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RESUMO

LUNA, Mariana Tavares. Anélise e ocorréncia de Bisfenol A e atividade estrogénica em
aguas superficiais do Rio de Janeiro. 2016. 94 f. Dissertacdo (Mestrado Profissional em
Engenharia Ambiental) - Faculdade de Engenharia, Universidade do Estado do Rio de
Janeiro, Rio de Janeiro, 2016.

Atualmente, determinadas atividades antropicas como a industria sdo responsaveis por
alterar a qualidade dos recursos hidricos, por meio da eliminacdo de substancias quimicas que
vém sendo introduzidas no meio ambiente ha algumas décadas, expondo 0s seres humanos e
animais ao contato e a possiveis efeitos. Um grupo especifico de substancias, os chamados
desreguladores endocrinos (DE), sdo capazes de causar desequilibrios no sistema enddcrino
de humanos e animais e, com isso, afetar a salde, o crescimento e a reproducdo, mesmo em
concentracdes relativamente baixas, na ordem de pg.L™* e ng.L™. Como ndo séo removidos
completamente dos efluentes por processos de tratamentos convencionais, podem estar
presentes em matrizes aquaticas como as aguas superficiais. O bisfenol A (BPA) é
considerado um desregulador enddcrino que apresenta atividade estrogénica, ou seja,
capacidade em mimetizar o 17p-estradiol, horménio estrogénico natural do organismo e dessa
forma causar desequilibrio no sistema endocrino. Neste trabalho foi avaliada a ocorréncia de
BPA e a atividade estrogénica em agua bruta e tratada do rio Guandu, Rio de Janeiro. O BPA
foi detectado por cromatografia gasosa de alta resolucdo acoplada a espectrometria de massas
(CGAR-EM) em 58% das amostras de agua bruta na faixa de 219,8 a 1766,9 ng.L™* no ponto
1, de 364,2 a 852,7 ng.L™ no ponto 2 e em 40% das amostras de 4gua tratada na faixa de 49,7
a273,1 ng.L™". O ensaio in vitro YES tem se mostrado uma ferramenta adequada para avaliar
a atividade estrogénica de amostras complexas, pois 75% das amostras de adgua bruta do rio
Guandu analisadas apresentaram atividade estrogénica com valor de EQ-E; variando de 1,2 a
8 ng.L" no ponto 1, e de 1 a 32 ng.L" no ponto 2, o que é preocupante, visto que
concentraces superiores a 1 ng.L™ podem causar riscos a organismos aquéticos. Mesmo que
ndo tenha sido detectada atividade estrogénica para as amostras de agua tratada, foram
encontradas concentracOes relevantes de BPA, o que ndo deixa de ser preocupante, visto que
essa agua é utilizada para abastecimento publico. A presente dissertacdo é uma contribuicao
para 0 aumento de informagfes acerca do BPA em aguas superficiais destinadas ao
abastecimento publico de uma cidade populosa como o Rio de Janeiro.

Palavras-chave: Bisfenol A; Atividade estrogénica; Cromatografia gasosa; Aguas superficiais;
Ensaio in vitro YES; Desreguladores Endocrinos.



ABSTRACT

LUNA, Mariana Tavares. Analysis and occurrence of Bisphenol A and estrogenic activity in
surface waters of Rio de Janeiro. 2016. 94 f. Dissertacdo (Mestrado Profissional em
Engenharia Ambiental) - Faculdade de Engenharia, Universidade do Estado do Rio de
Janeiro, Rio de Janeiro, 2016.

Currently, certain human activities such as industry are responsible for changing the
quality of water resources, through the elimination of chemicals that have been introduced in
the environment for decades, exposing humans and animals to contact and possible effects. A
specific group of substances called endocrine disruptors (EDs), are capable of causing
disruption in the endocrine system of humans and animals and, therefore, health affect the
growth and reproduction, even at relatively low concentrations like pg.L™* and ng.L™. Because
they are not removed completely by conventional effluent treatment processes, may be
present in water matrices such as surface water. Bisphenol A (BPA) is considered an
endocrine disrupter which has estrogenic activity, in other words, the ability to mimic 17p-
estradiol, the natural estrogenic hormones in the body and thus cause disruption in the
endocrine system. In this work it was evaluated the occurrence of BPA and estrogenic activity
in Guandu River’s raw and treated water, Rio de Janeiro. BPA was detected by gas
chromatography coupled to high resolution mass spectrometry (HRGC-MS) in 58% of raw
water samples in the range from 219.8 to 1766.9 ng.L™"in place 1 and 364, 2 to 852.7 ng.L ™" in
place 2 and in 40% of water samples treated in the range 49.7 to 273.1 ng.L™". The in vitro
assay YES has been an appropriate tool to evaluate the estrogenic activity of complex samples
because 75% of raw water samples from the Guandu River analyzed showed estrogenic
activity with value EQ-E; ranging from 1.2 to 8 ng.L™ in place 1, and 1 to 32 ng.L " in place 2,
which is worrying, since concentrations higher than 1 ng.L™ can cause risks to aquatic
organisms. Even that has not been detected estrogenic activity for the treated water samples,
relevant concentrations of BPA were found, which is nonetheless worrying, since this water is
used for public supply. This work is a contribution to the increase of information about BPA
in surface water for public supply of a crowded city like Rio de Janeiro.

Keywords: Bisphenol A; estrogenic activity; Gas chromatography; Surface water; Yeast
Estrogen Screen (YES); Endocrine Disrupters.
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INTRODUCAO

O aumento da ocupacdo urbana somado as atividades antropicas atuais como industria,
agropecuéria, mineracgdo, energia, dentre outras, sdo responsaveis por alterar a qualidade e a
quantidade dos recursos hidricos disponiveis. Mesmo em um pais que possui 12% da
disponibilidade de &gua doce do mundo, os recursos hidricos brasileiros sofrem grande
ameaca principalmente pela falta de acesso a rede de esgoto e pela correta destinacdo de aguas
residuais (ANA, 2012).

Segundo a Companhia de Saneamento do Estado do Rio de Janeiro (CEDAE, 2014), o
indice de cobertura dos servigos de esgoto na cidade do Rio de Janeiro foi de 35,1% em 2014.
A ineficiéncia do sistema de coleta e tratamento somada a ineficacia de remocdo de
substancias quimicas presentes nos esgotos sdo uma das rotas de transporte de contaminantes
aos corpos hidricos, os quais podem ter suas aguas captadas para abastecimento publico
(PADUA, 2012). Dentre este grupo de contaminantes esta presente uma categoria recente de

micropoluentes, denominada desreguladores enddcrinos.

Desreguladores enddcrinos (DE) ou xenoestrogénios sdo compostos naturais ou
sintéticos que tem a capacidade de desregular funcfes enddcrinas, imitando ou bloqueando a
funcdo normal de hormdnios endégenos (SCHUG et al., 2011). O Bisfenol A (BPA), objeto
de estudo do presente trabalho, € um conhecido desregulador enddcrino utilizado na producéo
de plasticos e resinas e sua presenca no ambiente natural € proveniente da lixiviacdo ou
degradacdo de plasticos (MERCEA, 2009). O BPA é liberado de produtos de consumo sendo
detectavel em alimentos, dgua potavel, aguas residuais, ar e poeira (VANDENBERG et al.,
2007).

A literatura reforca a afirmacéo de que a exposi¢do ambiental ao BPA pode ser nociva
para a salude humana. Segundo uma revisdo apresentada por Rochester (2013), o BPA pode
apresentar potente desregulacdo enddcrina, alem do fato de ser onipresente em humanos e ser
suspeito de causar outros efeitos associados, como problemas de satde no periodo perinatal,
na infancia e na idade adulta, incluindo efeitos no desenvolvimento, no processo reprodutivo,

no metabolismo, dentre outros.
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Ainda que néo esteja téo clara a associagéo entre a exposicdo ambiental ao BPA e 0s
efeitos a ele previamente relacionados, existe um aumento no numero de estudos investigando
essa associacdo. Nesse contexto, a presente dissertacdo é uma contribuicdo para o aumento de
informacdes acerca do BPA em aguas superficiais e potaveis. Dessa forma, fica evidenciada a
relevancia de se conhecer as concentracdes nas quais 0 BPA estéa presente e o potencial destas
em causar atividade estrogénica nas aguas utilizadas para abastecimento da regido

metropolitana do Rio de Janeiro.

1. OBJETIVOS

1.1.  Objetivo geral

Avaliar a presenca do desregulador enddcrino Bisfenol A em amostras de &gua bruta e
tratada provenientes do rio Guandu, localizado no estado do Rio de Janeiro, além de avaliar a

atividade estrogénica das amostras de agua.

1.2.  Objetivos Especificos

e Otimizar uma metodologia analitica para quantificacdo do bisfenol A, utilizando a técnica
de extracdo em fase solida (EFS) e determinacdo por cromatografia gasosa de alta
resolucéo acoplada a espectrometria de massas (CGAR-EM);

¢ Avaliar a atividade estrogénica das amostras pelo ensaio in vitro YES;

e Correlacionar as concentragdes obtidas do BPA com a atividade estrogénica e com o indice
pluviométrico.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1.  Desreguladores enddcrinos

Atualmente existe uma infinidade de substancias quimicas disponiveis
comercialmente, que sdo utilizadas nas industrias de medicamentos, produtos de higiene
pessoal, defensivos agricolas, alimentos, produtos de limpeza, dentre outras industrias
quimicas. Segundo o Chemical Abstracts Service (CAS), até o presente momento existem
mais de 107 milhdes de substancias quimicas organicas e inorganicas registradas e

aproximadamente 15.000 novas substancias sendo adicionadas a cada dia (CAS, 2016).

Todas essas substancias vém sendo introduzidas no meio ambiente ha algumas
décadas, expondo 0s seres humanos e animais ao contato e a possiveis efeitos. Porém, um
grupo especifico de substancias, os chamados desreguladores endécrinos (DE), tem recebido
maior atencdo da comunidade cientifica por serem capazes de causar desequilibrios no
sistema enddcrino de humanos e animais e, com isso, afetar a salde, o crescimento e a
reproducdo, mesmo em concentragdes relativamente baixas, na ordem de pgL™ e ng.L™?
(BILA e DEZOTTI, 2007).

A Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (United States Environmental
Protection Agency - U.S EPA), define os DE como sendo: “substdncias exdgenas que
interferem nos processos enddcrinos de sintese, secrecdo, transporte, metabolismo, acédo de
ligacdo ou eliminagdo de hormdnios naturais que estdo presentes no organismo e S&o
responsaveis pela homeostase, reproducéo, e processos de desenvolvimento” (U.S EPA,
1997).

Fazem parte dos DE as substancias quimicas sintéticas de uso industrial como
solventes, lubrificantes e seus subprodutos como bifenilas policloradas (PCB), bifenilas
polibromadas (PBB), dioxinas; plasticos, como bisfenol A (BPA), plastificantes (ftalatos);
pesticidas como metoxicloro, clorpirifos, diclorodifeniltricloroetano (DDT); fungicidas como
vinclozolina; substancias farmacéuticas como dietilestilbestrol (DES) e substancias naturais,
como as isoflavonas, que fazem parte do grupo dos fitoestrogénios, e existem em quantidades
consideraveis em certas plantas como a soja (DIAMANTI-KANDARAKIS, 2009). A Tabela

1 exibe as substancias consideradas DE.



18

Tabela 1 - Substancias classificadas como desreguladores enddcrinos

Ftalatos

Metais pesados

dimetil ftalato (DMP)
dietil ftalato (DEP)
di-iso-butil ftalato (DIBP)
di-n-butil ftalato (DBP)
butilbenzil ftalato (BBP)
dicicloexilo ftalato (DCHP)
di-(2-etil-exil)

ftalato (DEHP)

di-n-octil ftalato (DOP)
di-isooctil ftalato (DIOP)
di-iso-nonil ftalato (DINP)
di-iso-decil ftalato (DIDP)

cadmio
Mercdrio
chumbo
zinco

Pesticidas
Inseticidas: Fungicidas:
DDT (2,2 bis-p-clorofenil- V|nclozoI|r_1a
111-tricloroetano) carbenda2||m €
DDE (2,2 bis-p-clorofenil- penconazo

procloraz

11-dicloroetileno)
deltametrin
carbofurano
Herbicidas:
altrazina linuron

propiconazol
epoxiconazol

Alquifendis Pesticidas organoclorados:
nonilfenol lindane (1,2,3,4,5,6-hexacloroexano)
nonilfenol etoxilado Compostos organicos de estanho
octilfenol tribulestanho (TBT) e trifenilestanho (TPT)

octilfenoletoxilado

Policlorados de bifenilas

Organoclorados

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

Bisfenol

bisfenol A

2,4,4°-triclorobifenil
2,2'5,5'-tetraclorobifenil
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

Parabenos

Retardantes de chama bromado

Benzilparabeno
isobutilparabeno
butilparabeno
n-propilparabeno
etilparabeno
metilparabeno

Hidrocarbonetos arométicos policiclicos

naftaleno
acenaftileno
acenafteno

fluoreno

fenantreno
antraceno
fluoranteno

pireno
benzo[a]antraceno
criseno
benzo[b]fluoranteno
benzo[k]fluoranteno
benzo[a]pireno

Polibromobifenila (PBB)
2,2°,4,4°-tetrabromodifenil éter (BDE 47)
2,2°,4,4° 5-pentabromodifenil éter (BDE 99)
2,2°,4,4° 6-pentabromodifenil éter (BDE 100)
2,2°,4,4° 5,5’-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)

Fitoestrogénios

Isoflavona: daidzeina e genisteina.
Lignanas: metaresinol e enterodiol

Agentes terapéuticos e farmacéuticos

dietilestilbestrol (DES)
17a-etinilestradiol (EE2)

Estrogénios naturais

estrona (E1)
17B-estradiol (E2)

Fonte: Bila e Dezotti, 2007.
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Os DE podem ser encontrados em algumas matrizes ambientais, tais como: aguas
superficiais e de subsolo, sedimentos marinhos, solo, efluentes de estacdo de tratamento de
esgoto (ETE) e lodo bioldgico das ETE. As concentracdes dessas substancias, apesar de
baixas, sdo relevantes (BILA e DEZOTT]I, 2003), podendo afetar a qualidade da &4gua, a satde
dos ecossistemas e potencialmente impactar o suprimento de 4gua potavel.

Uma das formas de contato, 0 meio aquatico, pode se tornar uma fonte de exposicao
em funcdo da erosdo e do carreamento de particulas de solo contaminado, e pela incompleta
remocao dos contaminantes durante os processos de tratamento de esgoto, com a consequente
descarga desses componentes para dentro dos corpos hidricos (VEERASINGAM e AL,
2013).

Os DE ndo sdo removidos completamente por processos de tratamentos
convencionais, sendo necessaria a aplicacdo de técnicas avancadas de tratamento, tais como,
filtracdo em membrana de nanofiltragdo (NF) e osmose reversa (OR), ozoniza¢do ou
processos oxidativos avancados. No entanto, o que existe no Brasil ainda é a prevaléncia do
tratamento convencional (BILA e DEZOTT]I, 2007).

Os DE podem entrar em contato com 0s seres humanos e com 0 meio ambiente de
diversas formas. A exposicdo a essa variedade de substancias pode ser através da ingestdo de
agua e alimentos contaminados, inalacdo de ar contaminado, do contato com o solo exposto a
uma série de pesticidas, plastificantes, alquilfendis e retardadores de chama, que sédo

compostos usados na agricultura, industria e no uso doméstico (KABIR et al., 2015).

Quando em contato com os seres vivos, 0os DE agem no sistema endécrino, o qual é
formado por um conjunto de glandulas responsaveis pela producdo dos horménios, que sdo
moléculas encarregadas de fazer a comunicacdo e interagdo entre 0s 0rgaos e sistemas do
organismo. Os horménios induzem efeitos em células e tecidos especificamente através dos
mecanismos de sinalizagdo que normalmente envolvem os receptores hormonais (UNEP e
WHO, 2013), os quais incluem receptores de estrogénio, de androgénio, da progesterona, da
tireoide, dentre outros (DIAMANTI-KANDARAKIS, 2009).

Esses compostos exibem caracteristicas estruturais semelhantes as dos horménios, e

por isso tem a capacidade de agir no sistema endocrino ao mimetizar ou bloguear a agdo dos
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horménios naturais do organismo, influenciando no aumento ou diminui¢do da quantidade
destes, e dessa forma alterando as fun¢des enddcrinas (SANTAMARTA, 2001).

A desregulacdo enddcrina ocorre quando DE interagem com o0s receptores de
estrogénio (RE), alterando os padrdes de resposta naturais do sistema endécrino. Quando essa
interacdo ocorre e 0 DE mimetiza a agdo dos hormonios naturais, como 0s estrogénios,
androgénios e da tiredide, e ativam uma resposta, ocorre um efeito denominado agonista.
Porém, quando o DE se liga ao receptor e blogueia a ligagdo do horménio natural, impedindo
a propagacdo do sinal, de modo que nenhuma resposta é elucidada, esse efeito é denominado
antagonista (BIRKETT e LESTER, 2003). A Figura 1 mostra um dos mecanismos de acéo
dos DE.

Figura 1 - Processo de desregulacdo enddcrina

" Mimetizador Bloqueador
Hor:m_gn‘lq_ = S~ do horménio -~ —do horménio
X e e - P o O
o \ / \ / e \
v' - Célula M Célula ied o
Célula | \ / \ /
\ w \ Receptor \ Receptor
\ Receptor
\ Efeito Efeito
‘Efeito ~— > :
Efeito Resposta inibida
Resposta agonista (Efeito antagonista)
(a) (b) (c)

Legenda: (a) Resposta natural; (b) Efeito agonista; (c) Efeito antagonista.
Fonte: Adaptado de BIRKETT e LESTER, 2003.

Ao interferir no sistema enddcrino, esses compostos podem causar efeitos adversos,
tais como problemas morfoldgicos e fisiolégicos no sistema reprodutivo em humanos e
animais, perturbagdes no sistema imune, processo de feminizagdo de animais,
hermafroditismo, deformidades nos 6rgédos reprodutivos, dentre outros. Em alguns casos,
esses efeitos podem conduzir a mudancas na dinamica e culminar no declinio das populagdes.

A Tabela 2 apresenta alguns dos efeitos destas substancias descritos na literatura.
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Tabela 2 - Compilacéo da literatura dos efeitos atribuidos aos desreguladores enddcrinos

(continua)
Grupo Composto(DE) Efeitos/Organismo Referéncia
-Possivel endometriose e fibromas
em seres humanos;
ROBERTSON e
-Supressdao do horménio da tiredide | HANSEN, 2001;
PCB em todas as classes de vertebrados;
IPCS, 2003;
- Causa provavel de declinio da
populacdo em aves e mamiferos que UNEP e WHO,
se alimentam de peixe; 2013
Poluentes
Organicos -Possivel causa de endometriose
Persistentes T
, -Diminuigdo da espessura da casca
(POP’s)
dos ovos,
DDT (banido) L IPCS, 1995;
-Feminizagéo, comportamento
homossexual e declinio da populagio | WHO, 2013
em aves.
-Reducdo  da  testosterona e
desmasculiniza¢do em ursos polares e
jacarés e intersex em peixes e réas.
-Ampla evidéncia para disturbio da
capacidade reprodutiva em roedores;
Ftalatos DEHP IARC, 2000;
-Reducdo de testosterona, anomalia
do desenvolvimento e reducio da| LYCHEetal,
qualidade do sémen. 2009
-Inducdo da sintese de vitelogenina TESKE e
) (VTG) em répteis e peixes machos; ARNOLD, 2008;
Alquifendis Nonilfenol
-Diminuicéo da producao de espermas VERDERAME
em homens etal., 2011
-Potencialmente  mutagénicos e PEREIRA
) carcinogénicos;  Neoplasias em | NETTOetal.,
HPA Benzo[a]pireno | organismos aquaticos. 2000;
SROGI, 2007.
-Intersex em sapos; GIDDINGS et
o ) . al., 2005;
Pesticidas (em Atrazina - Depressdo da fungdo imune de
uso atual) roedores adultos quando expostos no | US. EPA, 2006

periodo pré-natal e lactagcdo
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Tabela 2 - Compilacédo da literatura dos efeitos atribuidos aos desreguladores endocrinos
(concluséo)

Grupo Composto(DE) Efeitos/Organismo Referéncia
-Alteracbes no  comportamento
reprodutivo de peixes e anfibios para
0 sucesso da reproducio; ;g‘l%YNA etal.,
Metais Metilmercdrio | _ nterferéncia no sucesso reprodutivo
de aves marinhas devido a efeitos | DIETZ etal.,
perturbadores neuroenddcrinas no 2009
comportamento de corte e escolha do
companheiro
KOGER et al.,
o _ 2000;
-Feminizacdo de peixes machos;
) Hermafroditismo; Inducdo da sintese | RODGER-GRAY
Hormonios 17p-estradiol de VTG. et al., 2001
naturais
SIFUENTES-
ROMERO et al.,
2006
Hormonios 17a- -Inducédo da sintese de VTG; Cancer | ROSE et al., 2002;
sintéticos etinilestradiol | de prostata em homens.

TESKE e
ARNOLD, 2008

Fonte: O autor, 2016.

2.2. Atividade Estrogénica

Os DE que apresentam atividade estrogénica sdo aqueles que interagem com o

receptor de estrogénio (RE) da célula. As substancias que ndo interagem com o RE podem

ser consideradas DE se causarem prejuizo ao sistema endocrino, no entanto, seu mecanismo

de acdo ndo é através do RE. As substancias estrogénicas podem ser classificadas como

naturais ou sintéticas. As substancias naturais também podem ser chamadas de estrogenos

enddgenos, pois sdo produzidos naturalmente pelo corpo, como o 17p-estradiol e a estrona.

Por outro lado, as substancias sintéticas tambeém sdo conhecidas como xenoestrogenos, pois

sdo derivadas de atividades antrdpicas, tais como o 17a-etinilestradiol, bisfenol A, os ftalatos,
0s PCB, certos pesticidas, dentre outros (BECK et al., 2006; YANG, J. et al., 2014).
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O termo substancia estrogénica refere-se a substancia cujo efeito se da através do RE,
iniciando uma cascata de efeitos especificos no tecido/célula similar aos iniciados pelo17p-
estradiol (principal e mais potente estrogénio natural). Esse mecanismo de ligacdo entre uma
substancia e o RE € denominado atividade estrogénica (BILA, 2005). Os receptores
hormonais incluem os receptores da superficie celular e nucleares, sendo estes ultimos 0s

receptores para 0s estrogénios, androgénios e progesterona (KORTENKAMP et al., 2012).

A possibilidade de estrogenicidade de uma substéncia pode ser analisada através da
comparagao entre a estrutura quimica do 17p-estradiol com a estrutura quimica do DE, na
qual deve-se observar em comum o grupo fendlico, que € considerado como sendo crucial
para a alta afinidade da ligacdo da substdncia ao receptor de estrogénio, traduzindo-se na
ocorréncia de estrogenicidade in vivo (BIRKETT e LESTER, 2003; KIDD et al., 2012). Na
Figura 2 estd apresentada a estrutura quimica de alguns compostos estrogénicos, com

destague para o grupamento OH semelhante das substancias.

Figura 2 - Estrutura quimica de alguns compostos estrogénicos, incluindo o natural 17-p
estradiol.

Dietilestilbestrol

Bisfenol A

Fonte: Adaptado de KIDD et al., 2012.
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2.3. Bisfenol A

O bisfenol A (BPA,; 2,2-bis(4-hidroxifenil) propano; Numero de Registro CAS 80-05-
7) € um mondmero que foi sintetizado pela primeira vez em 1891 pelo quimico russo
Alexander P. Dianin, por meio de uma reagdo de condensacdo de duas moléculas de fenol e
uma molécula de acetona na presenca de um catalisador, como cloreto de hidrogénio ou resina
de permuta i6nica. (RUBIN, 2011).

Na industria, o BPA pode ser utilizado como um componente intermediario na sintese
de policarbonatos e resinas epoxi. Também € adicionado ao final da producdo de adesivos,
tintas em pd, lentes de automdveis, vidracas de protecdo, materiais de construcdo, discos
compactos, lentes Opticas, papel térmico, revestimentos de papel, encapsulamento de
componentes elétricos e eletrdnicos (STAPLES et al., 1998) e na composicdo de selantes
dentarios a base de resina e nas colas usadas em procedimentos dentarios (PULGAR et al.,
2000). O policarbonato € um tipo de plastico transparente, duro e rigido, o qual é
autoclavavel, ndo toxico e o mais resistente dentre todos os demais termoplasticos, o que

contribui para a diversidade de aplicacdes que ele apresenta.

A diversidade de aplica¢des do BPA contribuiu para o aumento na produgdo comercial
do setor industrial, que comegou em 1950 e nos ultimos anos demonstra demanda crescente,
impulsionada principalmente pelo mercado asiatico (especialmente a China). (HOEKSTRA e
SIMONEAU, 2013).

2.3.1. Fontes de exposi¢do

A demanda crescente e a larga utilizacdo do BPA traz a tona o questionamento acerca
do destino final de toda a quantidade produzida ao longo dos anos. Por ter uso domeéstico e
industrial, o0 BPA pode ser encontrado em diversas matrizes, como alimentos, dgua potavel,
poeira, aguas superficiais e esgotos domésticos (ZAFRA-GOMEZ et al., 2008;
(MICHALOWICZ, 2014). Como outros DE no Brasil, 0 BPA nédo é removido pelos processos
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de tratamento comumente empregados, e por isso os efluentes contendo BPA podem se tornar
uma fonte de contaminacao do ambiente aquéatico (LEE e PEART, 2000).

Outra forma de contaminagdo é por meio de alimentos contaminados, isso porque o
BPA estd presente em varias embalagens de plastico, especialmente nas de alimentos
enlatados que possuem revestimento de resinas epdxi e que sdo utilizadas para armazenar
sopas, legumes, etc. O revestimento é utilizado para impedir o contato do alimento com a lata.
No entanto, uma vez em contato direto com os alimentos, 0 BPA pode migrar para estes e,
finalmente, para o ser humano (GORE et al., 2014).

A exposicdo a estas fontes implicam na contaminagdo de animais e seres humanos.
Isto se confirma através de estudos que apontam que o BPA foi medido em tecidos e fluidos
corporais, como urina, sangue humano, leite materno, fluido amniético, e tecido placentario,
indicando que o feto humano em desenvolvimento pode ser exposto ao BPA (CALAFAT et
al., 2005; INOUE et al., 2001; SUN et al., 2004; IKEZUKI et al., 2002).

2.3.2. Mecanismo de acéo e atividade estrogénica

A atividade estrogénica referente ao BPA, ou seja, a capacidade do composto em
mimetizar o 17f-estradiol, foi descoberta em 1930 através de uma investigacdo acerca de
substancias capazes de estimular o sistema reprodutivo feminino de camundongos. Em 1993,
em um estudo realizado por Krishnan et al. (1993), a atividade estrogénica do BPA foi
descoberta ocasionalmente, quando pesquisadores da Universidade de Stanford observaram
gue a substancia estrogénica no meio de cultivo ndo era produto do cultivo da levedura, mas
sim da liberacdo da substancia a partir dos frascos de policarbonato utilizados no processo de
autoclavagem, que posteriormente foi purificada e detectada como sendo BPA.

Mesmo néo sendo bioacumulativo e persistente no organismo humano, (VOKEL et al.,
2002), uma vez presente nos tecidos e fluidos corporais, 0 BPA pode interagir com os sitios
receptores da célula, incluindo os receptores de estrogénio e de androgénio, que sao
associados aos hormonios do sistema endocrino e de outros sistemas do organismo
(KRISHNAN et al., 1993; ROGERS et al., 2013). Portanto, o0 BPA pode apresentar tanto acao

antiestrogénica, (quando o BPA, ao competir com o E, enddgeno, blogqueia a resposta
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estrogénica) (RICHTER et al., 2007; BONEFELD-JORGENSEN et al., 2007), quanto anti-
androgénica, (quando o BPA, ao competir com os andrégenos, bloqueia a acdo androgénica
endogena (WETHERILL et al., 2007 ; SOHONI e SUMPTER, 1998).

Foi relatado na literatura que o BPA pode afetar o funcionamento da tiredide,
provocando efeitos agonistas e antagonistas e também interagir com outros 6rgaos e sistemas
fisiologicos, incluindo o sistema nervoso central, o pancreas e o sistema imunoldgico
(WETHERILL et al., 2007).

2.3.3. Efeitos e Legislacéo

Os efeitos decorrentes da desregulagdo enddcrina causada pelo BPA ja foram
constatados por ensaios in vivo e in vitro, sendo a maioria dos testes realizada em
camundongos. Ja foram constatados efeitos como aumento de peso da prostata em
camundongos, dilatacdo vaginal e puberdade precoce nas descendentes de camundongos
fémeas gravidas expostas a doses ambientalmente relevantes de BPA, além de um
envelhecimento reprodutivo avangado (MARKEY et al.,, 2001). Em outro estudo com
camundongos, a exposicdo ao BPA causou alteracdes na estrutura e funcdes cerebrais devido
ao efeito deste composto nos receptores hormonais e neuro-hormonais, além de perturbar o
desenvolvimento de 6rgaos reprodutores, a excrecao de testosterona e a producdo de esperma
(RICHTER et al., 2007).

Os efeitos ecotoxicoldgicos provocados pelo BPA incluem a reducédo da fertilidade e
da qualidade do esperma, a inibicdo da ovulacdo em varias espécies de peixes, alteracdo no
desenvolvimento da cauda em girinos de algumas espécies de rds, e anomalias no
desenvolvimento dos otolitos do peixe-zebra durante os estagios iniciais do desenvolvimento
embrionario (GIBERT et al., 2011).

Segundo a revisdo realizada por Rochester, (2013), o BPA pode estar associado a uma
reducdo do sucesso do processo de fertilizacdo in vitro e da qualidade do embrido, a falha no
processo de implantacdo, ao aborto espontaneo, ao parto prematuro, & reducdo da funcédo

sexual masculina, & reducdo da qualidade do esperma, a alteragdo das concentragcdes de
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hormbnios sexuais, da tireoide, & doenca cardiovascular, alteragdo da fungdo hepatica,
obesidade, alteracdo da expressdo génica, dentre outros. Além disso, a exposicdo ao BPA
durante a gestacdo pode resultar em um aumento de aborto espontaneo, tempo de gestacédo

anormal, peso reduzido, anormalidades nos genitais masculinos e obesidade infantil.

As criancas representam um grupo de risco aos DE se comparado aos adultos porque a
relacdo entre os alimentos ingeridos e 0 peso corporal é maior, o que possibilita uma maior
quantidade relativa de ingestdo de substéncias toxicas e possivel acumulacdo, o que pode
acarretar danos aos sistemas fisiologicos do neurodesenvolvimento (CASTRO-CORREIA e
FONTOURA, 2015). Da mesma forma, fetos e recém-nascidos metabolizam BPA menos
eficientemente do que os adultos, e, portanto, podem ser mais sensiveis a toxicidade causada
por esse composto (DOMORADZKI et al., 2004).

Os resultados obtidos por Nam et al. (2010) mostraram que 0 aumento da temperatura
de mamadeiras e o uso prolongado desses utensilios aumenta a hidrolise dos polimeros
constituintes desses objetos, causando uma maior migracdo de BPA para a dgua. Visto isso,
alguns paises como Canada e alguns estados dos EUA baniram o BPA das mamadeiras e de
outros produtos para criangas e bebés (EFSA, 2008). No Brasil, a Resolucdo - RDC N° 41
(BRASIL, 2011a) proibe a fabricacdo e importacdo de mamadeiras contendo BPA para o
Brasil. No entanto, para as concentracdes de BPA em aguas e alimentos o Brasil ndo dispde
de legislacdo atual para regulacdo. J& na Unido Europeia o limite atualmente aceito de
migracdo do BPA de policarbonatos e resinas para alimentos é de 30 pg.L™ de BPA (VOM
SAAL etal., 2005).

A presenca de substancias quimicas que sdo atualmente consideradas DE em &gua
ainda é pouco regulamentada. A respeito desse fato, a Unido Europeia avaliou 553 compostos
relacionadas a capacidade de desregulacdo endocrina e o BPA foi classificado na categoria 1
(onde hé clara evidéncia de efeitos de desregulacdo enddcrina num organismo intacto) (EC,
2007). Ja na Diretiva 2008/105/CE (EUROPEAN PARLIAMENT AND COUNCIL, 2008)
sobre o dominio da politica da &gua do Parlamento Europeu, o BPA esta incluido na lista de
substancias sujeitas a revisdo para eventual identificagdo como substancias prioritarias ou
perigosas. Mesmo que até a presente data esta revisao tenha concluido que ndo ha provas
suficientes de um risco significativo para o ambiente aquéatico, a Comissao Europeia reavalia
periodicamente as informacoes disponiveis e faz as modificagdes caso sejam atribuidos novos

indicios as substancias em analise.
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Mesmo sendo relatado na literatura, pelos ensaios in vivo e in vitro que o BPA causa
efeitos estrogénicos, hepatotdxicos, mutagénicos e carcinogénicos, ndo existem evidéncias
suficientes para se afirmar se as concentracdes do BPA geralmente determinadas no ambiente
e / ou no organismo humano (sangue, urina) sdo capazes de causar esses efeitos em seres
humanos, ja que as concentracdes geralmente testadas nos ensaios sdo muito superiores
aquelas encontradas no meio ambiente (MICHALOWICZ, 2014). Sdo necessarios estudos
mais minuciosos a respeito desse composto em concentracBes mais proximas as encontradas

em matrizes ambientais para obtencdo de resultados mais conclusivos.
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2.3.4. Bisfenol A em &guas superficiais de varias regiées do mundo

A Tabela 3 apresenta uma compilacéo de trabalhos de 2006 a 2016 das concentracdes

de BPA encontradas em aguas superficiais e potaveis em varios paises.

Tabela 3 - ConcentracGes maximas ou faixas de concentraces de BPA detectadas em aguas
superficiais e tratadas de diferentes regides

Matriz Concentracao Regido Referéncia
< 0,12 a 18,74 ng.L" | Peninsula ESTEBAN et al., 2016
! Antértica
4a377ng.L" China YANG, J. etal., 2014
5,6451 a 295,255 | Americana, SP BERALDO, 2012
Ho.L
2al4lngL” Campinas, SP RAIMUNDO, 2011
87 ng.L* Canada KLEYWEGT etal., 2011
2990 ng.L™ China ZHANG et al., 2011
) 68 ng.L™ Italia LOOS et al., 2010
Aguas 1040 ng.L ™" China ZHAO et al., 2009
superficiais 2a46ng.L" Suica JONKERS et al., 2009
106 a 880 ng.L™ Portugal RIBEIRO et al., 2009
0,008 20,32 pg L | Espanha BALLESTEROS-GOMEZ et
al., 2007
22.000 ng.L™ Holanda
580 ng.L ™" Bélgica VERLIEFDE et al., 2007
360 ng.L'l EUA STACKELBERG et al., 2007

11,7a16,8 ug.L™

Araraquara, SP

LEANDRO, 2006

Agua potavel

0,099 pg.L* América do | ARNOLD et al., 2013
Norte

0,014 pg.L™ Europa

0,317 pg.L* Asia

99 ng.L™* Canada KLEYWEGT etal., 2011

232317 ng.L™ China Lletal., 2010

25ng.L" EUA BENOTTI et al., 2009

1292136 ng.L™ Franca BAUGROS et al., 2008

<10ng.L™? Holanda VERLIEFDE et al., 2007

6,2a7,3ug.L" Araraquara, SP LEANDRO, 2006

Fonte: O autor, 2016.
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No Brasil, os estudos realizados sobre DE em aguas superficiais sdo escassos e grande
parte deles foi desenvolvida na regido sudeste do pais, sendo a maioria no estado de S&o
Paulo, mas englobando o estado do Rio de Janeiro e de Minas Gerais, como pode ser
observado nos trabalhos de Loureiro (2002), Leandro (2006), Ghiselli e Jardim (2007),
Raimundo (2007), Gerolin (2008), Moreira et al. (2009), Sodré et al. (2010).

No estado de S&o Paulo, na cidade de Americana, Beraldo (2012) encontrou
concentracBes méximas de 295,255 pg.L™ de BPA em &guas superficiais. Em Araraquara,
Leandro (2006) constatou a presenca do composto na faixa de 11,7 a 16,8 pg.L™" em 4gua
bruta e 6,2 e 7,3 ug.L™ na 4gua potavel. Raimundo (2011) constatou o BPA na cidade de
Campinas em todos 0s pontos amostrais de &gua tratada, entre 1,5 e 26 ng.L™ e nos
mananciais entre 2 e 141 ng.L™, n4o apresentando correlacdo com perfodos de seca e cheia

dos rios.

Até na regido Antértica as concentracdes de BPA em &guas ja foram avaliadas.
Esteban et al. (2016) analisou a presenca de alguns DE, inclusive do BPA em aguas
continentais da regido da peninsula da Antartica. Para isso, dez amostras de agua foram
analisadas a partir de uma ampla variedade de fontes, incluindo riachos, lagoas, drenagem de
geleiras, e uma descarga de &guas residuais urbanas que tem como destino final o mar.
Surpreendentemente, as concentracbes detectadas foram geralmente semelhantes as

encontradas em outros estudos de aguas continentais em outras partes do mundo.

No estudo realizado por Verliefde et al. (2007) em mananciais e na agua tratada da
Holanda, o BPA ndo foi detectado em concentracées maiores que 10 ng.L™ em agua potavel e
em 4guas superficiais a concentracdo maxima foi de 22 pg.L™?. Na Bélgica a maior
concentracdo encontrada foi de 580 ng.L™ em &guas superficiais. Em Portugal as
concentragdes de BPA encontradas por Ribeiro et al. (2009) variaram na faixa de 106 a 880
ng.L™ para aguas superficiais. Na Suica Jonkers et al. (2009) encontraram concentragdes do
BPA que variaram de 2 a 46 ng.L™ em éguas superficiais. Na China, Zhang et al. (2011)
detectaram concentracdo de BPA de 2,990 pg.L™ no rio urbano Jialu, o qual recebe em suas
aguas efluentes da regido central da China. Zhao et al. (2009) analisou aguas superficiais de
trés rios e constatou que a maior concentracdo encontrada foi de 1,040 pg.L™ no rio Shijing,
poluido pelos efluentes das cidades vizinhas. Ja Yang, J. et al. (2014) detectaram uma faixa
menor de concentracdo, de 4 a 377 ng.L™ no delta do rio das Pérolas, no sul da China.
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Para agua potavel, Arnold et al. (2013) realizaram um estudo detalhado, no qual
analisaram 65 artigos, sendo 31 na América do Norte, 17 na Europa e 17 na Asia, com 0
objetivo de avaliar a relevancia da agua potavel como uma fonte de exposi¢cdo humana ao
BPA e a possiveis efeitos. As concentracbes maximas quantificadas (acima do limite de
deteccdo) de BPA foram de 0,099 ug.L™ para América do Norte, 0,014 pg.L™ para Europa e
0,317 ug.L™* para a Asia.

Baugros et al. (2008) determinaram o BPA na 4&gua tratada da Franga em
concentracdes entre 129 e 136 ng.L™. Verliefde et al. (2007) ndo detectaram concentragdes
maiores que 10 ng.L™. Nos EUA e Canad4 as maiores concentracdes encontradas foram de 25
e 99 ng.L™ respectivamente. Na China foram analisadas amostras de agua da torneira por Li et

al. (2010), nas quais foi encontrado BPA na faixa de 2,3 a 317 ng.L™.

2.4.  Ensaios utilizados na avaliacdo da atividade estrogénica

E importante e necessario o desenvolvimento de metodologias analiticas e técnicas de
monitoramento para avaliar os efeitos dos DE em organismos. Para atender a este proposito,

sdo utilizados ensaios in vitro e in vivo.

De uma forma geral, ensaios in vivo incluem pesagem e histologia de Orgaos
reprodutivos, niveis de hormdnios no sangue, ativacao de gene in vivo, sintese de proteinas,
comportamento,  crescimento,  desenvolvimento, = manutencdo da gravidez e
anatomia/morfologia. Os métodos dos ensaios in vitro incluem proliferacdo de células
animais, ligacdo nos RE, sintese de hormonios/enzima esterdides, ensaio de gene repdrter

recombinante e analises bioguimicas (GRAY et al., 1997).

Entre os ensaios in vivo para a identificacdo de substancias estrogénicas, sao
ressaltados os ensaios em roedores e 0 ensaio da indugdo da sintese de vitelogenina (VTG).
No ensaio em roedores, destacam-se 0 ensaio uterotrofico, que avalia a alteracdo do peso
uterino e o ensaio de cornificacdo da mucosa vaginal, que avalia mudancgas histologicas nas
células epiteliais da mucosa vaginal (BAKER, 2001). No ensaio de VTG, 0s bioensaios sdo
realizados com algumas espécies de peixes, com a utilizacdo da vitelogenina (VTG), uma

lipoproteina complexa que desempenha um importante papel no sistema reprodutivo de
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vertebrados oviparos fémeas. E sintetizada no figado, regulada por estrogénio e transportada
através do sangue para os ovarios, onde sdo incorporados no desenvolvimento dos 6vulos. De
um modo geral, o gene da VTG também esta presente em organismos machos, mas sob
condi¢des normais ndo é expressivo, possivelmente, pela baixa concentracdo de estrogénio no
sangue. Desta forma, o aumento de VTG no plasma de um organismo é considerado uma
evidéncia da exposicdo a substancias com atividade estrogénica (HANSEN et al., 1998;
FOLMAR et al., 1996).

Os ensaios in vitro mais utilizados para avaliar atividade estrogénica englobam ensaios
de interacdo com receptores hormonais (determinam a capacidade de uma substancia acoplar-
se aos receptores hormonais), ensaios de proliferacdo de células (capacidade de uma
substancia em estimular o crescimento de células sensiveis a estrogénios), ensaios de gene
reporter em células de mamiferos ou leveduras (capacidade de uma substancia em estimular a

transcricao do gene repérter inseridos nas células) (BAKER, 2001).

Os ensaios in vitro mais referenciados sdo o E-screen e os que utilizam cepas da
levedura Saccharomyces cerevisiae recombinantes e apresentam o receptor de estrogénio

como via de sinalizagdo, sendo o ensaio in vitro YES o mais utilizado dentre esses.

O ensaio E-screen utiliza a proliferacdo celular para determinar a estrogenicidade da
amostra. Para tal € realizada a quantificacdo da mitose de células cancerigenas mamarias

(MCEF-7), quando em contato com compostos estrogénicos (SOTO et al., 1995).

O ensaio YES, na sua condigdo de ensaio in vitro, apresenta algumas vantagens, tais
como: sensibilidade a baixas concentracOes, respostas especificas, custo baixo, requer pouca
guantidade de amostra, pode ser usado para misturas complexas (aguas naturais, lodos
bioldgicos, etc.) (BERESFORD et al., 2000).

A mensuracao no ensaio YES é colorimétrica, sendo detectada por espectrofotometria.
Os resultados obtidos sdo comparados com os do 17p-estradiol, que € o estrogénio humano
priméario, representa 0 maior potencial estrogénico e é o padrdo pelo qual a atividade
estrogénica € expressa, na forma de equivalentes de estradiol (EQ-E;). O ensaio permite
determinar a atividade estrogénica total de uma amostra, ndo sendo possivel distinguir quais
compostos sdo responsaveis pela atividade estrogénica detectada (ROUTLEDGE e
SUMPTER, 1996). A Tabela 4 apresenta os valores EQ-E, de amostras de aguas superficiais

de diferentes regides. No entanto, ao realizar o ensaio para detectar a atividade estrogénica de
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uma substancia padrdo, ou seja, que apresenta uma concentra¢do conhecida, como o BPA, é
possivel avaliar a poténcia relativa do padrdo em relacdo ao 17p-estradiol. A Tabela 5
apresenta a poténcia relativa e a CEso do BPA em alguns trabalhos da literatura nos quais
foram realizados ensaios YES com diferentes cepas de Saccharomyces cerevisiae

recombinante, todos usando receptor de estrogénio como via de sinalizacéo.

Tabela 4 - Valores de EQ-E; de amostras de aguas superficiais de diferentes locais do mundo

Matriz EQ-E2 Referéncia

Aguas superficiais (rio Guandu) 1,3ng.L™" DIAS et al., 2015

Aguas superficiais (Espanha) 0,053a0,75 ng.L* ESTEBAN etal., 2014
Aguas superficiais (Paises Baixos) 0a 1,09 ng.L™ MURK et al., 2002

Aguas do mar Baltico 0,01a0,82ng.L* BECK etal., 2006

Aguas superficias (China) 0,07a8,06ng.L* YANG,J. etal., 2014
Aguas superficiais (Alemanha) 19,42 ng.L™ PAWLOWSKI et al., 2004

Fonte: O autor, 2016.

Tabela 5 - CEsp e poténcia relativa do BPA em ensaios YES com diferentes cepas de
Saccharomyces cerevisiae recombinante em trabalhos da literatura

Substancia CEsg Poténcia Referéncia
Relativa
- 1,0x 107 MURK et al., 2002
456580 ng.L™ 1,1 x 10* RUTISHAUSER et al.,
2004
1644 * 388 2,43x10 CESPEDES et al., 2004
Bisfenol A H.O.L
342435 ng.L™ 1,2 x 10 BECK et al., 2006
783034,7 ng.L™ - BALSIGER et al., 2010
1,87 x10°ng.L™" 9,82 x 10° YANG, R. et al., 2014
86944 x 10° - RAMIREZ et al., 2014
ng.L*

Fonte: O autor, 2016.
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O ensaio in vitro YES é realizado com uma cepa da levedura Saccharomyces
cerevisiae modificada geneticamente no Departamento de Genética da Glaxo, Reino Unido,
através da integracdo de uma sequéncia de DNA do receptor de estrogénio humano (REh) no
cromossomo principal da levedura. As células da levedura também contém plasmideos de
expressdo, que possuem o elemento de resposta ao estrogénio (ERE), o qual é portador do
gene reporter lac-Z (o qual codifica a enzima [-galactosidase), que vai mediar a mudanca de
coloracdo do ensaio. Quando ocorre a ligagdo de uma substancia estrogénica no sitio do
receptor, este interage com fatores de transcricdo e outros elementos de transcricdo para
modular a transcricdo de genes. Isso causa a expressao do gene reporter lac-Z e
consequentemente a codificacdo da enzima (B-galactosidase), a qual € secretada no meio, e é
responsavel por metabolizar o substrato cromogénico, clorofenol vermelho-B-D-
galactopiranosida (CPRG), que é normalmente amarelo e muda para a cor rosa
(ROUTLEDGE e SUMPTER, 1996). A Figura 3 apresenta um esquema do mecanismo de
acao do ensaio.

Figura 3 - Sistema de expressdo da atividade estrogénica pela levedura Saccharomyces
cerevisiae recombinante (ensaio YES)

W Estrogenio

u Receptor de estrogénio b §
PCK || Lac-Z
m Receptor ativado /]

& p-Galactosidade

CPRO
amarelo

CPR
vermelho

Legenda: 1) O REh é incorporado dentro do genoma da levedura; 2)O RE € ativado através da ligacdo com uma
substancia estrogénica, a qual entra na célula e se liga a ele (3); 4) O receptor de estrogénio ativado se liga ao
ERE e o gene repérter lac-z induz a produgdo da B-galactosidase; 5) A enzima metaboliza o substrato
cromogeénico e ocorre a mudanca na coloracéo.

Fonte: Adaptado de ROUTLEDGE e SUMPTER, 1996.
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2.5.  Métodos analiticos empregados na determinacdo de Desreguladores Enddcrinos

A identificacdo e quantificacdo dos DE no meio ambiente é um desafio devido a
complexidade das matrizes ambientais, como aguas naturais, sedimento, efluentes domeésticos
e industriais, que apresentam uma variedade de substancias, as quais estdo presentes em
concentracdes traco, na faixa de pg.L™" e ng.L™ e que exigem técnicas analiticas sensiveis,

especificas e eficientes para a sua determinacéo.

Em funcdo dessa complexidade e das baixas concentragdes dos compostos de
interesse, se faz necessaria a eliminacdo de interferentes, que se inicia antes da coleta, onde
normalmente é realizada em frascos de vidro ambar, os quais sdo previamente limpos com
agua ultrapura e solventes organicos, como metanol ou acetona. Apés a coleta, as amostras
devem ser armazenadas a temperatura de 4°C, e a extracdo deve ser realizada em até 48h
(YING, 2007).

As etapas subsequentes a coleta normalmente incluem filtracdo da amostra através de
membranas inertes, usualmente de 0.45 um de diametro do poro, para remogdo de solidos em
suspensdo que poderiam comprometer a etapa posterior; ajuste do pH para <4, pois para
compostos fendlicos, como o bisfenol, o pH &cido suprime e previne a ionizacdo dos analitos,
aumentando a eficiéncia da extracdo e o isolamento e concentracdo dos analitos de interesse
(MOREIRA, 2008; YING, 2007).

2.5.1. Extracdo em Fase Sdlida (EFS)

Dentre as técnicas de extracdo e concentragdo de DE em amostras aquosas, 0 emprego
da extracdo em fase sélida continua sendo a mais utilizada, sendo relatado na literatura o
emprego de discos e mais comumente cartuchos (YING, 2007; RICHARDSON, 2010). A
fase estacionaria empregada na EFS deve ser escolhida tendo como base as caracteristicas dos
analitos. A etapa de lavagem (clean up) é usualmente requerida, e tem por objetivo eliminar
0s compostos interferentes presentes na amostra (NOLLET, 2006; LANCAS, 2004).
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A primeira etapa da EFS constitui-se no condicionamento do cartucho. Para o
condicionamento é necessaria a aplica¢do de um solvente orgénico adequado, que possibilite a
ativacdo do material de empacotamento do cartucho. Nesta etapa é importante ndo deixar o
material de preenchimento secar, pois caminhos preferenciais podem ser formados. Apos esta
primeira etapa, a amostra é eluida através do cartucho a um fluxo baixo e constante para que
os analitos de interesse fiqguem retidos no material adsorvente. Na etapa seguinte, de clean up,
sdo removidos os possiveis interferentes que tenham sido retidos juntamente com os analitos
de interesse, por meio da utilizacdo de um solvente que elimine esses interferentes, mas
mantenha os analitos. Por fim a eluicdo visa extrair os analitos de interesse que foram
mantidos no cartucho. Nesta etapa, a escolha do solvente é fundamental para uma boa
recuperacdo dos compostos (NOLLET, 2006). A Figura 4 mostra um esquema com as etapas

da EFS mencionadas.

Figura 4 - Etapas da EFS

Condicionamento Fassagemda

amostra
C

Clean up Eluigio

L

0 0 0

Fonte: NOLLET, 2006.

2.5.2. Técnicas analiticas cromatograficas

Dentre as técnicas cromatograficas disponiveis, a cromatografia gasosa (CG), a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e a eletroforese capilar (EC), vém se

destacando na quimica analitica pela capacidade de realizarem andlises qualitativas e
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quantitativas em amostras ambientais, farmacéuticas, bioldgicas e em alimentos (RIBANI et
al., 2004). A cromatografia gasosa é uma técnica com alto poder de resolugdo, capaz de
separar e detectar dezenas de substancias em uma mesma analise, podendo alcancar baixos
limites de quantificacdo, o que a torna uma excelente técnica quantitativa (COLLINS et al.,
2006).

O acoplamento de um espectrometro de massas ao cromatografo combina as
vantagens da cromatografia (alta seletividade e eficiéncia de separagéo) com as vantagens da
espectrometria de massas na obtencdo de informacdo estrutural, massa molar e aumento
adicional da seletividade (VEKEY, 2001). Embora o uso da cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) ou de ultra eficiéncia (CLUE) acoplada a espectrometria de massas
(CLAE-EM ou CLUE-EM) tenha se sobressaido nos ultimos anos, a técnica de CG-EM é tida
como uma das mais eficientes para a separacao, identificacdo e quantificacdo de DE, mesmo
na faixa de nanograma (MANSILHA et al., 2010; RICHARDSON, 2009; PETROVIC et al.,
2002).

A espectrometria de massas é uma técnica de separacdo fisica que detecta e quantifica
compostos de interesse através da criacdo de ions que serdo separados e detectados de acordo
com a relagdo massa-carga (m/z). Este espectro permite a identificacdo da massa nominal do
analito, além de prover caracteristicas da fragmentacdo (impressao digital) o que viabiliza a
sua identificacdo juntamente com o tempo de retencdo apresentado pelo analito
(SPARKMAN et al., 2011). Portanto, alta seletividade pode ser obtida, o que é de extrema
importancia em andlises quantitativas em niveis tragco (NIESSEN, 2001).

2.6.  Métodos analiticos empregados na determinacéao do Bisfenol A

Dentre os métodos verificados na literatura utilizados para determinar o BPA em
aguas, constatou-se que muitos trabalhos empregaram a CG-EM para detectar e quantificar o
BPA. Na etapa de eluicdo, os solventes metanol, acetato de etila, acetona e diclorometano séo
0s mais utilizados. Observou-se que a CLAE também ¢é muito utilizada, na qual o BPA pode
ser detectado por ultravioleta (UV) e fluorescéncia (FLU). A Tabela 6 apresenta algumas

metodologias empregadas na analise do BPA em amostras aquosas.



Tabela 6 - Metodologias empregadas na analise de BPA reportadas na literatura
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Matriz Método Cromatografico Cartucho Eluente LD Rec (%) Referéncia
Agua Poliestireno- 0,02 LEANDRO,
superficial HPLC/FLD divinilbenzeno Metanol ng.mL™ 99,90% 2006
e tratada (PSDVB)
Aguas Acetato de etila BERALDO, 2002
superficiais GC/MS Cis (1% de aménia) 1 pgL? 91,55%
Aguas RODRIGUEZ-
naturais e LC-MS (APCI) LiChrolut RP-18 Metanol 2e15 81% MOZAZ et al., 2004
agua ng.L*
potavel
Aguas de GC/MS com Cis-E Acetato de etila 1,5ng.L™" 100% SELVARAJ et al,
rio derivatizacao 2014
Acetato de etila Rio: 80.6 a 98% a
Aguas de SIM-GC/MS Oasis (melhor mais eficiente 5,3ng.L* Salgada: 95,1 a
rio e agua derivatizagcdo com recuperacao) 96,2% LIU etal., 2004
salgada BSTFA
Agua GC-MS com Acetato de etila 5,0 ng.L™" Cis: 58 MOL et al., 2000
superficial derivatizacdo CigOULLE LLE: 117
Aguas GC/MS com Oasis HLB Metanol-éter 0,17 ng.L"  74% (50 pg.L™) JEANNOT et al., 2002
superficiais derivatizacdo dietilico (10:90) ! 82% (200 pg.L*

78% (1000 pg.L™)

Fonte: O autor, 2016.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Areadeestudo

O Rio Guandu é formado pelo Ribeirdo das Lajes, que recebe as aguas transpostas da
bacia do Rio Paraiba do Sul e estende-se por 48 km, da nascente até a foz, na Baia de
Sepetiba. O seu maior afluente é o Rio Santana, que desdgua no ponto a partir de onde o
Ribeirdo das Lajes passa a se chamar Rio Guandu. O seu curso final retificado leva o nome de
Canal de Sdo Francisco. Doze municipios fazem parte da bacia do Rio Guandu, sdo eles:
Itaguai, Seropédica, Queimados, Japeri, Paracambi, Nova Iguacu, Rio de Janeiro, Engenheiro
Paulo de Frontin, Miguel Pereira, Vassouras, Pirai e Rio Claro (Figura 5). O aspecto
socioambiental de maior destaque nesta bacia € a utilizacdo das aguas do curso principal para
abastecimento da Regido Metropolitana do Rio de Janeiro (RMRJ) (ANA, 2007). Apesar da
importancia do manancial, esse rio € afetado, por graves problemas ambientais devido a
poluigdo oriunda de seus afluentes, dos esgotos domésticos e industriais langados, além de
efluentes de préticas agropecuarias (SEMADS, 2001).

As coletas das amostras de dgua bruta foram realizadas em dois pontos do rio Guandu.
O ponto 1 (Figura 6) localiza-se no municipio de Nova lguacu, a aproximadamente 150 m
antes da captacdo pela ETA e o ponto 2 (Figura 7) localiza-se no municipio de Japeri a
aproximadamente 17.5 Km antes da captacdo pela ETA. Em relacdo ao ponto 3, referente a
agua tratada, foi realizada a coleta de dgua de uma torneira de um estabelecimento comercial
situado préximo a ETA Guandu. Os pontos de coleta e sua localizacdo podem ser observados

na Tabela 7.

Tabela 7 - Localizacéo dos pontos de coleta de 4gua bruta e tratada

Municipio Latitude Longitude
Ponto 1 Nova Iguagu 22°50'18.14"S 43°36'31.37"0
Ponto 2 Japeri 22°39'25.37"S 43°39'51.13"0

Ponto 3 Nova Iguagu 22°50'45.13"S 43°36'24.29"0
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Figura 5 - Bacia hidrogréfica do rio Guandu

Rio de Janeiro Vassouras

Barra do Pirai

— Limite da Bacla

A bacia hidrogrifica do Guandu
abrange 1S municipios do Estado
do Rio de Janeiro

- .
Rio de Janelro
o

Legenda

d:? Limite Municipal -~ Hidrografia 4> Represa
3 RH Il - Guandu ~n\~~ Rios Principais @ Sedes Municipais

Fonte: http://www.comiteguandu.org.br/hidrografica.php



http://www.comiteguandu.org.br/hidrografica.php

Figura 6 - Ponto 1 de amostragem de agua bruta do rio Guandu em Japeri

A

Figura 7 - Ponto 2 de amostragem de agua bruta do rio Guandu em Nova lguacgu

41
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3.2.  Reagentes e solventes

Os padrdes Bisfenol A (99%) e 17B-estradiol (> 98%) foram adquiridos da Sigma-
Aldrich®. Os solventes etanol anidro, metanol, hexano, acetona e diclorometano, todos de
grau HPLC/Spectro, foram adquiridos da Tedia® Brasil. A agua ultrapura foi obtida através
do sistema de purificacdo MilliQ-Millipore®. O &cido cloridrico P.A. foi obtido da Merck® e
0 extran neutro, usado para lavagem do material, foi obtido da Merck®.

Os reagentes utilizados no ensaio in vitro YES: L-leucina, L-histidina, adenina, L-
arginina-HCI, L-metionina, L-tirosina, L-isoleucina, L-lisina-HCI, L-fenilalanina, L-acido
glutdmico, L-valina, L-serina, tiamina, piridoxina, pantetonato de calcio, inositol, D-glucose,
acido aspartico, L-treonina, sulfato cuprico, sulfato de magnésio, pirofosfato de potassio,
sulfato de aménio, sulfato férrico, hidroxido de potéssio, biotina, CPRG (clorofenol

vermelho-B-D-galactopiranosida), todos de pureza > 98%, foram obtidos da Sigma-Aldrich.

3.3. Limpeza e descontaminacao de vidrarias

A andlise de substancias em concentracGes traco exige uma limpeza especifica dos
materiais utilizados nas analises, com o intuito de evitar contaminacdo por meio de
interferentes. A metodologia especifica de lavagem implementada no Laboratério de
Engenharia Sanitaria (LES) foi aplicada nos frascos de coleta, na vidraria e em todos 0s
materiais utilizados durante o trabalho, com o objetivo de remover possiveis interferentes. O
processo consistiu inicialmente na lavagem de vidrarias, frascos de coleta e aparatos
relacionados ao manifold, (conexdes, canais e mangueiras) com agua da torneira, para depois
serem deixados de molho em uma solucéo de detergente extran a 5 % por um periodo de 24h.
Apbs o periodo de molho, os materiais foram enxaguados 10 vezes com &gua da torneira e em
seguida com &gua ultrapura. Iniciou-se a limpeza com o0s solventes, primeiramente com
acetona, seguida pelo enxague com agua ultrapura, etanol e finalizagdo com agua ultrapura.
Foram utilizados frascos de vidro ambar para armazenar os solventes, em vez dos tradicionais
pissetes de plastico, com o intuito de evitar ao maximo o contato com materiais de plastico, e

consequentemente a contaminacgdo por BPA e plastificantes, como ftalatos e alquifendis. As
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vidrarias ndo volumétricas foram levadas a estufa a 60°C para completa secagem e a vidraria
volumeétrica foi depositada sobre bandejas forradas com papel aluminio para secagem em

temperatura ambiente.

3.4. Coletas

As amostras referentes as analises cromatograficas e ao ensaio in vitro YES foram
coletadas em frascos de vidro &mbar de 1L e as amostras referentes as analises dos parametros
fisico-quimicos foram coletadas em frascos plasticos de 500 mL e acondicionadas em isopor
com gelo. Apo6s a chegada ao laboratorio, foram adicionados 10 mL metanol em cada 1L de
amostra coletada, com o objetivo de se evitar a degradacdo microbioldgica dos compostos de

interesse. Em seguida foram armazenadas em geladeira.

Entre marco a dezembro de 2015 foram realizadas seis coletas de dgua bruta e tratada.
Em cada coletada foram amostrados trés pontos, sendo que para cada ponto foi coletada
triplicata para as analises por cromatografia e duplicata para analises pelo ensaio in vitro YES
(Tabela 8).

O indice pluviométrico registrado para cada coleta foi considerado como sendo a
precipitacdo total ocorrida no periodo de um més que antecedeu o dia de cada coleta. Os

dados pluviométricos foram obtidos do Instituto Nacional de Meteorologia.
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Tabela 8 - Quantidade de amostras coletadas ao longo das seis coletas realizadas no periodo
de marco a dezembro de 2015

CGEM-AR YES

Coletas Pontol Ponto2 Ponto3 Pontol Ponto2 Ponto3 Total

Marc¢o/15 3 3 - 2 2 - 10
Junho/15 3 3 3 2 2 2 15
Julho/15 3 3 3 2 2 2 15
Setembro/15 3 3 3 2 2 2 15
Novembro/15 3 3 3 2 2 2 15
Dezembro/15 3 3 3 2 2 2 15
Total 18 18 15 12 12 10 85

Fonte: O autor, 2016.

3.5.  Filtracéo

Antes de iniciar-se o processo de filtragdo, as amostras foram retiradas da geladeira até
gue atingissem a temperatura ambiente (£ 2h). Depois de atingida temperatura ambiente, as
amostras foram filtradas em filtros de membranas de fibra de vidro de 1.2 um e de acetato de
celulose de 0.45 um para a retirada dos solidos em suspensao. Os aparatos de filtracdo estdo
apresentados na Figura 8. Antes de retornar a amostra filtrada para o frasco de vidro ambar,
tomou-se o cuidado de rinsa-lo com agua ultrapura. O pH das amostras foi ajustado para 2
com solugéo de acido cloridrico (HCI) 3 mol/ L e verificado com tira indicadora universal de
pH (Merck).
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Figura 8 - Sistema de filtracdo a vacuo e membranas usadas no processo de filtracdo

Descricao: Sistema de filtragcdo a vacuo a esquerda (funil de vidro, base suporte em vidro esmerilhado, conexao
para vacuo, grampo em aluminio e erlenmeyer (1000 mL)) devidamente separados por cor das outras vidrarias
de uso comum do laboratério. A direita estdo as membranas usadas no processo de filtragéo.

3.6. Extracdo em Fase Sdélida (EFS)

As condigdes de extragdo foram baseadas na metodologia utilizada por Lopes (2007).
A primeira etapa consistiu no condicionamento dos cartuchos Strata-X (Phenomenex®) de
500 mg / 6 mL de fase reversa e sorvente de base polimérica. Os cartuchos foram
condicionados percolando-se uma sequéncia de solventes, iniciada por 6 mL de hexano,
seguida por 2 mL de acetona, 6 mL de etanol e por ultimo 10 mL de &gua ultrapura em pH 3
ajustado com solucdo de HCI 3M. Os solventes foram percolados com o auxilio da bomba a
vécuo ao fluxo de aproximadamente 3 mL.min™, mantendo sempre o gotejamento e tendo o
cuidado de ndo deixar a fase sélida do cartucho secar entre um solvente e outro. Em seguida a
amostra foi percolada pelo cartucho, tomando-se 0s mesmos cuidados da etapa de
condicionamento. Cada 1L de amostra em cada frasco ambar foi designado para um cartucho
(Figura 9).

Figura 9 - Fotos dos aparatos da EFS
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Logo apo6s a passagem da amostra foi realizado o clean up dos cartuchos, com o
intuito de remover os interferentes, percolando-se uma solucdo de 10 mL de metanol e dgua
ultrapura (na proporcao de 1: 9). Em seguida os cartuchos foram secos no manifold por 10
minutos, com o auxilio da bomba a vacuo. Depois de secos os cartuchos foram entéo

embalados em papel aluminio e armazenados em freezer (com temperatura de -20 °C).

Deu-se prosseguimento a metodologia com a etapa de eluicdo. Os analitos foram
eluidos dos cartuchos com 4 mL de acetona sob efeito da gravidade e recolhidos em frascos
com capacidade de 10 mL. Ao final do processo a bomba foi ligada por 5 minutos para
completa secagem dos cartuchos. Em seguida o volume de solvente (eluato) recolhido no
frasco foi submetido a secagem com o auxilio da bomba a vacuo. Apos a secagem total da
acetona, os analitos foram redissolvidos em 1 mL de diclorometano para anélise em
cromatografia gasosa ou em 2 mL de etanol, para analise do ensaio YES. A Figura 10 mostra
resumidamente o fluxograma das etapas da metodologia antecedentes as analises

cromatograficas e do ensaio YES.
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Figura 10 - Fluxograma resumido das etapas de filtracdo e EFS que antecedem as analise
cromatograficas e do ensaio YES
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7
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‘ Clean up
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Passagem da amostra agua ultrapura (na
1L para cada cartucho proporgiode 1: 9)

3.7. Ensaioinvitro YES

O ensaio YES (Yeast Estrogen Screen) é o ensaio in vitro pelo qual foi avaliada a
atividade estrogénica das amostras de agua bruta e tratada pela metodologia desenvolvida por
Routledge e Sumpter (1996) e adaptada por Bila (2005). O teste permite a identificacdo de
substancias quimicas que sdo capazes de mimetizar a atividade do hormonio estrogénio e

dessa forma causar desregulacéo endocrina.
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3.7.1. Preparacéao das solugdes utilizadas no ensaio

Toda a vidraria utilizada no ensaio YES é exclusiva do ensaio e foi descontaminada
segundo metodologia citada no item 3.3, p. 41. Dessa forma evitou-se a possibilidade de

interferentes e contaminacdes.

Para o preparo das solucbes, os reagentes foram pesados em Becker de 50 mL
destinados somente para este fim. As solugcdes foram armazenadas em frascos de vidro,
autoclavadas a 121°C por 15 minutos e estocadas em temperatura ambiente, com excecdo da
solucdo de vitamina e de CPRG, que foi armazenada em geladeira. Apos a esterilizacdo as
solucdes 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.

3.7.2. Cepa da levedura (Saccharomyces cerevisiae) Recombinante

A cepa de Saccharomyces cerevisiae utilizada no ensaio YES do presente trabalho foi
obtida por doacdo da Prof. Marcia Dezotti do Programa de Engenharia Quimica da
COPPE/UFRJ. O cultivo e preparo da cepa foi realizado segundo a metodologia desenvolvida
por Routlede e Sumpter (1996).

3.7.3. Preparo da levedura Saccharomyces cerevisiae) Recombinante

3.7.3.1.Descongelamento e Pré in6culo

As etapas de descongelamento e pré-indculo foram realizadas 48 horas antes do
ensaio. O tubo criogénico contendo a levedura foi retirado do freezer e deixado por 15
minutos em temperatura ambiente dentro da capela de fluxo laminar para ser descongelado.

Em um frasco T estéril de 50 mL foram adicionados 10 mL do meio de cultivo e em seguida 0
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contetdo do tubo, j& descongelado. 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).

3.7.3.2.In6culo

O indculo foi realizado 24 horas antes do ensaio, adicionando-se 10 mL do meio de
cultivo e 100 pL do pré-inoculo do dia anterior a um novo frasco T estéril, incubado

novamente sob as mesmas condic¢des do pré-indculo.

3.7.3.3.Congelamento

O congelamento foi sempre realizado ao término de cada ensaio com as células
restantes do indculo utilizado, para garantir que a levedura fosse congelada fresca. Em tubo
criogénico estéril, volume de 2 mL, foi depositada a levedura e adicionado o glicerol
previamente esterilizado a 121°C por 15 minutos, na propor¢ao de 40% (900 puL de células em
meio de cultivo e 600 puL de glicerol estéril). Os tubos criogénicos foram armazenados em
freezer a temperatura de - 20 °C, (onde podem ser mantidos por até um ano), podendo ser
armazenados a temperatura de -80 °C e serem guardados por mais tempo, no prazo maximo

de cinco anos.

3.7.4. Preparacgao da levedura Saccharomyces cerevisiae) no dia ensaio

A levedura foi preparada em um tubo falcon (com capacidade de 50 mL) estéril
misturando-se 4 mL do meio de cultivo com uma quantidade em torno de 2 mL do conteudo
do in6culo do dia anterior. Uma aliquota dessa solucgéo foi retirada e lida na absorbancia de

620 nm. A faixa de 0,8 a 1,0 significa que a faixa esta boa e a cultura pronta para o uso. Caso
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a absorbancia ultrapasse o valor de 1,0 € preciso adicionar um pouco mais de meio de cultivo
a solucdo, por outro lado, se a absorbancia estiver abaixo de 0,8, serd necessario adicionar um
pouco mais do conteddo do frasco T. A aliquota foi descartada depois da verificagdo, pois o
ensaio € inteiramente realizado em capela de fluxo laminar. Uma vez retirada da capela para a

leitura de sua absorbancia, a levedura ndo pode mais ser utilizada no ensaio.

3.7.5. Preparacao do meio de anélise

O meio de analise foi preparado utilizando-se 25 mL do meio de cultivo, 250 uL da
solucdo de CPRG (10mg/mL) e 25 pL da solucdo do tubo falcon que contém a levedura. Esse

protocolo é suficiente para o ensaio com duas amostras.

3.7.6. Procedimento do ensaio in vitro YES

As amostras eluidas provenientes da EFS e o padrdo BPA foram analisados quanto a
atividade estrogénica. Para cada batelada de ensaio uma curva padrdo do controle positivo
17B-estradiol foi plotada como referéncia. Para isso, utilizou-se uma solucdo estoque na
concentragdo de 54,48 ug. L™ preparada a partir do padrdo 17p-estradiol em etanol, seguindo o

mesmo procedimento das amostras ambientais e do BPA.

O ensaio foi realizado em uma placa estéril de 96 pocos em capela de fluxo laminar. O
procedimento requer o uso de duas placas, sendo uma de diluicdo e outra de anélise, onde
ocorrerd o ensaio efetivamente. A Figura 11 mostra o procedimento de execugdo do ensaio
YES. As fileiras A e C; E e G correspondem as amostras em duplicata, enquanto que as
fileiras B e D; F e H correspondem as fileiras do branco (controle negativo). Inicialmente
foram adicionados 10 pL de etanol em todos os pogos dos brancos (controle negativo) das
placas de analise. A etapa de dilui¢do iniciou-se com a adigdo de 200 puL da amostra no
primeiro pogo da primeira fileira da placa de diluicdo. Em seguida, com o auxilio de uma
pipeta multicanal (12 canais), foram adicionados 100 pL de etanol nos onze pogos restantes

da primeira fileira. A partir dai foi iniciada a diluicdo seriada da amostra. Com o auxilio da
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micropipeta, foram transferidos 100 pL da amostra do primeiro pogo para o segundo, do
segundo para o terceiro e assim sucessivamente até o 12° poco da primeira fileira,
homogeneizando pelo menos cinco vezes, ao retirar o contetdo e devolvé-lo para o pogo. Ao
final da etapa de diluicdo, com o auxilio da pipeta multicanal, foram pipetados e transferidos
10 pL do conteudo dos doze pogos da primeira fileira da placa de diluicdo para a placa de
andlise, primeiramente nos doze pogos da fileira A e seguidamente nos doze pocos da fileira
C. Como o ensaio ocorre em duplicata, as fileiras A e C correspondem a uma determinada
amostra e as fileiras E e G a outra. Apds a transferéncia para as placas de analise, estas foram
deixadas abertas dentro da capela de fluxo laminar para evaporagédo de todo o etanol presente.
ApoOs a evaporacdo, foram adicionados na placa 200 pL do meio de anéalise, primeiramente
nas fileiras dos brancos e posteriormente nas fileiras das amostras (Figura 12). O mesmo
procedimento é realizado para a andlise do BPA e do 17p-estradiol. O 17pB-estradiol é
considerado o padrdo dos ensaios de atividade estrogénica, sendo assim, € usado como
controle positivo no ensaio YES para demonstrar a resposta estrogénica.

Figura 11 - Demonstracdo das etapas de execucdo do ensaio in vitro YES nas placas de
diluigdo e de anélise
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Figura 12 - Placa de reacdo do ensaio in vitro YES no inicio do periodo de incubacdo das 72h

As placas foram fechadas com fita adesiva e levadas ao agitador (Marca IKA, modelo
MS-3), onde foram homogeneizadas por dois minutos e transferidas para a estufa, na qual
permaneceram por 72 horas a 30°C. Ao final das 72 horas, ja é possivel observar a mudanca
de coloracdo nos pocos quando ha atividade estrogénica, que passam de amarelo a tons de
rosa. Quando retiradas da estufa, as placas foram levadas ao espectrofotbmetro (Marca
Softmax, modelo SpectraMax M3) e lidas nos comprimentos de onda de 575 nm para cor e
620 nm para turbidez).

Ao todo foram realizados seis ensaios in vitro YES, correspondentes as seis coletas
amostradas. Para cada bateria de ensaio foi realizado um controle positivo (17p-estradiol),
totalizando seis controles positivos. Foi plotada uma curva do perfil do controle positivo 17p-

estradiol ao longo dos seis ensaios.

Apos a leitura, seguindo o protocolo de biosseguranga, as placas e todo material que
esteve em contato com a Saccharomyces cerevisiae geneticamente modificada foram
autoclavados a 121°C por 15 minutos antes do descarte, a fim de inativar a levedura que
esteve em contato com o material. Ainda que este OGM - organismo geneticamente
modificado seja pertencente & classe de risco 1 (baixo risco individual e baixo risco para a
comunidade - organismo que ndo causa doenca ao homem ou animal), esses protocolos para
OGM sdo sempre obrigatorios.
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3.7.7. Anélise dos Dados

3.7.7.1.Avaliacéo do limite de deteccéo (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.

3.7.7.2.Andlise dos resultados do ensaio YES

Com os valores obtidos das leituras das absorbancias de 575 e 620 nm seguiu-se a
construcdo dos graficos com as curvas dose-resposta do ensaio. A mudanca de cor do ensaio é
avaliada na absorbancia de 575, o que vai indicar a atividade estrogénica da amostra,
enguanto que a absorbancia de 620 mede a turbidez do pog¢o ocasionada pelo crescimento da
levedura. Assim, para corrigir a resposta estrogénica de cada po¢o de amostra ocasionada pela

turbidez, prosseguiu-se com a aplicagdo da formula contida na equacéo 1:

Abscorrigida Amostra — AbsS?SAmostra - (AbSGZO Amostra — Abs620 Branco)- (1)

A correcdo foi feita para cada pogo da placa, utilizando os valores de absorbancias
obtidos nos dois comprimentos de onda para cada concentracdo na curva. Para calcular esta
correcdo, utilizou-se a média dos valores das absorbancias das duas fileiras de brancos
correspondentes as amostras (fileiras 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.

As curvas dose-resposta do controle positivo 17p-estradiol e do BPA foram
construidas relacionando-se os valores da absorbancia corrigida em funcdo da concentragéo,

sendo expresso em ng.L™, em escala logaritmica. As curvas dos extratos das amostras foram
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expressas em percentual, sendo construidas da mesma maneira que a curva dose-resposta dos
padrdes 17B-estradiol e BPA.

Os valores de CEsp correspondem a concentracdo que elucida 50% da maior resposta
obtida da B-galactosidase no ensaio YES e foram determinados a partir das curvas dose-
resposta do 17p-estradiol e do BPA, expressos em ng.L™. Para o célculo do CEsg usou-se o

programa Origin® 6.0.

Para as amostras, calculou-se o equivalente estradiol (EQ-E2) da maxima inducdo da
B-galactosidase, atraves da interpolacdo dos dados da curva da amostra com o0s da curva do
controle positivo 17f-estradiol. Para esse calculo utilizou-se a Equagdo 2, onde: y é o valor da
Abscorigisa da amostra, x € a concentragdo da substancia estrogénica no ensaio, ou seja, 0 EQ-
E, da amostra. A1, A2, X0 e p sdo dados relativos a curva do controle positivo 17p-estradiol,
onde: Al ¢ a maxima indugdo da B-galactosidase, A2 ¢ a minima indugdo da B-galactosidase,
X0 é o valor de CEsg, p € a inclinacdo da regido mediana da curva como estimado de uma

regressao linear/log da parte linear da curva dose-resposta.

y = _A-A A @)
1+ (X/Xg) P

Apos a aplicagdo da formula, o valor foi dividido pelo fator de concentragdo utilizado

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

Para se determinar o potencial estrogénico do BPA foi realizada uma comparacdo com
o controle positivo de referéncia, 17p-estradiol, determinando a poténcia relativa estrogénica

(PR), calculada a partir da Equacao 3:

PR =_ECso117p-estradiol) 3)
ECSO(amostra)
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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 padréo
analisada possui maior estrogenicidade em relagdo ao controle positivo (17pB-estradiol).
Quando a PR é menor que 1, significa que a amostra possui menor potencial estrogénico em

relagdo ao controle positivo.

A atividade estrogénica total das amostras ambientais foi medida comparando-se com
a atividade estrogénica do E, (composto de maior potencial estrogénico), sendo expressa
como equivalentes de estradiol (EQ-E,). Para detectar os valores de EQ-E; relativos ao BPA
nas amostras de dgua e com isso estimar a contribuicdo do BPA para a atividade estrogénica
total detectada pelo ensaio in vitro YES, foi utilizada a Equacio 4 (CESPEDES et al., 2004;
ESTEBAN et al., 2014).

EQ-E;, (ng.L™") = Ci x PRgpa (4)

Na qual EQ-E; é a atividade estrogénica do BPA em agua; C; é a concentracdo de BPA
determinada pela analise cromatografica e PR é a poténcia relativa (PR) do BPA determinada
no presente trabalho.

3.8.  Analises cromatograficas

3.8.1. Otimizacéo do método cromatografico

A identificacdo e quantificacdo do BPA foram realizadas por cromatografia gasosa de
alta resolucéo acoplada a espectrometria de massas no modo monitoramento seletivo de ions
(CGAR-EM-MSI). Para isto, foi utilizado um cromatdgrafo gasoso (GC-456, Bruker
Daltonics Inc.) acoplado a um espectrdmetro de massas (Scion TQ-MS, Bruker Daltonics
Inc.). Inicialmente o padrdo BPA foi injetado para obtencdo do tempo de retengéo e para
avaliacdo da sensibilidade do detector. Os parametros cromatograficos (fluxo do gas de

arraste, programacdo do forno, temperaturas do injetor, interface, e voltagem do detector)
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foram testados e ajustados de forma a se chegar as melhores condi¢es de andlise. A selecdo
dos ions monitorados foi realizada com base na literatura e nos préprios espectros de massas
(Tabela 9).

Tabela 9 - Condig¢des cromatogréficas utilizadas na técnica no sistema CGAR-EM

Coluna BR-5MS (30m x 0.25mm x 0,25um) de fase 95% polisiloxano e
5%fenil

Modo de Injecéo Splitless

Temperatura do Injetor | 280 °C

Gés de arraste Hélio

Fluxo 1,2 ml/min

Volume injetado 2,0 L

Temperatura do forno

- 100°C (0.60 min) / 200°C a 15°C / min
-275°C a 3°C / min (durante 5 min)
- 300°C a 15°C / min (durante 10 min)

Temperatura da fonte de
ionizacdo

230°C, 70 eV

Temperatura da linha de
transferéncia

250°C

lons monitorados (m/z)

BPA (213e 228 Da)

Tempo de retencéo

13,5 min

Tempo de analise

52,93 min

3.8.2. Construcao da curva analitica

Foram preparadas solucdes estoque de 1000 mg.L™ e 500 pg.L* de BPA em
diclorometano. A partir das solucdes mée foi construida uma curva analitica com seis
concentracdes diferentes de BPA, variando de 1 pg.L™ a 100 pg.L?, que foi injetada

anteriormente a cada conjunto de amostras a serem analisadas.
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3.8.3. Determinacéo dos limites de deteccédo (LD) e quantificagédo (LQ) e linearidade do
método.

Com o objetivo de otimizar o método cromatografico foram determinados o0s
parametros LD, LQ e linearidade. A linearidade corresponde a capacidade do método em
fornecer resultados diretamente proporcionais a concentracdo da substancia em estudo, dentro
de uma determinada faixa de aplicacdo. O limite de deteccdo (LD) representa a menor
concentracdo da substancia em estudo que pode ser detectada, mas ndo necessariamente
quantificada, enquanto que o LQ representa a menor concentragdo da substancia que pode ser

medida, utilizando um determinado procedimento experimental (INMETRO, 2003).

O LD, LQ e a linearidade do método desenvolvido para o BPA foram calculados
utilizando a planilha de validacao criada e reportada por Ribeiro e Ferreira (2008). Para isto,
foram utilizados os valores das concentragfes reais dos pontos da curva analitica e as
respectivas intensidades obtidas como resposta no espectrometro de massas. A linearidade foi
determinada através do coeficiente de correlacdo (r) e o LD e o LQ foram expressos em niveis
de confianca de 95, 99 e 99,9%.

3.9. Parametros fisico-quimicos

Todas as amostras de dgua foram caracterizadas com base nos seguintes parametros
fisico-quimicos: pH, condutividade, turbidez, cor, nitrogénio amoniacal, fésforo total, COD
(carbono orgéanico dissolvido), sélidos dissolvidos e suspensos totais e DQO (demanda
quimica de oxigénio), seguindo as metodologias descritas em (APHA, 2012) de acordo com

0s métodos especificos para cada parametro (Tabela 10).
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Tabela 10 - Par@metros fisico-quimicos e seus respectivos equipamentos e métodos de analise

descritos em APHA (2012)
Parametro Equipamento Metodo
pH pHmetro 4500 - H' B
Condutividade Condutivimetro 2510 B
Série sélidos Bomba de vécuo, estufa, mufla, 2540 B, 2540 C,
balanca analitica e kit de filtracdo 2540 D,
2540 E, 2540 F,
2540 G
DQO Digestor de DQO e espectrofotdometro 5220 D
Fésforo total Placa de aquecimento, espectrofotdmetro 4500-P E
Turbidez Turbidimetro 2130 B
COD TOC -V CPN Shimadzu, kit de filtracdo e 5310 B
bomba de vacuo
Cor Espectrofotdmetro, kit de filtracéo 2120 D
e bomba de vacuo
Nitrogénio Eletrodo lon-seletivo de amonia 4500 - NH; D
Amoniacal

Fonte: APHA, 2012.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Ensaio invitro YES

O resultado do ensaio in vitro YES foi obtido apds 72h. Se houver substancias

estrogénicas presentes na amostra, estas se ligardo ao REh presente na levedura, culminando

na metabolizacdo do substrato cromogénico CPRG (amarelo) em CPR (rosa) pela enzima 3-

galactosidase, o que proporciona a mudanca de coloracdo observada na Figura 13.
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Figura 13 - Foto da placa de 96 pocos ao final das 72h no ensaio in vitro YES

4.1.1. Controle positivo 17f-estradiol

Para cada bateria de amostras analisadas pelo ensaio in vitro YES, foi realizado um
ensaio com o controle positivo 17f3-estradiol, sendo produzida uma curva dose-resposta na
faixa de concentracBes de 2724 a 1,3301 ng.L™ (Figura 14). Ao todo foram realizados seis
ensaios e, portanto, foram produzidas seis curvas dose-resposta. O limite de deteccdo do
ensaio foi de 10,13 + 3,65 ng.L'1 e a média do CEs para os seis ensaios foi de 32,63 + 15,94
ng.L™", o que se aproxima do resultado encontrado por Balsiger et al. (2010), de CEsy 39,5
ng.L™" para o 17B-estradiol. Outros trabalhos que realizaram o ensaio in vitro YES com
diferentes cepas da levedura Saccharomyces cerevisiae recombinante encontraram valores um
pouco maiores do CEsy, porém relativamente proximos, como 49 ng.L™, (BECK et al., 2006);
54,5ng.Lt (FIC et al., 2014) e 57,2 ng.L™! (RUTISHAUSER et al., 2004).
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Figura 14 - Curva dose-resposta do controle positivo 17p-estradiol na faixa de concentracao
de 2724 a 1,3301 ng.L™ do ensaios in vitro YES
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4.1.2. Atividade estrogénica do Bisfenol A pelo ensaio in vitro YES

Para a determinacdo da curva dose-resposta do composto BPA no ensaio YES,
utilizou-se a faixa de concentracdo de 24750 pg.L™ a 12,08 pg.L™ (Figura 15). Foram
realizados cinco ensaios com o padrdo BPA, com a média dos valores de CEsg 165,26 + 96,11
pg.L ™. Comparando as curvas do BPA e do E; e os valores do CEsp, observa-se que o BPA é

menos estrogénico que o E,.
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Figura 15 - Curva dose-resposta do composto BPA na faixa de concentracéo de 24750 pg.L™*
a 12,08 pg.L ™ do ensaio in vitro YES
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O potencial estrogénico do BPA foi determinado pelo calculo de sua poténcia relativa
(PR) em relagdo ao 17B-estradiol, utilizando a Equacdo 3 (item 3.7.7.2, p. 53). O 17p-
estradiol representa a substancia de maior potencial estrogénico e por isso considera-se 0
valor de 1 para sua PR. Portanto, quanto mais proximo de 1 (valor maximo) for o valor da PR
da substancia, maior sera o seu potencial estrogénico. O valor da PR encontrada para 0 BPA
foi 1,9 x 10™ evidenciando que o composto apresenta estrogenicidade, porém é menos
estrogénico do que o 17p-estradiol. De uma forma geral, A PR do BPA determinada no
presente trabalho foi maior que a PR encontrada por outros autores que também utilizaram
cepas de Saccharomyces cerevisiae recombinante e receptor de estrogénio como via de
sinalizacéo (Tabela 5, p.32).

Os diferentes valores da PR encontrados na literatura podem ser devido a metodologia
adotada em cada trabalho. Diferentes variaveis podem influenciar no desenvolvimento do
ensaio YES como, por exemplo, o tempo de incubacdo da levedura na placa de ensaio, 0 uso e
a manipulacdo de diferentes solventes e reagentes e o nimero inicial de células (SILVA,
2015). Sendo assim, a PR de cada padrdo pode variar de acordo com o analista, o laboratério
e 0s materiais utilizados, mas os valores devem ser o mais préximo possivel para a

confiabilidade do ensaio.
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4.1.3. Determinacdo da atividade estrogénica das amostras de 4gua bruta e tratada

O tratamento ineficiente ou inexistente dos efluentes domésticos e industriais permite
que os DE cheguem ao ambiente aquatico através da descarga destas dguas residuais, o que

contribui para a ocorréncia de atividade estrogénica por parte dessas matrizes.

Verificou-se que das doze amostragens de agua bruta realizadas nos pontos 1 e 2 ao
longo das seis coletas, nove apresentaram atividade estrogénica, em uma faixa de EQ-E, que
variou de 1,2 a 8 ng.L™ no ponto 1, e de 1,0 a 32 ng.L™* no ponto 2. No entanto, nenhuma das
amostras de agua tratada (ponto 3) apresentou atividade estrogénica. A Figura 16 apresenta o
grafico com os valores de EQ-E, das amostras coletadas no rio Guandu nos pontos 1 e 2 no
periodo de marco a dezembro de 2015. As curvas dose-resposta obtidas com o0s ensaios das

amostras estdo disponiveis no ANEXO III.

Figura 16 - Valores de EQ-E, das amostras de agua bruta do rio Guandu coletadas no periodo
de marco a dezembro de 2015
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Para o rio Guandu ja foi detectada a presenca de DE e/ou de atividade estrogénica por
alguns autores como Dias et al. (2015); Kuster et al. (2009); Silva (2015); Licurgo (2016).
Dias et al. (2015), que também verificou atividade estrogénica de amostras de agua de dois
pontos do rio Guandu, encontrou concentracdo méxima de EQ-E, de 1,3 ng.L™ e 0,5 ng.L™
nos dois pontos amostrados, ou seja, valores menores do que encontrados no presente
trabalho, que foi de 32 ng.L™ para o ponto 2. Segundo Lépez-Roldan et al. (2010), a
concentracdo de 1 ng L™ de EQ-E, ja é suficiente para causar efeitos estrogénicos em
organismos aquaticos, o que é preocupante, visto que as concentracdes detectadas no presente

trabalho excederam essa concentragao nos dois pontos amostrados.

A presenca de hormonios esterdides como fitoestrogénios, estrogénios e
progestogénios no rio Guandu foi previamente detectada por Kuster et al. (2009). Foram
detectados o estriol, e os derivados conjugados estradiol-17-glucoronideo e estriol-16-
glucoronideo, além de niveis consideraveis de progesterona. A progesterona, possivelmente
devido a sua estrutura quimica, apresentou estrogenicidade que foi previamente detectada
pelo ensaio YES por Wang et al. (2005), em contraste com os derivados conjugados que ndo
apresentam resposta. No entanto, estes glucoronideos sdo facilmente convertidos em estriol e
estradiol por enzimas produzidas por bactérias encontradas no esgoto e nas dguas (KUSTER
et al., 2009). Dessa forma, entende-se que estas substancias podem também ser responsaveis
pela significativa atividade estrogénica detectada nas amostras de agua do presente estudo.

Silva (2015) detectou e quantificou o composto 17a-etinilestradiol por CLAE em 95%
das amostras de agua bruta do rio Guandu, além de detectar atividade estrogénica em todas as
amostras de agua bruta na faixa de concentracdo de 0,015 a 3,37 ng.L™, sendo o valor
méximo de 3,37 ng.L™* menor que o do presente trabalho, que foi de 32 ng.L™". Além disso,
das dez amostras de agua tratada, cinco apresentaram atividade estrogénica, tendo a
concentracdo méxima de EQ-E; igual a 0,6 ng.L™*, em contraste com o presente trabalho, no
qual nenhuma das amostras de agua tratada apresentou atividade estrogénica. Assim, pode-se
dizer que o 17a-etinilestradiol, um dos compostos j& detectados no rio Guandu, pode ser um

micropoluente que contribui para a atividade estrogénica total detectada.

Licurgo (2016) determinou ftalatos e alquifenois para o rio Guandu e para 4gua t em
concentracdes ambientalmente relevantes, excedendo 1000 ng.L™? em A&gua bruta. A
estrogenicidade de alguns compostos destes grupos também foi detectada e confirmada.
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Em matrizes ambientais estdo presentes uma diversidade de DE. Como verificado
pelos trabalhos de Dias et al. (2015), Kuster et al. (2009), Silva (2015), e Licurgo (2016), 0s
compostos ja detectados para o rio Guandu apresentam atividade estrogénica e por isso,
podem estar contribuindo, da mesma forma que o BPA, para a atividade estrogénica total
detectada pelo ensaio in vitro YES no presente trabalho. Mesmo que néo tenha sido detectada
atividade estrogénica para as amostras de agua tratada provenientes do rio Guandu, foram
encontradas concentracOes relevantes de BPA, flatatos, alquifendis, 17a-etinilestradiol, o que

ndo deixa de ser preocupante, visto que essa agua é utilizada para abastecimento publico.

4.1.4. Comparagao com outros trabalhos da literatura

A Tabela 4, p. 33 lista alguns valores de EQ-E, de aguas superficiais em diferentes
locais no mundo. Mesmo que as aguas superficiais nestas regides sejam distintas das aguas
analisadas neste estudo, por apresentarem diferentes usos, niveis de tratamento e abrangéncia
no atendimento a populac6es (conglomerados ou cidades pequenas), € importante conhecer as
concentracfes de EQ-E, em &guas superficiais de outras regifes para se observar a variagcdo
desse parametro em outros localidades.

O maior valor de EQ-E; detectado no presente trabalho para agua bruta do rio Guandu
foi de 32 ng.L™ (Ponto 2), o qual corresponde a concentracdes de EQ-E, detectadas em
efluentes. Pawlowski et al. (2004) detectaram EQ-E, de 34,1 ng.L™ em efluentes de uma
estacdo de tratamento de esgoto municipal em uma cidade na Alemanha. Neste mesmo
trabalho os autores detectaram em aguas superficiais que recebem esses efluentes tratados,
concentracdo de 19,42 ng.L™, ou seja, ainda alta para 4guas superficiais, que por sua vez esta

dentro da faixa detectada no presente trabalho.

A concentracdo de 8,06 ng L™ de EQ-E; detectada por Yang, J. et al. (2014) em 4guas
superficiais de uma regido altamente industrializada do sul da China foi praticamente a

mesma detectada para o ponto 1 do presente trabalho, de 8 ng.L™.

Foi observado que nos locais onde h4 um maior grau de polui¢cdo, como na regido
citada da China e na porc¢édo do rio na Alemanha que recebe descargas do efluente tratado, as

concentragdes de EQ-E; sdo maiores e estdo proximas as encontradas no presente trabalho.
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Outros trabalhos reportaram faixas de concentragdes menores ou semelhantes aquelas

encontradas no presente estudo, como pode ser obervado na Tabela 4, p. 33.

4.2.  Analises cromatograéficas

A solucdo padrdo de BPA foi injetada inicialmente no CGAR-EM, no modo varredura
de ions totais para deteccdo e obtencdo do seu tempo de retencdo. Apods a determinacdo do
tempo de retencdo foram selecionados os ions com m/z 213 e com m/z 228 para analise no
modo monitoramento seletivo de ions (MSI) (Figura 17 e 18) de modo a avaliar a
sensibilidade do detector para o BPA em nivel de ppb. A partir da definicdo dos ions e
consequentemente da menor concentracdo detectada, foi construida uma curva analitica na
faixa de 1 a 100 pg.L™ (Figura 19). Os cromatogramas relativos as concentracdes de 1, 5, 10,
20, 50, 75, 100 pg.L ™ de BPA estdo apresentados na Figura 20.



Figura 17 - Cromatograma de monitoramento de ions seletivos para 0 BPA (m/z 213)
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Figura 18 - Cromatograma do BPA mostrando o seu tempo de reten¢do e os ions monitorados
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Figura 19 - Curva analitica do CGAR - EM — MSI do BPA nas concentracdes de 2,29 - 73,70
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Figura 20 - Cromlatogramas das concentrac@es da curva analitica do BPA na faixa de 1 a 100
HO.L
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4.2.1. Limites de deteccdo e quantificacdo do método

Para avaliar a eficiéncia do procedimento analitico desenvolvido e empregado durante
a andlise dos DE, alguns pardmetros fundamentais para validacdo da metodologia analitica
foram determinados. Estes parametros foram avaliados quanto a eficiéncia da metodologia
aplicada, a linearidade das curvas analiticas, o limite de detec¢do (LD) do equipamento e o
limite de quantificacdo (LQ) do procedimento analitico. Os valores de r obtidos para todas as
curvas analiticas estdo em conformidade com os especificados pela ANVISA (0,99) e pelo
INMETRO (> 0,90).

Os limites de deteccdo e quantificacdo do método desenvolvido para o BPA foram
calculados utilizando a planilha de validacdo desenvolvida e reportada por Ribeiro e Ferreira
(2008). A curva analitica do BPA apresentou um comportamento linear para a faixa de
concentracdo de 2,29 a 73,70 pg.L™, com coeficiente de correlagdo de 0,9967. Os coeficientes
de regressao e os limites de detecgéo e quantificacdo sdo apresentados na Tabela 11.

Tabela 11 - Limites de detec¢do e quantificacdo do método desenvolvido para analise do BPA

Composto LD (u.LY) LQ (uL™)

95% 99% 99,9% 95% 99% 99,9%
Bisfenol A

9,73 13,37 18,09 14,42 16,29 18,84

ao = coeficiente angular, a; = coeficiente linear; r = coeficiente de correlagédo

4.2.2. ldentificagdo e quantificacdo do BPA em amostras de 4gua bruta e tratada do rio
Guandu por CGAR- EM - MSI.

A partir dos dados obtidos por meio da CGAR-EM-MSI, foi calculada a média
aritmética e o respectivo desvio padrdo das triplicatas para obtencdo dos resultados das
concentracdes de BPA detectadas nas amostras de agua bruta e tratada. O BPA foi detectado
em 58% das amostras de agua bruta e em 40% das amostras de agua tratada de todas as
coletas realizadas no periodo de margo a dezembro de 2015, com concentracdo maxima de
1766,9 ng.L ™ no ponto 1.
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Os resultados mostraram que das seis coletas realizadas, nas trés primeiras foram
detectadas concentracdes de BPA nos trés pontos amostrados, porém na 4% (setembro) e 5°
(novembro) coletas ndo foi detectado BPA em nenhum dos pontos. Na 6% coleta o BPA foi
detectado somente no Ponto 1 (Figura 21). A faixa das concentracdes de agua bruta variou de
219,8 ng.L" a 1766,9 ng.L™* no ponto 1 e de 364,2 a 852,7 ng.L™ no ponto 2. O ponto 1,
préximo a captacdo de dgua pela ETA Guandu, foi o que apresentou as maiores concentragoes
do BPA. A faixa de concentragdo de BPA na 4gua tratada variou de 49,7 a 273,1 ng.L ™.

Figura 21 - Detecgdo do BPA em amostras de agua bruta e tratada nas coletas de marco a
dezembro de 2015
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O presente trabalho é o primeiro a avaliar as concentracGes de BPA nas aguas do rio
Guandu. Na Tabela 3, p. 29 podem ser observadas concentracdes de BPA em trabalhos
realizados em outras regides. As concentragOes detectadas neste estudo foram menores que as
encontradas anteriormente em outros trabalhos semelhantes realizados em S&o Paulo. Beraldo
(2012) relatou concentragBes méaximas de 295,255 pg.L™* em &guas superficiais da cidade de
Americana e Leandro (2006) constatou a presenca de BPA entre 11,7 e 16,8 ug.L™ em agua

bruta e 6,2 e 7,3 pg.L™ na 4gua potavel da cidade de Araraquara.

Em outros paises, ainda em relacdo as &guas superficiais, as concentracdes
encontradas na China por Zhang et al. (2011) e na Holanda por Verliefde et al. (2007), foram

muito superiores que as do presente trabalho. Em Portugal e na Espanha, Ribeiro et al. (2009)



71

e Ballesteros-Gomez et al. (2007) detectaram concentracfes semelhantes, enquanto que no
Canad4, na Itdlia e na Suica, Kleywegt et al. (2011), Loos et al. (2010) e Jonkers et al. (2009)

encontraram concentrac6es bem menores que as do presente trabalho.

Comparando-se as concentracbes de BPA detectadas em agua tratada no presente
estudo com as detectadas nos outros trabalhos citados na Tabela 3, p. 29, somente na China e
no Brasil as concentracOes encontradas por Li et al. (2010) e Leandro (2006) foram maiores

que as encontradas neste trabalho.

No Canada e na Franca as concentracdes encontradas por Kleywegt et al. (2011) e
Baugros et al. (2008) estiveram na mesma faixa deste estudo e nos EUA e na Holanda as
concentracdes detectadas por Benotti et al. (2009) e Verliefde et al. (2007) foram bem

menores que as do estudo atual.

Comparando com o abrangente estudo de Arnold et al. (2013), foi verificado que as
médias maximas obtidas no presente estudo foram maiores que as méximas da Europa (14
ng.L™), semelhantes as da América do Norte (99 ng.L™) e menores que as encontradas na
Asia (317 ng.L™).

Ao analisar a ampla faixa de concentracdes do BPA em &guas superficiais reportadas
na literatura em diversas regides, percebe-se que ndo ha um padrédo de ocorréncia para esse
composto, 0 que nos leva a constatar a necessidade de estudos de monitoramento do BPA nas
aguas utilizadas para abastecimento publico.

4.3.  Compilagéo dos resultados do ensaio in vitro YES com os da cromatografia

A deteccdo das concentracdes do BPA nas matrizes aquéticas ndo é suficiente para
avaliar a qualidade das mesmas em relacdo a presenca de DE. Por esta razdo, € essencial
conhecer a atividade estrogénica total das amostras de agua e a contribuicdo estimada que o
BPA apresenta para esse total. A Tabelal2 mostra as concentragdes do BPA, os valores de
EQ-E; das amostras de agua, os valores de EQ-E, do BPA e o indice pluviométrico do periodo

em que a coleta foi realizada.
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Tabela 12 - Comparacdo entre a média aritmética das concentracbes de BPA determinadas
pela cromatografia, 0 EQ-E; das amostras de agua bruta (ponto 1 e 2) e tratada
(ponto 3) , 0 EQ-E, do BPA e o indice pluviométrico do periodo de cada

coleta.
Coletas Data Pontos | BPA | EQ-E,agua | EQ-E, BPA | indice Pluviométrico
(ng.L™) | (ng.L™) (ng.L™) (mm)

18/03/2015 | Ponto 1 | 723,85 8 0,143 2

1 18/03/2015 | Ponto 2 | 404,4 32 0,080 2
10/06/2015 | Ponto 1 | 1766,9 4 0,349 42

2 02/06/2015 | Ponto 2 | 364,2 - - 42
02/06/2015 | Ponto 3 | 273,1 - - 42
13/07/2015 | Ponto 1 | 1257 - - 45

3 25/06/2015 | Ponto 2 | 852,7 2,6 0,168 44
25/06/2015 | Ponto 3 | 49,7 - - 44
23/09/2015 | Ponto 1 ND - - 75

4 23/09/2015 | Ponto 2 ND 1,2 - 75
23/09/2015 | Ponto 3 ND - - 75
19/11/2015 | Ponto 1 ND 1,2 - 84

5 04/11/2015 | Ponto 2 ND 1,8 - 58
04/11/2015 | Ponto 3 ND - - 58
04/12/2015 | Ponto 1 | 219,8 1,6 0,0434 134

6 04/12/2015 | Ponto 2 ND 1 - 134
04/12/2015 | Ponto 3 ND - - 134

*ND néo detectado

Como observado na Tabela 12, o BPA ndo foi detectado na 42 5% e 62 coletas, com

excecdo do ponto 1. Porém, nessas mesmas coletas foi detectada atividade estrogénica.
Presume-se entdo que foi a presencga de outros compostos presentes nas amostras de agua que
proporcionaram a ocorréncia da atividade estrogénica na forma de EQ-E,. No estudo
realizado por Esteban et al. (2014), foram avaliadas as concentracGes de trinta DE por
LC/MS/MS e atividade estrogénica de amostras de agua da Espanha. Mesmo que o estudo
ndo tenha sido realizado na bacia hidrografica do rio Guandu, pode-se ter uma ideia da
contribuicdo de cada grupo de substancias para a atividade estrogénica geral detectada. O
grupo dos alquifendis e a estrona foram 0s compostos que mais contribuiram para a atividade
estrogénica total enquanto que o BPA contribuiu bem pouco a estrogenicidade geral, tendo
seus valores de EQ-E; ficado abaixo do limite de detecgdo. Como ja discutido anteriormente,
os grupos alquifendis, ftalatos, hormonios esterdides e o 17a-etinilestradiol ja foram
detectados no rio Guandu, entdo € bastante provavel que estes compostos também sejam

responsaveis pela atividade estrogénica detectada. No entanto, para uma avaliagdo mais
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precisa, seria necessario um estudo mais abrangente no qual se avaliasse a ocorréncia nessa

matriz de outros grupos mais comuns de DE.

Em todos os pontos € possivel perceber que o EQ-E, do BPA foi menor que o EQ-E;
total. Nao foi possivel calcular a porcentagem exata de contribuicio do BPA para a
estrogenicidade total detectada porque ndo foram levados em consideracdo outros fatores
como 0 sinergismo ou a presenca de substancias antiestrogénicas. No entanto, observou-se
que a atividade estrogénica do BPA foi bastante inferior a atividade total, o que também é
corroborado pela baixa estrogenicidade do BPA, confirmada pelo valor da PR em relacéo ao
17B-estradiol.

Foi possivel perceber uma reducdo da concentracdo do BPA e do EQ-E, com o
aumento do indice pluviométrico ao longo das coletas. Esse aumento do indice pluviométrico
pode ser capaz de proporcionar uma maior dilui¢cdo das aguas, o que poderia justificar a ndo
deteccdo do BPA nas ultimas coletas e a diminuigdo da atividade estrogénica geral.

4.4.  Caracterizagdo fisico-quimica das amostras

Segundo o boletim anual emitido pelo INEA para o ano de 2015 (INEA, 2015), com
base nos resultados do monitoramento da Regido Hidrografica Il (Guandu), as aguas do rio
Guandu foram classificadas naquele periodo como apropriadas para receber tratamento
convencional visando o abastecimento publico. Esse monitoramento é determinado por meio
da aplicacdo do indice de Qualidade de Agua (IQAnsk), que consolida em um Unico valor 0s

resultados de alguns parametros fisico-quimicos.

As andlises fisico-quimicas determinadas no presente trabalho correspondem a mais
uma forma de caracterizacdo da qualidade das aguas tratadas e das aguas do rio Guandu
utilizadas para abastecimento. Os resultados referentes as amostras de agua bruta (dispostos
no ANEXO II) foram comparados com os pardmetros estabelecidos na Resolugdo CONAMA
n° 357 (BRASIL, 2005), que dispbe sobre o enquadramento dos corpos de agua superficiais,
bem como estabelece limites maximos para padrdes fisico-quimicos e para emissdo de

poluentes. Segundo a Resolucdo, as aguas utilizadas para abastecimento para consumo
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humano, apds tratamento convencional, como é o caso das aguas do rio Guandu, séo
classificadas como sendo de classe 2.

Quanto ao teor de fosforo total, em todas as amostras de agua do rio Guandu
analisadas foram encontrados valores maiores do que o permitido pela Resolucio CONAMA
n® 357 (BRASIL, 2005), que estabelece que, para ambientes 16ticos (cuja agua é corrente), o
valor méximo permitido é 0,1 mg.L™ de fésforo.

A cor verdadeira foi outro pardmetro que ndo esteve dentro dos padrdes exigidos pela
Resolucdo CONAMA n° 357 (BRASIL, 2005), excedendo o limite de 75 mg Pt.L™* nos pontos

1e2dal1?coleta.

Para os parametros pH, turbidez e nitrogénio amoniacal, as amostras de agua bruta
apresentaram valores em conformidade com a Resolugdo CONAMA 357/2005 (BRASIL,
2005) para Classe 2.

Os resultados referentes as amostras de agua tratada (ponto 3) foram comparados com
0s parametros reportados na Portaria MS n° 2914 (BRASIL, 2011b), que dispde sobre o
padrdo de potabilidade das aguas. Os resultados da cor aparente do presente trabalho
ultrapassaram os valores de referéncia da portaria que é de 15 mgPt-Co.L™ na 2 4° e 5°
coletas. Os valores de turbidez, nitrogénio amoniacal, solidos dissolvidos totais e pH obtidos
para todas as amostras de agua tratada estdo dentro do limite determinado pela Portaria n°
2.914/2011.

Todas as amostras de &gua bruta e tratada coletadas apresentaram baixas
concentracdes de COD e de DQO, variando de 1,64 a 7,7 mg.L™" e de 5,76 a 31,07 mg.L™,

respectivamente, o que pode indicar um baixo teor de matéria organica na agua.

Os valores de condutividade obtidos nas amostras sao relativamente baixos (de 82,04 a
137,7 us.cm™). Embora ndo haja na legislacdo valores adequados de condutividade para a
agua, sabe-se que quanto mais ions presentes, maior serd a condutividade, porém essa analise
ndo especifica quais sdo 0s ions presentes em determinada amostra, mas pode fornecer uma
possivel evidéncia de poluicdo hidrica ocasionada por emissdo de efluentes domésticos ou

industriais.
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5. CONCLUSAO

O presente trabalho foi o primeiro a avaliar as concentracGes de BPA na agua bruta e
tratada do rio Guandu. A técnica de EFS somada a metodologia otimizada para CGAR-EM
foi capaz de detectar e quantificar o composto BPA nas aguas superficiais do rio Guandu e na
4gua tratada com limite de deteccio e de quantificacdo de 18,9 pg.L™? e 18,84,
respectivamente para o nivel de confianca de 99,9%. O BPA foi detectado em 58% das
amostras de 4gua bruta na faixa de 219,8 a 1766,9 ng.L™* no ponto 1 e de 364,2 a 852,7 ng.L™
no ponto 2 e em 40% das amostras de &gua tratada na faixa de 49,7 a 273,1 ng.L™. As
concentracdes de BPA detectadas no rio Guandu corroboram a necessidade de manter o
monitoramento ambiental deste poluente, visto que néo existe legislacdo para regulamentar

€sse composto em éguas.

O ensaio YES mostrou-se uma importante ferramenta de monitoramento e avaliagdo
da qualidade da &gua bruta e tratada do rio Guandu quanto a presenca de atividade
estrogénica, pois 75% das amostras de agua bruta apresentaram atividade estrogénica e o
valor do EQ-E, maximo encontrado foi de 32 ng.L™, o que é preocupante, visto que
concentracdes superiores a 1 ng.L™ podem causar riscos a organismos aquaticos. Mesmo que
ndo tenha sido detectada atividade estrogénica para as amostras de agua tratada, foram
encontradas concentracOes relevantes de BPA, o que ndo deixa de ser preocupante, visto que

essa agua é utilizada para abastecimento publico.

Foi possivel perceber uma reducdo da concentracdo do BPA e do EQ-E, com o
aumento do indice pluviométrico ao longo das coletas. Esse aumento do indice pluviométrico
pode ser capaz de proporcionar uma maior dilui¢cdo das aguas, o que poderia justificar a ndo

deteccdo do BPA nas Ultimas coletas e a diminuicdo da atividade estrogénica geral.

Em matrizes ambientais estdo presentes uma diversidade de DE. Como relatado na
literatura, os compostos ja detectados para o rio Guandu como hormdnios esteroides, ftalatos
e alquifendis apresentam atividade estrogénica e por isso, podem estar contribuindo, da
mesma forma que o BPA, para a atividade estrogénica total detectada pelo ensaio in vitro
YES no presente trabalho.
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SUGESTOES FUTURAS

e Continuar o monitoramento do BPA nas aguas de abastecimento, porém considerando
fatores como sazonalidade e condic¢des climaticas e aumentar o nimero de pontos de
amostragem.

e Utilizar padrdo surrogate, como o bisfenol deuterado para avaliacdo do teste de
recuperacao.

e Utilizar padrdo interno para correcdo de possivel efeito matriz das amostras nas

analises cromatogréficas.
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ANEXO 1 - Protocolo de preparacédo das soluc@es do ensaio in vitro YES

Preparacao da solucdo de Meio Minimo

A solucdo de meio minimo (pH 7,1) foi preparada misturando-se os reagentes em 1 L de 4gua

ultrapura. A lista de reagentes segue abaixo:

. 13,61 g de KH2PO4

. 1,98g (NH4)2S04

. 4,29 de KOH peletes

. 0,2g de MgSO4

. 1 mL de solucdo de Fe2(S04)3 (40 mg/50 mL de agua ultrapura)
. 50 mg de L-leucina

. 50 mg de L-histidina

. 50 mg de adenina

. 20 mg de L-arginina-HCI

. 20 mg de L-metionina

. 30 mg de L-tirosina

. 30 mg de L-isoleucina

. 30 mg de L-lisina-HCI

. 25 mg de L-fenilalanina

. 100 mg de L-acido glutamico
. 150 mg de L-valina e

. 375 mg L-serina
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Preparacado da solucdo de Vitamina

Ap0s pronta, a solugdo foi filtrada e esterilizada em membrana de 0,2 um estéril, e estocada a
4°C em frascos de vidro esterilizados. A solugdo de vitamina foi preparada pela adicdo dos seguintes

reagentes em 180 mL de &gua:

. 8 mg de tiamina

. 8 mg de piridoxina

. 8 mg de pantetonato de célcio

. 40 mg de inositol e

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

Preparacado da solucdo de Glicose

A solucdo de glicose foi preparada a 20% m/v (20 g de glicose diluidos em 100 mL de &gua

ultrapura).

Preparacdo da solucdo de Acido L-aspartico

A solucdo de 4cido L-aspéartico foi preparada na concentracdo de 4 mg.mL™, com &gua

ultrapura.

Preparacao da solucdo de L-Treonina

A solucgdo foi preparada na concentracdo de 24 mg/mL (600 mg/25 mL) de L-treonina em

agua ultrapura.

Preparacao da solucéo de Sulfato de Cobre (11)

Uma solucdo de 20mM (0,5 g/100 mL) de sulfato de cobre (1) deve ser preparada, filtrada e
esterilizada em membrana de 0,2 [Im esterilizada. A solugdo deve ser estocada a temperatura ambiente

em frascos de vidro esterilizados.
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Preparacao da solucdo de CPRG

A solucdo de CPRG foi ser preparada na concentracdo de 10 mg/mL com &gua ultrapura e
armazenada a 4°C em frascos de vidro esterilizados e cobertos para evitar a passagem da luz.

Preparacao do meio de cultivo

O meio de cultivo é preparado no dia do ensaio, a partir da mistura de 5 mL de glicose, 1,25
mL de &cido L-aspértico, 0,5 mL de vitamina, 0,4 mL de L-treonina, 125 pL de sulfato de cobre e 45

mL de meio minimo.



ANEXO Il - Pardmetros fisico-quimicos das amostras de &gua bruta e tratada
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Coletas | Pontos | pH Condutiv. Turbidez | Cor (mg Pt.LY) | Namoniacal | Fésforo | COD |SDT |SST| DQO
(25°C) | a 25°C (ps.cm™) | (NTU) Apa. | Verd, | 225°C (mg.L™") | (mg.L™) | (mg.L™) (mg.L™)
Pontol| 7,10 92,81 9 192 96 0,3 0,22 3,57 - - 11,21
1% coleta | Ponto 2 | 7,15 82,04 6 98 88 0,8 0,22 3,67 - - 8,30
Pontol | 7,21 105 1,88 30 18 0,33 0,2 396 | 340 | 98 | 1267
2% coleta | Ponto 2 | 6,05 104,7 2.1 37 18 1,33 0,18 433 92 | 110 9
Ponto3 | 7,26 137,7 2.6 43 4 1,4 0,38 3,99 132 8 11,33
Pontol | 7,34 114,6 0,4 23 15 0,2 0,18 2,15 48 | 16 9,75
3% coleta | Ponto 2 | 6,97 101,1 1,06 28 27 0,23 0,2 1,7 84 20 7,6
Ponto 3| 6,33 122,7 0,48 12 8 0,13 0,19 1,64 78 | 6 5,76
Pontol | 6,26 106,9 0,66 40 24 0,37 0,21 7.7 52 | 8 25,09
4% coleta | Ponto 2 | 6,52 93,54 0,49 28 25 0,13 <0,15 5,48 218 | 14 30,55
Ponto 3 | 6,53 112,4 0,99 44 5 0,11 <0,15 532 | 240 | 4 <LD
Pontol | 7,01 88,89 2,7 51 32 0,11 0,2 5,74 10 | 0 <LD
5% coleta | Ponto2 | 7,6 90,21 3,4 40 20 0,95 0,8 4,56 29 0 13,52
Ponto 3 | 6,4 1109 1,08 90 26 <0,1 0,13 527 | 0 | o | 3L07
Pontol| 69 91,49 6,8 56 43 0,11 0,23 444 | 104 | 30 | 2275
6%coleta | Ponto2 | 7,1 87,8 8,3 55 34 0,1 0,15 6,26 0 0 26
Ponto 3 | 6,7 101,3 0,33 5 0 <0,1 <015 | 441 | 106 | 2 | 2912




ANEXO 111 - Curvas dose-resposta das amostras de agua bruta e tratada do rio Guandu
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