DNA com alta precisdo, asseguraram a
indispensabilidade do ensaio em biomonitoramento e estudos clinicos. Varios produtos
quimicos, fatores fisicos, nanoparticulas, drogas, dentre outros, foram testados quanto a
genotoxicidade com essa técnica (BRENDLER-SCHWAAB, 2005; GLEI et al., 2016;
MOLLER, 2018).

Portanto, as utilizacdes e facil desempenho levam a répida aplicacdo do ensaio cometa
em varios campos, como analises de genotoxicidade (SPEIT & HARTMANN, 1999; TICE et
al., 2000; HARTMANN et al., 2003; COLLINS, 2004), biomonitoramento da populacéo
humana (COLLINS et al., 1998; SOMOROVSKA et al., 1999; KASSIE et at al., 2000;
M@LLER et al., 2000; FAUST et al., 2004; HOOFFMANN et al., 2005; BURLINSON et al.,
2007; DUSINSKA & COLLINS, 2008; URIOL et al., 2013) e reparo de DNA (COLLINS &
HORVATHOVA, 2001; COLLINS et al., 2001; COLLINS & GAIVAO, 2007; GAIVAO et
al., 2009; DUSINSKA E COLLINS, 2010). Recentemente, tornou-se mais popular como
mecanismo para estudar efeitos genotoxicos de poluentes ambientais em diferentes animais,
incluindo os insetos (MUKHOPADHYAY et al., 2004; SIDDIQUE et al., 2005; YOUSEF et
al., 2010; CARMONA et al., 2011a; SHARMA et al., 2011; SHUKLA et al., 2011;
GUANGGANG et al., 2013; LUCAS et al., 2017).
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O Ensaio Cometa ou eletroforese em gel de célula Gnica (SCGE) é um teste realizado
em eletroforese em um meio alcalino que permite avaliar as alteraces do DNA de células
individuais. Essa metodologia foi descrita por Ostling e Johanson (1984) e modificado por
Singh et al. (1988). A migracdo do DNA durante o ensaio cometa ocorre através de diferentes
mecanismos, dependendo do nivel de danos no DNA e das condi¢des de eletroforese.
Fragmentos lineares de DNA de fita simples representam o principal componente do ensaio
cometa (FAIRBAIRN et al., 1995).

A técnica requer manipulacdes muito cuidadosas com as amostras para evitar a
inducdo de quebras de fita de DNA durante a preparacdo da lamina, devido a alta
sensibilidade do cometa aos danos no DNA (SZETO et al., 2005; ROJAS et al., 2014).

Estudos realizados por meio do ensaio cometa utilizando Drosophila melanogaster,
demonstraram que o teste pode ser utilizado para avaliar os danos ocasionados pela radiacédo
ionizante (CARMONA, 2011b; PASHA, 2016). Outras pesquisas utilizando esse teste para
analisar diferentes compostos quimicos, recomendaram seu uso para avaliar a genotoxicidade
frente ao animal em estudo (SHUKLA et al.; SHARMA et al, 2011).
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3 METODOLOGIA

O estudo foi desenvolvido na Regido Metropolitana do Recife, no municipio de Abreu
e Lima, Pernambuco e no sertdo Paraibano, no municipio de Sdo José do Sabugi, Paraiba. A
escolha dessas areas foi devido a presenca da radioatividade ambiental consideradas an6malas
nessas regides, investigadas por Amaral (2018), Silva (2018), Damascena (2019), Araujo
(2019), cujos radionuclideos e elementos quimicos foram quantificados em aguas de pocos
utilizadas pela populagdo. A monitorizagdo das &guas de pocos também foi realizada,
principalmente, através das alteracdes de DNA da Drosophila melanogaster utilizando o

Ensaio Cometa.

3.1 AREAS DE ESTUDO

A Figura 10 representa as areas do presente estudo nos estados de Pernambuco e

Paraiba, onde sdo identificados os pontos de coleta da regido.

Figura 10 — Area do estado de Pernambuco e Paraiba
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Os pontos de coleta no estado de Pernambuco estdo localizados na Provincia
Borborema, numa éarea densamente habitada no municipio de Abreu e Lima (Figura 10) com
aproximadamente 100.000 habitantes, sendo cerca de 87,3% situado na zona urbana e 12,7%
na zona rural. Nessa regido, encontram-se casas, pequenas propriedades destinadas a
agricultura familiar como Unica fonte de renda e sobrevivéncia de muitos moradores,
indUstrias, comércio, turismo cultural e exploracdo de &gua mineral de aquiferos (CPRM,
2005). A area no estado da Paraiba (Figura 10) utilizada neste estudo esta localizada na
Provincia da Borborema, no municipio de Sdo José do Sabugi (4.010 habitantes), localizado
no sertdo, onde aproximadamente 56% reside na area urbana e 44% em é&rea rural. As
principais atividades econdmicas nesses territdrios sdo: agropecuaria, agricultura e comércio.

Quanto aos aspectos fisiograficos, o clima do municipio de Abreu e Lima é tropical
chuvoso com verdo seco. Sua vegetacdo original € a mata atlantica composta por florestas
sub-perenifélias que se encontram reduzidas a menos de 20 hectares, sendo as areas ocupadas
por edificacBes. O relevo predominante nesse municipio é o dos Tabuleiros Costeiros onde
acompanha todo o litoral do nordeste e apresenta altitude média de 50 a 100 metros (CPRM,
2005). O clima do municipio de So José do Sabugi é semiarido, quente, com chuvas de
verdo. A vegetacdo é do tipo Caatinga-Serido, composta por arbustos e arvores baixas, ralas e
de xerofitismo acentuado com temperatura média anual de 27 °C. Seu relevo apresenta-se
como ondulado a fortemente ondulado nas porc¢des sudoeste (Serra da Cabaca), sudeste (Serra
dos Quintos), leste (Serra do Brejinho). Nas por¢des noroeste e oeste, 0 relevo apresenta-se
ondulado a suavemente ondulado, onde a declividade é média a baixa (CPRM, 2005).

Quanto a hidrografia, 0 municipio de Abreu e Lima tem seus recursos hidricos
formados por fontes superficiais e subterraneas. A superficial € inserida nos dominios das
Sub-bacias hidrogréaficas dos Rios Catucd, Pildo, Bonanca, Utinga e do Barro Branco, sendo
seus cursos d’agua de maioria perenes. A subterranea estd inserida no dominio hidro
geoldgico Instersticial (rochas sedimentares da formacdo Beberibe, grupo Barreiras, depdsitos
fluviomarinhos, depositos aluvionares), dominio Karstico-fissural (Calcarios da formacéo
Gramame), dominio Fissural (rochas de embasamento cristalino). Quanto ao abastecimento,
dos 22.622 domicilios particulares permanentes, 89,2% sdo abastecidos pela rede geral de
agua, 7,4% sao atendidos por pocos ou fontes naturais e o restante por outras formas de
abastecimento (CPRM, 2005). Com relagdo a S&o José do Sabugi, 0 municipio encontra-se
inserido nos dominios da bacia hidrografica do Rio Piranhas, sub-bacia do Rio Serid6. Seus
principais afluentes sdo os rios Sdo José e Santana, além dos riachos da Serra, Verde, Santa

Maria, Mofumbo, Coqueirdozinho, da Serra, Poco de Pedra, Cabaca e Papa Mel, que juntos
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sdo responsaveis pelo abastecimento humano da regido. Seus cursos d’agua possuem um

regime de escoamento intermitente (CPRM, 2005).

3.2 COLETA E PREPARACAO DAS AMOSTRAS

A coleta das amostras de agua foi realizada a partir de 5 pogos artesianos, sendo 2
localizados em Pernambuco, no municipio de Abreu e Lima e 3 na Paraiba, no municipio de

Sao José do Sabugi, com suas respectivas coordenadas na tabela 4 a seguir:

Tabela 4 — Coordenadas dos pontos de coleta
Estados Pontos Coordenadas (Graus decimais)

Pernambuco AL, -7.892852, -34.895624
AL, -7.893888, -34.892851
Paraiba SJS; -6.783630, -36.791408
SJS; -6.830589, -36.834868
SJS;3 -6.784577, -36.790780

AL: Abreu e Lima, SJS: S&o José do Sabugi
Fonte: O Autor (2020).

Em cada pogo foram coletados 800 mL de dgua em recipientes de vidro, previamente
descontaminados com HNO3 a 1M, identificados e devidamente protegidos, sendo 6 (seis)
recipientes conduzidos ao Laboratorio de Genética do Centro Académico de Vitoria de Santo
Antdo na UFPE (CAV - UFPE) para serem utilizadas nos bioensaios e 6 (seis) recipientes
que foram levados para o laboratério do Servico de Monitoragdo Ambiental do Centro
Regional de Ciéncias Nucleares do Nordeste (SEAMB/CRCN-NE) para analise de metais
tracos. Para a amostra controle, o branco do campo, foi utilizada agua destilada, obtida do
laboratério do SEAMB - CRCN e levada ao campo de modo a simular possiveis
contaminagdes nas amostras.

Foi preparado o coquetel cintilador, composto por 1L de p-xileno, 7 g de 2,5
difeniloxazol (PPO) e 0,75 g de 1,4 bis [2-(5-difeniloxazol)] - benzeno (POPOP), no
laboratério do SEAMB/CRCN-NE. Em seguida, foram transferidos 12,0 mL deste coquetel
para recipientes de vidro com capacidade para 25 mL, apropriados para analise por CLUBR.
Durante a adi¢do de 12 mL das amostras das aguas dos pog¢os nos recipientes com o coquetel
cintilador, foi evitado a0 maximo turbuléncias, pelo fato do *’Rn apresentar alto poder de
emanagdo (HAZIN, 1990). As amostras foram conduzidas ao SEAMB/CRCN-NE para
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andlise radiomeétrica.

Para o branco analitico, foram preparados em laboratorio frascos de vidro da mesma
natureza daqueles utilizados para as amostras, adicionando 12 mL de agua destilada e 12 mL
do coquetel de cintilacdo, que seguiram para 0 campo.

Outros parametros fisicos como temperatura e pH também foram analisados no ato da

coleta.
3.3 DETERMINACAO DO ?*RN E DO °RA

Para a determinacdo da atividade do radénio em agua, foi utilizada a técnica de
Cintilacdo Liquida de Ultrabaixa Radiacdo de Fundo (CLUBR) e o método de anélise
desenvolvido por Prichard; Gesell (1977).

A andlise foi realizada apds um tempo minimo de trés horas ap6s a coleta, tempo
necessario para que o 2Rn entre em equilibrio com seus radionuclideos descendentes
emissores alfas (***Po e #®Po).

Para a diferenciacdo dos espectros provenientes das particulas alfa e beta foi utilizada
a ferramenta de discriminacdo de pulsos (PSA), cujo valor foi fixado em 90, segundo
procedimento de Santos (2010). A qualidade do procedimento analitico para determinar ?Rn
em 4gua foi avaliada utilizando padrdes internos de ?°Ra do Programa Nacional de
Intercomparacdo de Resultados de Andlise de Amostras Ambientais para Determinacdo de
Radionuclideos do Instituto de Radioprotecdo e Dosimetria da Comissdo Nacional de Energia
Nuclear (PNI - IRD/CNEN), disponibilizados pelo SEAMB/CRCN-NE. Foram utilizados
padres com concentracdes de atividade de *°Ra diferentes, preparados e analisados de forma
analoga a anélise de **’Rn das amostras.

A determinacdo da eficiéncia de contagem (E) do Espectrdmetro de Cintilacdo
Liquida (LSC) foi realizada a partir da solucdo padrao produzida e fornecida pelo Instituto de
Radioprotecdo e Dosimetria (IRD), diluida na proporcdo 1:8, cuja concentracdo de atividade
de ?*°Ra foi de 1,445 Bq L™ (data de referéncia: 02/10/14). Para isso, foram preparadas, em
frascos de vidro, trés amostras da soluc¢do padrdo contendo 12 mL cada e 12 mL do coquetel
cintilador. Foram determinadas as atividades de radénio nas solu¢des utilizando procedimento
analitico analogo ao das amostras.

A eficiéncia de contagem foi calculada utilizando os resultados obtidos apds 28 dias
da preparacdo da solucdo padrdo, quando o 22Rn da amostra, atingir a condicdo de equilibrio

secular com o #°Ra, utilizando a Equacéo 1.
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Ra—Rp

E = 1)

60xVxAxe Mx3

Nesta equacgdo, Ra representa a taxa de contagem da amostra (cpm); Rg a taxa de
contagem do branco analitico (cpm); 60 o fator de conversdo de cpm para cps; 3 o fator de
conversdo para emissores alfa presentes na amostra (*’Rn, *®Po e ?*Po): V o volume da
amostra; A a atividade da solucdo padrdo de *Ra; A a constante de desintegracdo do ?’Rn
(min™®) e t 0 tempo entre a coleta da amostra e a metade do tempo de contagem (min).

A leitura das amostras foi realizada por meio do Espectrometro de Cintilacdo Liquida
(LSC) produzido pela PerkinElmer, modelo Quantulus 1220, do Laboratorio de Cintilacéo
Liquida do CRCN-NE. As medidas foram realizadas em duplicata, com o tempo de contagem
padronizado em 100 minutos para cada amostra. O limite de deteccdo do equipamento foi
calculado em 0,2 Bq L™

As concentracBes de atividade de 2’Rn nas amostras foram calculadas a partir da

Equacdo 2, de acordo com a ASTM (1998), onde E representa a eficiéncia de contagem.

Ry—Rp

A= ()

60xVxExe Ax3

Apos determinar a atividade do radénio, as amostras foram armazenadas a temperatura
ambiente (24°C) e protegidas da luz por no minimo 21 dias, ou seja, até que o radénio
atingisse o equilibrio secular com o seu precursor (**Ra). Em seguida foi possivel determinar
a concentracdo de atividade do 2*°Ra nas amostras. O procedimento analitico foi idéntico ao
do ?’Rn e a concentragdo de atividade do #*°Ra foi calculada segundo a Equacio 3, cujas
grandezas sdo semelhantes aquelas descritas para a Equacéo 2.

— Ra—Rpg 3)
60xVxEx3

Vale ressaltar que o tempo ndo é utilizado uma vez que a constante de desintegracdo do °%Ra

é muito pequena, sendo e™ = 1.
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A qualidade do procedimento analitico para determinar ?Rn em &gua foi avaliada
utilizando padrées internos de “*Ra citado anteriormente, com concentragdes de atividade
diferentes, preparados e analisados de forma anéloga & analise de 2’Rn das amostras e logo

apos, calculado o Namero En, conforme a equacéo 4.

Vobt—V
En = —2bt_"ref 4)

’Uzobt_Uzref

Onde:

Voot representa o valor obtido experimentalmente; Vs 0 valor certificado para o
material de referéncia; Uqp a incerteza expandida em nivel de 95% de confianca do valor
obtido e; U a incerteza expandida em nivel de 95% de confianga do valor do certificado para

0 material de referéncia.

3.4  ANALISE DOS METAIS TRACOS

Para a determinacdo dos metais presentes nas aguas dos pocos estudados, as amostras
foram colocadas em recipientes de vidro, previamente descontaminados com HNO3; a 1M e
lavados com agua destilada. Apds a coleta, as amostras foram acidificadas com 1 mL de HCI
a 37% e mantidas a temperatura ambiente até o momento da analise no Espectrébmetro de
Massas com Plasma Indutivamente Acoplado (ICP-MS) modelo NexION 300 da
PerkinElmer. O limite de deteccdo utilizado variou de 0,10 a 0,39 pg/L para os elementos
Molibdénio, Cadmio, Antiménio, Chumbo, Tério e Uranio (INMETRO, 2011). As analises
das amostras foram realizadas em duplicata

Para a otimizacdo das condicGes operacionais do ICP-MS foi utilizada uma solucao
contendo 1 pg.L™" de Be, Ce, Fe, In, Li, Mg, Pb e U com a finalidade de definir os parametros
de poténcia de fluxo do gas de nebulizagdo, fluxo do gés auxiliar, fluxo do gas refrigerante,
temperatura de resfriamento, temperatura de aquecimento, potencial de viés do quadrupolo e
voltagem do multiplicador. Simultaneamente, o equipamento realizou automaticamente a
verificacdo da razdo CeQO/Ce, cujo valor ndo ultrapassou 2,5%. O equipamento foi calibrado
empregando-se curvas analiticas elaboradas com solucéo-padrdo (Merck®) multielementar de
ETR.
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3.4.1 Andlise dos Resultados

Primeiramente foram construidas curvas analiticas das solucdes padrdes obtidas para
posterior andlise das amostras de agua de pogo. Atraves da aplicacdo de ferramentas
estatisticas, as incertezas analiticas foram determinadas, bem como, a comprovacdo da

qualidade do procedimento analitico por meio do Z-score.

3.4.1.1 Incerteza analitica

Para a estimativa da incerteza analitica, foram combinados as incertezas individuais
relativas a precisdo (repeti¢cbes analiticas), a exatidao (desvio com relacdo aos materiais de
referéncia analisados) e o desvio padrdo das amostras (referentes as replicatas analiticas)
conforme o EURACHEM / CITAC Guide CG (ELLISON; WILLIAMS, 2012). As incertezas

analiticas foram expandidas em nivel de 95% de confianca.

3.4.1.2 Qualidade do procedimento analitico

Para testar a qualidade do procedimento analitico foi utilizado o Z-score que, no
presente estudo, foi obtido pela diferenca entre o valor observado da média das solugdes
padrGes recém preparadas (Vops) € 0 valor para o material de referéncia (Vrer) que foi
resultado da curva analitica formada na andlise das amostras, dividido pela incerteza analitica

do valor de referéncia (Irer), de acordo com a Equacéo 5.

Vobs—V
Z — ob; Ref (5)
Ref

O célculo do Z-score confirma a qualidade do procedimento analitico através de
valores entre -2 e 2, indicando a confiabilidade do método empregado de acordo com a norma
internacional 1SO 13528/2005 (MATOS; RODRIGUES, 2013).
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3.5 BIOENSAIO

Para analise dos efeitos biologicos das aguas dos pocos estudados foram utilizados
insetos da espécie D. melanogaster e o0 ensaio cometa, detalhes sdo apesentados nos

subtdpicos a seguir.

3.5.1 Criacéo de Drosophila melanogaster

Os insetos foram coletados em areas ndo radioativa no estado de Oregon, Estados
Unidos e mantidos em cultura de massa sob condi¢des laboratoriais controladas. A partir
desse cultivo, foram utilizadas larvas com 72 horas de vida da espécie Drosophila
melanogaster oriundos do insetario do Laboratério de Genética do Centro Académico de
Vitéria da UFPE.

3.5.2 Teste de genotoxicidade

Para avaliar os efeitos bioldgicos da agua dos pocos estudados foi realizado o ensaio

cometa em larvas de D. melanogaster que serdo detalhados a seguir.

3.5.2.1 Ensaio cometa em Drosophila melanogaster

Foram utilizadas células da hemolinfa (hemdcitos) de larvas de Drosophila
melanogaster da linhagem Oregon-R, mantidas ha vérias geracBes em condi¢bes de
endocruzamento e cultivo em laboratdrio. Para o ensaio cometa foram utilizadas larvas com
72 + 4 horas de vida (3° estagio), 60 larvas para cada amostra de agua de poco. As larvas
foram transferidas para 0 meio de tratamento composto por puré de batata desidratado,
acrescido de 3 mL da amostra da agua de pocos das regides estudadas por 24h. Foram
utilizados dois controles: o negativo, tratado apenas com agua destilada, e o positivo, tratado
com 3 mL de ciclofosfamida a 1mg/mL. A ciclofosfamida € um potente agente genotdxico
pelo fato de causar quebras de DNA de uma ou duas vertentes, dimerizacdo da base, formacéo
de locais apurinicos ou apirimidinicos, e outros tipos de danos genéticos (SHARMA et al.,
2011). Apés a exposicdo foi realizado o ensaio do cometa segundo a metodologia
desenvolvida por Carmona et al. (2011b) e Vercosa (2015a), descrito no proximo subitem.
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3.5.2.2 Extracdo da hemolinfa

Os hemdcitos foram extraidos de 60 larvas, que constituiram uma réplica do
experimento. Em cada amostra de agua de pocgo, trés réplicas foram submetidas ao teste,
totalizando um pool de hemacitos de 180 larvas, para cada local de coleta. De cada réplica, 60
larvas foram colocadas em uma placa de Petri e, em seguida, foram levadas ao freezer para
resfriamento a 4°C por um minuto, para diminuir a taxa metabdlica facilitando, assim, sua
manipulacdo. Passado o tempo previsto, as larvas foram, individualmente, transferidas para
um pogo de uma placa escavada Kline (12 pogos), contendo solucdo de &cido etilenodiamino
tetra-acético (EDTA), evitando a coagulacdo da hemolinfa. Para a retirada da hemolinfa, as
larvas foram cortadas lateralmente com a ajuda de um bisturi (utilizado para procedimentos
cirdrgicos), uma pinca de relojoeiro n° 5 e um microscopio estereoscopico (lupa).

Através de uma micropipeta, a hemolinfa depositada na placa Kline foi coletada e
transferida para um microtubo de 1,5 mL. O tubo, contendo a solugdo de EDTA+hemolinfa
foi centrifugado duas vezes a 3.000 rpm por 3 minutos, e descartado 100 uL do sobrenadante.
Para completar o volume do tubo foi acrescido mais 100 pL. de EDTA e submetida a uma

nova centrifugacao.

3.5.2.3 Preparacdo das solucgdes

Para a realizacdo do ensaio foi preparada previamente algumas solucdes estoque: gel
de agarose de baixo ponto de fusdo (LM); gel de agarose padréo; solucédo de 150 uL. EDTA,;
solugdo de NaOH; tampéo fosfato alcalino (PBS). Outras solugdes foram preparadas no
momento do teste, como: solucdo de lise, ajustada para pH 10, contendo 2,5 M NaCl, 100
mM EDTA, 1M NaOH, 10mM Tris, 1% Triton X-100, e 10% DMSO, e o tampao de
eletroforese, ajustado para pH > 13, possuindo NaOH a 1M, 200 mM EDTA.

3.5.2.4 Montagem das laminas

Laminas histologicas foram previamente lixadas na face superior para facilitar a
adesdo da agarose. Em seguida, foram lavadas com agua, detergente e posteriormente imersas
em &lcool a 70% e na sequéncia, colocadas para secar. Apos a coleta de 60 puL da suspensdo
da hemolinfa das larvas de D. melanogaster, o material foi homogeneizado em 100 pL de
solucéo de 0,5% de agarose de baixo ponto de fuséo a 37°C. A etapa foi realizada na auséncia

de luz por ser fotossensivel. O homogeneizado foi aplicado em laminas previamente banhadas
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em agarose padrdo e, em seguida, uma laminula (24 mm x 60 mm) foi colocada sobre o
material. Para solidificar a agarose, as laminas foram submetidas a 4°C por 10 minutos.
Passado esse tempo, as laminulas foram retiradas e as laminas, com o material biologico,
foram imersas em solucéo de lise e mantidas a 4°C por 72h.

Ao término da lise celular, as laminas foram submetidas por 20 minutos a uma solugéo
tampdo a 4°C a fim de desnaturar o material genético. Em seguida foi realizada a corrida de
eletroforese por 20 minutos a 40 V/cm e 300 mA. Ao final da corrida, as laminas foram
recolhidas e postas e uma solucdo de neutralizacdo (Tris-HCI a 0,4 M, pH 7,5) por 15
minutos. Logo apds, as laminas foram fixadas, sendo imersas em etanol absoluto por 5
minutos, e armazenadas a 4°C até o0 momento da andlise microscopica. O esquema do teste de

genotoxicidade foi resumido na Figura 11.

Figura 11 — Esquema do ensaio cometa em D. melanogaster

/
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60 Larvas
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3 minutos ‘
‘ Tubo Eppendorf Suspensao Celular+ Agarose Andlise
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Microscopio —

Estereoscépico Solucdo de Lise 24h

Fonte: O Autor (2020).

3.5.2.5 Anélise microscopica

O dano do DNA foi quantificado apds as laminas serem coradas com 50 pL de uma
solucdo GelRed ™ (diluido na proporcdo 1:500 em &gua destilada), utilizando um
microscopio de fluorescéncia (Zeiss Imager, M2), disponibilizado pelo Laboratério de
Biodiversidade do CAV - UFPE, equipado com um filtro (Alexa Fluor 546) a 400x de
ampliacdo. No total, foram utilizados 100 nucleoides para cada repeticdo, sendo 50 em cada

lamina e analisadas em triplicata.
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A inspecdo visual foi realizada conforme descrito em Collins et al. (2008), e o0s
nucledides foram classificados em cinco categorias (0,1 2, 3 e 4), dependendo da extensdo das

caudas de cometa (Figura 12).

Figura 12 — Padrdo visual dos cinco niveis de classificacdo de dano genético

0 1 p

Fonte: Vergosa (2017).
*Imagem obtida de hemécitos de larvas de Drosophila melanogaster coradas por Gel Red™

A classe 0 indica cometas ndo danificados (0), enquanto as classes 1 a 4
corresponderam aos danos em niveis crescentes no material genético. Os cometas foram
avaliados por meio do Indice de Danos (ID) e Frequéncia de Danos (FD%), segundo Vercosa
(2017), sendo os valores do ID que foram obtidos, para cada individuo, variaram de 0 a 400
(Célula intacta: 100 células x O; e dano mé&ximo:100 células x 4, respectivamente). Assim, 0
indice de dano foi calculado por meio da Equacdo 6, sendo n 0 nimero de cometas quanto a

classe.

ID =0.(ng) +1.(ny) + 2. (ny) + 3.(n3) + 4. (ny) (6)

O segundo parémetro, que é a frequéncia de danos, FD (%), foi calculado como a
porcentagem de todos os cometas danificados (classe 1 a classe 4) em relacdo ao total de

cometas contados (N+), como apresentado na Equagéo 7. Ng € o nimero de Classe 0.

FD (%) = —K”T‘]"V’OT“OO] ©)
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Para uma melhor compreensao, as etapas de toda a metodologia foram resumidas no

fluxograma da Figura 13 a seguir.

Figura 13 - Fluxograma das etapas realizadas na pesquisa
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Fonte: O Autor (2020).
SJS: Sdo José do Sabugi; AL: Abreu e Lima; ICP-MS: Espectrometro de Massas com Plasma Indutivamente
Acoplado; LSC: Espectrometro de Cintilagao Liquida.

3.6 ANALISE ESTATISTICA

As comparacdes entre 0s grupos controles e exposicdo de ocorréncia NORM foram
realizadas por meio da Andlise de Variancia (ANOVA) e do teste post-hoc de Bonferroni,
usado para comparar as médias das réplicas para o ID e a FD. A associacdo entre 0s
elementos quimicos essenciais analisados nas aguas de pocos e a genotoxicidade da
Drosophila melanogaster foi realizada pela analise de agrupamento utilizando o programa
STATISTICA versdo 10. As diferengas estatisticas foram aceitas quando p < 0,05, utilizando
o0 software STATA verséo 12.
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4  ANALISE E DISCUSSAO DOS RESULTADOS

Nesta secdo, sdo apresentados os resultados obtidos das analises fisico-quimica, bem
como das analises radiométricas e dos valores encontrados das concentracGes de metais
pesados nas amostras estudadas. Seréo retratados os procedimentos para garantia da qualidade
dos processos analiticos das técnicas utilizadas e a aplicacdo de D. melanogaster como
bioindicador de efeitos genotoxicos das aguas de pocos de regibes ricas em fosforito
uranifero. Para finalizar sera apresentado uma anélise de agrupamento entre os elementos
quimicos presentes na dgua de pocos e os efeitos genotdxicos apresentados pelas larvas de

Drosophilas.

4.1 QUALIDADE DO PROCEDIMENTO ANALITICO

A qualidade do procedimento analitico é fundamental para estudos de monitoracao
ambiental. Por isso, foram verificadas as metodologias de analise radiométrica e de elementos
tragcos utilizados na avaliacdo de aguas de pocos sob influéncia NORM. Os valores obtidos
empiricamente e de referéncia, que foram utilizados no controle da qualidade do
procedimento analitico da determinacéo de 2’Rn e °Ra foram apresentados na Tabela 5.

Tabela 5 — Controle da qualidade do procedimento analitico para a determinagéo de ??Rn e *°Ra em agua

Concentracéo de atividade* de ?°Ra em

equilibrio com #*Rn (Bq L™)
Data de referéncia  Amostras NUmero En

Valor Obtido Valor de Referéncia

1 1,14 +0,3 -0,67
16/01/2017 2 1,13+0,3 1,40+ 0,21 -0,71
3 1,14+0,3 -0,68
1 0,61+0,3 -0,09
12/06/2017 2 0,60+ 0,3 0,64 £ 0,10 -0,12
3 0,61+0,3 -0,08

Fonte: O Autor (2020).
*Média + incerteza analitica expandida em nivel de 95% de confianca.

Para garantir a qualidade do procedimento analitico, é preciso que o Numero En
calculado encontre-se entre -1 e 1 (ISO, 2005). Portanto, uma vez que os valores encontrados
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variaram entre -0,08 e -0,71, garantem a qualidade do procedimento analitico utilizado para as
determinacbes desses radionuclideos em &gua por Espectrometria de Cintilacdo Liquida
realizadas neste estudo.

Para realizacdo da medida dos metais nas amostras de agua dos pocos foi realizado
primariamente o teste de qualidade do procedimento analitico. Os valores de referéncia das
amostras, bem como, o Z-Score sédo detalhados na Tabela 6.

Tabela 6 — Valores de referéncia do controle da qualidade do procedimento analitico de metais em agua
Valor Obtido Valor de Referéncia

Elementos 1 1 Z-Score
(Hg.L™) (Mg.L™)

Uranio 6,70 6,34 £ 0,21 1,7
Tério 6,86 6,66 + 0,24 0,8
Chumbo 6,37 6,37 £ 0,15 0,0
Cadmio 6,67 6,38 £ 0,17 1,7
Antimonio 6,68 6,42 + 0,16 1,7
Molibdénio 7,08 6,46 £ 0,21 1,4

Fonte: O Autor (2020).

Os valores do Z-Score de todos os elementos apresentados na Tabela 6 estdo entre -2 a
2, variando entre 0 e 1,7 garantindo a qualidade do procedimento analitico, em nivel de 95%
de confianca (ISO 13528/2005).

4.2  ANALISE FiSICO-QUIMICA
Os resultados da analise fisico-quimica estdo representados na Tabela 7 a seguir, onde

se observa o0s valores de temperatura e pH nas amostras de dgua de po¢os dos municipios em

estudo.
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Tabela 7 — Pardmetros fisico-quimicos encontrados

Pontos pH Temperatura (°C)
AL, 5,20 26,0
AL, 6,05 25,0
SIS, 7,55 29,9
SJS, 6,80 30,1
SJS; 7,08 29,2

Fonte: O Autor (2020).

O pH das amostras analisadas variaram entre 5,20 e 7,55 e esse parametro pode
influenciar tanto no equilibrio geoquimico, quanto na solubilidade de muitas espécies,
abrangendo elementos tracos na agua subterranea. Além disso, o pH acima de 7 promove
precipitagdo de hidroxido, diminuindo a mobilidade dos metais associados na &gua
(CHAKRABARTI et al., 2011).

Outro ponto a ser destacado, refere-se aos valores do pH que estdo dentro do limite
maximo permitido pela Portaria n°® 5/17 do Ministério da Salde, na qual determina valores
entre 6 e 9,5 como sendo considerados adequados ao consumo humano, exceto o pogo AL;
que apresentou valor de 5,20.

Quanto a temperatura, as aguas de pocos apresentaram valores entre 25 e 30,1 e
podem ser classificadas, segundo a convengdo de Custddio e Llamas (1996) em: hipotermal
<25°C; mesotermal > 25°C e < 35°C; termal > 35°C e <45°C; hipertermal > 45°C. Desta

forma, todas as amostras analisadas sdo consideradas mesotermal.
4.3  ANALISE RADIOMETRICA DA AGUA

Os resultados da anélise das concentraces de ?’Rn e *®Ra nas amostras de 4gua dos
pocos obtidas nos municipios de Abreu e Lima-PE e Sdo José do Sabugi-PB utilizando a
técnica de CLUBR séo apresentados na Tabela 8. Os dados atribuidos a referida tabela foram

apresentados em funcao das médias amostrais com base na avaliagdo em duplicata.
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Tabela 8 — Concentrages especificas médias de ’Rn e *Ra nas 4guas de pocos dos estados de Pernambuco e

Paraiba
Estado Pocos TR ALY TRa (-Bq L
Media + u Media+u
Pernambuco AL; 790+14 <1
AL, 206,0+25 <1
SJS; 263,8+8,3 <1
Paraiba SJS,  1.107,0+£28,6 <1
SJS; 352,2+10,4 <1

AL: Abreu e Lima; SJS: Sdo José do Sabugi; u: Incerteza analitica
expandida em nivel de 95% de confianca.
Fonte: O Autor (2020).

A técnica do CLUBR com o uso do espectrometro de cintilacdo liquida confirmou a
presenca desses radionuclideos nas amostras de agua dos pocos dos dois municipios. Dados
semelhante foram encontrados por Amaral (2018) e Silva (2018), que também avaliaram
amostras de agua de pocos nos Municipios de Abreu e Lima e Sdo José do Sabugi,
respectivamente, areas com alta radioatividade natural, onde se observou a presenca de
radonio acima do valor maximo permitido (11,1 Bq L) segundo a USEPA (1999). As altas
concentragdes obtidas para 2’Rn nas amostras de agua dos pocos de Abreu e Lima pode ser
explicada pela existéncia do fosfato uranifero da regido (AMARAL, 1994).

Com relacéo ao **°Ra, todas as amostras analisadas de Abreu e Lima e S3o José do
Sabugi apresentaram concentracdo especificas abaixo do valor minimo detectavel pelo
equipamento (< 1,0 Bq L), ndo ultrapassando o valor permitido para consumo humano (1,0
Bq L) (BRASIL, 2017). De fato, os resultados permitem estabelecer padrdo de monitoragéo
continuada do radbnio nos pogos estudados, assim como, controle das atividades

desenvolvidas nessas areas.

4.4 ANALISE DE METAIS TRACOS

Na Tabela 9 pode-se observar o resultado das concentracbes dos metais tracos

trabalhados nessa pesquisa para amostras de agua de pogos de Abreu e Lima/PE e S&o José do
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Sabugi/PB, bem como, incertezas expandidas em nivel confianca de 95%. Os valores
encontrados foram determinados baseando-se nos limites de deteccdo para cada elemento.

Tabela 9 — Concentracfes médias de metais pesados nas dguas de pocos em areas de Pernambuco e Paraiba
CONCENTRACAO (ug L'l)

POCOS
Th Pb Cd Sb Mo

AL,  416+085 <032  <0,39 <0,22 <0,21 0,12 + 0,03
AL, 117+025 <032  <0,39 <0,22 <0,21 <0,10
SJs,  116+24 <032  <0,39 <0,22 <0,21 30+6
SJS,  447+91 <032  <0,39 <0,22 <0,21 17+ 4
SJS;  700+142  <0,32  <0,39 <0,22 <0,21 16+ 3

Fonte: O Autor (2020).
AL: Abreu e Lima; SJS: Sdo José do Sabugi.

De acordo com a Portaria de Consolida¢do n® 5/17 do Ministério da Saude, o valor
méximo permitido em aguas utilizadas para consumo humano para o urénio é de 30 pg L™
(BRASIL, 2017). Como apresentado na Tabela 9, para o U foram obtidos resultados de 116,
447 ¢ 700 pug L™, todos no municipio de S&o José do Sabugi na Paraiba, ressaltando a 4gua do
poco SJSs, que apresentou valor cerca de 23 vezes maior que o permitido pelo ministério da
satde do Brasil.

Estudos realizados por Bonotto (2008), afirmam que a concentracdo de uranio em
aguas subterraneas varia de acordo com as rochas presentes na formacéo do solo, onde valores
acima de 4 pg L™ sdo considerados andmalos. Portanto, todos os dados encontrados no
municipio de S&o José do Sabugi recebem esta classificagéo.

No municipio de Abreu e Lima, no estado de Pernambuco, as concentracdes de uranio
estdo abaixo de 30 pg.L™, porém, mesmo que os resultados apontem para valores abaixo do
recomendado pelo Ministério da salde, as aguas dos pogos precisam ser estudadas
continuamente, uma garantia do controle de qualidade e seguranca radiométrica, tendo em
vista o histdrico de ocorréncias radioativas naturais vinculados a regiao.

Trabalhos realizados em outros paises mostram preocupacao para niveis de uranio em
4guas subterraneas quando na faixa entre 0,016 a 3,01ug L™, representando risco médio a
saide humana (PLUM et al.; 2009; LIESCH et al., 2015). Estas informagdes reforcam o
interesse deste trabalho em avaliar possiveis efeitos genotoxicos ao sistema biologico de
organismos naturalmente expostos a diferentes concentragcdes de urénio, como acontece em

Séo José do Sabugi e Abreu e Lima.


https://www-sciencedirect.ez16.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0048969715301923?via%3Dihub#bb0390
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Pesquisa realizada por Wu et al (2014), na regido do norte da China determinou que as
concentracdes de uranio em aguas subterraneas variaram de 0,02 a 288 ug L™, com média de
24 ng LY. A alta concentragdo foi associada a constituicdo do solo com presenca de rochas
sedimentares carboniferas. Portanto, esta informacdo ajuda a entender os resultados
encontrados neste trabalho, onde pesquisa realizada por Amaral (2018) desenvolvida no
municipio de Abreu e Lima identificou que a regido uranifera € formada por rochas
sedimentares, carboniferas que possuem maiores teores de uranio. Estudos realizados por
Auvinen et al. (2002), investigando diferentes pocos na Finlandia, determinaram as
concentragfes de uranio e os resultados indicaram que os maiores niveis desse elemento
foram encontrados em aguas de pocos influenciadas por rochas graniticas, agregado solidos
também observados em S&o José do Sabugi e segundo estudos de Silva (2018), pode estar
relacionado com os altos indices desse elemento.

No que se refere ao tdrio, ndo ha valor maximo estabelecido para esse elemento
segundo a Portaria de Consolidagdo n°5/17. Além disso, foram encontrados valores abaixo do
limite de deteccdo do ICP-MS para esse metal (<0,32 pg L™), como mencionado na Tabela 9,
mas isso nao indica a sua auséncia na agua. Essa circunstancia pode ser explicada em
consequéncia da sua baixa solubilidade com o corpo hidrico, comportando a sua forma
suspensa em coloide, o que pode dificultar a quantificacdo desse radionuclideo (LANGMUIR
& HERMAN, 1980; FERRONSKY & POLYAKOQV, 1982).

Na Tabela 9, a concentracdo do chumbo estd abaixo do limite de deteccdo do
equipamento (<0,39 ug L™) para todas as amostras de agua de pocos analisadas. Sugere-se
que estes baixos valores encontrados sdo devido ao chumbo ficar retido nos sedimentos,
diminuindo o seu transporte para as aguas subterraneas (LEMES et al, 2003). Além disso, 0s
compostos sulfatos e carbonatos, que sdo formados pelo chumbo nas &guas subterraneas,
possuem baixa solubilidade (FORTUNATO, 2009).

Segundo a Portaria de Consolida¢do n°5/17, o valor maximo permitido para o cadmio
em &guas subterraneas ¢ de 5 pg L™. Neste trabalho os valores encontrados foram abaixo do
limite de deteccdo do ICP-MS (<0,22 ug L™). Esse elemento esta presente em grandes
concentragdes nas rochas sedimentares (SMITH et al., 1995), matriz semelhante presente no
municipio de Abreu e Lima, entretanto, esses baixos niveis de cddmio podem ser explicados
pela sua baixa solubilidade em agua, quando a forma de carbonato ou hidréxido, permanece
retido nos solos até que haja a a¢do do intemperismo (MCCOMISH & ONG, 1988).

O antimdnio também apresentou concentracdo abaixo do limite de deteccdo do

equipamento para todas as amostras analisadas (<0,21 pg L), inferior ao limite maximo
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permitido para consumo humano (5,0 pug L), segundo a Portaria de Consolidagdo n® 5/17.
Sugere-se que a sua baixa concentra¢cdo nas aguas de pocos é devida a presenca de elementos
que diminua a sua mobilidade, como o ferro (LINTSCHINGER et al., 1998), encontrado por
Amaral (2018) e Trindade (2008) nas regides do presente estudo. Para Hammel e
colaboradores (2000), o antimonio apresenta baixa solubilidade sob a forma de sulfetos, o que
fez acreditar que o elemento em estudo apresente uma baixa biodisponibilidade. Portanto, a
sua baixa solubilidade no solo poderia impedir a sua bioacumulacao nos sistemas hidricos.

Sobre o molibdénio, ndo ha limite maximo permitido para o consumo humano,
segundo a Portaria de Consolidagdo n°5/17, mas foram encontradas maiores concentragdes no
municipio de Sao José do Sabugi (SJSi, SJS;, SJS3), apresentando valores de 30; 17 e 16 ug
L, respectivamente, conforme a Tabela 9. No municipio de Abreu e Lima (AL; e AL,)
observou-se baixas concentracfes, sendo a agua de po¢o AL, com valores abaixo do limite de
deteccdo do equipamento. Esse metal se apresenta enriquecido em rochas graniticas
(KABATA PENDIAS & PENDIAS, 1984; SIEGEL, 1979), e como descrito na literatura,
ocorre a presenca dessas rochas no municipio de Sdo José do Sabugi, o que pode explicar as
concentracdes encontradas (PASTURA et al, 2011). Além disso, sob a influéncia de rochas
sedimentares, no municipio de Abreu e Lima, sugere-se que o molibdénio se acumule nessas
rochas devido a presenca de ferro, diminuindo sua quantidade nas &guas subterraneas
(LANDON, 1996).

Portanto, avaliar a acdo radiolégica e quimica das amostras dessas aguas sobre o
sistema bioldgico é extremamente importante e para isso deve-se analisar 0s possiveis efeitos
biolégicos, bem como, estabelecer uma nova ferramenta para detectar tais efeitos. Diante
disso, foi realizado a andlise genotdxica da agua dos pocos utilizando o bioindicador, aceito

internacionalmente, Drosophila melanogaster Oregon-R, que sera apresentado a seguir.

45  BIOENSAIO: ANALISE GENOTOXICA COM DROSOPHILA MELANOGASTER

A hemolinfa de larvas de D. melanogaster Oregon-R foi utilizada para realizacdo do
ensaio cometa e consequentemente avaliacdo do efeito bioldgico sobre 0 DNA decorrente do
consumo das aguas de pogos artesianos. Por meio da analise dos resultados obtidos, verificou-
se que 0 ensaio permitiu determinar a existéncia de danos no DNA das larvas dos insetos
pelas aguas subterraneas sob influéncia de NORM. Estes resultados sdo apresentados na
Tabela 10 e nas Figuras 14 e 15.
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Tabela 10 — Danos genéticos em hemacitos de larvas de Drosophila melanogaster Oregon-R

PARAMETRO NIVEL DE DANO
0 1 2 3 4
C-

Média 96,33 3,33 0 0,33 0
DP 0,58 0,58 0 0,58 0
C+

Média 44,00 38,33 11,00 6,67 1,00
DP 3,61 2,89 1,00 0,58 0
SIS,

Média 90,00 5,00 3,33 1,67 0
DP 1,00 1,00 0,58 0,58 0
SIS,

Média 80,67 6,67 5,67 4,67 2,33
DP 0,58 1,15 1,53 0,58 0,58
SIS,

Média 72,00 8,67 5,00 6,67 7,67
DP 2,65 0,58 1,73 1,15 1,53
C-

Média 84,33 14,00 1,67 0 0
DP 2,08 1,00 1,15 0 0
AL,

Média 54,67 37,67 5,00 1,33 0
DP 2,08 0,58 2,65 0,58 0
AL,

Média 88,00 11,67 1,00 0 0
DP 0 0,58 0 0 0

|
Fonte: O Autor (2020).
C-: Controle Negativo (dgua destilada); C+: Controle Positivo (ciclofosfamida) DP: Desvio Padrao; SJS: Sédo
José do Sabugi, AL: Abreu e Lima.

Durante a anélise das laminas foram observados diferentes niveis de danos no DNA
dos hemdcitos das larvas D. melanogaster, destacando-se as amostras de agua dos pogos do
municipio de Sao José do Sabugi (SJS, e SJS3) que apresentaram maiores danos ao DNA
(nivel 3 e 4). Nesses pocos também foi constatado maiores niveis de NORM (urénio e
radonio). Os resultados das amostras dos grupos SJS;, AL; e AL, apresentaram pouco dano
de nivel 3 e 4, além de apresentarem altas quantidades de nucleoides pertencentes ao grau 0
(90,00, 54,67 e 88,00, respectivamente) indicando baixa genotoxicidade na agua desses pocos.
A concentracdo de urénio apresentada na Tabela 9 e a atividade do radénio da Tabela 8 sdo
menores que as encontradas para SJS; e SJSs, sugerindo uma forte relacdo entre a presenca
desses elementos e a genotoxicidade em D. melanogaster.

Vergosa et al. (2017) estudando o efeito do radonio em areas do Rio Grande do Norte,

Brasil, por meio do ensaio cometa, também evidenciou a presenca de danos 3 e 4 nos
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hemacitos de Drosophila melanogaster, indicando que o ensaio é sensivel a exposicdo a
radiacdo natural presente na agua ou no ar. Trabalho realizado por Lourenco et al. (2010)
utilizando o ensaio cometa para avaliar danos ao DNA de peixes expostos a diferentes
concentracdes de uradnio, demonstrou que as maiores concentracdes desse radionuclideo
causaram aumento de danos 3 e 4 ao DNA do animal. Estes relatos corroboram com os dados
encontrados neste trabalho.

No entanto, quando se observa apenas os dados do municipio de Abreu e Lima em
Pernambuco, os danos mais significativos apresentados foi de nivel 1, dando destaque a
amostra AL; que apresentou 37,67 de dano de nivel 1 e AL, que foi de 11,67. Investigando as
concentracfes de raddnio nessas amostras de dgua observa-se que a atividade em AL, (206
Bg.L™) é mais alta do que em AL; (79 Bqg.L™), porém, a concentracéo de uranio nas aguas
destes pocos foi de 4,21 pg L™ para AL; e de 1,22 pug L™ em AL,. Esses resultados sugerem
que os danos genotdxicos presentes em larvas de D. melanogaster estdo diretamente
relacionados com a presenca de uranio na agua desses pocos. Dados semelhantes foram
encontrados por Morais (2020) analisando as amostras de aguas de pocos de Abreu e Lima e
Sdo José do Sabugi utilizando como bioindicador hemolinfa do molusco B. glabrata.

Embora os valores da concentracdo de ur&nio encontrados nas aguas de pogos de AL;
e AL, estejam abaixo do limite permitido em aguas utilizadas para consumo humano proposto
pela portaria de consolidagdo n°5/17, do Ministério da Satde do Brasil, 0s experimentos de
genotoxicidade demonstraram gue essas dguas causaram danos ao DNA dos insetos expostos.

Ressalta-se que o Ensaio Cometa tem sido utilizado eficazmente para detectar les6es
gendmicas que, apds serem processadas, podem resultar em mutagdo. Para isso sdo utilizados
os célculos do indice de dano e frequéncia de dano ao DNA. Na Figura 14 pode-se observar
os indices e frequéncia de dano observados em hemdcitos de D. melanogaster apés a
exposicao das amostras de dgua de pogos contendo NORM, localizados no municipio de Séo

José do Sabugi, no estado da Paraiba.
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Figura 14 — indice e frequéncia de danos observados em hemdcitos de larvas de Drosophila melanogaster
Oregon-R expostas as amostras de agua de pogos de S&do José do Sabugi-PB.
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Fonte: O Autor (2020).
C-: Controle Negativo (agua destilada); C+: Controle Positivo (ciclofosfamida); SJS: Sdo José do Sabugi. Sendo,
*:vs C- e #: vs SJS3 diferente estatisticamente com p < 0,05.

Pode-se observar diferencas estatisticamente significativas nos indices e frequéncias
de danos dos grupos expostos em relacdo ao controle negativo (dgua destilada), exceto no
indice de dano na &gua de poco de SJS; que se apresentou com 16,67, ou Seja, menor
genotoxicidade comparada com as outras amostras. Logo em seguida estd a amostra de SJS;
que apresentou indice de dano de 44,33 e frequéncia de dano de 19,33%, sendo a segunda
amostra com maior dano genotéxico. A agua do pogo de SJS; apresentou o maior indice e
frequéncia de dano dentre as outras amostras (69,33 e 28%, respectivamente), indicando ser a
amostra com maior genotoxicidade neste municipio.

Ao realizar comparagéo entre os pontos SJS; com 0s pocos SJS;, SIS, (representado
por #), pode-se observar diferencas estatisticamente significativas entre as amostras, tanto no
indice de dano quanto na frequéncia de dano, demonstrando alta genotoxicidade do pogo
SJSs. Vale destacar que o mesmo se aproximou do valor do indice de dano do controle
positivo (81,67), corroborando seu efeito genotdxicos, destacando que € preciso ter aten¢do no
consumo dessas aguas pela populacdo residente neste local.

A Figura 15 evidencia os resultados dos indices e frequéncias de danos observados em
hemocitos de Drosophila melanogaster Oregon-R expostas as aguas de po¢os com a presenca
de NORM, localizadas no municipio de Abreu e Lima, no estado de Pernambuco.
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Figura 15 — indice e frequéncia de danos observados em hemdcitos de larvas de Drosophila melanogaster
Oregon-R expostas as amostras de agua de pogos de Abreu e Lima-PE
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Fonte: O Autor (2020).
C-: Controle Negativo (agua destilada); C+: Controle Positivo (ciclofosfamida) AL: Abreu e Lima. Sendo *: AL,
vs C- e #: AL, vs AL, diferente estatisticamente com p < 0,05.

A amostra AL; apresentou diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao
grupo controle negativo, para o indice e frequéncia de danos, indicando genotoxicidade nas
aguas de poco, através dos hemdcitos da Drosophila melanogaster no ensaio Cometa. A
amostra AL,, segundo os dados da Figura 15, ndo apresentou dano genotédxico. Além disto,
pode-se ressaltar a diferenca estatisticamente significativa entre as amostras AL; e AL,
indicado pelo simbolo #.

Como citado anteriormente, estes danos ao DNA podem estar diretamente
relacionados a presenca do elemento uranio e menor influéncia do raddnio. Carmo Neto
(2019), utilizando Drosophila melanogaster para avaliar a contaminagdo de fontes de
abastecimento hidrico nos municipios de Lajes Pintadas e Parelhas, no Rio Grande do Norte,
utilizando o ensaio cometa, demonstrou danos estatisticamente significativos nas amostras
contaminadas por radiagdo natural. Estes achados corroboram com os dados encontrados
neste trabalho, que comprovam que a D. melanogaster € um modelo sensivel para a deteccéo
de danos genéticos expostos as amostras de agua com influéncia NORM.

Outros estudos, envolvendo a utilizagcdo de diferentes radiagdes para avaliar seus
efeitos na D. melanogaster, demonstrou que o animal apresenta sensibilidade para a deteccdo
de danos ao DNA, além de assegurar que 0 ensaio cometa, teste utilizado no presente estudo,
pode ser utilizado para avaliar efeitos da radiacdo (CARMONA et al., 2011a; CARMONA et
al., 2011b; PASHA et al., 2016).
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46  ANALISE DE AGRUPAMENTO DOS DADOS DAS TECNICAS ANALITICAS E
BIOENSAIOS

Neste subtdpico sera apresentado a analise de agrupamentos utilizando a técnica de
Clustering que emprega agrupamentos de dados segundo o seu grau de semelhanca. Para cada
conjunto de dados, da-se 0 nome de Cluster, que serdo mostrados a segulir.

4.6.1 Agrupamento de dados relacionados as amostras do municipio de Sdo José do
Sabugi-PB

A figura 16 apresenta o dendrograma de agrupamentos de dados das amostras de dgua
dos pogos do municipio de S&o José do Sabugi-PB utilizando o método de ligagdo de Ward’s,
sendo possivel relacionar os achados das técnicas analiticas dos pontos de coleta com 0s
bioensaios. Esta analise de agrupamento leva em consideracdo os vetores das médias dos
dados analisados, permitindo encontrar similaridades entre os resultados de um mesmo grupo
ou entre eles, assim como, a distancia baseada nas diferencas entre os dados dos grupos. A
funcdo distancia define o grau de semelhanca entre os elementos, ou seja, quanto menor a

distancia, maior a semelhancga entre os elementos analisados.

Figura 16 — Dendrograma de agrupamentos de dados a partir da técnica de Clustering em amostras de agua de
pogos no municipio de Sao José do Sabugi-PB
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Fonte: O Autor (2020).

Conforme o dendrograma da figura 16, pode-se observar um alto grau de similaridade
entre 0 uranio e o indice de dano em razdo da baixa distancia representado no primeiro

cluster. Quando se observa a concentracdo do elemento traco presente na dgua dos pocos, a
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amostra SJS; apresentou a maior concentracdo de uranio dentre as trés amostras (700 pg L™),
sendo assim os efeitos genotoxicos nos hemdcitos de larvas de D. melanogaster podem estar
relacionados a presenca deste elemento. Outro fato que pode ser mencionado € a relacdo dose-
dependente entre a concentracdo do uranio e os danos genotoxicos das amostras de agua de
poco de Séo José do Sabugi-PB, ou seja, quando ha um aumento da concentracdo de uranio
(SJS; — 116 pg L™, SIS, — 447 pg L, SIS; — 700 pg L) observa-se um aumento no indice e
frequéncia de danos (16,67 e 10,33%, 44,33 e 19,33%, 69,33 e 28%, respectivamente) ao
DNA das Drosophilas.

Outro fato que pode ser verificado é o grau de semelhanga entre o0 Molibdénio e o pH
no segundo cluster, visto que sdo varidveis que ha aumento quando a outra variavel também
aumenta, ou seja, quanto maior o pH, maior a disponibilidade deste elemento no solo e,
consequentemente, na &gua (MALAVOLTA, 1980).

Vale ressaltar que os demais metais tracos e *°Ra ndo foram utilizados nesse método,
visto que, apresentaram valores abaixo do limite de deteccdo. No que se refere ao **’Rn, cujo
parametro ndo foi utilizado, é justificado pela perda do mesmo no instante da utilizacdo dos

bioensaios.

4.6.2 Agrupamento de dados relacionados as amostras do municipio de Abreu e Lima-
PE

A figura 17 evidencia o dendrograma de agrupamento de dados utilizando a técnica de
Clustering em exatamente 6 variaveis, contidos em amostras de 4gua de pogos no municipio
de Abreu e Lima-PE.
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Figura 17 — Dendrograma de agrupamentos de dados a partir da técnica de Clustering em amostras de agua de
pogos no municipio de Abreu e Lima-PE
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Fonte: O Autor (2020).

De acordo com a figura 17, é evidenciado um grau de similaridade entre o indice de
dano e a frequéncia de dano em virtude da baixa distancia entre essas variaveis. Logo apds,
um agrupamento com a varidvel temperatura é ajuntada as varidveis citadas
antecedentemente, onde pode-se verificar uma alta semelhanca entre elas, no entanto, ndo ha
muita relevancia pelo fato da temperatura ser a mesma para todas as amostras de agua de pogo
no instante do experimento. N& menos importante, 0 uranio apresenta menor grau de
semelhanca em relacdo as descritas, onde foram encontrados valores de 4,16 pg L™ no poco
AL; e 1,17 pg L? no poco AL,, sendo o primeiro poco considerado anémalo, segundo
Bonotto (2008). Portanto, os danos genotdxicos apresentados na dgua do pogo AL; sugerem a
acao do Uranio sobre o DNA das larvas de Drosophilas semelhante aos dados encontrados na
agua dos pocos da Paraiba. No segundo cluster hd um grau de semelhanca entre o molibdénio
e 0 pH, apresentando justificativa similar citado no municipio de Séo José do Sabugi, Paraiba
no presente trabalho. E preciso uma monitorizacdo detalhada desses pogos para a verificagio
de outros elementos quimicos que possam estar causando os efeitos genotoxicos na D.

melanogaster.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

a)

b)

d)

De acordo com os parametros radiométricos, as concentracdes de 2’Rn das aguas de
pogos dos municipios em estudo apresentaram-se superiores ao limite méaximo
permitido pela USEPA, diferentemente das concentracdes de *°Ra que obtiveram
valores inferiores ao limite de deteccdo do equipamento, confirmando a presenca deste

radionuclideo baseado em estudos prévios;

Dentre os elementos analisados, apenas o uranio apresentou concentracoes elevadas,
particularmente em pocos localizados na Paraiba, excedendo o limite maximo

permitido pelo Ministério da Saude;

Conforme os bioensaios, 0s pocos que apresentaram diferengas estatisticamente
significativas com relacdo ao indice e frequéncia de dano foram SJS,, SJS; e AL,

indicando riscos genotdxicos associados a contaminacdo das aguas;

O ensaio cometa utilizando Drosophila melanogaster demonstrou ser um modelo

sensivel para detec¢do dos efeitos biologicos em aguas sob influéncia uranifera;

Foi evidenciado através do agrupamento de dados que 0s danos genotdxicos
detectados em Drosophila melanogaster apresentados por meio do indice e frequéncia
de danos do Ensaio Cometa esteja relacionado com a presenca do uranio nas amostras

de 4gua de pocos, como demonstrado no dendrograma.
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