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RESUMO

SILVA, Giselle Gomes Moreira. Avaliacdo da qualidade de aguas superficiais e de
sedimentos quanto a toxicidade e atividade estrogénica. 2015.118 f. Dissertagdo (Mestrado
Profissional em Engenharia Ambiental) - Faculdade de Engenharia, Universidade do Estado
do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2015.

Uma série de compostos quimicos tem sido classificada como desreguladores
enddcrinos, tais como pesticidas, produtos quimicos empregados e produzidos por indudstrias e
estrogénios naturais e sintéticos. A presenca destes compostos em matrizes ambientais tem
gerado cada vez mais preocupacao na comunidade cientifica, em virtude dos seus potenciais
efeitos adversos a salde de varias espécies, uma vez que estas substancias interferem na
producéo, liberacdo, metabolismo e elimina¢do de hormonios, podendo ainda simular a agéo
destes. Para a determinacdo da presenca de desreguladores endocrinos podem ser utilizadas
diferentes metodologias. Um dos principais ensaios in vitro utilizados para determinacgdo da
atividade estrogénica € o ensaio YES (Yeast Estrogen Screen), um metodo desenvolvido por
Routledge e Sumpter que utiliza a levedura Saccharomyces cerevisiae geneticamente
modificada. Neste trabalho foi analisada a presenca de atividade estrogénica, através do
ensaio YES, em agua bruta e potavel provenientes do Rio Guandu, localizado no estado do
Rio de Janeiro, Brasil, e em agua bruta e sedimentos do Rio Santa Lucia localizado no
Uruguai. Andlises cromatograficas também foram realizadas para as amostras de aguas
provenientes do Rio Guandu. Testes de ecotoxicidade e parametros fisico-quimicos também
foram determinados. Com base nos resultados desse estudo, pode-se dizer que o ensaio YES
se mostrou uma importante ferrramenta de monitoramento e avaliacdo da qualidade de aguas
e sedimentos quanto & presenca de atividade estrogénica, sendo 10,13 + 3,65 ng.L™ o limite de
deteccdo do ensaio. Das amostras do Rio Guandu, 75% apresentaram atividade estrogénica,
sendo que 20% das amostras de agua bruta apresentaram EQ-E; superior a 1 ng.L ™. O que é
motivo de preocupacao, visto que essa concentracdo ja é responsavel por efeitos danosos aos
seres vivos. As amostras de agua potavel também apresentaram estrogenicidade, o que indica
que o tratamento da &gua deveria ser otimizado a fim de alcancar a remocdo desses
micropoluentes prejudiciais a salde humana e de outros animais. Valores de EQ-E; inferiores
a 1 ng.L* foram detectados nas amostras do Rio Santa Lucfa, o que ndo descarta a
necessidade de atencdo, dado que o efeito sinérgico, em matrizes ambientais, desses
micropoluentes é sempre preocupante. Nas amostras submetidas a cromatografia liquida de
alta eficiéncia com detector de fluorescéncia, foi possivel detectar o composto 17a-
etinilestradiol em 95% delas. Os testes de toxicidade aguda foram ineficientes para
predizerem os efeitos causados no meio ambiente por essa classe de micropoluentes. Assim,
0s ensaios de atividade estrogénica, sdo os mais indicados para avaliar os efeitos em potencial
dos desreguladores enddcrinos, por isso, suas metodologias deverdo ser completamente
dominadas e implantadas como ensaios necessarios para avaliar os efeitos de efluentes
descartados.

Palavras-chave: Desreguladores enddcrinos, ensaio in vitro YES, toxicidade aguda, matrizes
ambientais.



ABSTRACT

SILVA, Giselle Gomes Moreira. Evaluation of the quality of surface water and sediment for
toxicity and estrogenic activity. 2015. 118 f. Dissertacdo (Mestrado Profissional em
Engenharia Ambiental) - Faculdade de Engenharia, Universidade do Estado do Rio de
Janeiro, Rio de Janeiro, 2015.

A number of chemical compounds have been classified as endocrine disruptors, such
as pesticides, chemicals used and produced by industries and natural and synthetic estrogens.
The presence of these compounds in environmental matrices have increasingly raised concern
in the scientific community because of their potential adverse health effects of various
species, as these substances interfere with the production, release, metabolism and elimination
of hormones and may also simulate the action of these ones. To determine the presence of
endocrine disruptors different methodologies may be used. A major in vitro assay used to
determine the estrogenic activity is the YES assay (Yeast Estrogen Screen), a method
developed by Routledge and Sumpter that uses the genetically modified yeast Saccharomyces
cerevisiae. In this paper we analyzed the presence of estrogenic activity through the YES
assay, in raw and drinking water from the Guandu River, located in the state of Rio de
Janeiro, Brazil, and in raw water and sediments of the Santa Lucia River, located in Uruguay.
Chromatographic analyzes were also performed for samples of water from the Guandu River.
Ecotoxicity tests and physico-chemical parameters were also determined. Based on the results
of this study, it can be said that the YES assay proved to be an important monitoring and
evaluation tool of water quality and sediments for the presence of estrogenic activity and the
detection limit of the assay was 10,13 + 3,65 ng.L™*. 75 % of the samples of the Guandu River
showed estrogenic activity, and 20 % of raw water samples showed EQ- E, higher than 1
ng.L™. What is cause for concern, since this concentration is already responsible for adverse
effects. The drinking water samples also showed estrogenicity, which indicates that the water
treatment should be optimized in order to achieve the removal of micropollutants such
harmful to human health and other animals. EQ- E, values lower than 1 ng.L™* were detected
in the samples of Santa Lucia River, which does not rule out the need for attention, since the
synergistic effect of these micropollutants in environmental matrices, is always worrying. In
the samples subjected to high-performance liquid chromatography with fluorescence detection
it was possible to detect the 17a - ethinylestradiol in 95 % of them. Ecotoxicity tests have
been inefficient to predict the effects on the environment caused by this class of
micropollutants. Thus, the estrogenic activity assays are best suited to evaluate the potential
effects of endocrine disruptors, so their methodologies should be completely dominated and
deployed as tests necessary to evaluate the effects of effluents discharged.

Keywords: Endocrine disruptors, in vitro assay YES, acute toxicity, environmental matrices.
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BBP
BDE 47
BDE 99
BDE 100
BDE 153
BDE 154
BDE 209
BDE octa
BPA
BPAF
BPF
CEso

CEsg
CEC
ClLso

CLAE
CLAE-FLU
COD
CPR
CPRG
D.O.
DBP
DCHP
DDE
DDT
DEHP
DEP
DEs
DES
DIBP
DIDP
DINP
DIOP
DMP
DOP
DQO

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Absorbancia

Absorbancia corrigida
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Commission of the European Communities
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Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
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ELISA
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HPLC
IBGE
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IUPAC
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MBP
MES
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OECD
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RIE
SDT
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INTRODUCAO

Ainda que a contamina¢do quimica da &gua, ar, solo e alimentos ndo seja um problema
novo, desde alguns anos tem se detectado a presenca de certos compostos quimicos ou
contaminantes ndo regulamentados, de origem antropica ou natural, os quais tém se
dispersado no meio ambiente e estdo emergindo em &guas superficiais e subterraneas,
inclusive em agua potavel, e podem constituir um risco a saude dos seres vivos. Esses
compostos denominados como ‘“contaminantes emergentes” se apresentam em baixas
concentracdes, na ordem de pg.L™ e ng.L™" e muitos deles ndo sdo regulamentados na maioria
dos paises (KUSTER et al., 2008).

Dentro deste variado grupo de compostos, se encontram os desreguladores enddcrinos
(DEs), ou em inglés “Endocrine Disrupters Chemicals” (EDC), entre 0s quais se incluem

pesticidas, produtos quimicos industriais, farmacéuticos, cosméticos e fitoestrogénios.

Os DEs sdo definidos pela Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos
(United State Environmental Protection Agency - USEPA) como “um agente exdgeno que
interfere na sintese, secrec¢ao, transporte, ligacéo, acdo ou eliminacédo de horménios naturais
que sd@o responsaveis pela manutencdo da homeostase, reproducdo, desenvolvimento e/ou
comportamento” (USEPA, 1997).

Ja o Programa Internacional de Seguranga Quimica (International Programme on
Chemical Safety - IPCS) em conjunto com o Japéo, os EUA, o Canadé, a Organizacdo para a
Cooperacdo e Desenvolvimento Econémico (Organisation for Economic Co-operation and
Development - OECD) e a Unido Europeia, definiram: “Um desregulador enddcrino é uma
substancia ou um composto exdgeno, que altera uma ou varias funcdes do sistema enddcrino
e tem, consequentemente, efeitos adversos sobre a salde num organismo intacto, sua
descendéncia, ou (sub) populagdes” (COM (1999) 706).

Os DEs sdo responsaveis por uma série de alteracdes no sistema enddcrino, eles
possuem diversos mecanismos de acdo, podendo mimetizar a acdo dos hormonios enddgenos,
antagonizar sua acao, alterar seu padrdo de sintese e metabolismo, e modular os niveis dos
receptores correspondentes (BILA, 2005; SONNENSCHEIN e SOTO, 1998). Em suma, séo
substancias capazes de bloquear ou estimular o sistema endocrino dos seres Vivos,

influenciando no crescimento, desenvolvimento, reproducao e comportamento.
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Os DEs séo constituidos por uma ampla variedade de compostos, cuja complexidade e
heterogeneidade tém dificultado a implementacdo de técnicas para a sua determinacdo
analitica, bem como o estudo do seu comportamento no meio ambiente (SONNENSCHEIN e
SOTO, 1998). Além disso, ainda ha grande dificuldade na identificacdo desses compostos em
matrizes ambientais, devido a ocorréncia de amostras complexas, havendo a possibilidade de
ocorrer a¢des simultaneas por parte de alguns DEs, o que dificulta ainda mais a identificacdo

desses compostos e a investigacdo de seus mecanismos de acao.

Por esta razdo, em muitos paises, a valorizagdo desse problema e o impacto que estes
compostos podem gerar, muitas vezes, ndo tém sido dimensionados apropriadamente, apesar
das publicagdes em nivel mundial. Além disso, € importante salientar que ndo ha uma
regulamentacdo especifica para os DEs, ndo havendo a exigéncia da determinacdo de todos
esses compostos em matrizes ambientais, razdo pela qual ndo se conhece a fundo a dimenséo

desse problema.

Devido a grande dificuldade de se determinar esses compostos, métodos analiticos
foram desenvolvidos para a determinacdo, identificagdo e quantificacdo dessas substancias em
matrizes ambientais, porém somente métodos analiticos ndo sdo suficientes, é necessario o
conhecimento do efeito dessas substancias nos seres vivos. Para isso, 0S ensaios in vivo e in
vitro se tornam fundamentais. A utilizacdo desses métodos em conjunto permite confirmar a

atividade bioldgica e identificar os compostos responsaveis.

No presente estudo foi analisada a atividade estrogénica das aguas superficiais e da
agua tratada (potavel) provenientes do Rio Guandu, localizado no Rio de Janeiro, Brasil.
Além disso, foram analisadas amostras de aguas superficiais e sedimentos do Rio Santa
Lucia, localizado no departamento de Lavalleja, na cidade de Minas no Uruguai. Para isso foi
usado o0 ensaio in vitro “Yeast Estrogen Screen” (YES) como ferramenta de monitoramento.
Em conjunto com o ensaio YES, técnicas analiticas, estudos fisico-quimicos e de toxicidade

também foram realizados.

Para elaboracdo dessa dissertacdo a estrutura do texto foi organizada da seguinte
forma: Introducdo; 1. Objetivos; 2. Revisdo bibliografica; 3. Materiais e métodos; 4.

Resultados e discussdes; 5. Conclusdo; Referéncias Bibliogréaficas e Anexos, respectivamente.
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1. OBJETIVOS

1.1. Geral

Investigar o uso do ensaio in vitro “Yeast Estrogen Screen” (YES) como ferramenta
de monitoramento e avaliacdo da qualidade de aguas e sedimentos quanto a presenca de

atividade estrogénica.

1.2.  Especificos

= Definir a melhor fase da curva de crescimento da levedura, Saaccharomyces
cerevisiae recombinante, para a realiza¢éo do ensaio YES.

= Avaliar e determinar a atividade estrogénica em amostras de agua superficial e
agua tratada (potéavel) provenientes do Rio Guandu (Rio de Janeiro — Brasil) e

em aguas superficiais e sedimentos do Rio Santa Lucia (Uruguai);
= Avaliar a estrogenicidade do composto 17a-etinilestradiol pelo ensaio YES;

= Determinar a toxicidade aguda das amostras de agua superficial e agua tratada

(potavel) provenientes do Rio Guandu (Rio de Janeiro — Brasil);

» Quantificar o composto 17a-etinilestradiol em amostras de agua superficial e

agua tratada (potavel) provenientes do Rio Guandu (Rio de Janeiro — Brasil);
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2.  REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1.  Desreguladores enddcrinos

A producdo e 0 uso crescente de compostos quimicos tém gerado um aumento da
incidéncia de contaminantes emergentes no meio ambiente. Esses contaminantes sdo

compostos que tém sido detectados nos diversos compartimentos ambientais (ar, agua e solo).

Juntamente com o aumento da producdo e uso desses compostos quimicos ha o
desenvolvimento e avanco de tecnologias analiticas, as quais permitem a deteccdo de um
maior numero de micropoluentes, fazendo com que a caracterizacdo e mensuracdo da

contaminacdo ambiental, por esses compostos, sejam cada vez maiores.

Esses contaminantes, mesmo podendo gerar riscos e danos ao meio ambiente, nao
estdo incluidos em programas de monitoramento de rotina, ou seja, essa classe de compostos
ainda ndo foi incluida na legislacdo de muitos paises, porém sdo candidatos a uma futura
regulamentacdo, dependendo de resultados obtidos em estudos ecotoxicologicos, efeitos a
saude humana e animal, potencial de bioacumulacéo, transporte e destino no ambiente, alem
da quantidade e concentragio que sdo lacados no meio ambiente (PETROVIC e BARCELO,
2006).

Dentre os contaminantes emergentes existe uma classe capaz de alterar e causar danos
as funcdes do sistema enddcrino dos seres vivos e, consequentemente, causar efeitos adversos
em organismos saudaveis e seus descendentes. Essa classe € chamada de desreguladores
enddcrinos (DEs). Eles podem pertencer a diferentes ordens quimicas como, por exemplo:
ftalatos, alquilfendis, compostos organicos de estanho, parabenos, hidrocarbonetos
policiclicos arométicos (HPA), pesticidas, furanos e dioxinas, policlorados de bifenilas
(PCB), retardantes de chama bromados, bisfenol, agentes terapéuticos, farmacos e estrogénios
naturais (Tabela 1) (BILA e DEZOTTI, 2007).

Os DEs podem ser encontrados no meio ambiente, tais como: aguas superficiais e de
subsolo, sedimentos marinhos, solo, efluentes de Estagcdo de tratamento de esgoto (ETE) e
lodo bioldgico das ETE. As concentracfes dessas substancias, apesar de baixas, sdo relevantes
(BILA e DEZOTTI, 2003), podendo afetar a qualidade da agua, a saude dos ecossistemas e

potencialmente impactar o suprimento de agua potavel.
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Tabela 1: Compostos classificados como desreguladores endocrinos.

Ftalatos
Dietil ftalato (DEP)
Dimetil ftalato (DMP)
di-iso-butilftalato (DIBP)
di-n-butilftalato (DBP)
butilbenzilftalato (BBP)
dicicloexiloftalato (DCHP)
di-2-(2-etil-exil)ftalato (DEHP)
di-n-octilftalato (DOP)
di-isooctilftalato (DIOP)
di-iso-nonilftalato (DINP)
di-iso-decilftalato (DIDP)

Alquilfendis
Nonilfenol (NF)
Octilfenol (OF)
Nonilfenol etoxilado
Octilfenol etoxilado
Compostos organicos de estanho
Tributilestanho (TBT)
Trifenilestanho (TPT)
Parabenos
Benzilparabeno
Butilparabeno
Etilparabeno
Isobutilparabeno
n-propilparabeno
metilparabeno
Hidrocarbonetos aromaticos policiclicos
Naftalina
Acenaftileno
Acenafteno
Fluoreno
Fenantreno
Antraceno
Fluoranteno
Pireno
Benzo[a]antraceno
Criseno
Benzo[b]fluoranteno
Benzo[k]fluoranteno
Benzo[a]pireno
Indeno[123-cd]pireno
Dibenzo[ah]antraceno
Benzo[ghi]perileno
Agentes terapéuticos e farmacéuticos
Dietilestilbestrol (DES)
17a-etinilestradiol (EE2)

Pesticidas
Inseticidas Fungicidas
2,2 bis-p-clorofenil-1, 1,1-  Vinclozolina

Tridemorfos
Carbendazime

tricloroetano (DDT)
2,2 bis-p-clorofenil-1,

1-dicloroetileno (DDE) Penconazol

Lindane (1,2,3,4,5,6- Procloraz

hexacloroexano) Procimidona

Deltametrin Epoxiconazol

Carbofurano Propiconazol
Herbicidas

Atrazina

Linuron

Organoclorados
Dibenzo-p-dioxina
2,3,7,8-tetraclorodibenzeno-p-dioxina (TCDD)
2,3,7,8-tetraclorodibenzofurano (TCDF)

Policlorados de bifenilas
2.4.4’-triclorobifenil
2,2°,5,5’-tetraclorobifenol
2,2°.4,5,5-pentaclorobifenil
2,3°.4,4°, 5-pentaclorobifenil
2,2°,3,4,4’ 5’-hexaclorobifenil
2,2°,4.4.5, 5’-hexaclorobifenil
2,2°,3,4,4’ 5,5-heptaclorobifenil

Retardantes de chama bromados
Polibromobifenila (PBB)
2,2°,4,4’-tetrabromodifenil éter (BDE 47)
2,2’.4,4° 5-pentabromodifenil éter (BDE99)
2,2°,4,4° 6-pentabromodifenil éter (BDE100)
2,2’,4,4° 55’-hexabromodifenil éter (BDE 153)
2,2’,4,4° 5,6’-hexabromodifenil éter (BDE 154)
2,2’ ,3,4,4’,5°,6-heptabromodifenil éter
Octabromodifenil éter (BDE octa)
Decabromodifenil éter (BDE 209)
Hexabromociclododecano (HBCD)
Tetrabromobisfenol A (TBBA)

Bisfenol
Bisfenol A
Estrogénios naturais
Estrona (E,)
17p-estradiol (E,)
Fitoestrogénios
Isoflavona
daidzeina e genisteina

Lignanas
Metaresinol, enterodiol, enterolactona

Fonte: Adaptado de Bila e Dezotti, 2007.



22

Mathiessen et al. (2006) e Routledge et al. (1998) também estudaram a classe dos DEs
e relataram que a concentracdo de 1 ng.L™ de estrogénios ja esta associada a efeitos danosos
aos seres Vvisos, 0 que ratifica que essas substancias mesmo em baixas concentracdes séo

capazes de provocarem efeitos negativos e danos ao meio ambiente.

Esses compostos agem no sistema enddcrino, o qual é composto por glandulas e
tecidos que secretam substancias quimicas responsaveis pelo controle da maioria das funcdes
bioldgicas. As substancias secretadas sdo chamadas de hormonios e atuam ligando-se a
receptores especificos para realizacdo de tarefas pré-determinadas, sendo responsaveis pelo
crescimento, funcionamento e regulacdo de varios orgdos, mantendo assim o equilibrio e
funcionamento de um organismo, eles atuam acoplando-se perfeitamente aos receptores e

transmitindo sinais indispensaveis as células.

Quando h& a presenca de DEs, estes podem competir com 0s hormonios e agir por
mecanismos fisiologicos pelos quais substituem os horménios do organismo (agonistas)
enviando sinais diferentes e fora do tempo as células, ou podem bloquear a acdo natural
desses hormonios (antagonistas), (Figura 1) ou ainda, podem aumentar ou diminuir a
quantidade original de hormonios, e assim alterar as fungdes endocrinas (SANTAMARTA,
2001).

Figura 1: Mecanismo de atuacdo dos DEs.

Bl
Hormdnio Mimetizador Nmor m::;'
U ‘ Hormonal R S
e
= =p 0.2
Célula v Célula - Célula (™)
Receptor
Receptor Receptor
Efeito
Eteito Eteito
Efeito Antagonista
Resposta Efeito Agonista (Resposta Inibida)
Os hormonios acoplam-se perfeitamente Os desreguladores endécrinos ocupam o E por fim, 0s mesmos desreguladores
nos receptores e transmitem sinais lugar dos horménios enddgenos enviam hormonais atuam como bloqueadores
indispensaveis as céhlas sinais diferentes e fora de tempo as céhlas dos sinais normais dos horménios que

seriam enviados as céhlas

Fonte: Adaptado de (BIRKETT e LESTER, 2003).



23

Independente do mecanismo de ac¢ao, ao agir no sistema enddcrino, essas substancias
provocam efeitos adversos, tais como diminuicdo na eclosdo de ovos de passaros, peixes e
tartarugas; feminizacdo de peixes machos; deformidade em peixes; problemas no sistema
reprodutivo em répteis, passaros e mamiferos; e alteragdes no sistema imunoldgico de
mamiferos marinhos (CUNHA, 2013). Em alguns casos, esses efeitos podem conduzir a

mudancas na dindmica da populagdo e até mesmo ao declinio da populacdo. A Tabela 2

apresenta alguns dos efeitos destas substancias compilados da literatura.

Tabela 2: Efeitos atribuidos aos Desreguladores enddcrinos.

Classe/Animal Contaminante Efeitos observados Referéncia
17p-estradiol e C?éteg?fsnﬂgrﬁo SCHWENDIMAN e
4-terc-octilfenol P PROPPER, 2012
sexual em machos.
) Interferéncia na
TetrabrorRoblsfenol sinalizacdo hormonal FINI et al., 2012
da tiredide
Interferéncia na
Anfibio Nonifenol atividade da glandula CAPALDOetal.,
2012
adrenal.
PCB Retardo da ISHIHARA et al.,
metamorfose. 2011
Octilfenol Feminizacao. PORTER et al., 2011
Malformacdes
Tributilestanho maltiplas em GUOQ et al., 2010
embrides.
. Indugdo da sintese de | \/epnep AME et al.,
Nonifenol vitelogenina em
2011
machos.
17B-estradiol, AlteracOes nas
Réptil bisfenol A, _ gpn_adas ena STOKER et al.. 2008
endosulfan e dindmica folicular
atrazina em fémeas.
Endosulfan e Reducéo do peso dos | BELDOMENICO et
atrazina 0V0S. al., 2007
Mortalidade da EISENREICH et al.,
PCB o
espécie. 2009
Inducdo da sintese de SIFUENTES-
Tartaruga 17B-estradiol vitelogenina em ROMERO et al.,
machos. 2006
DDT Alraso na maturagao | g \ey | | et al., 2004
dos ovdcitos.

(Continua)
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Tabela 2: Efeitos atribuidos aos Desreguladores enddcrinos (continuagao).

Classe/Animal Contaminante Efeitos observados Referéncia
Deformidades no |\ ok ey et al,
sistema reprodutivo
2003
de ratos.
Cancer de prostata e
esperma diminuido
Bisfenol A em homens.
Sindrome do ovario
policistico, aumento
da liberacdo de TESKE e ARNOLD,
prolactina em 2008
Mamifero mulheres.
Diminuicdo da
Nonilfenol producéo de
espermas em homens
17a-etinilestradiol Cancer de prostata
em homens.
PCB Alta mort_alidade de AGUILAR e
golfinho. BORREL, 1994
Anomalias no
DDT sistema reprodutivo | BITMAN et al., 1968
de ratos.
17B-estradiol, Indugéo da sintese de
17a-etinilestradiol e vitelogenina em CIOCAN et al., 2010
benzoato de estradiol machos.
Mexilho 17p-estradiol,
17a-etinilestradiol, x .
mestranol Alteragaq funcional
i ' da glandula CANESI et al., 2008
nonilfenol, digestiva
bisfenol A e '
benzofenona
Alquilfendis e Indugac: da sintese de PUY-AZURMENDI
ftalatos vite ogenina e etal. 2013
feminizagéo.
Feminizagdo e
Pesticidas reducdo no sucesso TIAN et al., 2012
reprodutivo.
Inibicdo da expressdo
Peixe 17a—et_|nllestrad|ol e FIe genes LIU et al., 2012
bisfenol A esteroidogénicas nas
gbnadas.
B . AlteracOes TANGTIAN et al.,
enzotriazol S
bioquimicas. 2012

Bisfenol A,
nonilfenol,
17B-estradiol

Efeitos na expressdo
do gene GnRH e no
desenvolvimento
embrionario.

LEE et al., 2012

(Continua)
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Tabela 2: Efeitos atribuidos aos Desreguladores enddcrinos (continuacéo).

Classe/Animal Contaminante Efeitos observados Referéncia

17p-estradiol, Inducdo da sintese de

dietilestilbestrol e vitelogenina e
i reducdo dos
nonilfenol

testiculos.

JIN etal., 2012

Diminuicdo da
qualidade do
esperma e inducdo da | HATEF etal., 2012

Bisfenol A sintese de
Peixe vitelogenina.

Inducdo de
malformacdes de GIBERT etal., 2011
otolitos.

Interferéncia no
4-nonilfenol desenvolvimento
embrionario

CHANDRASEKAR
etal., 2011

Inducdo da sintese de
vitelogenina e
alteracdo na funcéo
reprodutiva.

B-endosulfan HAN et al., 2011

Fonte: Adaptado de Cunha, 2013.

Embora as concentragdes dessas substancias encontradas em matrizes ambientais
sejam baixas (na ordem de pg.L™* e ngL™), estas sdo suficientemente elevadas para produzir
efeitos danosos, como por exemplo, o desenvolvimento de cancer de prdstata e esperma
diminuido em homens, sindrome do ovario policistico e aumento da liberacdo de prolactina
em mulheres; além de outros danos em diversos tipos de organismos terrestres e aquaticos,
conforme visto na Tabela 2. E ainda, os efeitos causados no sistema reprodutivo de algumas
espécies de animais podem conduzir a uma diminui¢cdo do tamanho da populagdo a um nivel

critico, o qual pode, eventualmente, causar a extin¢ao da populacéo.

O composto 17a-etinilestradiol é responséavel por desregulacdo enddcrina em diversos
seres vivos, conforme exposto na Tabela 2. A substancia 17a-etinilestradiol € um farmaco, um

estrogénio sintético usado principalmente em contraceptivos orais.

A Tabela 3 apresenta as faixas de concentracfes em que essa substancia foi encontrada

em matrizes aquaticas em alguns estudos publicados na literatura.

Essas concentracdes presentes no meio ambiente, embora muito baixas, sdo suficientes

para elucidar uma resposta hormonal em uma variedade de animais, tais como peixes machos
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expostos a baixissimos niveis de estrogénios (1,0 ng.L™), seja intermitente ou continuamente,
exibem respostas estrogénicas, tal como a inducdo a sintese da proteina vitelogenina (VTG)
(MATTHIESSEN et al., 2006; HANSEN et al., 1998; ROUTLEDGE et al., 1998).

Tabela 3: Ocorréncia do composto 17a-etinilestradiol em matrizes aquéticas.

Substancia Localidade Concentracéo Referéncia
Lagoa de Araruama Né&o detectado ou
RJ / Brasil abaixo do LD. LUCENA, 2013

Rios Paraiba do Sul,
Macaé, Guandu,
Lagoa Rodrigo de Né&o detectado ou
Freitas e Lagoa de abaixo do LD. KUSTER etal., 2009
Jacarepagua - RJ /
Brasil
Afluente de

ETE/Espanha x
Efluente de Ndo detectado ou

17a-etinilestradiol ETE/Espanha abaixo do LD. KUSTER et al., 2008

Agua superficial
Agua potavel

Afluente de 5—7ng.L"
ETE/Franca
Efluente de 1 CARGOUET et al.,
ETE/Franca 3-4,5ng.L 2004
Agua 1
superficial/Franca 1-3ngl
Agua natural EUA 0,2ng.L" KOLPIN et al., 2002
Efluente de 1 BARONTI et al.,
ETE/Italia 03-17ngL 2000

LD: Limite de detec¢éo

2.2.  Atividade estrogénica

A atividade estrogénica pode ser definida como a capacidade de producdo de respostas
bioldgicas qualitativamente similares aquelas produzidas pelos estrogénios, como o 17f-
estradiol, o qual muitas vezes é utilizado como padrdo de comparacdo em ensaios in vitro. Ou
seja, atividade estrogénica ¢ a capacidade de uma substancia se ligar a um receptor de

estrogénio e elucidar uma resposta (BILA, 2005).
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Os DEs com atividade estrogénica podem ser divididos em duas classes principais:
estrogénio natural e xenoestrogénios (substancias sintéticas com atividade estrogénica). Os
estrogénios naturais incluem estrona (E;), 17B-estradiol (E,) e estriol (E3) e também os
fitoestrogénios. Enquanto que no grupo dos xenoestrogénios estdo incluidos os farmacos
dietilestilbestrol (DES), utilizado para evitar o aborto, e o 17a-etinilestradiol (EE;), usado
como contraceptivo e medicamento para a reposicdo hormonal, além de outros produtos
quimicos com diversos usos, tais como plastificantes, produtos de degradacdo de surfactantes

ndo-ibnicos, ftalatos, certos pesticidas, compostos fenélicos, entre outros (BECK et al., 2006).

Segundo a International Union of Pureand Applied Chemistry (IUPAC), os hormonios
esteroides possuem uma estrutura quimica basica de 17 atomos de carbono dispostos em
quatro anéis ligados entre si (A, B, C e D), estrutura conhecida como ciclo-pentano-peridro-
fenantreno (Figura 2). O anel fendlico A é por onde ocorre a ligacdo aos receptores de
estrogénios. Esta estrutura pode conter ligacdes duplas, metilas, carbonilas e hidroxilas que

dardo origem a uma série de hormdnios esteroides derivados (RAIMUNDO, 2007).

Figura 2: Estrutura basica dos esteroides.

O hormobnio 17a-etinilestradiol é o estrogénio sintético mais utilizado como
contraceptivo (CUNHA, 2013), ele foi desenvolvido a partir da adi¢cdo de um radical etinil a
molécula de 17p-estradiol, no carbono 17 (Figura 3). Esta diferenga faz com que o 17a-
etinilestradiol possua maior potencial estrogénico e também se torne mais resistente a
degradacdo com relacdo ao composto original (COMBALBERT e HERNANDEZ-RAQUET,
2010; 1ARC, 2007).
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Figura 3: Estrutura quimica dos hormonios 17p-estradiol e 17a-etinilestradiol, em destaque
seus anéis fendlicos que se ligam ao receptor de estrogénio.

17 p-estradiol 17 o-estinilestradiol

2.3.  Métodos analiticos para determinacao de desreguladores enddcrinos em matrizes

ambientais

A determinacdo de DEs no meio ambiente € bastante dificil devido a complexidade
das matrizes ambientais e a baixa concentracdo desses compostos presentes no meio
ambiente, mas que ainda assim sdo fisiologicamente ativos. Portanto, na maioria das analises
qgue envolvem amostras ambientais, é necessario realizar a extracdo e concentracdo dos
analitos para se isolar os compostos alvos da matriz e atingir os limites de deteccdo e

quantificacdo necessarios.

Também, devido & presenca em baixas concentragdes (niveis traco: pg.L™" a ng.L™),
para se obter bons resultados, procedimentos basicos como: o transporte e estocagem

adequados das amostras, além da limpeza da vidraria utilizada devem ser sempre realizados.

Um procedimento analitico tipico inclui, portanto, varios passos para preparacdo da
amostra, que vai desde a limpeza da vidraria até métodos, tais como filtracdo, extracéo,

purificacdo e evaporacao (REIS FILHO et al., 2006).

Em andlises de matrizes aquaticas, uma técnica bastante utilizada é a extracdo em fase
solida (EFS, ou em inglés: “SPE: Solid Phase Extraction), na qual ocorre pré-concentracdo

dos compostos a serem analisados, isso porque, conforme dito, os DEs encontram-se em
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baixas concentracbes no meio ambiente, entdo essa se torna uma etapa importante e

necessaria para que se alcance o limite de deteccao das analises.

Esta técnica além de permitir a extracdo eficiente e a concentracdo dos analitos,
possibilita uma pre-purificacdo. A EFS é uma técnica de extracdo simples, rapida e que requer
pequena quantidade de solvente. A EFS implica na percolacdo da amostra através do
adsorvente, onde os analitos de interesse da amostra ficam retidos. Em seguida, os analitos
sdo eluidos com solvente apropriado (AQUINO e NUNES, 2003).

Apos a EFS, as amostras sdo submetidas a analises quimicas como a cromatografia,
que é uma técnica fisico-quimica de separacéo, e estd fundamentada na migracdo diferencial
dos componentes de uma mistura, que ocorre devido a diferentes interagdes entre duas fases

imisciveis, a fase movel e a fase estacionaria (DEGANI et al., 1998).

Algumas técnicas cromatograficas sdo: Cromatografia gasosa (gas chromatography,
GC) ou cromatografia liquida de alta eficiéncia (High Performance / Pressure Liquid
Chromatography, HPLC; Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia, CLAE), podendo ser
seguidas por acoplamento de varias fontes de ionizacdo e detectores (RODRIGUES, 2012). O
desenvolvimento dos métodos, em geral, € um pouco dispendioso e de longa duracdo, além de

requerer procedimentos extensos de limpeza de vidraria.

2.4. Uso de ensaios in vitro e in vivo para avaliagdo de atividade estrogénica em

amostras ambientais

E grande o nimero de ensaios in vitro e in vivo desenvolvidos e em desenvolvimento
para a anélise da presenca e dos efeitos dos DEs no meio ambiente. Nesses ensaios ocorre
exposicdo de organismos a acdo dos DEs, empregando-se cultura de células (in vitro) ou

animais de laboratorio (in vivo).

Os ensaios in vitro possuem certa vantagem em relacdo aos in vivo, primeiro por nao
utilizarem animais e segundo porque sdo mais rapidos e mais econdmicos. Alem disso, tém
fatores positivos como simplicidade, sensibilidade e especificidade. Podem ser utilizados para

misturas complexas, o que inclui amostras ambientais, sendo de grande valia tanto para a
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anélise de grande nimero de substancias quimicas como de grande quantidade de amostras

ambientais.

Os ensaios in vivo avaliam os efeitos dos DEs sobre os seres vivos pela medicdo de
parametros caracteristicos, seja sobre a anatomia, como anormalidades das gbnadas ou
medindo o0s niveis de expressdo proteica e atividade enzimatica, como a producdo de
vitelogenina em peixes machos. Ja os ensaios in vitro sdo baseados em mecanismos de acédo
que elucidam respostas e utilizam pontos mais definidos, como a interacdo com receptores
hormonais (ensaio YES — Yeast Estrogen Screen) e a proliferacdo celular (E-Screen).
Contudo, ensaios in vitro sdo complementares e ndo substitutos dos ensaios in vivo, 0
conjunto desses ensaios € requerido para uma melhor analise do potencial de risco dos DES

presentes no meio ambiente (BILA, 2005).

Dentre os ensaios in vivo podem-se citar os realizados com peixes como 0 mais
frequentemente utilizado, uma vez que apresentam menor custo e complexidade (SOTO et al.,
1995).

Nos ensaios com peixes € mensurada a capacidade dos compostos em questdo
induzirem a sintese de vitelogenina (VTG), um biomarcador especifico, no plasma sanguineo
de peixes machos. A VTG é uma proteina presente na circulacdo sistémica em espécies de
animais oviparos, estando presente em machos e fémeas. Em organismos machos, em
condig¢Bes normais, a sintese de VTG é muito baixa ou ndo detectada, possivelmente, devido a
baixa concentracdo de estrogénio no sangue. Entretanto, quando peixes machos sdo expostos
a substancias estrogénicas, eles sdo capazes de produzir uma grande quantidade de VTG,
similarmente as fémeas e, consequentemente, ha um aumento da concentracdo desta proteina
no plasma sanguineo (SCHMID et al., 2002; FOLMAR et al., 2000; JOHNSON et al., 2000;
HANSEN et al., 1998).

O ensaio de inducdo da sintese de VTG é muito utilizado para medir a exposicao
estrogénica em ambientes aquaticos. E um 6timo demonstrativo de efeitos endocrinos em
peixe. Este ensaio ndo demanda longo periodo de tempo, ndo exige altos custos financeiros e
mostra uma resposta que pode ser facilmente medida por radioimunoensaio (RIE) ou por
imunoadsorcdo enzimética (ELISA) (BILA, 2005), podendo também a VTG ser mensurada
pela técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction). Além de peixes, outros organismos
também sdo usados para avaliar a atividade estrogénica via inducdo da sintese da proteina
VTG, tais como passaros, anfibios e répteis (OECD, 2002).
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Dos ensaios in vitro, os mais referenciados sdo o E-screen e 0s ensaios que utilizam
cepas de Saccharomyces cerevisiae recombinantes que possuem um receptor de estrogénio

como via de sinalizacdo, dentre esses ensaios 0 mais utilizado é o YES.

O ensaio E-screen utiliza a proliferacdo celular para determinar a estrogenicidade da
amostra. E realizada a quantificacdo da mitose de células cancerigenas mamarias (MCF-7),
guando em contato com compostos estrogénicos (SOTO et al., 1995). A mensuracdo da
proliferacdo das células é determinada pela contagem do nimero de células, ou ndcleos ou por
método colorimétrico (KORNER et al., 1998; SOTO et al., 1995).

24.1. Uso do ensaio in vitro YES para avaliacdo de atividade estrogénica em amostras
ambientais

O ensaio in vitro YES é um bioensaio que permite a indicacdo da atividade estrogénica
da amostra, e corresponde a resposta a diferentes compostos em conjunto. Essa é uma
caracteristica positiva do ensaio, pois em amostras ambientais é dificil a deteccdo de todos os

compostos por técnicas analiticas (VILLENEUVE et al., 2000), além de ser dispendioso.

Assim como as analises quimicas (cromatografia), o ensaio YES também necessita de
uma pré-concentracdo dos compostos a serem analisados. Portanto, previamente ao ensaio é
realizada a EFS da amostra ambiental a ser analisada, isso porque, conforme ja dito
anteriormente, os DEs encontram-se em baixas concentra¢cbes no meio ambiente, entdo essa

se torna uma etapa necessaria para que o limite de deteccdo do método seja alcancado.

O ensaio YES utiliza a levedura Saccharomyces cerevisiae. A cepa foi construida por
técnicas de engenharia genética e encontra-se disponibilizada pela Glaxo Group Research
(ROUTLEDGE e SUMPTER, 1996). A cepa utilizada no processo de transformacdo foi a
BJ1991 (BISTAN et al., 2012). Este método, desenvolvido por Routledge e Sumpter, vem

sendo largamente empregado devido a rapidez, a reprodutibilidade e a sensibilidade.

A sequéncia de DNA do receptor de estrogénio humano (REh) foi inserida no genoma
da levedura, sob a indu¢do do promotor Lac—Z e com isso esse ensaio € capaz de analisar a
estrogenicidade da amostra, ou seja, a capacidade que a mesma possui em interagir com o
receptor de estrogénio humano e produzir uma resposta (BISTAN et al., 2012; SILVA et al.,
2002; BERESFORD et al., 2000; PAYNE et al., 2000; ROUTLEDGE; SUMPTER, 1996).
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O composto com potencial atividade estrogénica presente na amostra se une ao
receptor hormonal, o qual se converte em um receptor ativo, este por sua vez estimula o
ativador transcripcional e se expressa em gene reporter que induz a expressio da -
galactosidase, liberando-a ao meio. O substrato cromogénico chlorophenol red-j-D-
galactopyranoside — CPRG (que possui coloracdo amarela) é degradado pela B-galactosidase
até o produto final chlorophenol red — CPR (que possui coloracdo vermelha), dando coloracao
vermelho/rosado ao meio (BERESFORD et al., 2000; ROUTLEDGE e SUMPTER, 1996)
(Figura 4 e Figura 5).

Routledge e Sumpter (1996) afirmam que a p-galactosidase é liberada diretamente ao
meio, porém ndo explicam como ocorre a secrecao dessa enzima, visto que a literatura reporta
o fracasso na tentativa de secrecdo da [-galactosidase em Saccharomyces cerevisiae
(DOMINGUES et al., 2010). Caso essa afirmativa feita por Routledge e Sumpter (1996)
realmente seja veridica, o ensaio YES adquire certa vantagem em relacdo a outros ensaios,
que utilizam levedura recombinante para medir a estrogenicidade, reportados por Metcalfe et
al. (2013), Lorenzen et al. (2004), Gaido et al. (1997), nos quais a B-galactosidase € retida
dentro da célula da levedura, sendo necessario utilizar a célula lisada (rompida) ou
permeabilizada para que a enzima seja liberada ao meio.

N&o e somente o substrato CPRG que pode ser utilizado para se obter a resposta do
ensaio, 0 substrato ONPG (o-nitrofenil B-D-galactopiranosideo), foi utilizado por outros
autores (METCALFE et al., 2013, LORENZEN et al., 2004, GAIDO et al., 1997). Esse
substrato cromogénico, ONPG, ndo possui coloragdo (transparente) e o processo funciona da
mesma maneira, porém sendo a coloracao final diferente, pois 0 ONPG quando degradado
pela B-galactosidase produz o-nitrofenol (ONP), dando coloragdo amarela ao meio e assim

indicando a presenga de atividade estrogénica (Figura 5).

Nesse estudo optou-se pelo uso do substrato cromogénico CPRG, pois foi o utilizado
por Routledge e Sumpter (1996), além disso, 0 CPRG ¢é dez vezes mais sensivel que o ONPG
(EUSTICE et al., 1991).
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Figura 4: Esquema do sistema de expressdao de atividade estrogénica pela levedura
Saccharomyces cerevisiae recombinante (ensaio YES).
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Legenda: 1) Representa a forma capaz de acoplar-se aos elementos de respostas de
estrogénios (ERE); 2) Ativagdo do receptor; 3) Ligacdo do estrogénio ao receptor, causando
expressao do gene receptor da Lac-Z; 4) Produgao da enzima B-galactosidase, que é excretada
no meio; 5/6) A B-galactosidase metaboliza o substrato cromogénico CPRG (amarelo) em um
produto vermelho (que pode ser medido pela absorbancia entre 575 a 620 nm).

Fonte: Adaptado de ROUTLEDGE e SUMPTER, 1996.

Figura 5: Reagdes de degradacdo dos substratos cromogénicos CPRG e ONPG pela enzima
[-galactosidase.
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A mensuracao no ensaio YES é colorimétrica, sendo detectada por espectrofotometria.
Os resultados obtidos neste ensaio sdo comparados aos do controle positivo 17 p-estradiol,
sendo os resultados expressos em concentracdo de equivalente 17B-estradiol (EQ-Ey)
(ROUTLEDGE e SUMPTER, 1996).

Sendo um bioensaio in vitro, o ensaio YES deve atender alguns requisitos. Como regra
geral, para que as curvas dose-resposta das substancias simples (padrdes) possam ser
analisadas e comparadas com confiabilidade com a curva padrdo do controle positivo. E para
que a poténcia relativa e o valor de CEsy sejam calculados, as curvas devem apresentar um
paralelismo (VILLENEUVE et al., 2000; FINNEY, 1965), mesmo que a condi¢do de
paralelismo entre as curvas ndo seja completamente atingida, os resultados de um ensaio
comparativo como o YES fornecem indicag6es preliminares relevantes para a identificacdo e

quantificacdo de atividade estrogénica (FINNEY, 1965).

No ensaio YES, alguns pontos sdo relevantes e devem ser destacados, como, por
exemplo, o fato de que algumas amostras podem causar um efeito negativo, associado a
toxicidade, ou seja, afetam o crescimento da levedura durante o ensaio (lembrando que a
Saccharomyces cerevisiae cresce durante a incubacdo das placas de analise), o que pode
prejudicar a curva dose-resposta. 1sso € muito comum de ocorrer em amostras ambientais, ja
que essas sao complexas e os efeitos sinergicos dos compostos presentes podem contribuir
para essa toxicidade (FRISCHE, et al., 2009). Porém a Unido Européia (COMPREHEND,
2002), esclarece que essa toxicidade pode ser superada pela diluicdo dos extratos das

amostras.

Substancias tdxicas podem até mesmo inibir o crescimento da levedura durante a
incubacdo do ensaio, como relatado por Beresford et al. (2000) quando realizaram o ensaio
para 4-terc-octifenol e ndo obtiveram resposta para as quatro maiores concentracdes da
amostra estudada. A partir de menores concentracdes da amostra, observou-se a inducdo da f3-
galactosidase, em funcdo da dose. Assim, nas maiores concentragdes, essa substancia
mostrou-se toxica a levedura, o que pode ocorrer em amostras ambientais dependendo dos

compostos presentes.

Beresford et al. (2000) também observaram que essa mesma substancia, o 4-terc-
octifenol, quando submetida em altas concentragfes ao ensaio YES, levou a indicagdo da
ocorréncia de contaminagdo cruzada entre as linhas da placa de 96 pogos. As linhas do branco

ficaram contaminadas ap0s o periodo de incubacdo, o que revela que, em altas concentracGes
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algumas substancias volatizam no interior da placa de analise, 0 que pode levar a falsos
positivos no resultado. E importante salientar isso, pois em amostras complexas ndo é

possivel saber quais compostos e em quais concentracdes eles estdo presentes.

A Unido Européia (COMPREHEND, 2002), destaca que, além da toxicidade, outro
fator interferente nos resultados do ensaio YES é a presenca dos acetatos de alquilfendis, os

quais suprimem a atividade estrogénica de esteroides e dos proprios alquilfendis.

Além disso, deve existir muito cuidado na escolha dos reagentes, no preparo das
solucdes, bem como na utilizacdo de material descartavel estéril (placas e ponteiras) e na
limpeza e esterilizacdo da vidraria utilizada; pois o0 ensaio apresenta alta sensibilidade e

qualquer fonte de contaminacdo podera afeta-lo negativamente.

Ainda existem outras variaveis que podem influenciar no desenvolvimento do ensaio,
como, por exemplo, o tempo de incubacéo, o uso de solventes diferentes do etanol absoluto e
0 nmero inicial de células de levedura (BERESFORD et al., 2000).

O tempo de incubacéo pode interferir nos resultados tanto na curva padrdo do controle
positivo 17 B-estradiol, quanto nas amostras e no branco. O uso de solventes diferentes do
etanol absoluto pode causar toxicidade a levedura presente no ensaio. A variagdo no nimero
inicial de células, bem como a fase de crescimento em que ela se encontra, pode aumentar ou
diminuir a sensibilidade, o que altera o valor do CEsy € consequentemente de equivalente
estradiol (EQ-E,).

Brix et al., (2010), observaram bons resultados de correlagdo entre o ensaio YES e
analises quimicas. Neste sentido, os autores propuseram que o ensaio YES seja utilizado
como forma de selecionar quais das amostras estudadas serdo submetidas a analises quimicas
posteriores para uma caracterizacdo mais completa dos compostos nelas presentes. Os autores
ainda ressaltam que isto poderia levar a uma redugdo nos custos com analises laboratoriais,
pois em geral o custo do bioensaio é cerca de 8% do custo das analises quimicas para cada

amostra.

Assim sendo, o ensaio YES mostra-se um aliado para a identificacdo e quantificagdo
da estrogenicidade de matrizes ambientais. Entretanto é necessario que os fatores que
influenciam na resposta do ensaio sejam monitorados. Por ser um ensaio in vitro, é importante
salientar que a combinacdo com analises quimicas e bioensaios in vivo € interessante e

consideravel para mais completa expressao dos resultados.
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24.2. Compilacdo de resultados de autores que utilizaram ensaios com diferentes cepas
de Saccharomyces cerevisiae recombinate, usando receptor de estrogénio como via

de sinalizacéo

Existem diversos ensaios que usam o receptor de estrogénio como via de sinaliza¢éo
para a afericdo da atividade estrogénica. Esses ensaios utilizam diferentes cepas de

Saccharomyces cerevisiae recombinantes.

A Tabela 4 apresenta uma compilacédo de resultados de autores, que utilizaram a via de
sinalizacdo receptor de estrogénio, para analisar a atividade estrogénica tanto de substancias

simples (padrdes) como de amostras provenientes de diversas matrizes ambientais.

Tabela 4: Ensaios com diferentes cepas de Saccharomyces cerevisiae recombinante, todos
usando receptor de estrogénio como via de sinalizagéo.

EQ-E; CEs Poténcia

(ng.LY) | (ng.L") | Relativa Referéncia

Substancia/Amostra

(BERESFORD et

- - 1 al., 2000)

(MURK et al.,
2002)

(RUTISHAUSER et

- 57,2 al., 2004)

17p-Estradiol (E») - 49 (BECK et al., 2006)

(CAJTHAML et al.,
2009)

(BRIX et al., 2010)

_ ] (BALSIGER et al.,
395 2010)

- 54.5 - (FIC et al., 2014)

(MURK et al.,
2002)

] (RUTISHAUSER et
53,3 1,19 al., 2004)

17a-Etinilestradiol (EE,) - 71,14 1,25 (BECK et al., 2006)

(CAJTHAML et al.,
2009)

(BALSIGER et al.,

- 57,2 ) 2010)

(MURK et al.,

Estrona (E;) - - 0,1 2002)

(Continua)
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Tabela 4: Ensaios com diferentes cepas de Saccharomyces cerevisiae recombinante, todos
usando receptor de estrogénio como via de sinalizacdo (Continuacao).

EQ-E,

CEsp

Poténcia

Substancia/Amostra (oL | (ng.L?Y) Relativa Referéncia
] (RUTISHAUSER et
148,7 0,38 al., 2004)
Estrona (E.) - 243,33 0,25 (BECK et al., 2006)
] ] (BALSIGER et al.,
346,07 2010)
] 3 | (RUTISHAUSER et
Estriol (Es) 256658 | 2,4x10 al., 2004)
s 6344,36 | 5,9x10° | (BECK et al., 2006)
) . i i (MURK et al.,
17a-Estradiol 0,01 2002)
Mestranol (MES) - 52773 | 1,3x 107 | (RUTISHAUSER et
17B-Estradiol-valerato (E,- VAL) - 352,9 0,21 al., 2004)
- - 3x10™
3-sulfato B-estradiol - - 3x10° (BEEIESZIE)SSD et
- - 1x10" ’
- 270240 | 1,5x 10" | (BECK et al., 2006)
- - 1,52x 10™
Genisteina - - 8,7x 107
: : 22x10° (BRIX et al., 2010)
- - 2,6 x10™
Daidzeina - 15254400 | 2,5x 10° | (BECK et al., 2006)
] ] 4 | (BERESFORD et
1x10 al., 2000)
i i 5 (MURK et al.,
1,0x 10 2002)
) 456580 11x10* (RUTISHAUSER et
Bisfenol-A (BPA) al., 2004)
- 342435 | 1,2x 107 | (BECK et al., 2006)
] ] N 5 | (CAJITHAML et al.,
=1x10 2009)
] ] (BALSIGER etal.,
783034,7 2010)
- 821844 -
Bisfenol-AF (BPAF) - 131129,7 -
Bisfenol-F (BPF) - 9350774,1 - (FIC et al., 2014)
2,4-bis (4-hidroxiphenil)-4- i i
methilpent-1-eno (MBP) 3757,026
- - 4x10° | (BERESFORD et
s - 3x10° al., 2000)
Nonilfenol 5 | (RUTISHAUSER et
- 1850,94 | 2,5x 10 al.. 2004)
- 1542450 | 1,8x 10 (BECK et al., 2006)

(Continua)
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Tabela 4: Ensaios com diferentes cepas de Saccharomyces cerevisiae recombinante, todos
usando receptor de estrogénio como via de sinalizacdo (Continuacao).

EQ-E,

CEsp

Poténcia

Substancia/Amostra (ng.L) (ng.L ) Relativa Referéncia
5
: : LS X s (BRIX etal., 2010)
Nonilfenol ] 516463 ] (BALSIGER etal.,
’ 2010)
: ) 6 | (RUTISHAUSER et
Octilfenol 5570,64 | 7,8x10 al., 2004)
4-Terc- Octilfenol - 6395920 | 4,5x10° | (BECK et al., 2006)
Dimetilftalato - - 1,0x 10°®
Dietilftalato - - 50x 107
Di-n-butilftalato - - 1,0 x 107
Benzilbutilftalato - - 1,0x 10°
Di-(2-etil hexil) ftalato - - 0 (MURK et al.,
Dioctilftalato - - 0 2002)
Nonilfenol etoxilado - - 40x10°
Octilfenol etoxilado - - 4,0x10°
4-Nonilfenol - - 5,7 x 10"
4-Octilfenol - - 1,0x10”
. ) ) 6 (BERESFORD et
Butilfenol 1x10 al., 2000)
4-Onilfenol - - =~1x10°
4-Nonilfenol - - ~1x10° (CA‘]TZSE)'\S)L etal,
Triclosano - - =1x10°
_ _ -3
o : : X0 (BERESFORD et
Metoxicloro - - 8x10™ al., 2000)
Agua residual (Paises Baixos) 82 ;5 - - (MURK et al.,
Agua superficial (Paises Baixos) | 0— 1,09 - - 2002)
Efluentes de instalagdes de aguas
residuais municipais da América | <1 —15 - - (HUGZGO%E etal,
do Norte
. 05— (RUTISHAUSER et
ETE (Suica) 100 - - al., 2004)
< - 11,97 - (PAWLOWSKI et
Agua superficial (Alemanha) 10 42 - - al., 2004)
34,1 ] ] (PAWLOWSKI et
, ETEs (Alemanha) 65.96 al., 2004)
Agua superficial a montapt_e e 0,06 (MATTHIESSEN et
jusante de fazendas pecuarias 592 - - al., 2006)
(Reino Unido) B
Agua superficial (Mar Baltico) 060812_ - - (BECK et al., 2006)

(Continua)
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Tabela 4: Ensaios com diferentes cepas de Saccharomyces cerevisiae recombinante, todos
usando receptor de estrogénio como via de sinalizacdo (Continuacao).

A . EQ-E; CEsxg Poténcia .
Substancia/Amostra (oL | (ng.L?Y) Relativa Referéncia
. . (VIGANO et al.,
* - -

Sedimento de rio (Italia) 15,6 2008)
Estacdo de tratamento de aguas 0_284 i i (BALSIGER et al.,
residuais (El Paso, Texas, EUA) ’ 2010)

Agua superficial (S&o Paulo, 0,13 - i i (JARDIM et al.,
Brasil) 3,1 2012)
. B ) ) (METCALFE et al.,
ETE (Canadd) <1-45 2013)
Agua potéavel — torneira (China) 05%5121_ - - (ZENG et al., 2013)
Aguas residuais (Zhengzhou, | 1228,5— ] ]
China) 169154 (Lletal,, 2015)
Lodo bioldgico de esgoto (China) 2.8 . 47 - - (RUAN et al., 2015)
Agua superficial (Rio Guandu —
Rio De Janeiro) 0-16 - -
(filtrado na membrana 1,2 pum)
Agua superficial (Rio Guandu — (DIAS etal., 2015)
Rio De Janeiro) 0-31 - -
(filtrado na membrana 0,45 um)

(-) N&o informado
(*) ng.g

E notério que existe uma grande quantidade de trabalhos que analisaram a

estrogenicidade de substdncias padrdes, porém poucos sdo 0s estudos com amostras

ambientais, isso devido a dificuldade de se trabalhar com amostras complexas.

Dois fatores interferentes nos resultados do ensaio sdo a toxicidade e a presenga dos

acetatos de alquilfendis, os quais suprimem a atividade estrogénica de esteroides e dos
proprios alquilfenis (COMPREHEND, 2002). Esses problemas sdo, muitas vezes,
recorrentes, em amostras provenientes de matrizes ambientais, o que dificulta a consolidacédo

dos resultados do ensaio YES para essas amostras.

No que tange aos resultados do ensaio YES para substancias padrdes, vale ainda
ressaltar que a PR ndo ¢ um valor universal relacionado ao controle positivo 173-estradiol,
mas também é relativo ao ensaio especifico e ao uso do ensaio pelo laboratério (BRIX et al.,
2010), pois esses fatores podem interferir no valor de CEsxy.
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Isso explica os diferentes valores de PR, encontrados por Beresford et al. (2000 ) para
a mesma substancia (3-sulfato B-estradiol e nonilfenol), pois ndo houve uma constancia na
metodologia do ensaio, ja que em seu estudo, foram realizados diversos testes com diferentes
variaveis que podem influenciar no desenvolvimento do ensaio, como, por exemplo, o0 tempo
de incubagéo, o uso de solventes diferentes do etanol absoluto e o nimero inicial de células de

levedura.

Por isso a importancia e necessidade da reprodutibilidade do ensaio, a qual é essencial
para a validacdo dos resultados. Partindo do principio de que ndo foram observadas
significativas diferengas entre os resultados dos demais autores para PR pode-se dizer que os
ensaios que utilizam receptor de estrogénio como via de sinalizacdo sdo, além de sensiveis,

reprodutivos.

2.5. Ensaios de toxicidade com amostras ambientais

Segundo Arenzon et al. (2011), a toxicidade refere-se a capacidade de determinada
substancia, produto ou conjunto de substancias provocarem efeitos danosos aos organismos
com 0s quais entram em contato. Estes efeitos podem ser desde alteragdes comportamentais,

alteracdo de crescimento ou reproducdo até mesmo a morte dos organismos.

Os efeitos nocivos desencadeados por DEs no meio ambiente atingem desde
microinvertebrados até grandes vertebrados, sendo amplamente relatados na literatura

cientifica, conforme citado na Tabela 2.

A toxicologia estuda esses efeitos nocivos causados nos seres vivos atraves da
toxicidade aguda e/ou crbnica. A toxicidade aguda mede os efeitos de agentes tdxicos sobre
espécies durante um curto periodo de tempo em relacdo ao periodo de vida do organismo-
teste. Ja a toxicidade crénica mede os efeitos de substancias quimicas sobre espécies por um
periodo que pode abranger parte ou todo o ciclo de vida do organismo-teste. Em sintese, a
toxicidade é a capacidade inerente de determinada substdncia quimica e/ou de seus

metabdlitos produzirem um efeito téxico.
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O objetivo dos ensaios de toxicidade é simular, em laboratério, os efeitos que
poderiam ser observados nos organismos presentes no meio ambiente (ARENZON et al.,
2011).

No geral, os organismos que podem ser utilizados nos ensaios sdo de quatros niveis
troficos: os organismos produtores (algas), os consumidores primarios (micro crustaceos), 0s
consumidores secundarios (peixes) e os decompositores (bactérias). Esses organismos sdo
chamados de organismos-teste e sdo espécies mantidas em laboratério e cujos conhecimentos
de sua biologia sdo suficientes para que possam ser utilizados como indicadores da
toxicidade. Tanto a forma de cultivo como as metodologias de ensaio para estes organismos

sdo definidas em normas técnicas validadas, permitindo a reprodutibilidade dos resultados.

O Conselho Nacional do Meio Ambiente, Resolugdo CONAMA n° 430 (Brasil, 2011),
regula o lancamento de efluentes liquidos e exige que sejam realizados ensaios de toxicidade

com pelo menos dois organismos de diferentes niveis troficos.

O estagio de desenvolvimento do organismo em que ocorre a exposicao aos DEs é
particularmente importante. Pesquisas demonstram que os DEs podem apresentar maiores
riscos a saude durante os periodos criticos da vida (intrauterino, perinatal, juvenil ou
puberdade) quando os sistemas reprodutivo, imunoldgico e nervoso estdo em formacéao e
desenvolvimento (FRYE et al., 2012). Assim, a principal preocupagao ecotoxicologica com 0s
DEs implica em sua evidente capacidade de afetar a reprodugdo das espécies e interferir no

desenvolvimento da prole.

2.6. Remocdao de desreguladores enddcrinos em plantas de tratamento de agua

Conforme ja citado anteriormente, os DEs incluem uma série de hormonios esteroides,
sejam naturais ou sintéticos, além de uma série de substancias quimicas e esses compostos
estdo presentes nos efluentes descartados em rios e aguas superficiais, principalmente por
esgoto domeéstico e industrial.

A remocdo de DEs em estacbes de tratamento € considerada incompleta, pois

tratamentos convencionais séo ineficientes para a remocéo desses compostos (LEECH et al.,
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2009; LIU et al., 2009) o que ocasiona sérios danos a salde dos seres vivos, mesmo que esses

DEs se encontrem em baixas concentragdes.

Segundo a Comissdo Européia (CEC, 2014), com base em dados obtidos na literatura,
0s processos considerados eficazes para a remocdo ou oxidacdo de compostos com atividade
estrogénica sdo: didxido de cloro (oxidacdo de 97% a 99%), ozbnio (oxidacdo > 95%),
irradiacdo ultravioleta com didxido de titanio (oxidagdo de até 99%), irradiacdo ultravioleta
juntamente com peroxido de hidrogénio (oxidacdo > 99%), separacdo por membrana
utilizando nanofiltragdo (remocédo de até 99 %), carvdo ativado em po (remogdo de 50% a

99%) e cloro (oxidacdo de cerca de 50 %).

A remogdo desses contaminantes deveria ser realizada antes do langcamento do
efluente no meio ambiente a fim de eliminar ou ao menos reduzir os riscos ocasionados por
esses DEs. Porém, isso esta fora da nossa realidade atual, dados do IBGE (Instituto Brasileiro
de Geografia e Estatistica, 2010) revelam que dos 1668 municipios da regido sudeste, 1.586
tém sistemas de coleta de esgotos em operacdo, no entanto, apenas 808 municipios tém
instalacfes de tratamento de esgotos e o tratamento de &guas residuais a nivel secundario
(bioldgico) so é realizado em 461 municipios. Sendo assim, em muitas localidades o esgoto
atinge os sistemas aquaticos sem qualquer tipo de tratamento ou quando € tratado, este € um

tratamento precario.

Vale destacar que com a auséncia de tratamento adequado para efluentes langados em
corpos hidricos, incluindo rios responsaveis pelo abastecimento de agua, até mesmo o
provimento de dgua potavel fica comprometido em relacdo a contaminacéo por DEs, visto que

o0 tratamento convencional ndo é eficiente para a remocdo desses compostos.
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3.  MATERIAIS E METODOS

3.1.  Descricdo das areas de estudo

O presente estudo foi realizado em duas areas de estudo diferentes: Rio Guandu,

localizado no Rio de Janeiro, Brasil e Rio Santa Lucia localizado ao sul do Uruguai.

3.1.1. Rio Guandu

A bacia hidrografica do Rio Guandu e formada pelos rios Guandu, da Guarda e
Guandu-Mirim, esta situada a oeste da bacia da Baia de Guanabara, contribuinte & Baia de
Sepetiba, no Estado do Rio de Janeiro, e ocupa uma area de 3.600 km2, abrangendo 15
municipios: Seropédica, Itaguai, Paracambi, Japeri, Queimados, Miguel Pereira, Vassouras,
Pirai, Rio Claro, Engenheiro Paulo de Frontin, Nova lguacu, Rio de Janeiro, Mendes,

Mangaratiba e Barra do Pirai (Figura 6).

O rio Guandu, principal curso d’agua da bacia da baia de Sepetiba, drena uma bacia
com &rea de 1.385 Km?. E formado pelo ribeirdo das Lajes que passa a se chamar rio Guandu
a partir da confluéncia com o rio Santana. Tem como principais afluentes, os rios dos
Macacos, Santana, Sdo Pedro, Pogos/Queimados e Ipiranga. O seu curso final retificado leva
o nome de canal de Sdo Francisco. Todo o seu percurso até a foz (Ribeirdo das Lajes —

Guandu — canal de S&o Francisco), totaliza 48 Km (Figura 7).

Atualmente, o Rio Guandu é a principal fonte de abastecimento da regido
metropolitana do Rio de Janeiro. Apesar da importancia do manancial, esse rio é afetado, por
graves problemas ambientais devido a poluicdo oriunda de seus afluentes, dos esgotos
domesticos e industriais lancados, alem de efluentes de praticas agropecuarias (SEMADS,
2001).
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Figura 6: Bacia hidrografica do Rio Guandu.
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Fonte: http://www.comitequandu.org.br/ acesso em dezembro/2014.
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Figura 7: Rio Guandu e seus principais afluentes.
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Fonte: http://www.comiteguandu.org.br/ acesso em dezembro/2014.

As coletas das amostras de dgua foram realizadas em dois pontos. Um ponto antes da
estacdo de tratamento de agua (ETA) Gandu, préximo ao local de capitacdo de dgua da ETA
(22°48'27"S; 43°37'36"0) (Figura 8) e outro ponto apds a ETA. Como ndo foi possivel coletar
exatamente na saida da ETA, foi realizada a coleta de &gua da torneira em um
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estabelecimento que se situa préximo a ETA Guandu e recebe agua potavel dessa ETA, esse
ponto fica localizado nas coordenadas geograficas: 22°50'46"S; 43°36'22"0. As amostras, de
agua bruta e potavel, foram coletadas duas vezes por més durante 5 meses, de setembro de
2014 a janeiro de 2015, totalizando 10 campanhas e 20 amostras (sendo 10 de agua bruta e 10

de agua potavel).

Figura 8: Local de coleta de 4gua bruta no Rio Gandu.

Para a identificacdo das amostras, foram utilizados os cddigos conforme mostra a
Tabela 5. Onde elas foram numeradas de acordo com a data da coleta e discriminadas pela
letra A para as amostras dgua bruta e pela letra B para as de agua potavel.

Tabela 5: Codigo das amostras do Rio Guandu com localizagéo e data de coleta.

Agua bruta Agua potavel Data de coleta
1A 1B 10/09/2014
2A 2B 24/09/2014
3A 3B 09/10/2014
4A 4B 31/10/2014
5A 5B 14/11/2014
6A 6B 27/11/2014
TA 7B 15/12/2014
8A 8B 30/12/2014
9A 9B 15/01/2015
10A 10B 26/01/2015
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3.1.2. Rio Santa Lucia

O Rio Santa Lucia faz parte da bacia Santa Lucia que estd localizada ao sul do
Uruguai (Figura 9) e compreende uma 4rea de 13448 km? Os trés maiores rios dessa bacia
sdo: San José a Oeste, Santa Lucia Chico ao centro, Santa Lucia ao Leste.

Essa bacia fornece abastecimento de agua potavel para mais de 60% dos uruguaios. Os
principais usos das redondezas dessa bacia sdo: pecuaria (71,3%), agricola (16,2%), florestal
(4,2%) e por ultimo urbano-industrial (1,1%) (ACHKAR et al., 2004).

Figura 9: Bacia hidrogréfica do Rio Santa Lucia. P
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Fonte: Adaptado de INDA e INDARTE, 2009.
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Foram realizadas coletas, de amostras de d4gua bruta e sedimento, mensais durante 3
meses (dezembro de 2014 a fevereiro de 2015) em 3 canais do Rio Santa Lucia, chamados:
Campanero Chico (34°22'8"S; 55°11'40"0), Arequita (34°17'7"S; 55°17'6"0) e San Francisco
(34°21'17"S; 55°15'27"0) (Figura 10). Os trés pontos de coleta localizam-se no departamento

de Lavalleja, na cidade de Minas.

As amostras foram coletadas em triplicatas em cada ponto. Totalizando 54 amostras
coletadas em trés campanhas, sendo 27 amostras de agua superficial e 27 de sedimento.

Figura 10: Pontos de coleta no Rio Santa Lucia
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Como os resultados das triplicatas ndo destoaram, usou-se entdo como resultado final
as medias das triplicatas com os desvios e para a identificacdo foram utilizados os codigos
apresentados na Tabela 6, onde se utilizou a letra D para as amostras coletadas em dezembro,
J para as de janeiro e F para as de Fevereiro, seguidas da letra A para amostras de dgua ou S
para de sedimento. Acompanhada do numero 1 para o ponto Campanero Chico, 2 para o

Arequita e 3 para o San Francisco.

Tabela 6: Codigo das médias das triplicatas das amostras do Rio Santa Lucia

Localizagéo Ponto | Agua | Sedimento | Més de coleta
Campanero Chico DAL DS1 Dezerr_lbro
1 JA1l JS1 Janeiro
FAl FS1 Fevereiro
DA2 DS2 Dezembro
Arequita 2 JA2 JS2 Janeiro
FA2 FS2 Fevereiro
DA3 DS3 Dezembro
San Francisco 3 JA3 JS3 Janeiro
FA3 FS3 Fevereiro

3.2. Preparo das amostras coletadas para o ensaio in vitro YES e para a

cromatografia

3.2.1. Limpeza das vidrarias

O ensaio in vitro YES e a cromatografia, por analisarem micropoluentes, requerem
procedimentos cuidadosos de limpeza e descontaminagdo de vidraria. Pois como esses
contaminantes sdo encontrados em niveis tracos é necessario 0 maximo de cuidado possivel
para evitar a contaminacdo do material utilizado, o que prejudicaria a acuracia dos resultados
nas analises. Com isso foram adotado um protocolo de limpeza (Figura 11) e armazenamento

de vidraria a fim de garantir a integridade dos resultados.

Todas as vidrarias, depois de descontaminadas e secas, foram envoltas em papel aluminio

e guardadas em ambiente limpo para impedir futura contaminagéo.
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Figura 11: Fluxograma do protocolo de limpeza e descontaminagéo de vidrarias.
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3.2.2. Coleta e armazenamento das amostras

Todas as amostras, tanto de agua como de sedimento, foram coletadas em frasco de
vidro ambar. Nos frascos contendo as amostras de agua foi adicionado metanol (grau HPLC,
Tedia®) na proporcdo de 1% v/v de amostra (10 mL para cada 1 L de amostra coletada) a fim
de evitar a degradacdo microbioldgica dos compostos de interesse. Os frascos, contendo as
amostras de agua e sedimento, foram devidamente armazenados em isopor com gelo,
transportados e mantidos a temperatura inferior a 6 °C no laboratorio, para futura realizagdo

das analises.

As amostras foram devidamente preparadas, de acordo com o fluxograma apresentado
na Figura 12 e com base nos procedimentos descritos a seguir, preferencialmente no dia da
coleta ou, caso ndo fosse possivel, em, no maximo, quarenta e oito horas apos a coleta. Nesse
caso, as amostras foram mantidas na geladeira e s6 foram retiradas cerca de duas horas antes

do inicio dos procedimentos para que atingissem a temperatura ambiente.
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Figura 12: Esquema detalhado das etapas de preparo das amostras até o extrato final usado
no ensaio YES e na analise de CLAE.
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3.2.3. Primeira parte do processo de preparo das amostras de dgua: Filtracdo

Em laboratério, as amostras de agua foram filtradas em temperatura ambiente, em
filtros de membranas de fibra de vidro de 1,2 um (Merck) e posteriormente em membranas de
acetato de celulose de 0,45 um (Merck). Os aparatos da filtragdo estdo apresentados na Figura
13. A cada filtracdo, ao retornar a amostra para o vidro ambar, este foi previamente rinsado
com a propria amostra filtrada para garantir a auséncia de residuo sélido da amostra no vidro.
Foi separado 1L de amostra em cada frasco &mbar para a EFS em 1 cartucho.

Figura 13: Foto dos aparatos de filtracdo.
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O pH das amostras foi ajustado para 2 com solucdo de acido cloridrico (HCI) 3M
(grau P.A. Merck). A verificacdo do pH foi realizada com tira indicadora universal de pH
(Merck). Nao foi utilizado nenhum equipamento para medir o pH, a fim de impedir

contaminacéo pelo eletrodo, o qual é utilizado em amostras de diversas naturezas.
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3.2.4. Primeira parte do processo de preparo das amostras de sedimento

A primeira parte do preparo das amostras de sedimento é diferente do processo de
preparo das amostras de agua. Pois é preciso retirar 0s compostos de interesse que estdo

retidos no sedimento e passa-los para o meio liquido.

Sendo assim, inicialmente o sedimento foi seco por 24 horas a 60 °C em seguida foi
pesado 10 gramas de sedimento seco, este foi colocado em um tubo de vidro (Figura 14), ao
qual foi adicionado 10 mL de metanol. O material foi submetido a um agitador tipo vortex por
5 minutos, em seguida foi centrifugado a 2500 g por 5 minutos. Desse modo, 0s compostos de
interesse ficavam retidos no metanol, o qual, ap6s a centrifugacdo, era facilmente vertido para
um recipiente volumétrico: baldo. Essa parte de adicdo de metanol, submissdo a agitagéo,
centrifugacdo e separacdo do meio liquido (metanol com os compostos de interesse) foi
repetida por trés vezes. Apos esse processo, 0 baldo contendo o meio liquido foi avolumado
com agua ultrapura para 200 mL. Desse modo a amostra de sedimento foi transformada em
200 mL de amostra liquida, o pH foi ajustado para 2, seguindo 0s mesmos passos da amostra
de &gua. E partir dai pode-se seguir, tanto para as amostras de agua como de sedimento, 0

mesmo protocolo de extracdo em fase sélida.

Figura 14: Foto dos tubos de vidro utilizados no preparo das amostras de sedimento para
posterior realizacdo da EFS.

Tubos de vidro com amostras de
sedimento e metanol
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3.2.5. Extracdo em fase sélida (EFS)

A EFS é uma ferramenta Util para extracdo e concentracdo de micropoluentes em
amostras aquosas. Para a extracdo em fase sélida utilizou-se o cartucho Strata-X
(Phenomenex®) de 500 mg / 6 mL. Estes foram condicionados com 6 mL de hexano, 2 mL de
acetona, 6 mL de metanol (grau HPLC, Tedia®) e 10 mL de &gua ultrapura com pH ajustado
para 3, com solucdo de HCI 3M. As amostras foram percoladas nos cartuchos sob vacuo, com
vazdo aproximada de 3mL.min, sempre tomando o cuidado para que a fase sélida do cartucho
ndo ficasse seca, mantendo uma pelicula de liquido acima da fase a fim de evitar

ressecamento dos poros e consequente perda do analito.

A metodologia de EFS utilizada foi descrita por Cordeiro (2009). Esta metodologia

apresentou uma boa recuperacao para o analito de interesse: 17 a-etinilestradiol.

A extracéo foi realizada em Manifold (Agilent (VacElut 12)), em capela e foi utilizado

um cartucho para cada amostra (1L). A Figura 15 mostra o aparato utilizado nas EFS.

Figura 15: Foto do aparato utilizado na EFS.

Amostras

Bomba de vacuo
1]

Manifold
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No cartucho, ap6s a percolagdo das amostras, foi realizada a etapa de clean up, sendo
lavado com 10 ml de uma solucdo de metanol e agua ultrapura (1: 9), para que 0s possiveis
interferentes fossem removidos. Apos isso foi mantido sob vacuo por 10 minutos para a
remocao do excesso de dgua. Em seguida, os cartuchos foram armazenados em freezer (com

temperatura de -20 °C) até o momento da eluicao.

Os analitos foram eluidos dos cartuchos com 4 mL de acetona (grau HPLC, Tedia®),
sob efeito da gravidade, e acondicionados em frascos de vidro (volume de 10 mL) utilizando
o0 sistema manifold sem o vacuo. Depois, ligou-se a bomba de vacuo por 5 minutos para
completa secagem dos cartuchos. Os extratos das amostras foram evaporados & secura com
fluxo de nitrogénio gasoso (Figura 16) e reconstituidos com 2 mL de etanol (grau HPLC,
Tedia®), para a realizagdo do ensaio YES ou com 500 pL de acetonitrila (grau HPLC,
Tedia®), para a cromatografia. Apds a reconstituicio dos analitos procedeu-se as analises

imediatamente.

Figura 16: Foto do aparato utilizado na secagem das amostras com fluxo de nitrogénio.
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3.3.  Ensaioin vitro YES

3.3.1. Reagentes

Fosfato de potassio monobasico, sulfato de amonio, hidréxido de potassio, sulfato de
magnésio, sulfato de ferro, L-leucina, L-histidina, adenina, L-arginina-HCL, L-metionina, L-
tirosina, L-isoleucina, L-lisina-HCI, L-fenilalanina, acido glutamico, L-valina, L-serina,
glicose, acido L-aspartico, L-treonina, sulfato de cobre (Il), tiamina, piridoxina, pantetonato
de calcio, inositol, biotina e CPRG. Todos obtidos da Sigma-Aldrich®.

3.3.2. Preparo das solucoes do ensaio YES

O protocolo utilizado para a determinacdo da atividade estrogénica foi desenvolvido
por Routledge e Sumpter (1996), seguindo as orientacGes e adaptacdes de Bila (2005), sendo

realizadas pequenas modificacdes no cultivo da cepa Saccharomyces cerevisiae.

Todo o material utilizado no preparo das solugdes foi previamente limpo de acordo
com o topico limpeza das vidrarias (3.2.1.) citado anteriormente. Lembrando que a vidraria
utilizada foi dedicada exclusivamente ao ensaio YES para evitar possiveis interferéncias ou

contaminagdes.

Impurezas ou contaminacdes podem causar falsos positivos no ensaio YES, por isso
todos os reagentes, &gua e materiais utilizados na manipulacéo das solugcfes do ensaio devem,
obrigatoriamente, ter alto grau de pureza. Todos os reagentes foram adquiridos da Sigma

Aldrich® e foram utilizados somente para esse ensaio.

Para o preparo das solucBes, os reagentes foram pesados em Becker de 50 mL
destinados somente para este fim e ap0s a esterilizacdo as solu¢bes somente foram abertas em

capela de fluxo laminar.

O preparo das solucdes (Meio Minimo, Glicose, Acido L-aspartico, L-treonina,
Sulfato de Cobre, Vitamina, CPRG e Meio de Cultivo) encontra-se disponivel no ANEXO 1.
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3.3.3. Cultivo da cepa Saccharomyces cerevisiae

O ensaio YES utiliza a levedura Saccharomyces cerevisiae. A cepa foi construida por
técnicas de engenharia genética e encontra-se disponibilizada pela Glaxo Group Research
(ROUTLEDGE e SUMPTER, 1996). A cepa utilizada no processo de transformagdo foi a
BJ1991 (BISTAN et al., 2012). A cepa de Saccharomyces cerevisiae recombinante utilizada
foi gentilmente cedida pela professora Marcia Dezotti (UFRJ).

O preparo da cepa foi sempre realizado em capela de fluxo laminar seguindo o

protocolo apresentado por Routledge e Sumpter (1996) com algumas modificacdes.

3.3.3.1. Congelamento

O congelamento foi sempre realizado ao término de cada ensaio com as células que
restavam do indculo utilizado, para garantir que a levedura fosse congelada fresca. Em tubo
criogénico estéril, volume de 2 mL, foi colocado a levedura e adicionado o glicerol
previamente esterilizado a 121°C por 15 minutos, na proporcao de 40% (900 pL de células em
meio de cultivo e 600 pL de glicerol estéril). Os tubos criogénicos foram armazenados em
freezer a temperatura de - 20 °C, onde podem ser mantidos por até 1 ano e também a

temperatura de -80 °C, podendo ser guardados por mais tempo, no prazo maximo de 5 anos.

3.33.2. Descongelamento, pré-inoculo e indculo

Previamente a realizacdo dos ensaios (48 horas antes), a cepa foi descongelada e foi
realizado o pré- indculo. Todas as células contidas no tubo criogénico foram ressuspendida
em 10 mL de meio de cultivo em um frasco de cultivo novo e estéril. Os frascos de cultivo
foram incubados a 28 °C por 24 horas sob agitacdo de 150 rpm, em incubadora de bancada

com agitacdo orbital (Marca Quimis, modelo Q816M20).

Em seguida, foi realizado o inéculo, adicionando-se 100 pL da cultura do pré-indculo

a um novo frasco de cultivo estéril contendo 10 mL de meio de cultivo, sendo novamente
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incubado sob as mesmas condicGes do pré-indculo, por 24 horas, e assim, a cepa estava pronta

para ser utilizada no ensaio.

3.3.4. Preparo do meio de analise para o ensaio YES

O preparo do meio de analise para o ensaio foi realizado em tubos do tipo falcon,
estéreis ou, dependendo da quantidade necessaria, em frascos de vidro previamente
esterilizados a 121 °C por 15 minutos e destinados somente para esse fim. Inicialmente é
necessario preparar o meio com a levedura para em seguida preparar o meio de analise. Todo
0 procedimento foi realizado em capela de fluxo laminar. O preparo seguiu o roteiro

apresentado a seguir.

3.34.1. Preparo do meio com a cultura de levedura

Em um tubo falcon estéril de 50 mL foram adicionados 4 mL do meio de cultivo e 3
mL do cultivo da levedura (cultivo realizado conforme apresentado no item 3.3.3. Leu-se
entdo a absorbancia a 620 nm desta cultura. O procedimento foi definido conforme a faixa de
absorbancia atingida:

= Absorbancia 0,8 a 1,0: faixa boa, cultura pronta para o uso.

= Absorbancia inferior a 0,8: adicionar pequenos volumes de levedura até atingir a
absorbancia de 0,8.

= Absorbancia superior a 1,0: adicionar pequenos volumes de meio de cultivo até atingir

a faixaentre 0,8 a 1,0.

Vale destacar que este procedimento foi inteiramente realizado em capela de fluxo
laminar. Uma vez que a cultura foi retirada da capela para a leitura de sua absorbéancia, esta

nao foi mais utilizada.

Este procedimento é uma adaptagdo do método original de Routledge e Sumpter
(1996) para facilitar a etapa de contagem das células de levedura, a qual era feita em
microscopio, e tem sido adotado com sucesso em diversas pesquisas, como Bistan et al.
(2012) e Frische et al. (2009).
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3.34.2. Preparo do meio de anélise

Em um tubo Falcon de 50 mL foram adicionados 25 mL do meio de cultivo, 250 uL
de solugdo de CPRG e 25 pL do meio com a cultura de levedura. Lembrando que esse é 0
protocolo para a realizagdo do ensaio com 2 amostras em duplicata com seus respectivos

controles negativos (brancos), ou seja, uma placa de 96 pocos.

3.3.5. Procedimento do ensaio YES

O procedimento de analise foi desenvolvido de acordo com a metodologia de
Routledge e Sumpter (1996) e Bila (2005), com algumas modifica¢Ges. As analises foram
realizadas em microplacas de 96 pocos para cultura, com fundo chato e tampa estéril, e foram

preparadas em uma capela de fluxo laminar. As amostras foram avaliadas em duplicatas.

Todo o material utilizado para manuseio e armazenamento de solugbes durante a
execucdo do ensaio foi previamente esterilizado. As ponteiras utilizadas foram sempre novas

e estéreis. E utilizaram-se pipetas graduadas estéreis e descartaveis.

Para a realizacdo do ensaio primeiramente ¢ feito a diluicdo dos extratos de amostras
obtidos na EFS. A concentracdo da amostra realizada na EFS e a dilui¢do dos extratos das
amostras efetuada no ensaio sdo executadas a fim de garantir que as concentracGes da amostra
estardo dentro da curva do controle positivo, para que futuramente possa ser calculada a
atividade estrogénica. O preparo das diluigdes foi realizado em uma placa de 96 pocos,
dedicada a esta finalidade. Os extratos das amostras foram diluidos na proporcédo 1:2,

seguindo o roteiro:

= Adicionar 100 pL de etanol (grau HPLC) nos pogos da fileira de diluigdo do extrato,
com excecdo do primeiro pogo;

= No primeiro pogo, adicionar 200 pL do extrato da amostra;

= No segundo poco, adicionar 100 pL retirados do primeiro poco e agitar (a agitacéo foi
feita com a propria pipeta, retirando e retornando o extrato ao po¢o algumas vezes);

= No terceiro poco, adicionar 100 uL retirados do segundo poco e agitar;

= Seguir com este procedimento até o ultimo poco, que ficara com o volume final de
200 pL.
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Os extratos das amostras, depois de diluidos, foram transferidos imediatamente para a
placa de analise, no volume de 10 pL para cada pogo, em duplicata. Deixou-se evaporar
totalmente, dentro da capela de fluxo laminar, para dar prosseguimento ao ensaio. Durante a
preparacdo das placas, tomou-se o cuidado de ndo encostar a ponteira na borda dos pocos,

para evitar contaminagdo dos pogos vizinhos.

Lembrando que na placa de analise, foi sempre utilizada uma fileira para amostra e
uma para branco, intercalando sempre as fileiras de amostra e branco, a fim de garantir que
ndo ocorreria contamina¢do cruzada (Figura 17). Além disso, a fileira do branco foi

adicionada primeira, como forma de reduzir as chances de contaminagao.

Figura 17: Demonstracdo da disposigdo do controle positivo (17p-estradiol), da amostra e do
branco (controle negativo) na placa de 96 pocos.
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3.3.6. Diluicoes da curva padrao do controle positivo 17B-estradiol

O ensaio YES foi sempre executado com a curva padrdo do controle positivo 17p3-
estradiol como referéncia e a cada batelada de ensaios uma nova curva foi realizada. Para isso
utilizou-se uma solugdo estoque na concentragdo de 54,48 ug.L'1 preparada a partir de 17f-
estradiol (> 98%, Sigma-Aldrich®) em etanol (grau HPLC, Tedia®).

A diluicdo da curva foi realizada serialmente, na placa dedicada & diluicdo. O
procedimento seguido foi 0 mesmo adotado anteriormente para os extratos das amostras (item

3.3.5), realizando-se dilui¢bes 1:2, conforme apresentado.
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3.3.7. Preparo das placas de ensaio

O preparo das placas de ensaio foi realizado conforme exemplificado na Figura 18. As
linhas A e C s3o a curva de 17B-estradiol, em duplicata. As linhas E e G sdo da amostra
analisada, em duplicata. As linhas B, D, F e H sdo os brancos (somente etanol e meio de
analise).

Figura 18: Placa de ensaio ap0s 72 horas de incubacao.

Para o preparo da placa de ensaio, inicialmente adicionou-se 10 uL de etanol em cada
poco nas linhas correspondentes aos brancos. Em seguida, foram transferidos 10 pL, retirados
da placa de diluicdo, de cada amostra para cada po¢o da linha correspondente da placa de
ensaio. ApoOs a evaporacdo completa das amostras, ficando somente a massa das mesmas,
foram adicionados 200 uL do meio de analise em cada pogo, tomando-se 0 cuidado de colocar
0 meio de analise primeiro nas linhas com o branco, de modo a evitar uma eventual
contaminacgdo do meio de analise. Em seguida, colocou-se 0 meio de analise nas linhas de

amostra, com o cuidado de trocar as ponteiras a cada amostra.

As placas foram entdo fechadas e lacradas com fita adesiva nas laterais e foram
agitadas por 2 min em um agitador de placas de 96 pocos (Marca IKA, modelo MS-3). Em
seguida, foram incubadas em estufa aquecida a 30 °C, por 72 horas. Ap6s o tempo de

incubacdo, as placas foram retiradas da incubadora, ja sendo possivel observar a mudanca de
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coloragdo nos poc¢os que passam de amarelo a tons de rosa, quando ha atividade estrogénica, e
aumento da turbidez nos mesmos, resultado da produgao da -galactosidase e do crescimento

da levedura respectivamente.

Foi realizada a leitura das placas nos comprimentos de onda de 575 nm, para cor, e
620 nm para turbidez em um espectrofotdbmetro com entrada para placa de 96 pogos (Marca
Softmax, modelo SpectraMax M3).

A seguir (Figura 19) é possivel visualizar o resumo de todas as etapas do ensaio.

Figura 19: Resumo das etapas do ensaio YES.
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Apos a leitura, as placas foram autoclavadas a 121°C por 15 minutos antes de serem
descartadas. Vale lembrar que todo residuo liquido ou solido contendo o organismo
geneticamente modificado foi autoclavado antes de ser descartado, a fim de inativar o
organismo. Pois ainda que o OGM (organismo geneticamente modificado) do ensaio seja
pertencente a classe de risco 1 (baixo risco individual e baixo risco para a comunidade -
organismo que ndo causa doenca ao homem ou animal) foi sempre seguido esse protocolo de

biosseguranca.
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3.3.8. Concentracdes de 17B-estradiol abrangidas na placa de ensaio

E importante salientar que apesar da solucdo estoque de 17B-estradiol ter a
concentragdo de 54,48 pg.L", a curva de 17p-estradiol abrange concentrages inferiores, na

faixa de 2724 ng.L ™" a 1,3301 ng.L™ no poco da placa de ensaio.

3.3.0. Avaliacdo do limite de deteccdo (LD)

Com base na curva dose-resposta do controle positivo 17p-estradiol, o limite de
deteccdo para cada ensaio pode ser calculado. A atividade estrogénica superior a 10% do

valor do branco foi avaliada como positiva.

3.3.10.  Andlise dos resultados do ensaio YES

Com os valores das leituras de absorbancia seguiu-se a construgdo dos graficos com as
curvas dose-resposta do ensaio. Inicialmente, corrigiram-se os valores de absorbancia,

conforme a Equacéo 1, apresentada por Bila (2005).

AbScorrigida Amostra = ADS575Amostra — (ADS620 Amostra — ADS620 Branco) Equagéo 1

A correcao foi feita para cada po¢o da placa, utilizando os valores de absorbancias
obtidos nos dois comprimentos de onda para cada concentragdo na curva. Para calcular esta
correcdo, utilizou-se a média dos valores das absorbancias das duas fileiras de brancos
correspondentes as amostras (linhas B e D ou F e H), resultando na média de 24 amostras de
branco. Assim, os dados apresentados correspondem a média das absorbancias das amostras

analisadas em duplicata.

A curva dose-resposta do controle positivo 17p-estradiol foi construida relacionando-

se os valores de absorbancia corrigida em funcéo da concentracio, sendo expresso em ng.L™,
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em escala logaritmica. Enquanto que as curvas dos extratos das amostras foram expressas em
percentual, sendo construidas da mesma maneira da curva dose-resposta do controle positivo
17B-estradiol.

Os valores de CEsp do 17B-estradiol foram determinados a partir de sua curva dose-
resposta. O valor de CEsy corresponde a concentragdo que elucida 50% da maior resposta
obtida da [-galactosidase no ensaio YES, em relacdo a curva padréo. Para o 17p-estradiol o

CEso foi expresso em ng.L™.

Para as substancias padroes também foi calculado o CEsg a partir de sua curva padrao,

também sendo expresso em ng.L™. Para o calculo do CEs, usou-se o programa Origin® 6.0

Para as amostras, calculou-se o equivalente estradiol (EQ-E,) da maxima indugdo da
B-galactosidase, atraves da interpolacdo dos dados da curva da amostra com os da curva do
controle positivo 17p-estradiol. Para esse calculo utilizou-se a Equacao 2, onde: y é o valor de

AbScorrigida da amostra, x é a concentracdo da substancia estrogénica no ensaio, ou seja, 0
EQ-E, da amostra. A; Ay Xo e P sdo dados relativos a curva do controle positivo 178~
estradiol, onde: A; é a maxima inducdo da B-galactosidase, A, é a minima inducdo da B-
galactosidase, Xp € o valor de CEsy, p € a inclinacdo da regido mediana da curva como

estimado de uma regresséo linear/log da parte linear da curva dose-resposta.

y=_Ai-A +A
1+ (X/%o) P Equagéo 2

Apos a aplicacdo da férmula, o valor foi dividido pelo fator de concentragdo utilizado

na EFS para se chegar ao valor real de EQ-E, da amostra.

Para avaliar o potencial estrogénico de cada substancia padrao em relagdo ao controle
positivo 17B-estradiol, determinou-se a poténcia relativa estrogénica (PR). Esta relacdo é
definida pela Equagéo 3.

PR =_CEso17-estradiol)
CEso(amostra) Equacéo 3
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Para isso, admitiu-se que o controle positivo 17p-estradiol possui poténcia relativa 1, e
partindo desse principio, quando o valor da PR é maior que 1, significa que a substancia
padrdo analisada possui maior estrogenicidade em relacdo ao controle positivo (17p-
estradiol). Quando a PR é menor que 1, significa que a amostra possui menor potencial

estrogénico em relagéo ao controle positivo.

Em algumas amostras pode ocorrer toxicidade (Figura 20), ou seja, alguns compostos
presentes nas amostras podem proporcionar a inibicdo do crescimento da levedura. A inibicdo
do crescimento da levedura é facilmente visualizada pela auséncia de turbidez no fundo do
poco. Nesse caso utiliza-se a relagdo apresentada por Frische et al. (2009), que utiliza o
controle da absorbancia a 620 nm como ferramenta para quantificar a inibi¢cdo do crescimento

da levedura devido a toxicidade das amostras, conforme a relacéo apresentada na Equacao 4.

Figura 20: Placa de 96 pocos apresentando toxicidade nos primeiros pocos das fileiras A, C,
E,eG.

Toxicidade =1 — [A\ﬁGZO(amostra) J

AbS620(bramco) Equacao 4

Na Equacéo 4, Abseoamostra) COrresponde a medida da leitura de absorbéancia a 620 nm
de cada diluicdo da amostra, ou seja, @ média da duplicata de cada um dos pocos da linha da
amostra. Ja Absgzo(ranco) COrresponde a media da leitura da absorbancia a 620 nm para as duas
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linhas de branco correspondentes a cada amostra analisada em duplicata. Assim, neste célculo

é considerada a média de 24 pocos.

Quanto a interpretagdo do resultado da Equacdo 4, admite-se que ndo ha toxicidade
quando o resultado da igual a zero, indicando que o crescimento de células na amostra e no
branco foram iguais, ou menor do que zero, indicando que o crescimento de células na
amostra foi ainda maior do que no branco. Ha toxicidade quando o resultado é superior a zero,

0 que indica que cresceram menos células na amostra do que no branco (Figura 21).

Figura 21: Interpretacdo do resultado da equacgéo de toxicidade do ensaio YES.

- N Maior toxicidade
Auséncia de toxicidade

Ainda que visualmente a amostra ndo apresente toxicidade, é recomendada a aplicacéo

da Equacéo 4 a fim de assegurar a veracidade do resultado.

A Equacdo 4 deve ser aplicada primeiramente no extrato da amostra 100%
concentrado (1° poco da placa de ensaio), pois se houver inibicdo do crescimento da levedura,
essa sera a primeira concentracdo a se observar a ocorréncia. Apos a aplicacdo da férmula se a
inibicdo foi de fato observada, aplica-se a Equacdo 4 para 0S pocos seguintes até que a
inibicdo ndo seja mais observada. A inibigdo é expressa em percentual em comparagdo ao

crescimento da levedura no controle negativo (branco).

Em suma, para a expressdo dos resultados do ensaio YES seguiu-se o fluxograma da
Figura 22. Onde primeiro se verifica se amostra apresentou resposta estrogénica positiva, caso
ndo tenha apresentado, verifica-se a presenca de toxicidade conforme Equacdo 4, caso tenha
toxicidade se dilui mais a amostra, caso ndo tenha, provavelmente a amostra ndo é

estrogénica, ou a estrogenicidade esta abaixo do limite de deteccdo do ensaio.

Se a amostra apresentou resposta estrogénica positiva formando uma curva sigmoidal,

calcula-se 0 CEsg e a PR se for substancia padrdo, se for amostra ambiental calcula-se o0 EQ-
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E,. Caso a amostra ndo apresente curva dose-resposta sigmoidal, mas apresente uma resposta
maior que o critério de negatividade (10% do branco), se for amostra ambiental é possivel
calcular o EQ-E,, porém se for uma substéncia padréo é preciso prepara-la mais concentrada

para atingir a curva sigmoidal e assim calcular o CEsp e a PR.

Figura 22: Fluxograma para a expresséo dos resultados do ensaio YES.
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3.4. Ensaio de crescimento da levedura Saccharomyces cerevisiae

Primeiramente foi realizado o pré-inéculo em frascos de cultura, como descrito no
item 3.3.3.2., onde foi realizado de dois tipos (diferenciados pelo horario de inoculagio):
Quatro frascos tipo 1 e dois frascos tipo 2, iniciado 12 horas apés o tipo 1.

Em seguida, foram feitos os indculos em frascos tipo erlenmeyers previamente
esterilizados com tampdo de algoddo (a 121 °C por 15 minutos) e de capacidade de 500 mL,

contendo 200 mL de meio de cultivo (preparado conforme ANEXO 1).

Ao todo foram 3 in6culos em duplicatas realizados em diferentes dias e horarios (24,
30 e 36 horas ap0os o pré inoculo dos frascos tipo 1) para garantir o acompanhamento do

crescimento da levedura Saccharomyces cerevisiae nas suas diferentes fases.

Para a realizacdo do indculo homogeneizou-se os frasco de pré-indculos: frascol com
o frasco 2, para inocular o erlenmeyr de 24 horas, frasco 3 com o 4 para inocular o erlenmeyr

de 30 horas e frasco 5 com o 6, para inocular o erlenmeyr de 36 horas.

A homogeneizacdo é importante para garantir que os dois frascos erlenmeyrs
(duplicatas) sejam inoculados igualmente, o indculo foi feito de modo a atingir 0,02 de
densidade otica (D.O.) a 620 nm, sendo este o inicio da curva de crescimento. Apos cada
indculo, o erlenmeyr foi incubado a 28 °C, a 150 rpm. E a cada hora estipulada foi feita a

leitura da densidade 6tica no espectrofotdmetro da marca Shimadzu, modelo UV-1800.

Foram feitas leituras da densidade otica dos indculos realizados em duplicatas nos
erlenmeyrs. Intercalou-se os horérios de leitura das diferentes duplicatas de indculos de modo
a se ter a leitura de hora em hora por 72 horas. Ao fim foi montada a curva de crescimento da
levedura Saccharomyces cerevisiae emendando as leituras das duplicatas dos trés tipos de

inoculos. E assim obteve-se a curva de crescimento da levedura em um periodo de 72 horas.

Na Figura 23 € possivel visualizar o esquema do horério de inoculagdo da cepa

Saccharomyces cerevisiae nos frascos de pré inoculo e de indculo.

Vale ressaltar que todo procedimento de pré-indculo, indculo e abertura dos
erlenmeyers para retirada de uma aliquota para a leitura da D.O. foi realizado em capela de
fluxo laminar horizontal. E a aliquota que foi retirada da capela para registro da D.O. foi

descartada, ndo retornando ao frasco.
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Figura 23: Esquema do horério de inoculacdo da cepa Saccharomyces cerevisiae nos frascos
de pré in6culo e de indculo para o ensaio de crescimento da levedura.
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3.5. Quantificacdo do composto 17a-etinilestradiol por cromatografia liquida de alta
eficiéncia com detector de fluorescéncia (CLAE-FLU)

As amostras do Rio Guandu também foram analisadas por CLAE, a fim de quantificar
o composto 17a-etinilestradiol. Para isso foi utilizado o cromatdgrafo liquido modelo
Breeze2, fabricado pela Waters Corporation®. As condicdes cromatograficas de realizacdo das
analises foram: fluxo de 1 mL.min™ de fase mével, sendo 0,6 mL.min™ de acetonitrila grau
HPLC (Tedia®) e 0,4 mL.min™ de 4gua ultrapura.

A metodologia seguida foi a descrita por Cordeiro (2009) com algumas modificacdes,
0 volume injetado foi de 50 puL de amostra para deteccdo por fluorescéncia nos comprimentos

de onda de 230 nm e 280 nm de excitacdo e 306 nm de emissé&o.

A fase estacionaria (coluna cromatografica) foi a PAH (Waters Corporation®) nas
dimensdes de 4,6 x 250 mm e com particula de 5 micras mantida sob a temperatura de 26 °C
com auxilio do forno de colunas. A temperatura do amostrador automatico foi fixada a 18 °C.
O tempo de corrida fixado para as amostras foi de 30 minutos em funcdo do efeito matriz e

para os padrdes foi de 15 minutos.
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3.5.1. Preparo da curva analitica

A curva analitica do 17a-etinilestradiol, usada na CLAE, foi preparada com

concentracBes na faixa de 2,0 a 10,0, pg.L™ e foi obtida pela diluicio em acetonitila.

A construcdo da curva foi realizada através da injecdo dos padrdes em diferentes
concentragOes por trés vezes, sendo determinada em funcdo da média dos valores obtidos da
triplicata.

3.5.2. Avaliacdo do limite de deteccdo (LD)

O limite de detec¢do do 17a-etinilestradiol foi definido como a quantidade minima de
substancia observada como uma razao sinal/ruido. Esta foi expressa em funcdo de que o valor
do limite de deteccdo deve ser de 2 a 3 vezes maior que a amplitude do ruido (INMETRO,
2010).

3.5.3. Avaliacdo do limite de quantificacdo (LQ)

Visando a analise de niveis tracos a concentracdo mais baixa da curva analitica foi
adotada como o limite de quantificacdo, sendo isto determinado como descrito em INMETRO
(2010).

3.6. Ensaios de toxicidade aguda

Para as amostras do Rio Guandu, foram realizados ensaios ecotoxicoldgicos com trés
organismos-teste de niveis tréficos diferentes: um decompositor (bactéria luminescente
Aliivibrio fischeri), consumidor priméario (microcrustaceo Daphnia similis), um consumidor
secundario (peixe Danio rerio). Os ensaios foram realizados seguindo as metodologias
descritas nas normas da ABNT: NBR 15411-3 (ABNT, 2012), NBR 12713 (ABNT, 2009) e
NBR 15088 (ABNT, 2006), respectivamente.
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3.6.1. Organismo-teste: Aliivibrio fischeri

N&o se realizou diluicdo, o teste foi sempre realizado em duplicata, analisando 0,9 mL
da amostra junto com 0,1 mL da cultura liquida da bactéria Aliivibrio fischeri. A cada bateria
de teste foi utilizado um controle negativo, o qual se utilizou a substancia NaCl 2%. O tempo
de contato da amostra com a bactéria foi de 30 minutos. Sendo avaliada a bioluminescéncia
da bactéria em cada amostra. O programa estatistico usado foi SDI Microtox OMNI 4.1,

sendo os resultados expressos em CE50 (concentracdo que elucida 50% da resposta).

3.6.2. Organismo-teste: Daphnia similis

As amostras foram analisadas nas concentracdes 100% e 50% utilizando &gua de
cultivo como controle negativo e também como diluente das amostras. Foram expostos 5
organismos para 10 mL de cada concentracdo, sendo feito em quadriplicata, totalizando 20
organismos por dilui¢do. O teste tem duracdo de 48 horas, sendo 16 horas em presenga de luz
e 8 horas no escuro, em temperatura de 20 °C. Ao final de 48 horas foi verificada a quantidade
de organismos imoveis em cada tubo de 10 mL do teste. O programa estatistico usado foi
TRIMMED SPEARMAN-LCPIN, sendo os resultados expressos em CEsy (concentracdo que

elucida 50% da resposta).

3.6.3. Organismo-teste: Danio rerio

As amostras foram analisadas apenas na concentracdo de 100%, utilizando &gua de
cultivo como controle negativo. Foram expostos 10 organismos em 1 litro de amostra, sendo
mantidos em contato por 48 horas. Ao término desse periodo, os organismos mortos foram
contabilizados. O programa estatistico usado foi GWBASIC. Sendo os resultados expressos
em CLsy (concentracdo letal média - concentracdo para a qual morrem 50% dos individuos

eXxpostos).
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3.7.  Parametros fisico-quimicos

Todas as amostras do Rio Guandu foram caracterizadas com base nos seguintes
pardmetros fisico-quimicos: pH, turbidez, DQO (demanda quimica de oxigénio), nitrogénio
amoniacal, fésforo, COD (carbono organico dissolvido), série sdlidos, seguindo metodologias
descritas em APHA, AWWA, WEF (APHA, 2012) de acordo com os métodos especificos
para cada parametro. A Tabela 7 apresenta os parametros fisico-quimicos com as respectivas

metodologias empregadas.

Ja as amostras de agua do Rio Santa Lucia foram caracterizadas pelos parametros de

condutividade, temperatura e pH.

Tabela 7: Parametros fisico-quimicos e suas respectivas metodologias descritas em APHA

(2012).
Parametros Métodos
pH 4500 - H+ B
Turbidez (NTU) 2130 B
DQO (mg 0,.L™) 5220 D
Nitrogénio amoniacal (mg NHs.L™) 4500-NH3 D
Fésforo Total (mg.L™) 4500 —P E
Carbono organico dissolvido (mg.L™) 5310B
A 1 2540 B, 2540 C, 2540 D, 2540 E, 2540
Série solidos* (mg.L™) F2540 G

* Série solidos: Sélidos Totais, solidos dissolvidos totais e s6lidos suspensos totais.

Vale ressaltar que todos os procedimentos foram realizados no Laboratorio de
Engenharia Sanitaria da UERJ (LES), exceto as analises que foram feitas em campo com
equipamentos portateis e a extracdo em fase sélida das amostras do Rio Santa Lucia, as quais
foram extraidas no laboratorio de Biodiversidade no Centro Universitario Regional Leste
(CURE) da Universidade de la Republica no Uruguai e foram trazidas, ainda no cartucho,

para o LES para a realiza¢do do ensaio YES
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Crescimento da cepa Saccharomyces cerevisiae recombinante

Foi possivel observar as fases classicas da curva de crescimento da levedura

Saccharomyces cerevisiae como apresentado na Tabela 8 e Figura 24.

Tabela 8: Fases da curva de crescimento observadas na Saccharomyces cerevisiae

recombinante.

Fases Tempo Acontecimento
(horas)
Lag 0-4 Fase inicial de adaptacdo do organismo ao meio de cultura.
Fase onde ocorre alto consumo de glicose pelo metabolismo
12 Log 4-14 fermentativo (glicélise), e acumulo de etanol, os genes do
metabolismo respiratdrio estdo reprimidos.
. Fase onde ha uma parada no crescimento celular, nesta fase
Diauxia 14-18 - : . S :
0s citocromos e as enzimas mitocondriais sdo produzidos.
Fase onde as células tém todas as proteinas e citocromos
2% Log 18 - 36 para o metabolismo respiratério. H& o crescimento de
celulas, contudo, o metabolismo é fermentativo.
Estacionaria 3652 Fase onde a razdo entre o numero de células que se dividem

tardia

e morrem é igual, ndo havendo crescimento celular.

Figura 24: Curva de crescimento da Saccharomyces cerevisiae recombinante em meio de
cultivo do ensaio YES.
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A partir do conhecimento das fases de crescimento da levedura, constatou-se que a
mesma atingia a fase 22 log com 18 horas de crescimento. Com esse dado foi possivel detectar
em que fase a levedura foi utilizada por Routledge e Sumpter (1996), pois somente foi dito em
seu estudo que a cepa foi usada com 24 horas de crescimento, porém ndo foi evidenciada em
qual fase ela se encontrava. Sendo assim, ap6s o esclarecimento das fases de crescimento, o

ensaio YES foi sempre iniciado com a levedura na fase 22 log.

4.2. Ensaio YES

No ensaio YES, o potencial estrogénico das amostras ou das substancias padrbes a
serem analisadas € medido colorimetricamente pela mudanca de cor do substrato cromogénico
(CPRG) presente no meio de andlise, essa mudanca de cor é resultado da degradacdo do
CPRG (amarelo) em CPR (rosa). Essa degradacédo € realizada pela enzima [-galactosidase

que é produzida como resposta a ligacdo da substancia estrogénica no REh da levedura.

Para a afericdo da estrogenicidade no ensaio YES, diversos autores (DENIER et al.,
2009; SVODOBOVA et al., 2009; HAMBLEN et al., 2003; ROUTLEDGE e SUMPTER,
1996) utilizaram o comprimento de onda de 540 nm. Neste estudo, foi realizada uma leitura
em varredura da maior concentracdo do controle positivo (2724 ng.L™) utilizada no ensaio

YES e constatou-se melhor absor¢do no comprimento de onda 575 nm (Figura 25).

Figura 25: Espectro de absor¢do da atividade da enzima B-galactosidase no ensaio YES.
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A partir disso, nesse trabalho optou-se por usar o comprimento de onda 575 nm para
afericdo da estrogenicidade, ou seja, afericdo da cor que € o resultado da degradacdo do
CPRG (amarelo) em CPR (rosa) através da enzima [-galactosidase que é produzida como

resposta a ligacdo da substancia estrogénica no REh da levedura.

4.2.1. Controle positivo 17B-estradiol

Para cada ensaio, uma curva dose-resposta do controle positivol7p-estradiol foi
determinada, produzida na faixa de 2724 ng.L™ a 1,3301 ng.L™". O limite de deteccéo do
ensaio foi de 10,13 + 3,65 ng.L™. (Figura 26).

Figura 26: Curva dose-resposta padrdo do controle positivo 17p3-estradiol no ensaio YES.
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Ao todo, foram realizados 21 ensaios com o controle positivo, sendo a media do CEsy
de 46,6 ng.L™ + 11,38 (Figura 27), o que se aproxima do resultado encontrado por Beck et al.
(2006) que foi 49 ng.L™, e ficando bem préximo também ao CEs, encontrado por diversos
outros autores (FIC et al., 2014; RUTISHAUSER et al., 2014; BALSIGER et al., 2010),

valores apresentados na Tabela 4.
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Figura 27: Valores de CEsy do controle positivo 17B-estradiol em todos os ensaios YES
realizados no periodo do estudo.
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422, Determinacdo da atividade estrogénica nas amostras do Rio Guandu

Em diversos municipios da regido sudeste do Brasil, as condi¢cdes de saneamento
podem ser descritas como precarias. Os dados relativos a 2008 revelam que, dos 1668
municipios dessa regido, 1.586 tém sistemas de coleta de esgotos em operacdo. No entanto,
apenas 808 municipios tém instalacdes de tratamento de esgotos e o tratamento de aguas
residuais a nivel secundéario (bioldgico) s6 é realizado em 461 municipios (IBGE, 2010).
Sendo assim, em muitas localidades o esgoto atinge os sistemas aquaticos sem qualquer tipo
de tratamento ou quando é tratado, este € um tratamento precario. Esse fato justifica os
elevados resultados de atividade estrogénica encontrados no Rio Guandu (Figura 28).

Todas as amostras de &gua bruta apresentaram atividade estrogénica, variando de
0,015 a 3,37 ng.L™*. Além disso, das 10 amostras de agua potéavel, 5 apresentaram atividade
estrogénica, tendo a concentracdo méaxima de EQ-E, igual a 0,6 ng.L™. (As curvas dose-

respostas encontram-se no ANEXO 2).
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Figura 28: Valores de EQ-E, (ng.L™") das amostras de agua bruta e potavel provenientes do
Rio Gandu no periodo de setembro de 2014 a janeiro de 2015.

Os resultados encontrados foram bem parecidos com os encontrados por Dias et al.
(2015), que também analisaram a &gua superficial do Rio Guandu. Dias et al. (2015)
realizaram o ensaio YES utilizando dois diferentes meios de preparo da amostra na etapa da

filtracdo: usando apenas a membrana 1,2 um e usando também a membrana de 0,45 um.

Comparando os resultados obtidos nesse estudo com os obtidos por DIAS et al.
(2015), quando utilizou a membrana de 0,45 pm (a mesma usada neste trabalho) para filtracdo
da amostra, é possivel perceber grande semelhanca nos resultados, pois a concentracdo
méxima de estrogenicidade encontrada por Dias et al. (2015) foi de 3,1 ng.L™ e a desse estudo
foi de 3,37 ng.L™".

Zeng et al. (2013) estudou a atividade estrogénica em &gua potavel da China e
encontrou resultados variando de 0,0352 ng.L™ a 1,511 ng.L™, apesar de é4reas de estudo
diferentes, ou seja, agua potavel proveniente de diferentes rios e estacfes de tratamentos, 0s
resultados sdo bem préximos, visto que nesse estudo a minima atividade estrogénica

encontrada em agua potével foi de 0,07 ng.L™ e a maxima foi de 0,6 ng.L™.

A presenca de atividade estrogénica no Rio Guandu também foi previamente estudada
por Kuster et al. (2009), porém nado pelo ensaio YES mas por cromatografia liquida acoplada
a espectrofotbmetro de massa. Foi detectada a presenca de compostos estrogénicos como a

progesterona, fitoestrogénios e estrogénios e seus derivados conjugados. A progesterona,
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provavelmente, pela sua estrutura quimica, fornece uma resposta estrogénica no ensaio YES
(WANG et al., 2005), ao contrario de alguns derivados conjugados (estradiol-17-glucoronideo
e estriol-16-glucoronideo) encontrados por Kuster et al. (2009), os quais ndo apresentam
estrogenicidade pelo ensaio YES. No entanto, esses compostos séo facilmente convertidos em
estriol e estradiol por enzimas produzidas por bactérias presentes no esgoto e na dgua. Assim,
essas substancias podem também ser responsaveis pela significativa atividade estrogénica

encontrada nas amostras de agua coletadas no ambito desse estudo.

4.2.3. Determinacdo da atividade estrogénica das amostras do Rio Santa Lucia, Uruguai

Conforme descrito na metodologia, foram realizadas trés campanhas, em trés pontos
do Rio Santa Lucia. Em cada ponto foram coletadas trés réplicas de agua e trés replicas de
sedimento. As amostras foram analisadas e somente na coleta de fevereiro de 2015, da
amostra de agua, do canal San Francisco foi encontrada atividade estrogénica (Figura 29). (As

curvas dose-respostas das amostras analisadas encontram-se no ANEXO 3).

Figura 29: Valores de EQ-E, das amostras (triplicata) de agua coletada em 18/02/2015 no
canal San Francisco do Rio Santa Lucia.

0,25

O valor de equivalente estradiol encontrado nessa triplicata que apresentou
estrogenicidade foi bem préximo nas trés réplicas: 0,13 ng.L™", 0,11 ng.L" e 0,12 ng.L™".
Sendo a média 0,12 ng.L™ + 0,01.
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Um dos motivos de ter se achado atividade estrogénica em somente um ponto, pode
ser porque o0 uso da area ao redor da Bacia de Santa Lucia com destino urbano-industrial é
pequeno (1,1%), o que reduz a quantidade de efluente lancada na bacia (ACHKAR et al.,
2004). Além disso, o Uruguai possui uma populacdo menor quando comparada ao Brasil, 0
que também reduz o lancamento de esgoto em corpos hidricos.

Ademais, houve a necessidade da adaptacdo da metodologia de extragdo dos
sedimentos, onde foi usado um agitador tipo vortex em vez de um ultrassom, pois o
laboratério onde foi realizada a extracdo nao possuia 0 equipamento de ultrassom. Essa
modificacdo na metodologia pode ter dificultado a determinacdo da atividade estrogénica,
Visto que 0s xenoestrogénios tendem a adsorverem nos sedimentos devido a sua moderada
natureza hidrofobica (WANG et al., 2011) e estudos recentes apontam para a presenca de
xenoestrogens no sedimento de ecossistemas aquaticos (GARCIA-ALONSO et al., 2011;
TUIKKA et al., 2011; SCHNELL et al., 2013; WU et al., 2015)

424, Inibicdo do crescimento da levedura Saccharomyces cerevisiae por toxicidade da

amostra

Alguns estudos, como o conduzido por Bistan et al. (2011) Beck et al (2006) e
Beresford et al. (2000) observaram inibicdo do crescimento da levedura Saccharomyces
cerevisiae durante o periodo de incubacdo do ensaio, 0 que é regularmente associado a
presenca de toxicidade na amostra estudada. Este comportamento é mais frequente quando se
analisa amostras extraidas de efluente de esgoto sanitario, como é o caso de Bistan et al.
(2011).

Visualmente, nenhuma amostra desse estudo apresentou toxicidade, provocando a
inibicdo do crescimento da levedura no ensaio YES, porém para garantia do resultado visual,
foi aplicada a Equacédo 4 (item 3.3.10.) descrita por Frische et al. (2009), onde ele utilizou o
controle da absorbancia a 620 nm como ferramenta para quantificar a inibicdo do crescimento

da levedura devido a toxicidade das amostras.

A inibicao do crescimento da levedura foi determinada no extrato da amostra 100% (1°
poco da placa de ensaio), e quando se observou toxicidade nesse poco, aplicou-se nos pogos

seguintes até que a inibicdo ndo fosse mais observada (Tabela 9).
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Tabela 9: Estimativa da Toxicidade das amostras do Rio Guandu e do Rio Santa Lucia.

Concentracdo da

amostra
Localidade Tipo de Dataecodigoda 15500 5oy
amostra amostra
10/09/2014 (1A) -0,02 -
24/09/2014 (2A) -0,23 -
09/10/2014 (3A) -0,26 -
31/10/2014 (4A) -0,11 -
Agua bruta 14/11/2014 (5A) -0,09 -
27/11/2014 (6A) -0,13 -
15/12/2014 (7A) -0,23 -
30/12/2014 (8A) -0,25 -
15/01/2015 (9A) -0,17 -
: 26/01/2015(10A) -0,18 -
Rio Guandu 10/09/2014 (1B) __ -0,06 :
24/09/2014 (2B) -0,09 -
09/10/2014 (3B) -0,21 -
31/10/2014 (4B) -0,08 -
Agua potavel 14/11/2014 (5B) -0,05 -
27/11/2014 (6B) 0,004 -0,07
15/12/2014 (7B) 0,065 -0,007
30/12/2014 (8B) -0,23 -
15/01/2015 (9B) -0,009 -
26/01/2015(10B) -0,21 -
Canal 19/12/2014 (DA1) 0,03 -0,09
Campanero 16/01/2015 (JA1) -0,1 -
Chico 18/02/2015 (FAL) -0,04 -
19/12/2014 (DA2) -0,07 -
Canal Arequita Agua bruta 16/01/2015 (JA2) -0,11 -
18/02/2015 (FA2) -0,1 -
Canal San 19/12/2014 (DA3) -0,07 -
Francisco 16/01/2015 (JA3) -0,04 -
Rio Santa 18/02/2015 (FA3) -0,16 -
Lucia Canal 19/12/2014 (DS1) -0,05 -
Campanero 16/01/2015 (JS1) -0,12 -
Chico 18/02/2015 (FS1) -0,03 -
19/12/2014 (DS2) 0,02 -0,01
Canal Arequita Sedimento 16/01/2015 (JS2) -0,04 -
18/02/2015 (FS2) -0,02 -
Canal San 19/12/2014 (DS3) -0,03 -
Francisco 16/01/2015 (JS3) -0,04 -
18/02/2015 (FS3) 0,006 -0,07

(-) Toxicidade ndo observada na concentragdo maxima do extrato da amostra (100%), ndo
sendo necessario o calculo nas demais concentracdes.
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A inibicdo do crescimento da levedura durante a incubacdo do ensaio pode acarretar
falsos negativos nos resultados do ensaio YES, pois se ndo ha levedura para que a substancia
estrogénica se ligue no Reh e desencadeie a indu¢ao da B-galactosidase que ira degradar o
CPRG em CPR, logo, ainda que a amostra tenha compostos estrogénicos nao sera possivel a
deteccdo e quantificacdo desses DEs. Ha também a possibilidade de ocorrer a inibicdo parcial
do crescimento da levedura, aferindo uma menor quantificacdo de EQ-E,, fornecendo também

um falso resultado ao ensaio.

Um dos meios de solucionar o problema da toxicidade da amostra para a levedura é a
diluicdo da amostra no ensaio, portanto a realizagcdo de diluicGes do extrato da amostra no
ensaio é de extrema importancia, pois caso ndo seja realizada podera se ter um falso resultado
do ensaio. Entretanto, ndo & possivel usar a amostra sem a concentracdo da EFS, pois a

concentracdo dos DEs poderia ndo estar dentro do limite de detecgdo do ensaio.

Nas amostras 6B e 7B do Rio Guandu observou-se uma pequena inibicdo do
crescimento da levedura exposta ao extrato da amostra a 100% de concentragédo. A inibicdo do
crescimento da levedura foi de 0,4% e 6,5%, respectivamente, quando comparado com o
branco, ou seja, o crescimento da levedura foi 0,4% e 6,5% inferior ao observado para o
branco. Porém no poco seguinte (amostra 50% concentrada) a inibi¢do do crescimento ndo foi

mais observada, o que permitiu o célculo do real valor de atividade estrogénica.

Nas amostras do Rio Santa Lucia encontrou-se também pequena inibicdo do
crescimento da levedura nos ensaios com agua bruta coletada em dezembro no canal
Campanero Chico (3% de inibicdo) e nos ensaios com os sedimentos coletados em dezembro
no canal Arequita (2% de inibicdo) e em fevereiro no canal San Francisco (0,06% de
inibigdo). A inibicdo do crescimento foi baixa e nas outras concentracdes das amostras essa

inibicdo ndo foi mais observada, ndo acarretando falsos negativos aos resultados dos ensaios.

4.2.5. Comparacao da atividade estrogénica entre Rio Guandu e Rio Santa Lucia

Na Figura 30, encontram-se os valores de EQ-E, de todas as amostras coletadas. As
amostras do Rio Guandu encontram-se individualmente e para as triplicatas das amostras de

agua e de sedimento, dos trés pontos do Rio Santa Lucia, foram calculadas as médias.
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Figura 30: Valores de EQ-E, das amostras coletadas no Rio Guandu e no Rio Santa Lucia.
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E possivel observar que entre as duas fontes de abastecimento de agua potavel, o Rio
Guandu encontra-se significativamente mais contaminado por desreguladores endécrinos com
potencial estrogénico do que o Rio Santa Lucia. Vale ressaltar que entre os trés pontos de
coleta do Rio Santa Lucia, ndo se encontrou atividade estrogénica no sedimento de nenhum

dos pontos.

Levando em consideracdo que a concentracdo de 1 ng.L™ de estrogénios ja esta
associada a efeitos danosos aos seres visos (MATTHIESSEN et al., 2006; ROUTLEDGE et
al., 1998), esse valor foi tomado como referéncia para esse estudo. A Tabela 10 retrata uma
melhor visualizagdo das amostras que apresentaram EQ-E, superior a 1 ng.L™ e a sua

incidéncia.

Das amostras do Rio Guandu, 75% apresentaram atividade estrogénica, sendo que
20% das amostras de agua bruta apresentaram EQ-E, superior a 1 ng.L™. Valores de EQ-E,
inferiores a 1 ng.L™* foram observados nas amostras de agua potavel do Rio Guandu e nas

amostras do Rio Santa Lucia (Tabela 10).

Tabela 10: Maximo valor de EQ-E; e incidéncia de valores de EQ-E, maiores que 1 ng.L™.

. . Méaximo EQ-E, EQ-E,>1ng.L"
Localizacéo Tipo de amostra (ng.L™D incidéncia (%)
. . Agua bruta 3,37 20
Rio Guandu (Brasil) Agua potavel 0.6 0
Rio Santa Lucia Agua bruta 0,12 0
(Uruguai) Sedimento Nd 0

nd: ndo detectado

4.2.6. Atividade estrogénica do composto 17 a-etinilestradiol

Para a determinacdo da curva dose-resposta do composto 17 a-etinilestradiol utilizou-
se a mesma concentragéo utilizada para a curva do controle positivo 17p-estradiol, ou seja, a
faixa de concentracdo foi de 2724 ng.L™ a 1,3301 ng.L™. Obteve-se a curva dose-resposta

apresentada na Figura 31.

O 170-etinilestradiol, desenvolvido a partir da adigdo de um radical etinil a molécula

de 17B-estradiol, no carbono 17. Segundo Combalbert e Hernandez-Raquet (2010) e larc,
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(2007) esta diferenga faz com que o 17a-etinilestradiol possua maior potencial estrogénico e
também se torne mais resistente a degradacdo com relacdo ao composto original. No ensaio
YES essa diferenga foi observada, pois ol7a-etinilestradiol apresentou poténcia relativa de
1,59, o que vai de encontro ao relatado por diversos autores (BALSIGER et al., 2010;
CAJTHAML et al., 2009; BECK et al., 2006; RUTISHAUSER et al., 2004; MURK et al.,
2002;).

Figura 31: Curva dose-resposta do composto 17a-etinilestradiol na faixa de concentracdo
2724 ng.L ™" a1,3301 ng.L ™.
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4.3. Caracterizacdo fisico-quimica das amostras

43.1. Rio Guandu

O rio Guandu é um rio de captacdo de agua para abastecimento publico apds
tratamento. Segundo o INEA (Instituto Estadual do Meio Ambiente), a média do indice de
Qualidade da Agua (IQA) do ano de 2014 foi 68,7 e o de més de janeiro de 2015 foi de 52,4,
0 que classifica o rio na categoria média, ou seja, de dguas apropriadas para o tratamento
convencional visando o abastecimento publico (http://www.inea.rj.gov.br/ - acesso em 13 de
fevereiro de 2015)



http://www.inea.rj.gov.br/
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Foram determinados parametros fisico-quimicos nas amostras de agua, no periodo de
setembro de 2014 a janeiro de 2015, a fim de verificar e avaliar a qualidade da agua nos

pontos de amostragem, os resultados encontram-se na Tabela 11.

Para a maioria das amostras o pH ficou proximo de 7. A turbidez variou de 0,1 a 6,3
NTU. Quase todas as amostras tiveram valores de DQO abaixo do limite de detec¢do. O
nitrogénio amoniacal variou de 0,2 a 4,45 mg.L™". O fésforo ficou abaixo do limite de
deteccdo em 25% das amostras, mas nas que a quantificacdo foi possivel, ele variou de 0,19 a
2,31 mg.L™. J4 o carbono organico dissolvido variou de 0,62 a 4, 9 mg.L™, sendo que para a
maioria das amostras ficou abaixo de 2 mg.L™. Os sélidos dissolvidos totais variaram de 50 a
410 mg.L™ para agua potavel e de 30 a 326 mg.L™ para 4gua bruta. E os s6lidos suspensos

totais variaram de 0 a 38 mg.L™ para 4gua potavel e de 2 a 80 mg.L™ para 4gua bruta.

Tabela 11: Parametros fisico-quimicos das aguas bruta e potavel provenientes do Rio
Guandu, coletadas no periodo de setembro de 2014 a janeiro de 2015.

(mg.L™)
Tipo de Data e codigo Turbidez Nitrogénio | _,
an?ostra das amostrgs pH (NTU) DQO amon%acal Fosforo | COD | SDT | SST
10/09/2014 (1A) | 7,4 2,5 * 0,29 2,31 154 | 108 | 50
24/09/2014 (2A) | 7,47 6,3 1 0,48 * 2,18 | 86 2
09/10/2014 (3A) | 7,85 2,6 2 0,41 * 1,80 | 108 | 42
31/10/2014 (4A) | 8,03 1,4 * 4,45 0,23 159 | 88 6
Agua | 14/11/2014 (5A) | 8,1 0,45 3 2,15 * 290 | 132 | 8
bruta | 27/11/2014 (6A) | 9,73 1,24 * 2,16 0,89 2,59 | 110 | 10
15/12/2014 (7A) | 13,16 1,78 * 2,09 1,57 2,17 | 236 | 8
30/12/2014 (8A) | 7,66 1,78 * 1,1 0,24 3,18 | 156 | 28
15/01/2015 (9A) | 7,47 2,1 * 1,35 0,31 490 | 326 | 36
26/01/2015(10A) | 7,78 1,8 * 1,59 0,24 265 | 30 | 80
10/09/2014 (1B) | 7,61 0,91 * 0,20 0,22 0,75 | 82 | 30
24/09/2014 (2B) | 8,22 1,5 * 0,20 * 062 | 410 | 6
09/10/2014 (3B) | 8,02 0,7 * 1,82 * 1,18 | 160 | 30
31/10/2014 (4B) | 8,71 0,6 1 2,36 0,28 1,11 | 100 | 36
Agua | 14/11/2014 (5B) | 12,38 3,1 * 0,42 1,75 1,21 | 50 0
potavel | 27/11/2014 (6B) | 9,39 13 * 2,27 0,19 097 | 330 | 8
15/12/2014 (7B) | 10,52 1,36 * 1,58 0,58 145 | 174 | 28
30/12/2014 (8B) | 9,6 0,1 * 0,71 0,37 090 | 242 | 2
15/01/2015 (9B) | 6,86 18 * 1,59 0,24 2,64 | 104 | 38
26/01/2015(10B) | 6,94 0,83 * 2,44 0,81 160 | 86 | 32

*Abaixo do limite de deteccéo
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4.3.2. Rio Santa Lucia

O Rio Santa Lucia faz parte do principal sistema fluvial do Uruguai, as caracteristicas
da qualidade da &gua nos pontos coletados encontram-se na Tabela 12. A temperatura ficou
entre 23,7 e 28,5 °C, O pH permaneceu em torno de 7 e 0 oxigénio dissolvido em torno de 8

mg.L™.

Tabela 12: Parametros fisico-quimicos das amostras de agua coletadas no Rio Santa Lucia,
nos meses de dezembro de 2014, janeiro e fevereiro de 2015.

19/12/2014 16/01/2015 18/02/2015
Parametros Ponto Ponto Ponto | Ponto Ponto Ponto | Ponto Ponto Ponto
1 2 3 1 2 3 1 2 3
Tem?fé)at“ra 237 269 262 | 250 265 24 | 28 285 283
pH 78 772 805 | 7,33 7.06 734 | 789 817 80
oD (mgL") [ 822 833 829 | 826 817 834 | 83 828 83
4.4. Ensaios de toxicidade

As amostras do Rio Guandu, tanto de &gua bruta (coletada antes da ETA) como de
agua potavel, coletadas entre setembro de 2014 a janeiro de 2015 foram submetidas a ensaios
de toxicidade com organismos-teste de trés niveis troficos: Allivibrio fischeri (decompositor),
Daphnia similis (consumidor primario) e Danio rerio (consumidor secundario) e néo
apresentaram danos consideraveis aos organismos de modo a permitir o calculo do CEsy (%)
ou CLso(%).

O fato das amostras ndo apresentarem toxicidade aguda comprova que ainda que a
amostra ndo seja toxica, pode apresentar atividade estrogénica e em longo prazo ocasionar
danos aos seres vivos, ja que mesmo em baixas concentracdes 0s contaminantes estrogénicos

podem causar graves danos.

Além disso, a auséncia de toxicidade aguda ndo elimina a caracterizagdo da amostra

como toxica, sendo necessaria uma avaliacdo de toxicidade cronica.
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Com isso, pode-se concluir que os testes de toxicidade s&o ineficientes para
predizerem os efeitos causados no meio ambiente por essa classe de micropoluentes, 0s
desreguladores endécrinos. Visto que foram encontradas concentracdes superiores a 1 ng.L™?,
concentracdo que esta associada a efeitos danosos aos seres visos (MATTHIESSEN et al.,
2006; ROUTLEDGE et al., 1998) e ainda assim nos testes de toxicidade ndo foram
observados danos consideraveis aos organismos de modo a permitir o calculo do CEsq (%) ou
CLso(%).

Assim, os ensaios de atividade estrogénica, sdo os mais indicados para avaliar 0s
efeitos em potencial dos DEs. Por isso, suas metodologias deverdo ser completamente
dominadas e implantadas como ensaios necessarios para avaliar os efeitos de efluentes

descartados.

4.5. Quantificacdo do composto 17a-etinilestradiol em amostras do Rio Guandu

O limite de quantificacéo (LQ) do método cromatografico foi de 2 pg.L™ e o limite de
deteccdo (LD) foi de 0,38 ug.L™.

A construcdo da curva analitica foi realizada através da injecdo de cada concentracédo
do padréo por trés vezes, sendo determinada em funcdo da média dos valores das triplicatas
de cada valor de concentracdo. No ANEXO 4 se encontra a curva analitica estabelecida no

equipamento para 0 método desenvolvido para o composto 17a-etinilestradiol.

Os valores de linearidade foram estabelecidos em fungdo da equagdo Y = ax + b, e
estes foram respectivamente r = 0,9932 (coeficiente de correlagdo) e r* = 0,9865 (coeficiente

de determinacéo), o que sdo considerados adequados para os parametros do INMETRO.

Com a curva analitica construida, as amostras foram injetadas, a Tabela 13 e a Figura
32 apresentam os valores das concentragdes de 17a-etinilestradiol detectadas nas aguas do

Rio Guandu. No ANEXO 5 se encontram 0s cromatogramas das amostras analisadas.
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Tabela 13: Concentragdes de 17a-Etinilestradiol encontradas nas amostras coletadas no Rio

Guandu.

Tipo de amostra

Data de coleta

170-etinilestradiol (ng.L™)
*

10/09/2014 (1A)

2409/2014 (2A) 187,83

09/10/2014 (3A) 206,55

31/10/2014 (4A) 169,77

Agua Bruta 14/11/2014 (5A) 57,03
27/11/2014 (6A) 78,34

15/12/2014 (7A) 82,39

30/12/2014 (8A) 102,01

15/01/2015 (9A) 117,49

26/01/2015(10A) 76,65

10/09/2014 (1B) 1252

24/09/2014 (2B) 200,46

09/10/2014 (3B) 157,36

31/10/2014 (4B) 129,18

Agua Potavel 14/11/2014 (5B) 199,08
27/11/2014 (6B) 76,53

15/12/2014 (7B) 55,77

30/12/2014 (8B) 69,58

15/01/2015 (9B) 72,33

26/01/2015(10B) 57,22

* Abaixo do limite de deteccdo

Figura 32: Concentracdo de 17o-etinilestradiol nas amostras de agua bruta e potavel
provenientes do Rio Guandu.
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Pelos dados apresentados foi possivel detectar elevados niveis de 17a-etinilestradiol
em 95% das amostras submetidas & CLAE, dado que a concentracdo de 1 ng.L™ foi tomada
como referéncia para esse estudo, ja que esse valor estd associado a efeitos danosos aos seres
visos (MATTHIESSEN et al., 2006; ROUTLEDGE et al., 1998).

Quando comparado as concentragdes de 17a-etinilestradiol detectadas pela
cromatografia liquida de alta eficiéncia com os valores de EQ-E; detectados pelo ensaio YES
é possivel perceber uma discrepancia entre os resultados, a qual precisa ser estudada

futuramente.

Ainda que os resultados da metodologia analitica e do ensaio YES tenham sido
bastante diferentes, estes foram comparados como forma de mensurar a alteragcdo na

estrogenicidade pelos dois métodos.

Nessa comparacao, pode-se dizer que um dos compostos contribuintes para o resultado
de EQ-E; encontrado no ensaio YES para as amostras do Rio Guandu é o 17a-etinilestradiol.
O fato de ter se encontrado atividade estrogénica na amostra 1A pelo ensaio YES e o
composto 17a-etinilestradiol ndo ter sido detectado pela cromatografia liquida, mostra que o
composto 17a-etinilestradiol pode nao ser o responsavel pela atividade estrogénica encontrada

nessa amostra.

A questao do composto 17a-etinilestradiol ter sido encontrado numa quantidade muito
maior do que a atividade estrogénica total relatada pelo ensaio YES em todas as outras
amostras, poderia ser explicada pelo limite maximo de indugdo da B-galactosidase no ensaio
YES, além da possivel presenca de compostos inibidores de atividade estrogénica, como 0s

acetatos de alquilfendis conforme relatado pela Unido Européia (COMPREHEND, 2002).

Os alquilfentis estdo presentes em substancias quimicas como antioxidantes,
poliestireno modificado, surfactantes e PVC e, portanto, como a &gua potéavel foi coletada da
torneira, é possivel que o encanamento para fornecimento da agua seja de PVC o que
justificaria a presenca de alquilfendis na amostra e consequentemente a questdo do composto
17a-etinilestradiol ter sido encontrado numa quantidade muito maior do que a atividade
estrogénica total relatada pelo ensaio YES. A presenca de alquilfendis na dgua bruta também
é possivel através, por exemplo, dos detergentes e emulsificantes, visto que o Rio Guandu

recebe efluentes industriais e domésticos. Porém para uma resposta conclusiva seria
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necessario a realizacdo de analises quimicas para a comprovacdo da existéncia desses

compostos nas amostras.

No que se refere a presenca de compostos estrogénicos terem sido detectados, em
algumas coletas, em maiores concentra¢fes na agua potavel do que na agua bruta do rio
Guandu, pode ser facilmente justificado pelo tempo de retencdo da &gua a ser tratada na ETA,
ou seja, apesar das amostras terem sido coletadas no mesmo dia, ndo necessariamente a
amostra de agua potavel é referente a amostra de agua bruta que foi coletada. Além disso, vale
ressaltar que o tratamento realizado na ETA Guandu é um tratamento convencional, o qual

ndo remove os DEs.
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5.  CONCLUSAO

O ensaio YES se mostrou uma importante ferrramenta de monitoramento e avaliacao

da qualidade de aguas e sedimentos quanto & presenca de atividade estrogénica.

Das amostras do Rio Guandu, 75% apresentaram atividade estrogénica, sendo que
20% das amostras de agua bruta apresentaram EQ-E; superior a 1 ng.L™. O que é motivo de

preocupacao, visto que essa concentracao ja é responsavel por efeitos danosos aos seres vivos.

As amostras de agua potavel também apresentaram estrogenicidade, o que indica que
o0 tratamento da &gua deve ser otimizado a fim de alcancar a remocao desses micropoluentes.
Sabe-se que 0s processos convencionais de tratamento de dgua ndo removem completamente

0s micropoluentes.

Valores de EQ-E, inferiores a 1 ng.L™ foram detectados nas amostras do Rio Santa
Lucia, o que ndo descarta a necessidade de atencdo, dado que o efeito sinérgico, em matrizes

ambientais, desses micropoluentes é sempre preocupante.

Os testes de toxicidade aguda foram ineficientes para predizerem os efeitos causados
no meio ambiente por essa classe de micropoluentes, os desreguladores endocrinos
estrogénicos. Assim, os ensaios de atividade estrogénica, sdo os mais indicados para avaliar
os efeitos em potencial dos DEs. Por isso, suas metodologias deverdo ser completamente
dominadas e implantadas como ensaios necessarios para avaliar os efeitos de efluentes

descartados.

Nas amostras submetidas a cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de
fluorescéncia, foi possivel detectar elevados niveis de 17a-etinilestradiol em 95% delas.
Porém quando comparado as concentragdes de 17a-etinilestradiol detectadas pela CLAE com
os valores de EQ-E, detectados pelo ensaio YES é possivel perceber uma discrepéncia entre

os resultados, a qual precisa ser estudada futuramente.
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ANEXO 1: Preparo das solugdes do ensaio YES

Meio minimo

O meio minimo foi preparado adicionando-se os seguintes reagentes a 1L de agua ultrapura:
13,61 g de KH,PO,

1,98 g de (NH4)2SO,

4,2 g de KOH

0,2 g de MgSOQOq,

1mL de solucdo de Fe,(SO,)s (40mg/50mL de &gua ultrapura)
50 mg de L-leucina

50 mg de L-histidina

50 mg de adenina

20 mg de L-arginina

20 mg de L-metionina

30 mg de L-tirosina

30mg de L-isoleucina

30 mg de L-lisina-HCI

25 mg de L-fenilalanina

100 mg de &cido glutamico

150 mg de L-valina

375 mg de L-serina.

Solucéo de glicose
A solucéo de glicose foi preparada a 20% m/v (20 g/100 mL), dissolvendo a glicose em agua

ultrapura.

Solucéo de acido L-aspértico
A solugdo de 4cido L-aspartico foi preparada na concentracdo de 4 mg.mL™, com &gua

ultrapura.

Solugéo de L-treonina
A solucdo estoque foi preparada na concentracdo de 24 mg.mL™ (600 mg/25 mL) com &gua

ultrapura
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Solucéo de sulfato de cobre (1)
A solucdo de sulfato de cobre (II) foi preparada na concentracdo de 20 mM (0,5¢/100mL),

com agua ultrapura

Solugéo de vitamina

A solucéo de vitamina foi preparada adicionando-se 0s seguintes reagentes a 180 mL de agua
ultrapura:

8 mg de tiamina

8 mg de piridoxina

8 mg de pantetonato de célcio

40 mg de inositol

20 mL de solucéo de biotina (2 mg/100 mL de &gua ultrapura)

Solucgdo de CPRG (Clorofenol vermelho-g-D-galactopiranosida)
A solucdo foi feita na concentracdo de 10 mgmL-1, utilizando agua ultrapura. Foi armazenada

em frascos de vidro ambar estéreis.

Meio de Cultivo

5 mL de solucéo de glucose

1,25 mL de solucéo de acido L-aspartico
0,5 mL de solucgéo de vitamina

0,4 mL de solucéo de L-treonina

125uL de solugéo de sulfato de cobre (1)

45 mL de meio minimo

O meio minimo, as solugdes de glicose, acido L-aspartico e L-treonina foram esterilizadas em
frascos de vidro em autoclave a 121°C por 15 min.
As solucBes de sulfato de cobre (I1) e de vitamina foram esterilizadas utilizando-se um kit de

filtragcdo estéril, com membrana de 0,2 pm.

As solucBes de L-treonina, vitamina e de CPRG foram armazenadas a temperatura de 4°C.

Todas as demais foram armazenadas em temperatura ambiente.



ANEXO 2: Curvas dose-resposta das amostras de agua bruta e potavel do Rio Guandu
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ANEXO 3: Curvas dose-resposta das médias com desvios das triplicatas mensais de amostras de dgua bruta e sedimento de cada ponto
do Rio Santa Lucia, Uruguai
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ANEXO 4: Curva analitica desenvolvida para a analise do composto 17a-etinilestradiol
por CLAE-FLU
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ANEXO 5: Cromatogramas das amostras submetidas a cromatografia liquida com

detector de fluorescéncia
Amostras 1A, 2A, 3A, respectivamente.
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Amostras 4A, 5A, 6A, respectivamente.
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Amostras 7A, 8A, 9A, respectivamente.
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Amostras 10A, 1B, 2B, respectivamente.
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Amostras 3B, 4B, 5B, respectivamente.
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Amostras 6B, 7B, 8B, respectivamente.
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Amostras 9B, 10B, respectivamente.
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