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RESUMO

SILVA, Giselle Gomes MoreirdAvaliacdo da qualidade de dguas superficiais e de
sedimentos quanto a toxicidade e atividade estricgéR015.119 f. Dissertacao (Mestrado
Profissional em Engenharia Ambiental) - Faculdagl&dgenharia, Universidade do Estado
do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2015.

Uma série de compostos quimicos tem sido clasddicaomo desreguladores
enddcrinos, tais como pesticidas, produtos quineogsregados e produzidos por industrias e
estrogénios naturais e sintéticos. A presenca slest@mpostos em matrizes ambientais tem
gerado cada vez mais preocupacdo na comunidadéicgrem virtude dos seus potenciais
efeitos adversos a saude de varias espécies, umgueeestas substancias interferem na
producao, liberacdo, metabolismo e eliminacdo dméoios, podendo ainda simular a acéo
destes. Para a determinacdo da presenca de desiagsl enddcrinos podem ser utilizadas
diferentes metodologias. Um dos principais enseiostro utilizados para determinacdo da
atividade estrogénica é o ensaio YE®4st Estrogen Scregrum método desenvolvido por
Routledge e Sumpter que utiliza a leved®accharomyces cerevisiageneticamente
modificada. Neste trabalho foi analisada a preseateatividade estrogénica, através do
ensaio YES, em agua bruta e potavel proveniente® dtio Guandu, localizado no estado do
Rio de Janeiro, Brasil, e em agua bruta e sedirmetdto Rio Santa Lucia localizado no
Uruguai. Anadlises cromatograficas também foramizadhs para as amostras de aguas
provenientes do Rio Guandu. Testes de ecotoxicidgo@rametros fisico-quimicos tambéem
foram determinados. Com base nos resultados dstsstoepode-se dizer que o ensaio YES
se mostrou uma importante ferrramenta de monitangone avaliagdo da qualidade de aguas
e sedimentos quanto & presenca de atividade esiragéendo 10,54 + 3,53 ng-b limite de
deteccdo do ensaio. Das amostras do Rio Guanduaps8sentaram atividade estrogénica,
sendo que 20% das amostras de agua bruta apreserE-E superior a 1 ng.t. O que é
motivo de preocupacao, visto que essa concentjagiioesponsavel por efeitos danosos aos
seres vivos. As amostras de agua potavel tambéeseagaram estrogenicidade, o que indica
que o tratamento da &gua deveria ser otimizadomadi@ alcancar a remocdo desses
micropoluentes prejudiciais a salde humana e deahimais. Valores de EQ-taferiores
a 1 ng.I* foram detectados nas amostras do Rio Santa Lucigueondo descarta a
necessidade de atencdo, dado que o efeito sinérgioo matrizes ambientais, desses
micropoluentes € sempre preocupante. Nas amostbasetidas a cromatografia liquida de
alta eficiéncia com detector de fluorescéncia, fpoissivel detectar o composto al7
etinilestradiol em 95% delas. Os testes de tox@@daguda foram ineficientes para predizer
os efeitos causados no meio ambiente por ess& dagwicropoluentes. Assim, 0s ensaios de
atividade estrogénica, sdo os mais indicados peadian os efeitos em potencial dos
desreguladores enddcrinos, por isso, suas metadslodeverdo ser completamente
dominadas e implantadas como ensaios necessaniasapaliar os efeitos de efluentes
descartados.

Palavras-chave: Desreguladores enddécrinos; Eisgitto YES; Toxicidade aguda; Matrizes

ambientais.



ABSTRACT

SILVA, Giselle Gomes Moreirdzvaluation of the quality of surface water and saelt for
toxicity and estrogenic activit015. 119 f. Dissertacdo (Mestrado Profissional em
Engenharia Ambiental) - Faculdade de Engenhariasdusidade do Estado do Rio de
Janeiro, Rio de Janeiro, 2015.

A number of chemical compounds have been clads#geendocrine disruptors, such
as pesticides, chemicals used and produced bytimekiand natural and synthetic estrogens.
The presence of these compounds in environmentaices have increasingly raised concern
in the scientific community because of their paeintadverse health effects of various
species, as these substances interfere with tlieigtion, release, metabolism and elimination
of hormones and may also simulate the action cdelanes. To determine the presence of
endocrine disruptors different methodologies mayubed. A major in vitro assays used to
determine the estrogenic activity is the YES t¥&iast Estrogen Screen), a method developed
by Routledge and Sumpter that uses the geneticrltjified yeast Saccharomyces cerevisiae.
In this paper we analyzed the presence of estrogeivity through the YES test, in raw and
drinking water from the Guandu River, located ie 8tate of Rio de Janeiro, Brazil, and in
raw water and sediments of the Santa Lucia Riweatéd in UruguayChromatographic
analyzes were also performed for samples of waben the Guandu RiveEcotoxicity tests
and physico-chemical parameters were also detednB&sed on the results of this study, it
can be said that the YES assay proved to be anriamganonitoring and evaluation tool of
water quality and sediments for the presence obgshic activity and theetection limit of
the assay was 10.54 + 3.53 ng.L75 % of the samples of the Guandu River showed
estrogenic activity, and 20 % of raw water sampleswed EQ- E higher than 1 ng.[™.
What is cause for concern, since this concentrai@iready responsible for adverse effects.
The drinking water samples also showed estroggnieithich indicates that the water
treatment should be optimized in order to achidwe temoval of micropollutants such
harmful to human health and other animals. EQ- &BRas lower than 1 ng.t were detected
in the samples of Santa Lucia River, which dogsule out the need for attention, since the
synergistic effect of these micropollutants in ieowmental matrices, is always worrying.
the samples subjected to high-performance liqurdroatography with fluorescence detection
it was possible to detect thedl? ethinylestradiol in 95 % of thenfcotoxicity tests have
been inefficient to predict the effects on the emwment caused by this class of
micropollutants. Thus, the estrogenic activity gssare best suited to evaluate the potential
effects of endocrine disruptors, so their methogie® should be completely dominated and
deployed as tests necessary to evaluate the effieetBuents discharged .

Keywords: Endocrine disruptors) Vitro assay YES; Acute toxicity; Environmental matrices.
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INTRODUCAO

Ainda que a contaminagdo quimica da agua, ar,esalnentos ndo seja um problema
novo, desde alguns anos tem se detectado a predencartos compostos quimicos ou
contaminantes ndo regulamentados, de origem aoc&répu natural, os quais tém se
dispersado no meio ambiente e estdo emergindo erasaguperficiais e subterraneas,
inclusive em &agua potavel, e podem constituir uscoria saude dos seres vivos. Esses
compostos denominados como “contaminantes emegjeisie apresentam em baixas
concentracdes, na ordem de ige_ng.* e muitos deles ndo sdo regulamentados na maioria
dos paises (KUSTER et al., 2008).

Dentro deste variado grupo de compostos, se emrords desreguladores enddcrinos
(DEs), ou em inglés “Endocrine Disrupters Chemic@&DC), entre os quais se incluem

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

Os DEs séo definidos pela Agéncia de Protecao Amddiedos Estados Unidos
(United State Environmental Protection Agency - EfSA) como m agente exdgeno que
interfere na sintese, secrecao, transporte, ligag&do ou eliminacdo de hormdnios naturais
que sdo responsaveis pela manutencdo da homeosgmeducdo, desenvolvimento e/ou
comportamentb(USEPA, 1997).

J& o Programa Internacional de Seguranca Quimidarijational Programme on
Chemical Safety - IPCS) em conjunto com o Japa& s, o Canada, a Organizacéo para a
Cooperacdo e Desenvolvimento Econémico (Organisdtio Economic Co-operation and
Development - OECD) e a Unido Europeia, definirAbbm desregulador enddcrino é uma
substancia ou um composto exégeno, que altera unvaras funcdes do sistema enddcrino
e tem, consequentemente, efeitos adversos sobmide saum organismo intacto, sua
descendéncia, ou (sub) popula¢d@gsOM (1999) 706).

Os DEs séo responsaveis por uma série de alteragbesstema enddcrino, eles
possuem diversos mecanismos de acao, podendo mamatacdo dos hormonios endogenos,
antagonizar sua acao, alterar seu padrdo de simtesabolismo, e modular os niveis dos
receptores correspondentes (BILA, 2005; SONNENSGCHEISOTO, 1998). Em suma, sao
substancias capazes de bloquear ou estimular emsistendécrino dos seres vivos,

influenciando no crescimento, desenvolvimento,aeépcédo e comportamento.
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Os DEs séo constituidos por uma ampla variedademeostos, cuja complexidade e
heterogeneidade tém dificultado a implementacaotédaicas para a sua determinacao
analitica, bem como o estudo do seu comportamentoaio ambiente (SONNENSCHEIN e
SOTO, 1998). Além disso, ainda ha grande dificuddiaa identificacdo desses compostos em
matrizes ambientais, devido a ocorréncia de anwstraplexas, havendo a possibilidade de
ocorrer acdes simultdneas por parte de alguns @gge dificulta ainda mais a identificagao

desses compostos e a investigacao de seus mecamisragao.

Por esta razdo, em muitos paises, a valorizaggs®e ggoblema e o impacto que estes
compostos podem gerar, muitas vezes, ndo tém sitEndionados apropriadamente, apesar
das publicacbes em nivel mundial. Além disso, éomamte salientar que ndo ha uma
regulamentacdo especifica para os DEs, ndo hawemra@éncia da determinacdo de todos
esses compostos em matrizes ambientais, razagumdlado se conhece a fundo a dimenséo

desse problema.

Devido a grande dificuldade de se determinar esspypostos, metodos analiticos
foram desenvolvidos para a determinacéao, identdfica quantificacdo dessas substancias em
matrizes ambientais, porém somente métodos awalitibo sdo suficientes, € necessario o
conhecimento do efeito dessas substancias nos\8eoss Para isso, 0S ensaiosvivo e in
vitro se tornam fundamentais. A utilizacdo desses msgtedoconjunto permite confirmar a

atividade biolégica e identificar os compostos oesaveis.

No presente estudo foi analisada a atividade extiog das aguas superficiais e da
agua tratada (potavel) provenientes do Rio Gualmhalizado no Rio de Janeiro, Brasil.
Além disso, foram analisadas amostras de aguagfisigie e sedimentos do Rio Santa
Lucia, localizado no departamento de Lavallejagidade de Minas no Uruguai. Para isso foi
usado o ensaim vitro “Yeast Estrogen ScreefYES) como ferramenta de monitoramento.
Em conjunto com o ensaio YES, técnicas analitiestsidos fisico-quimicos e de toxicidade

também foram realizados.

Para elaboracdo dessa dissertacdo a estruturaxidoféeé organizada da seguinte
forma: Introducdo; 1) Objetivos; 2) Revisdo bibliéfica; 3) Materiais e métodos; 4)

Resultados e discussofes; 5) Concluséo; ReferéBitiksgraficas e Anexos, respectivamente.
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1. OBJETIVOS

1.1

Geral

Investigar 0 uso do ensaio vitro “Yeast Estrogen ScreerfYES) como ferramenta

de monitoramento e avaliagdo da qualidade de agusedimentos quanto a presenca de

atividade estrogénica.

1.2.

Especificos

Avaliar e determinar a atividade estrogénica emstras de agua superficial e
agua tratada (potavel) provenientes do Rio GuaRdu de Janeiro — Brasil) e

em aguas superficiais e sedimentos do Rio Santa (Ucuguai);
Avaliar a estrogenicidade do composta-Efinilestradiol pelo ensaio YES;

Quantificar o composto bifetinilestradiol em amostras de agua superficial e

agua tratada (potavel) provenientes do Rio GuaR#ude Janeiro — Brasil);

Determinar a toxicidade aguda das amostras de sapeficial e 4gua tratada

(potavel) provenientes do Rio Guandu (Rio de JanreBrasil);

Definir a melhor fase da curva de crescimento gadera,Saaccharomyces
cerevisiagecombinante, para a realizagdo do ensaio YES.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Desreguladores endocrinos

A producdo e o uso crescente de compostos quindeosgerado um aumento da
incidéncia de contaminantes emergentes no meio emtebi Esses contaminantes sao

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

Juntamente com o aumento da producdo e uso dessgmstos quimicos ha o
desenvolvimento e avanco de tecnologias analit@asjuais permitem a deteccdo de um
maior numero de micropoluentes, fazendo com quearacterizacdo e mensuragdo da

contaminagado ambiental, por esses compostos, sa@davez maiores.

Esses contaminantes, mesmo podendo gerar riscanas o meio ambiente, ndo
estdo incluidos em programas de monitoramentotiearmu seja, essa classe de compostos
ainda nao foi incluida na legislacdo de muitos gmiporém sdo candidatos a uma futura
regulamentacdo, dependendo de resultados obtidosstrdos ecotoxicoldgicos, efeitos a
saude humana e animal, potencial de bioacumuléigisporte e destino no ambiente, além
da quantidade e concentracdo que séo lacados ncaméiente (PETROVIC e BARCELO,
2006).

Dentre os contaminantes emergentes existe uma aapsz de alterar e causar danos
as funcdes do sistema enddcrino dos seres vivamesequentemente, causar efeitos adversos
em organismos saudaveis e seus descendentes. |IBssa € chamada de desreguladores
endocrinos (DEs). Eles podem pertencer a diferemtégsns quimicas como, por exemplo:
ftalatos, alquilfendis, compostos organicos de négia parabenos, hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos (HPA), metais pesados, ipésts, furanos e dioxinas, agentes
terapéuticos e farmacéuticos, policlorados de Id#en(PCB), retardantes de chama
bromados, bisfenol e estrogénios naturais (TahglBILA e DEZOTTI, 2007).

Os DEs podem ser encontrados no meio ambientegdais: aguas superficiais e de
subsolo, sedimentos marinhos, solo, efluentes tac&s de tratamento de esgoto (ETE) e
lodo biolégico das ETE. As concentracfes dessas&utias, apesar de baixas, sdo relevantes
(BILA e DEZOTTI, 2003), podendo afetar a qualidatieagua, a saude dos ecossistemas e

potencialmente impactar o suprimento de agua pbtave
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Tabela 1: Compostos classificados como desreguladores endécr

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

Alquilfendis
Nonilfenol (NF)
Octilfenol (OF)
Nonilfenoletoxilado
Octilfenoletoxilado

Compostos organicos de estanho
Tributilestanho (TBT)
Trifenilestanho (TPT)
Parabenos

Benzilparabeno
Butilparabeno
Etilparabeno
Isobutilparabeno
n-propilparabeno
metilparabeno

Hidrocarbonetos aromaticos policiclicos
Naftalina
Acenaftileno
Acenafteno
Fluoreno
Fenantreno
Antraceno
Fluoranteno
Pireno
Benzo[a]antraceno
Benzo[b]fluoranteno
Benzo[k]fluoranteno
Benzo[a]pireno
Indeno[123-cd]pireno
Dibenzo[ah]antraceno
Benzo[ghi]perileno

Metais pesados
Mercurio
Cadmio
Chumbo
Zinco

Pesticidas
Inseticidas Fungicidas
2,2 bis-p-clorofenil-1, 1,1- Vinclozolina
tricloroetano (DDT) Tridemorfos
2,2 bis-p-clorofenil-1, Carbendazime

1-dicloroetileno (DDE) Penconazol
Lindane (1,2,3,4,5,6- Procloraz
hexacloroexano) Procimidona

Deltametrin Epoxiconazol

Carbofurano Propiconazol
Herbicidas

Atrazina

Linuron

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

Agentes terapéuticos e farmacéuticos
Dietilestilbestrol (DES)
17o-etinilestradiol (EE2)
Policlorados de bifenilas
2,4.,4'-triclorobifenil
2,2’ 5,5'-tetraclorobifenol
2,2',4,5,5-pentaclorobifenil
2,3,4,4, 5-pentaclorobifenil
2, 2",3,4,4" 5'-hexaclorobifenil
2,2',4,4 5, 5'-hexaclorobifenil
2,2',3,4,4',5,5'-heptaclorobifenil
Retardantes de chama bromados

Polibromobifenila (PBB)
2,2',4,4'-tetrabromodifenil éter (BDE 47)
2,2',4,4’ 5-pentabromodifenil éter (BDE99)
2,2',4,4 6-pentabromodifenil éter (BDE100)
2,2',4,4’ 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)
Hexabromociclododecano (HBCD)
Tetrabromobisfenol A (TBBA)

Bisfenol
Bisfenol A

Estrogénios naturais
Estrona (B
17B-estradiol (k)
Fitoestrogenos

Isoflavona
daidzeina e genisteina

Lignanas
metaresinol e enterodiol

Fonte: Adaptado de Bila e Dezotti, 2007.
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Mathiessen et al. (2006) e Routledge et al. (1828pém estudaram a classe dos DEs
e relataram que a concentracéo de 1 hglé estrogénios ja esta associada a efeitos danosos
aos seres Visos, 0 que ratifica que essas suletamEsmo em baixas concentracdes sao

capazes de provocarem efeitos negativos e danogiacambiente.

Esses compostos agem no sistema endocrino, 0 qoamposto por glandulas e
tecidos que secretam substancias quimicas resmsg®lo controle da maioria das fungdes
biolégicas. As substancias secretadas sdo chanmdd®rmonios e atuam ligando-se a
receptores especificos para realizagdo de tareadegperminadas, sendo responsaveis pelo
crescimento, funcionamento e regulacdo de varigdod; mantendo assim o equilibrio e
funcionamento de um organismo, eles atuam acopls@deerfeitamente aos receptores e

transmitindo sinais indispensaveis as células.

Quando h& a presenca de DEs, estes podem compatiog hormonios e agir por
mecanismos fisiologicos pelos quais substituem asnénios do organismo (agonistas)
enviando sinais diferentes e fora do tempo as alwu podem bloquear a acdo natural
desses hormoénios (antagonistas), (Figura 1) ouaaipddem aumentar ou diminuir a
quantidade original de hormdnios, e assim altesafuacdes enddcrinas (SANTAMARTA,
2001).

Figura 1: Mecanismo de atuacéo dos DEs

Hormdnia Mimetizador nHorlmnai
-] Hormonal
Lo I
= ==
= =
Célula o Célula M Célula el
Receptor
Receptor Receptor
" Efeito
E{eito Efeito
Efeito Antagonista
Resposta Efeito Agonista { Resposta Inibida)

s hormomos acoplam-se perfettaments
nos receplores & transmitem sinais
ndispensaveis ds céhulas

Os desreguladores endderinos ocupam o
lngar dos horménios endogenos emiam
smait diferentes e fora de tempo ds céhadas

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

E por fim, os mesmos desreguladores

hormonais atiam como bloqueadores

dos smais normais dos hormdnios que
seriam emviados as cehilas
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Independente do mecanismo de agdo, ao agir nonsigtaddcrino, essas substancias
provocam efeitos adversos, tais como diminuicd@ciasdo de ovos de passaros, peixes e
tartarugas; feminizacdo de peixes machos; defodmidan peixes; problemas no sistema
reprodutivo em répteis, passaros e mamiferos; eragfies no sistema imunolégico de
mamiferos marinhos. Em alguns casos, esses efeitizsn conduzir a mudancgas na dinamica
da populacdo e até mesmo ao declinio da popul#cderro! Fonte de referéncia nédo

encontrada.apresenta alguns dos efeitos destas substanogslados da literatura.

Tabela 2: Efeitos atribuidos aos Desreguladores enddcrinos.

Classe/Animal Contaminante Efeitos relatados Refertia
17p-estradiol e 4-terc-| ___ANEragdono | gqopyeNpIMAN et
. comportamento sexual
octilfenol al., 2012
em machos.
Interferéncia na
Tetrabromobisfenol A| sinalizacdo hormonal FINI et al., 2012
da tireéide
Anfibio Interferéncia na
Nonifenol atividade da glandula| CAPALDO et al., 2012
adrenal.
PCB Retardo da ISHIHARA et al., 2011
metamorfose.
Octilfenol Feminizacao. PORTER et al., 2011
Tributilestanho . l_\/IaIformagoesw GUO et al., 2010
multiplas em embrides.
. Inducdo da sintese de \ - prep AME et al.,
Nonifenol vitelogenina em
2011
machos.
17B-estradiol, bisfenol| AlteracBes nas gbnadas
Réptil A, endosulfan e e na dinmica foliculaf STOKER et al., 2008
atrazina em fémeas.
Redugdo do peso dog Co-DOMENICO et
Endosulfan e atrazing & P 7 al., 2007
OVoOS.
Mortalidade da EISENREICH et al.,
PCB .
especie. 2009
Inducéo da sintese de
: : . SIFUENTES-
Tartaruga 17B-estradiol vitelogenina em ROMERO et al.. 2006
machos.
DDT Alraso na maturagao g \e| | | et al,, 2004
dos ovocitos.
(Continua)
Tabela 2: Efeitos atribuidos aos Desreguladores endocrougifiuacao).
Taxon Contaminante Efeitos observados Referéncia
Mamifero Bisfenol A Deformidades no MARKEY et al.,
sistema reprodutivo dé 2003
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ratos.

Cancer de préstata €
esperma diminuido en
homens. Sindrome do

ovario policistico,

aumento da liberacag

de prolactina em
mulheres.

-

Nonilfenol

Diminuicdo da
producao de esperma
em homens

n

170-etinilestradiol

Cancer de prostata em
homens.

TESKE e ARNOLD,
2008

PCB

Alta mortalidade de
golfinho.

AGUILAR e
BORREL, 1994

DDT

Anomalias no sistema
reprodutivo de ratos.

BITMAN et al., 1968

17B-estradiol, 1@-
etinilestradiol e
benzoato de estradio

v

Inducdo da sintese de
vitelogenina em
machos.

CIOCAN et al., 2010

Mexilh&o 17p-estradiol, 14-
etinilestradiol, Alteracgdo funcional dg
mestranol, nonilfenol, rag . . CANESI et al., 2008
. glandula digestiva.
bisfenol A e
benzofenona
_ Inducao da sintese d¢ A7 yRMENDI et
Alquilfenais e ftalatos vitelogenina e
A al. 2013
feminizacao.
Pesticidas Feminizagdo e reducao 1\ ot 41 2012
no sucesso reprodutivo.
Inibicdo da expressag
Peixe 17a-et_|nllestrad|ol e d_e genes LIU et al., 2012
bisfenol A esteroidogénicas nag
gbnadas.
Benzotriazol Alteracdes TANGTIAN et al.,
bioquimicas. 2012

Bisfenol A, nonilfenol,
17B-estradiol

Efeitos na expresséao do

gene GnRH e no
desenvolvimento

LEE et al., 2012

embrionario.
(Continua)
Tabela 2: Efeitos atribuidos aos Desreguladores endocrougifiuacao).
Téaxon Contaminante Efeitos observados Referéncia
17p-estradiol, Inducdo da sintese de
dietilestilbestrol e vitelogenina e reducago JIN et al., 2012
nonilfenol dos testiculos.
Peixe Diminuicéo da
q.“f‘j"d"’lde ddo e qb HATEF etal., 2012
Bisfenol A indugéo da sintese de
vitelogenina.
Inducéo de

malformacdes de

GIBERT et al., 2011
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otolitos.
. Interferéncia no | ., A\NDRASEKAR et
4-nonilfenol desenvolvimento
o al., 2011
embrionario

14

Inducéo da sintese de
vitelogenina e
alteracdo na funcao
reprodutiva.

B-endosulfan HAN et al., 2011

Fonte: Adaptado de Cunha, 2013.

Embora as concentracdes dessas substancias edasngm matrizes ambientais
sejam baixas (na ordem dg.L™" e ngL?), estas sdo suficientemente elevadas para produzir
efeitos danosos, como por exemplo, o desenvolvimdet cancer de préstata e esperma
diminuido em homens, sindrome do ovario policisacaumento da liberacdo de prolactina
em mulheres; além de outros danos em diversos tpawrganismos terrestres e aquaticos,
conforme visto na Tabela 2. E ainda, os efeitosados no sistema reprodutivo de algumas
espécies de animais podem conduzir a uma diminuigdamanho da populagdo a um nivel

critico, o qual pode, eventualmente, causar agila populacéo.

O composto ld-etinilestradiol é responsavel por desregulacao@itha em diversos
seres vivos, conformierro! Fonte de referéncia ndo encontrada.A substancia lo#
tinilestradiol € um farmaco, um estrogénio sint&tisado principalmente em contraceptivos

orais. A

Tabela3 apresenta as faixas de concentragcdes em queutsgtancia foi encontrada
em matrizes aquaticas em diversos estudos pubticzalbteratura.

Essas concentragdes presentes no meio ambientereembito baixas, séo suficientes
para elucidar uma resposta hormonal em uma vared@cnimais, tais como peixes machos
expostos a baixissimos niveis de estrogénios (LI0")) seja intermitente ou continuamente,
exibem respostas estrogénicas, tal como a induchotése da proteina vitelogenina (VTG)
(HANSEN et al., 1998, MATTHIESSEN et al., 2006 e BTLEDGE et al., 1998).

Tabela 3: Ocorréncia do compostosdteétinilestradiol em matrizes aquéaticas.

Substancia Localidade Concentracéo Referéncia

Lagoa de Araruama N&o detectado ou
RJ / Brasil abaixo do LD. LUCENA, 2013
Rios Paraiba do Sul, Nao detectado ou KUSTER ,e2@09

170-etinilestradiol
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Rodrigo de Freitas e
Lagoa de Jacarepagu
RJ / Brasil
Afluente de
ETE/Espanha
Efluente de
ETE/Espanha
Agua superficial
Agua potavel

Afluente de 0,005-0,00%g.L™
ETE/Franca
Efluente de
ETE/Franca
Agua a
superficial/Franca 0,001-0,003.9.L
Agua natural EUA 0,2 ngi KOLPIN et al., 2002
Efluente de ETE/Italia 0,3-1,7ngL BARONTI et al., 2000

Macaé, Guandu, LagT abaixo do LD.

N&o detectado ou
abaixo do LD. KUSTER et al., 2008

CARGOUET et al.,

-1
0,003-0,00453g.L 2004

LD: Limite de deteccéo

2.2. Atividade estrogénica

A atividade estrogénica pode ser definida comgpacdade de producéo de respostas
biolégicas qualitativamente similares aquelas pzaths pelos estrogénios, como of17
estradiol, o qual muitas vezes é utilizado comagmde comparacdo em ensdiositro. Ou
seja, atividade estrogénica é a capacidade de ubstéscia se ligar a um receptor de

estrogénio e elucidar uma resposta (BILA, 2005).

Os DEs com atividade estrogénica podem ser dividelo duas classes principais:
estrogénio natural e xenoestrogénios (substangié&tisas com atividade estrogénica). Os
estrogénios naturais incluem estrong),(EL7B-estradiol (k) e estriol (B) e também os
fitoestrégenos. Enquanto que no grupo dos xenagsiros estdo incluidos os farmacos
dietilestilbestrol (DES), utilizado para evitar boato, e o ld-etinilestradiol (EE), usado
como contraceptivo e medicamento para a reposigéimdnal, além de outros produtos
quimicos com diversos usos, tais como plastifiegmqieodutos de degradacgéo de surfactantes
nao-idnicos, ftalatos, certos pesticidas, compdstoglicos, entre outros (BECK et al., 2006).

Segundo dnternational Union of Pureand Applied Chemisfiy PAC), os hormdnios
esteroidais possuem uma estrutura quimica basick/ degomos de carbono dispostos em

quatro anéis ligados entre si (A, B, C e D), egtauconhecida como ciclo-pentano-peridro-
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fenantreno (Figura 2). O anel fendlico A € por omd®rre a ligacdo aos receptores de
estrogénios. Esta estrutura pode conter ligagcopksiumetilas, carbonilas e hidroxilas que
dardo origem a uma série de hormonios esteroiéaigadios (RAIMUNDO, 2007).

Figura 2: Estrutura basica dos esteroides

O hormoénio 1ld-etinilestradiol € o estrogénio sintético mais izaitlo como
contraceptivo (CUNHA, 2013), ele foi desenvolvidpartir da adicdo de um radical etinil a
molécula de 1f-estradiol, no carbono 17 (Figura 3). Esta difeaefaz com que o bf
etinilestradiol possua maior potencial estrogénecdambém se torne mais resistente a
degradacéo com relagédo ao composto original (COMBART e HERNANDEZ-RAQUET,
2010;IARC, 2007).

Figura 3: Estrutura quimica dos hormdoniospi&stradiol e ld-etinilestradiol, em destaque
seus aneis fendlicos que se ligam ao receptortoEénio.
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17 p-estradiol 17 a-estinilestradiol

2.3. Métodos analiticos para determinagdo de desregulates enddcrinos em

matrizes ambientais

A determinacdo de DEs no meio ambiente € bastafitd devido a complexidade
das matrizes ambientais e a baixa concentracdceslessmpostos presentes no meio
ambiente, mas que ainda assim sao fisiologicansives. Portanto, na maioria das anélises
que envolvem amostras ambientais, € necessérizara extracdo e concentracdo dos
analitos para se isolar os compostos alvos da anatratingir os limites de deteccéo e

quantificacdo necessarios.

Também, devido & presenca em baixas concentragdess(traco: pug.t ang.L?),
para se obter bons resultados, procedimentos kBasicmo: o transporte e estocagem
adequados das amostras, além da limpeza da vidtdidada devem ser sempre realizados.

Um procedimento analitico tipico inclui, portant@rios passos para preparacdo da
amostra, que vai desde a limpeza da vidraria at®dog, tais como filtracdo, extracdo,
purificacdo e evaporacéo (REIS FILHO et al., 2006.

Em analises de matrizes aquaticas, uma técnitarbastilizada € a extracdo em fase
sélida (EFS, ou em inglés: “SPE: Solid Phase Eitnaf, na qual ocorre pré-concentracao
dos compostos a serem analisados, isso porqueproanfdito, os DES encontram-se em
baixas concentragcbes no meio ambiente, entdo ess@rsa uma etapa importante e

necessaria para que se alcance o limite de detdesdmnalises.
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Esta técnica além de permitir a extracdo eficiemta concentracdo dos analitos,
possibilita uma pré-purificagdo. A EFS é uma téenie extracdo simples, rapida e que requer
pequena quantidade de solvente. A EFS implica rmaolagdo da amostra através do
adsorvente, onde os analitos de interesse da anfastim retidos. Em seguida, os analitos
sao eluidos com solvente apropriado (AQUINO e NUNE®3).

Na EFS, grupos funcionais organicos hidrofébicas gdimicamente ligados a uma
superficie solida, como silica. Um exemplo comum l@gacdo do grupo C18 com a silica,
onde esse grupo interage com compostos organicisfditiicos e sédo extraidos da fase
aquosa (CHRISTIAN, 1994).

Apos a EFS, as amostras sdo submetidas a analisexas como a cromatografia,
gue € uma técnica fisico-quimica de separacaaaefleglamentada na migracao diferencial
dos componentes de uma mistura, que ocorre dewvitii@r@ntes interacdes entre duas fases

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

Algumas técnicas cromatograficas sdo: Cromatog@gdinsa das chromatography
GC) ou cromatografia liquida de alta eficiéncligh Performance / Pressure Liquid
Chromatography HPLC; Cromatografia Liquida de Alta EficiéncialLAE), podendo ser
seguidas por acoplamento de varias fontes de iginza detectores (RODRIGUES, 2012). O
desenvolvimento dos métodos, em geral, € um poigpendioso e de longa duracéo, além de

requerer procedimentos extensos de limpeza dersadra

2.4. Uso de ensaiom vitro ein vivo para avaliagao de atividade estrogénica em

amostras ambientais

E grande o nimero de ensaipsitro ein vivo desenvolvidos e em desenvolvimento
para a analise da presenca e dos efeitos dos DE®imoambiente. Nesses ensaios ocorre
exposicdo de organismos a agdo dos DEs, empregandoiura de célulasn(vitro) ou

animais de laboratérion vivo).

Os ensaio$ vitro possuem certa vantagem em relagaoimes/o, primeiro por nao
utilizarem animais e segundo porque sao mais rapdmais econdémicos. Além disso, tém

fatores positivos como simplicidade, sensibilidadespecificidade. Podem ser utilizados para
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misturas complexas, o que inclui amostras ambgnsando de grande valia tanto para a
analise de grande numero de substancias quimicas de grande quantidade de amostras

ambientais.

Os ensaiosn vivo avaliam os efeitos dos DEs sobre os seres viviasrpedicao de
parametros caracteristicos, seja sobre a anatauomp anormalidades das gbnadas ou
medindo 0s niveis de expressdo proteica e atividadematica, como a producdo de
vitelogenina em peixes machos. J& os ensaiggro sdo baseados em mecanismos de acao
que elucidam respostas e utilizam pontos mais iden como a interagdo com receptores
hormonais (ensaio YES ¥east Estrogen Scréere a proliferacdo celularE¢Screei
Contudo, ensaiosn vitro sdo complementares e ndo substitutos dos ensaios/o, 0
conjunto desses ensaios é requerido para uma nellatise do potencial de risco dos DEs
presentes no meio ambiente (BILA, 2005).

Dentre os ensaio® vivo podem-se citar os realizados com peixes como 0 mais
frequentemente utilizado, uma vez que apresentamomoeisto e complexidade (SOTO et al.,
1995).

Nos ensaios com peixes € mensurada a capacidadeodqgsostos em questao
induzirem a sintese de vitelogenina (VTG), um bisrador especifico, no plasma sanguineo
de peixes machos. A VTG é uma proteina presentaroalacdo sistémica em espécies de
animais oviparos, estando presente em machos ea$éri@n organismos machos, em
condicOes normais, a sintese de VTG € muito baixaéo detectada, possivelmente, devido a
baixa concentracdo de estrogénio no sangue. Bmtvetguando peixes machos sao expostos
a substancias estrogénicas, eles sdo capazes disziproma grande quantidade de VTG,
similarmente as fémeas e, consequentemente, haimmeng da concentracdo desta proteina
no plasma sanguineo (FOLMAR et al., 2000; HANSEIdIgt1998; JOHNSON et al., 2000;
SCHMID et al., 2002).

O ensaio de inducdo da sintese de VTG € muitzadid para medir a exposicao
estrogénica em ambientes aquaticos. E um 6timo niemadivo de efeitos enddcrinos em
peixe. Este ensaio ndo demanda longo periodo deotamdo exige altos custos financeiros e
mostra uma resposta que pode ser facilmente mgaidaiadioimunoensaio (RIE) ou por
imunoadsorcao enzimatica (ELISA) (BILA, 2005), pode também a VTG ser mensurada

pela técnica de PCR (Polymerase Chain ReactiordmAtle peixes, outros organismos
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também sdo usados para avaliar a atividade estcag@a inducdo da sintese da proteina
VTG, tais como passaros, anfibios e répteis (OEXDD2).

Dos ensaiosn vitro, 0os mais referenciados sadEescreene 0s ensaios que utilizam
cepas deéSaccharomyces cerevisiaecombinantes que possuem um receptor de estoogéni

como via de sinalizacéo, dentre esses ensaiossoutil@ado € o YES.

O ensaioE-screenutiliza a proliferacdo celular para determinarsaagenicidade da
amostra. E realizada a quantificacdo da mitoseétigas cancerigenas mamarias (MCF-7),
quando em contato com compostos estrogénicos (S€T&., 1995). A mensuracédo da
proliferac@o das células € determinada pela comtatgenimero de células, ou nucleos ou por
método colorimétrico (KORNER et al., 1998; SOTGilet 1995).

2.4.1. Uso do ensaitm vitro YES para avaliacdo de atividade estrogénica em
amostras ambientais

O ensaidn vitro YES € um bioensaio que permite a indicacdo dadatie estrogénica
da amostra, e corresponde a resposta a diferentepostos em conjunto. Essa € uma
caracteristica positiva do ensaio, pois em amoatrdsentais € dificil a deteccdo de todos os
compostos por técnicas analiticas (VILLENEUVE et2000), além de ser dispendioso.

Assim como as analises quimicas (cromatografigpsaio YES também necessita de
uma pré-concentracdo dos compostos a serem amaliadrtanto, previamente ao ensaio é
realizada a EFS da amostra ambiental a ser amalisaso porque, conforme ja dito
anteriormente, os DEs encontram-se em baixas cwacéas no meio ambiente, entdo essa

se torna uma etapa necessaria para que o limdetdecdo do método seja alcancado.

O ensaio YES utiliza a leveduSaccharomyces cerevisiak.cepa foi construida por
técnicas de engenharia genética e encontra-seniiifzada pela Glaxo Group Research
(ROUTLEDGE e SUMPTER, 1996). A cepa utilizada nogasso de transformacao foi a
BJ1991 (BISTAN et al., 2012). Este método, desendol por Routledge e Sumpter, vem

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

A sequéncia de DNA do receptor de estrogénio hunfl@Et) foi inserida no genoma

da levedura, sob a inducdo do promdtac-Z e com isso esse ensaio € capaz de analisar a
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estrogenicidade da amostra, ou seja, a capacidagl@ gnesma possui em interagir com o
receptor de estrogénio humano e produzir uma resBOUTLEDGE e SUMPTER, 1996,
SILVA et al., 2002; BERESFORD et al., 2000; PAYNEak, 2000; BISTAN et al., 2012).

O composto com potencial atividade estrogénicaeptesna amostra se une ao
receptor hormonal, o qual se converte em um recegiteo, este por sua vez estimula o
ativador transcripcional e se expressa em generteepque induz a expressao @a
galactosidase, liberando-a ao meio. O substraton@génico chlorophenol rgdD-
galactopyranoside — CPRG (que possui coloracdoedmar degradado pefagalactosidase
até o produto final chlorophenol red — CPR (quespbsoloracao vermelha), dando coloragcéo
vermelho/rosado ao meio (BERESFORD et al., 2000 REDGE e SUMPTER, 1996) (

Routledge e Sumpter (1996) afirmam qu@ @alactosidase € liberada diretamente ao
meio, porém ndo explicam como ocorre a secre¢c@aderima, visto que a literatura reporta
o fracasso na tentativa de secrecéo Pdgalactosidase enBaccharomyces cerevisiae
(DOMINGUES et al., 2010). Caso essa afirmativaafggor Routledge e Sumpter (1996)
realmente seja veridica, o ensaio YES adquire smidagem em relacdo a outros ensaios,
gue utilizam levedura recombinante para medir @gshicidade, reportados por Metcalfe et
al. (2013), Lorenzen et al. (2004), Gaido et a@9{@), nos quais fi-galactosidase € retida
dentro da célula da levedura, sendo necessari@zantia célula lisada (rompida) ou

permeabilizada para que a enzima seja liberadaegm m

N&o é somente o substrato CPRG que pode ser dtiligara se obter a resposta do
ensaio, o substrato ONPG (o-nitrofefiiD-galactopiranosideo), foi utilizado por outros
autores (METCALFE et al., 2013, LORENZEN et al.,020 GAIDO et al., 1997). Esse
substrato cromogénico, ONPG, ndo possui coloracansparente) e o processo funciona da
mesma maneira, porém sendo a coloracéo final difergpois o0 ONPG quando degradado
pela B-galactosidase produz o-nitrofenol (ONP), dand@re@do amarela ao meio e assim

indicando a presenca de atividade estrogénica @gu

Nesse estudo optou-se pelo uso do substrato crameog€PRG, pois foi o utilizado
por Routledge e Sumpter (1996), além disso, o CBRI€z vezes mais sensivel que o ONPG
(EUSTICE et al., 1991).

Figura 4 e Figura 5).
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Routledge e Sumpter (1996) afirmam qug-galactosidase é liberada diretamente ao
meio, porém ndo explicam como ocorre a secre¢c&Eaderima, visto que a literatura reporta
o fracasso na tentativa de secrecdo Pdgalactosidase enBaccharomyces cerevisiae
(DOMINGUES et al., 2010). Caso essa afirmativaafggor Routledge e Sumpter (1996)
realmente seja veridica, 0 ensaio YES adquire canégagem em relacdo a outros ensaios,
gue utilizam levedura recombinante para medir @gshicidade, reportados por Metcalfe et
al. (2013), Lorenzen et al. (2004), Gaido et a@9({@), nos quais f-galactosidase € retida
dentro da célula da levedura, sendo necessari@zantia célula lisada (rompida) ou

permeabilizada para que a enzima seja liberadaegm m

N&o é somente o substrato CPRG que pode ser dtiligara se obter a resposta do
ensaio, o substrato ONPG (o-nitrofefiiD-galactopiranosideo), foi utilizado por outros
autores (METCALFE et al.,, 2013, LORENZEN et al.,020 GAIDO et al., 1997). Esse
substrato cromogénico, ONPG, ndo possui coloracansparente) e o processo funciona da
mesma maneira, porém sendo a coloracéo final difergpois o0 ONPG quando degradado
pela B-galactosidase produz o-nitrofenol (ONP), dandoragdo amarela ao meio e assim

indicando a presenca de atividade estrogénica @gju

Nesse estudo optou-se pelo uso do substrato cramcog€PRG, pois foi o utilizado
por Routledge e Sumpter (1996), aléem disso, o CBRI€z vezes mais sensivel que o ONPG
(EUSTICE et al., 1991).

Figura 4: Sistema de expressdo do estrogénio induzivel wedlea Saccharomyces

cerevisiaerecombinante (ensaio YES)
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W Estrogénio
H Receptor de estrogénio o

I Receptor ativado
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Legenda: 1) Representa a forma capaz de acoplaeseelementos de respostas de
estrogénios (ERE); 2) Ativacdo do receptor; 3) t&mdo estrogénio ao receptor, causando
expressao do gene receptoida—Z; 4) Producédo da enzinflagalactosidase, que é excretada
no meio; 5/6) A3-galactosidase metaboliza o substrato cromogénrivC& (amarelo) em um
produto vermelho (que pode ser medido pela absoidantre 575 a 620 nm).

Fonte: Adaptado de ROUTLEDGE e SUMPTER, 1996.

Figura 5: Reacdes de degradacao dos substratos cromog&ieds e ONPG pela enzima
B-galactosidase.

SO Nat CHOH S0, Na*
oHA—0 o
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onf—0.0 0 B-galactosidase HoOH o 0
oA d o a cl
H OH
CPRG GALACTOSE CPR
CH,OH CH OH
0
HO 0 HO OH
o —> (o )+
B-galactosidase
OH NO > OH NO,
ONPG GALACTOSE  O-NITROPHENOL
TRANSPARENTE

A mensuracao no ensaio YES € colorimétrica, seetlecthda por espectrofotometria.

Os resultados obtidos neste ensaio sdo comparagodoacontrole positivo 1B-estradiol,
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sendo os resultados expressos em concentracdo wealegte 1B-estradiol (EQ-B)
(ROUTLEDGE e SUMPTER, 1996).

Sendo um bioensaia vitro, o ensaio YES deve atender alguns requisitos. Gegra
geral, para que as curvas dose-resposta das suast@imples (padroes) possam ser
analisadas e comparadas com confiabilidade comva @adrao do controle positivo. E para
gue a poténcia relativa e o valor desg&ejam calculados, as curvas devem apresentar um
paralelismo (FINNEY, 1965; VILLENEUVE et al., 20Q0jnesmo que a condicao de
paralelismo entre as curvas ndo seja completansgingida, os resultados de um ensaio
comparativo como o YES fornecem indicacfes prelamgs relevantes para a identificacédo e

quantificacao de atividade estrogénica (FINNEY,5)96

No ensaio YES, alguns pontos sao relevantes e deesndestacados, como, por
exemplo, o fato de que algumas amostras podem rcausaefeito negativo, associado a
toxicidade, ou seja, afetam o crescimento da leneedurante o ensaio (lembrando que a
Saccharomyces cerevisiaeesce durante a incubacédo das placas de andisp)e pode
prejudicar a curva dose-resposta. Isso € muito oouhel ocorrer em amostras ambientais, ja
gue essas sao complexas e os efeitos sinérgicosodysostos presentes podem contribuir
para essa toxicidade (FRISCHE, et al., 2009). Paédnido Européia (COMPREHEND,
2002), esclarece que essa toxicidade pode seraslgpgrela diluicdo dos extratos das

amostras.

Substancias toxicas podem até mesmo inibir o enestbd da levedura durante a
incubacdo do ensaio, como relatado por Beresfoel. €2000) quando realizaram o ensaio
para 4-terc-octifenol e ndo obtiveram resposta @eraguatro maiores concentragcées da
amostra estudada. A partir de menores concentraigbasiostra, observou-se a induga@-da
galactosidase, em funcdo da dose. Assim, nas reaiwacentracfes, essa substancia
mostrou-se toxica a levedura, o que pode ocorreammstras ambientais dependendo dos

compostos presentes.

Beresford et al. (2000) também observaram que emsana substancia, o 4-terc-
octifenol, quando submetida em altas concentraeadesnsaio YES, levou a indicagdo da
ocorréncia de contaminacao cruzada entre as ladataca de 96 pocos. As linhas do branco
ficaram contaminadas apos o periodo de incubacdoe aevela que, em altas concentracdes

algumas substancias volatizam no interior da ptiEaanalise, o que pode levar a falsos



36

positivos no resultado. E importante salientar ,igsois em amostras complexas ndo é

possivel saber quais compostos e em quais conggesrales estao presentes.

A Unido Européia (COMPREHEND, 2002), destaca qué&anada toxicidade, outro
fator interferente nos resultados do ensaio YESpeesenca dos acetatos de alquilfendis, os

quais suprimem a atividade estrogénica de estereid®s proprios alquilfendis.

Além disso, deve existir muito cuidado na escolba tkagentes, no preparo das
solucbes, bem como na utilizacdo de material désadrestéril (placas e ponteiras) e na
limpeza e esterilizacdo da vidraria utilizada; poiensaio apresenta alta sensibilidade e
qualquer fonte de contaminacao podera afeta-lotivegaente.

Ainda existem outras variaveis que podem influane@adesenvolvimento do ensaio,
como, por exemplo, o tempo de incubacédo, o usmlderges diferentes do etanol absoluto e
o numero inicial de células de levedura (BERESF@REI., 2000).

O tempo de incubacédo pode interferir nos resultéaitt® na curva padrdao do controle
positivo 17B-estradiol, quanto nas amostras e no branco. Qdessolventes diferentes do
etanol absoluto pode causar toxicidade a levedwsepte no ensaio. A variagdo no numero
inicial de células, bem como a fase de crescimema@ue ela se encontra, pode aumentar ou
diminuir a sensibilidade, o que altera o valor d&sd® consequentemente de equivalente
estradiol (EQ-E).

Brix et al., (2010), observaram bons resultadosaleelacdo entre o ensaio YES e
analises quimicas. Neste sentido, os autores propusque o0 ensaio YES seja utilizado
como forma de selecionar quais das amostras estsidaddo submetidas a analises quimicas
posteriores para uma caracterizacdo mais compdstaampostos nelas presentes. Os autores
ainda ressaltam que isto poderia levar a uma redngé custos com analises laboratoriais,
pois em geral o custo do bioensaio € cerca de 8%usio das andlises quimicas para cada

amostra.

Assim sendo, 0 ensaio YES mostra-se um aliado gadantificacdo e quantificagao
da estrogenicidade de matrizes ambientais. Entoet@nnecessario que os fatores que
influenciam na resposta do teste sejam monitordélosser um testm vitro, € importante
salientar que a combinacdo com analises quimich®ensaiosin vivo é interessante e

consideravel para mais completa expressao dosadesl!
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2.4.2. Compilacdo de resultados de autores gque utilizaesmsaios com
diferentes cepas de#accharomyces cerevisieecombinate, usando receptor
de estrogénio como via de sinalizacao

Existem diversos ensaios que usam o0 receptor degésto como via de sinalizagéo
para a afericdo da atividade estrogénica. Esseaioendilizam diferentes cepas de

Saccharomyces cerevisieecombinantes.

A Erro! Fonte de referéncia ndo encontradaapresenta uma compilacdo de resultados
de autores, que utilizaram a via de sinalizacaeptec de estrogénio, para analisar a atividade
estrogénica tanto de substancias simples (padcoes) de amostras provenientes de diversas

matrizes ambientais.

Tabela 4: Ensaios com diferentes cepas Sccharomyces cerevisiaecombinante, todos
usando receptor de estrogénio como via de sinalizac

EQ-E, | CEs(ng.L" | Poténcia
1

(ng.L™ ) Relativa Referéncia

Substancia/Amostra

(BERESFORD et al.,
2000)
1 (MURK et al.. 2002)
_ (RUTISHAUSER et
57,2 1 al., 2004)
g 49 1 (BECK et al.. 2006)
1
1

- - 1

17B-Estradiol (k&)

(CAJTHAML et al.,
2009)

(BRIX et al., 2010)

. i (BALSIGER et al.,
39,5 2010)

- 54,5 - (FIC et al., 2014)

- - 1,2 (MURK et al., 2002)
_ (RUTISHAUSER et
533 1,19 al., 2004)
; 71,14 125 | (BECK etal., 2006)
_ _ s | (CAJTHAMLetal,
: 2009)
_ _ (BALSIGER et al.,
57.2 2010)

17a-Etinilestradiol (EE)

Estrona (B) - - 0,1 (MURK et al., 2002)

(Continua)

Tabela 4: Ensaios com diferentes cepas Sccharomyces cerevisiaecombinante, todos
usando receptor de estrogénio como via de sinaliz@Gontinuacao).

Substancia/Amostra | EQ-B | CEso(ng.L | Poténcia | Referéncia
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(ng.L™ D) Relativa
i (RUTISHAUSER et
148,7 0,38 al., 2004)
Estrona (B - 243,33 0,25 (BECK et al., 2006)
i i (BALSIGER et al.,
346,07 2010)
i - (RUTISHAUSER et
Estriol (&) 256658 | 24x10 al., 2004)
- 6344,36 59x 10 | (BECK etal., 2006)
170-Estradiol - - 0,01 (MURK et al., 2002)
Mestranol (MES) - 5277,3 1,3 x 10| (RUTISHAUSER et
17B-Estradiol-valerato (E VAL) - 352,9 0,21 al., 2004)
- - 3x10°
3-sulfatop-estradiol - - 3x 10° (BERE?OF(%?D etal,
- - 1x10'
= 270240 1,5x 10 | (BECK et al., 2006)
- 1,52x 10
Genisteina - - 8,7 x 10°
- - 22x10 (BRIX et al., 2010)
- - 2,6 x 10'
Daidzeina 15254400 2,5x10| (BECK et al., 2006)
i i 4 (BERESFORD et al.,
1x10 2000)
= = 1,0x 10 | (MURK etal., 2002)
i . (RUTISHAUSER et
456580 1,1x 16 al., 2004)
Bisfenol-A (BPA) - 342435 1,2x 10 | (BECK et al., 2006)
i i - s | (CAJTHAML et al.,
=1x10 2000)
i i (BALSIGER et al.,
783034,7 2010)
- 821844 -
Bisfenol-AF (BPAF) - 131129,7 -
Bisfenol-F (BPF) - 9350774,1 - (FIC et al., 2014)
2,4-bis (4-hidroxiphenil)-4- i )
methilpent-1-eno (MBP) 3757,026
i i (BERESFORD et al.,
4 x10° 2000)
Nonilfenol 3x 10
i i (RUTISHAUSER et
1850,94 | 2,5x 10 al., 2004)
= 1542450 | 1,8x 10 | (BECK et al., 2006)
(Continua)

Tabela 4: Ensaios com diferentes cepas Sccharomyces cerevisiaecombinante, todos
usando receptor de estrogénio como via de sinaliz@Gontinuacao).

Substancia/Amostra EQ'Ef CE501(ng.L' Potencia Referéncia
(ng.L™) ) Relativa
: : ég . 1? (BRIX et al., 2010)
Nonilfenol ] 546468 ] (BALSIGER et al.,

2010)
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. i (RUTISHAUSER et
Octilfenol 5570,64 7,8 x 10 al., 2004)
4-Terc- Octilfenol - 6395920 4.5 x P0| (BECK et al., 2006)
Dimetilftalato - - 1,0 x 10
Dietilftalato - - 5,0 x 10
Di-n-butilftalato - - 1,0 x 10
Benzilbutilftalato - - 1,0 x 16
Di-(2-etil hexil) ftalato - - 0
Dioctilftalato i i 0 (MURK et al., 2002)
Nonilfenol etoxilado - - 40x 10
Octilfenol etoxilado = - 4,0x 10
4-Nonilfenol - = 5,7 x 10
4-Octilfenol - s 1,0 x 10
. ) ) (BERESFORD et al.,
Butilfenol 1x10 2000)
4-Onilfenol - - = 1x10°
4-Nonilfenol - - = 1x10° (CA‘JTEISOI\SI)' etal,
Triclosano - - = 1x10°
I—I|3F|>_|'I-'I-E - - Aéilli (BERESFORD et al.,
Metoxicloro = = 8 x 1d 2000)
Agua residual (Paises Baixos) 0—86/35 - -
Agua superficial (Paises Baixos) 0-1,09 - - | (MURKetal,, 2002)
Efluentes de instalagfes de aguas
residuais municipais da América do <1 - 15 - - (HUGEO%g etal,
Norte
] 3 i i (RUTISHAUSER et
ETE (Suica) 0,5-100 al., 2004)
< - 11,97 - (PAWLOWSKI et al.,
Agua superficial (Alemanha) 19.42 - - 2004)
34,1 - (PAWLOWSKI et al.,
’ ETEs (Alemanha) 65.96 - - 2004)
_ Agua superficial a monFa_nte e | 0,06 - (MATTHIESSEN et
jusante de fazendas pecuarias, Rgino - -
Unido 292 al., 2006)
: . - 0,01 -
Agua superficial (Mar Baltico) 0.82 - - (BECK et al., 2006)

(Continua)

Tabela 4: Ensaios com diferentes cepas Sccharomyces cerevisiaecombinante, todos
usando receptor de estrogénio como via de sinaliz@Gontinuacao).

Substancia/Amostra EQ'EE CE5°1(ng'L_ Poténcia Referéncia
(ng.L™) ) Relativa
. e (VIGANO et al.,
* - -

Sedimento de rio (Italia) 15,6 2008)
Estacéo de tratamento de aguas 0 — 28,4 ) i (BALSIGER et al.,
residuais (El Paso, Texas, EUA) 2010)

Agua superficial, Sdo Paulo, Brasjl 0,13-8,1 - - (JAREOIQAZ)H al,
B . B i i (METCALFE et al.,
ETE — Canada <1-45 2013)
Agua potavel (torneira) - China 0,0352|— - - (ZEB&l., 2013)
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1,511
. . . 1228,5 —
Aguas residuais, Zhengzhou, Chin a1691,54 - - (LIetal., 2015)
Lodo biolégico de esgoto (China) 2’8*_ 4.7 - - (RUAN et al., 2015)

Agua superficial, Rio Guandu — Rip
De Janeiro (filtrado na membrana 0 — 16 - -
1,2um)

Agua superficial, Rio Guandu — Rip (DIAS etal., 2015)

De Janeiro (filtrado na membrana 0 - 3,1 - -
0,45um)

(ND) Nao Detectado
(-) Nao informado

(*) ng.g

E notdrio que existe uma grande quantidade de Ihabaque analisaram a
estrogenicidade de substancias padrbes, porém Pos&0 0s estudos com amostras

ambientais, isso devido a dificuldade de se tratvalbm amostras complexas.

Dois fatores interferentes nos resultados do ens@doa toxicidade e a presenca dos
acetatos de alquilfendis, os quais suprimem adailé estrogénica de esteroides e dos
proprios alquilfendis (COMPREHEND, 2002). Esses bfgmas sao, muitas vezes,
recorrentes, em amostras provenientes de matnzb®atais, o que dificulta a consolidacéo

dos resultados do ensaio YES para essas amostras.

No que tange aos resultados do ensaio YES pardasclzs padrdes, vale ainda
ressaltar que a PR ndo é um valor universal reladim ao controle positivo fi#stradiol,
mas também é relativo ao ensaio especifico e adasmsaio pelo laboratério (BRIX et al.,

2010), pois esses fatores podem interferir no \deoCko.

Isso explica os diferentes valores de PR, encardrpdr Beresford et al. (2000 ) para a
mesma substancia (3-sulfafeestradiol e nonilfenol), pois ndo houve uma camgtd na
metodologia do ensaio, ja que em seu estudo, foratizados diversos testes com diferentes
variaveis que podem influenciar no desenvolvimeltt@nsaio, como, por exemplo, o tempo
de incubacéo, o uso de solventes diferentes dolethroluto e o niumero inicial de células de

levedura.

Por isso a importancia e necessidade da reprolitldite do ensaio, a qual é essencial
para a validacdo dos resultados. Partindo do pimcile que ndo foram observadas

significativas diferencas entre os resultados a¢wsails autores para PR pode-se dizer que os
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ensaios que utilizam receptor de estrogénio coraalgisinalizagdo séo, além de sensiveis,

reprodutivos.

2.5. Ensaios de toxicidade com amostras ambientais

Segundo Arenzon e Gerber (2011), a toxicidadeaefera capacidade de determinada
substéancia, produto ou conjunto de substanciasopasem efeitos danosos aos organismos
com 0s quais entram em contato. Estes efeitos pedemesde alteracbes comportamentais,

alteracdo de crescimento ou reproducdo até mesnwota dos organismos.

Os efeitos nocivos desencadeados por DEs no meibieata atingem desde
microinvertebrados até grandes vertebrados, semdplamente relatados na literatura
cientifica, conforme citado na Figura 2.

A toxicologia estuda esses efeitos nocivos causam@s seres vivos através da
toxicidade aguda e/ou cronica. A toxicidade agudaenos efeitos de agentes toxicos sobre
espécies durante um curto periodo de tempo emarelag periodo de vida do organismo-
teste. Ja a toxicidade crénica mede os efeitosildgt@ncias quimicas sobre espécies por um
periodo que pode abranger parte ou todo o cicleidbe do organismo-teste. Em sintese, a
toxicidade € a capacidade inerente de determinadstéicia quimica e/ou de seus

metabolitos produzirem um efeito toxico.

O objetivo dos ensaios de toxicidade é simular, laboratério, os efeitos que
poderiam ser observados nos organismos presentesienm ambiente (ARENZON e
GERBER, 2011).

No geral, os organismos que podem ser utilizadgsemsaios sdo de quatros niveis
troficos: os organismos produtores (algas), oswordores primarios (micro crustaceos), os
consumidores secundarios (peixes) e os decompesi{bactérias). Esses organismos sao
chamados de organismos-teste e sdo espécies msagnidaboratério e cujos conhecimentos
de sua biologia séo suficientes para que possauatikzsdas como indicadores da toxicidade.
Tanto a forma de cultivo como as metodologias daierpara estes organismos sao definidas

em normas técnicas validadas, permitindo a repitmitidade dos resultados.
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O Conselho Nacional do Meio Ambiente, Resolugcao MM n° 430 (Brasil, 2011),
regula o lancamento de efluentes liquidos e exigesgjam realizados ensaios de toxicidade

com pelo menos dois organismos de diferentes ninddisos.

O estagio de desenvolvimento do organismo em gqoee@ exposicdo aos DEs é
particularmente importante. Pesquisas demonstraanoguDEs podem apresentar maiores
riscos a saude durante os periodos criticos da (iideauterino, perinatal, juvenil ou
puberdade) quando os sistemas reprodutivo, imuitalog nervoso estdo em formacéo e
desenvolvimento (FRYE et al., 2012). Assim, a ppgatpreocupacao ecotoxicoldégica com os
DEs implica em sua evidente capacidade de afetepraducédo das espécies e interferir no

desenvolvimento da prole.

2.6. Remocao de desreguladores endocrinos em plantastcigamento de agua

Conforme ja citado anteriormente, os DEs incluena gérie de hormdnios esteroides,
sejam naturais ou sintéticos, além de uma sérigutistancias quimicas e esses compostos
estdo presentes nos efluentes descartados em égsas superficiais, principalmente por

esgoto doméstico e industrial.

A remocao de DEs em estacOes de tratamento é eocasdad incompleta, pois
tratamentos convencionais sdo ineficientes paem@g¢do desses compostos (LEECH et al.,
2009; LIU et al., 2009) o que ocasiona sérios dansasiide dos seres vivos, mesmo que esses

DEs se encontrem em baixas concentracgoes.

Segundo a Comissao Européia (CEC, 2014), com lmaskados obtidos na literatura,
0S processos considerados eficazes para a remog&adacado de compostos com atividade
estrogénica séo: dioxido de cloro (oxidacdo de W%9%), ozbnio (oxidacdo > 95%),
irradiacdo ultravioleta com dioxido de titanio (@&cao de até 99%), irradiacédo ultravioleta
juntamente com peréxido de hidrogénio (oxidacdo %P separacdo por membrana
utilizando nanofiltracdo (remocg&o de até 99 %)y@arativado em po (remoc¢do de 50% a

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

A remocdo desses contaminantes deveria ser realiaates do lancamento do

efluente no meio ambiente a fim de eliminar ou amos reduzir os riscos ocasionados por
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esses DEs. Porém,isso esté fora da nossa realittaledados do IBGE (Instituto Brasileiro
de Geografia e Estatistica, 2010) revelam que 668 inunicipios da regido sudeste, 1.586
tém sistemas de coleta de esgotos em operacaontante apenas 808 municipios tém
instalacbes de tratamento de esgotos e o tratandentmuas residuais a nivel secundario
(biologico) so6 é realizado em 461 municipios. Seaslsim, em muitas localidades o esgoto
atinge os sistemas aquaticos sem qualquer tipcatiertento ou quando é tratado, este é um

tratamento precario.

Vale destacar que com a auséncia de tratamentoiadiegara efluentes langados em
corpos hidricos, incluindo rios responsaveis pdbastecimento de agua, até mesmo o
provimento de agua potavel fica comprometido emcé® a contaminacédo de DEs, visto que

o0 tratamento convencional néo € eficiente paran@¢éo desses compostos.

3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Descricao da area de estudo

O presente estudo foi realizado em duas é&reas tddoediferentes: Rio Guandu,
localizado no Rio de Janeiro, Brasil e Rio Santaidlocalizado na Bacia de Santa Lucia, no

Uruguai.

3.1.1. Rio Guandu
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A bacia hidrogréfica do Rio Guandu é formada peios Guandu, da Guarda e
Guandu-Mirim, esté situada a oeste da bacia da @ai@uanabara, contribuinte & Baia de
Sepetiba, no Estado do Rio de Janeiro, e ocupaarss de 3.600 km?, abrangendo 15
municipios: Seropédica, Itaguai, Paracambi, Japergimados, Miguel Pereira, Vassouras,
Pirai, Rio Claro, Engenheiro Paulo de Frontin, Ndgaacu, Rio de Janeiro, Mendes,
Mangaratiba e Barra do Pirai (Figura 6).

O rio Guandu, principal curso d’agua da bacia da bla Sepetiba, drena uma bacia
com &rea de 1.385 KinE formado pelo ribeirdo das Lajes que passachamar rio Guandu
a partir da confluéncia com o rio Santana. Tem cannocipais afluentes, os rios dos
Macacos, Santana, S&o Pedro, Pocos/QueimadosardgpirO seu curso final retificado leva
o nome de canal de Sao Francisco. Todo o seu peraié a foz (Ribeirdo das Lajes —
Guandu — canal de S&o Francisco), totaliza 48 Kigu(& 7).

Atualmente, o Rio Guandu é a principal fonte de swmmento da regido
metropolitana do Rio de Janeiro. Apesar da imporg&do manancial, esse rio é afetado, por
graves problemas ambientais devido a poluicdo daude seus afluentes, dos esgotos
domésticos e industriais lancados, além de eflsedéepraticas agropecuéarias (SEMADS,
2001).

Figura 6: Bacia hidrografica do Rio Guandu.



45

— Limire 2z Bacia

A bacia hidrogréfice do Guandu
abrange 15 municiplos do Estado
do Rio de lameio

Vassouras
Barra do Pirai

'._'-R-:vpn"m!ﬂv
TS5 Ribeipio das Lijes s

0 & 10 20

km

r'_'_|_|_—| Limite Municipal - Hidrografia 5 Represa
9 BH I - Guandu P Rios Principais ® Sedes Municipais

Fonte:http://www.comiteqguandu.org.bacesso em dezembro/2014

Figura 7: Rio Guandu e seus principais afluentes
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As coletas de amostra de agua foram realizadaenpdntos um antes da estacac
tratamento de agua (E) Gandu, proximoao ponto de capitagdo cdgua da ETA
(22°48'27"S; 43°37'36"(Jigura 8) e outro ponto apos a ETAorGo ndo foi possivel colet
exatamente na saida da ETfoi realizada a coleta de agua da torneira em

edabelecimento que se situa proximo a ETA Gu e recebe agua potavel dessa |, esse
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ponto fica localizado nas coordenadas geograf2f60'46"S; 43°36'22"0. As amostras, de
agua bruta e potavel, foram coletadas duas vezem@® durante 5 meses, de setembro de
2014 a janeiro de 2015, totalizando 10 campant2@samnostras (sendo 10 de agua bruta e 10

de agua potavel).

Figura 8: Local de coleta de agua bruta no Rio Gandu

e

Para a identificacdo das amostras, foram utilizasbsddigos conforme mostra a
Tabela 5. Onde elas foram numeradas de acordo cdataada coleta e discriminadas pela

letra A para as amostras agua bruta e pela lep@#as de agua potavel.

Tabela 5: Caodigo das amostras do Rio Guandu com localizaghaia de coleta.

Agua bruta Agua potéavel Data de coleta
12 1B 10/09/2014
22 2B 24/09/2014
32 3B 09/10/2014
42 4B 31/10/2014
5a 5B 14/11/2014
62 6B 27/11/2014
72 7B 15/12/2014
82 8B 30/12/2014
92 9B 15/01/2015
102 10B 26/01/2015
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3.1.2. Rio Santa Lucia

O Rio Santa Lucia faz parte da bacia Santa Lucé epia localizada ao sul do
Uruguai (Figura 9) e compreende uma area de 134#8@®s trés maiores rios dessa bacia

sdo: San José a Oeste, Santa Lucia Chico ao cBatrta Lucia ao Leste.

Essa bacia fornece abastecimento de agua potaeeiaés de 60% dos uruguaios. Os
principais usos das redondezas dessa bacia sadrigetr’1,3%), agricola (16,2%), florestal
(4,2%) e por ultimo urbano-industrial (1,1%) (ACHRAet al., 2004).

. . . ;g . ,
Figura 9: Bacia hidrografica do Rio Santa Lucia N
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Foram realizadas coletas, de amostras de agua édmgdimento, mensais durante 3
meses (dezembro de 2014 a fevereiro de 2015) eaméscdo Rio Santa Lucia, chamados:
Campanero Chico (34°22'8"S; 55°11'40"0), Arequa#’(7'7"S; 55°17'6"0) e San Francisco
(34°21'17"S; 55°15'27"O)Hrro! Fonte de referéncia ndo encontradg. Os trés pontos de

coleta localizam-se no departamento de Lavallgaidade de Minas.

As amostras foram coletadas em triplicata em canfdop Totalizando 54 amostras

coletadas em trés campanhas, sendo 27 amostrgaalsuperficial e 27 de sedimento.

Figura 10: Pontos de coleta no Rio Santa Lucia
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Como os resultados das triplicatas ndo destoarsou-se entdo como resultado final
as médias das triplicatas com os desvios e padardificacdo foram utilizados os cédigos

apresentados na

, onde se utilizou a letra D para as amostras audst em dezembro, J para as de
janeiro e F para as de Fevereiro, seguidas da Aeprara amostras de agua ou S para de
sedimento. Acompanhada do numero 1 para o pont@&aro Chico, 2 para 0 Arequita e 3

para o San Francisco.

Tabela 6:Cdédigo das médias das triplicatas das amostrasaldeRSanta Lucia

Localizacao Ponto | Agua | Sedimento| Més de coleta
Campanero Chico DAl DS1 Dezem'bro
1 JA1 JS1 Janeiro
FA1 FS1 Fevereiro
DA2 DS2 Dezembro
Arequita 2 JA2 JS2 Janeiro
FA2 FS2 Fevereiro
DA3 DS3 Dezembro
San Francisco 3 | JA3 JS3 Janeiro
FA3 FS3 Fevereiro

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

cromatografia

3.2.1. Limpeza das vidrarias

O ensaioin vitro YES e a cromatografia, por analisarem micropokgntequerem
procedimentos cuidadosos de limpeza e descontafwnde vidraria. Pois como esses
contaminantes sdo encontrados em niveis tracosess&io 0 maximo de cuidado possivel
para evitar a contaminacdo do material utilizadgs®m prejudicar a acuracia dos resultados
nas analises. Com isso foram adotados alguns ptosoade limpeza (Figura 11) e

armazenamento de vidraria a fim de garantir a iitade dos resultados.

Todas as vidrarias, depois de descontaminadasas,decam envoltas em papel aluminio

e guardadas em ambiente limpo para impedir futomégaminagao.
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Figura 11: Fluxograma d protocolo de limpeza e descontaminadasvidrarias usadas no
armazenamento das amostras cole

Lavar
inicialmente com
agua potavel

Imersao por 24 horas em uma
solucdo de detergente (Extran®/
Merck) a 10%

Rinsar com
acetona (grau
HPLC, Tedia)

Esfregar e enxaguar 10
vezes com agua potavel

nxaguar, no minimo,
5 vezes com agua
ultrapura obtida do
sistema Milli-Q
fornecido pela
Millipore®

Enxaguar 3 vezes
com 4gua ultrapura
obtida do sistema
Milli-Q fornecido
pela Millipore®

-
Rinsar com

etanol (grau
\. HPLC, Tedia)

3.2.2. Coleta e armazenamento das amo

Todas as amostratanto de agua como de sedimento, foram coletadaaseo de
vidro ambar Nos frascos contendo amostras de agua foi adicionado metanol (grau H]
Tedig na proporgéo de 1%/v de amostra (10 mL para cada 1 L de amostra coletafim
de evitar a degdacdo microbiolégica dos compostos de interessdradco, contendo as
amostras de agua e sedimenforam devidamente armazenados em isopor com
transportados e mantido temperatura inferior a 6 °C no laboratopaya futura realizacéo

das analises.

As amostras foram devidamente preparadas, de acomd® fluxogramapresentado
na Figura 12 e&€om base nos procedimentos descritos a seguigrprefialmente no dia ¢
coleta ou, caso ndo fosse possivm, no maximo, quarenta e oito horas apés a ciNesse
caso, as amostras foraretiradas da geladeira cerca de duas hortes do inicio dos

procedimentos para querajissen a temperatura ambiente.
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Figura 12: Esquema detalhacdas etapas de preparo das amostras até o extral usados
noensaio YESe na anélise de CLAE.

AMOSTRADE
SEDIMENTO

. AMOSTRADE
Se coloca o sedimento pz:ra secar por AGUA
24 horas a 60°C
10 g de sedimento seco 1 Litro de amostra
Adiciona-se 10 mL de metanol Filtragdo em membranas de fibra de
vidro de 1,2 um e de acetato
{} de celulose de 0,45 pm.

5 minutos em agitador
tipo vortex

1%

p
Centrifuga
(2500¢ 5 minutos )

Repete-se 3 vezes,
sendo que a cada
repeticio se verte
o metanol em um
baldo de 200 mL

Ajuste do pH
para 2 com HCL
M

Condicionamento do cartucho Strata-X (Phenomenex®)

500 mg / 6 mL
Avoluma 6 mL de hexano + 2 mL de acetona+ 6 mL de metanol,
com dgua 200 mL de amostra 10 mL de dgua ultra pura pH 3, ajustado com HCI 3M
ultra pura

U

Percolagdo da amostra:
Vazao 3 mL/min

U

Limpeza do cartucho: 10 ml de uma
solugdio de metanol e dgua ultra pura
(1: 9) sob vacuo por 10 minutos.

Elui¢io: 4 mL de acetona EluigAo: 4 mL de acetona
evaporados 2 secura com N2 e evaporados 2 secura com N2 e
reconstituidos. reconstituidos.

- Para o saio YES: com 2 mL de - Para 0 HPLC-FLU: com 500 pL

etanol. de acetonitrila,

Realizagdo do
ensaio YES.

Injecdo no
HPLC-FLU
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3.2.3. Primeira parte do processo de preparo das amastragua: Filtracdo

Em laboratério, as amostras de agua foram filtrastastemperatura ambiente, em
filtros de membranas de fibra de vidro de 1,2 prer@{) e posteriormente em membranas de
acetato de celulose de 0.4 (Merck). Os aparatos da filtracdo estdo apredeataa Figura
13Figura 13. A cada filtracdo, ao retornar a amostra paradoovéimbar, este foi previamente
rinsado com a propria amostra filtrada para garanduséncia de residuo solido da amostra
no vidro. Foi separado 1L de amostra em cada frasdiar para a EFS em 1 cartucho.

Figura 13: Foto dos aparatos de filtracao.

Vidraria
/4 apropriada parg
filtracac

Membranas
parafiltracac

O pH das amostras foi ajustado para 2 com soluedéclo cloridrico (HCI) 3M
(grau P.A. Merck). A verificacdo do pH foi realizadom tira indicadora universal de pH
(Merck). Nao foi utilizado nenhum equipamento pamadir o pH, a fim de impedir

contaminacgao pelo eletrodo, o qual é utilizado emsdras de diversas naturezas.
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3.2.4. Primeira parte do processo de preparo das amastrsesdimento

A primeira parte do preparo das amostras de setliimemliferente do processo de
preparo das amostras de agua. Pois € precisor reiraompostos de interesse que estéo

retidos no sedimento e passa-los para o meio bquid

Sendo assim, inicialmente o sedimento foi seco2dohoras a 60 °C e pesadas 10
gramas de sedimento seco, a seguir foi colocadonernubo de vidro (Figura 14), ao qual foi
adicionado 10 mL de metanol. O material foi subdeet um agitador tipo vortex por 5
minutos, em seguida foi centrifugado a 2500 g paoritutos. Desse modo, os compostos de
interesse ficavam retidos no metanol, o qual, apdentrifugacéo, era facilmente vertido para
um recipiente volumétrico: baldo. Essa parte dedadide metanol, submissdo agitacéo,
centrifugacdo e separacdo do meio liquido (metanol os compostos de interesse) foi
repetida por trés vezes. Apds esse processo, o baldiendo o meio liquido foi avolumado
com agua milli-Q para 200 mL. Desse modo a amagrsedimento foi transformada em 200
mL de amostra liquida, o pH foi ajustado para guselo os mesmos passos da amostra de
agua. E partir dai pode-se seguir, tanto para asteas de agua como de sedimento, 0 mesmo

protocolo de extracdo em fase solida.

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

Tubos de vidro com amostras d
sedimento e metar
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3.2.5. Extracdo em Fase Solida (EFS)

A EFS é uma ferramenta Util para extracdo e coregit de micropoluentes em
amostras aquosas. Para a extragdo em fase soliilouste o cartucho Strata-X
(Phenomenex®) em fase dtle 500 mg / 6 mL. Estes foram condicionados comL6dm
hexano, 2 mL de acetona, 6 mL de metanol (grau HHledia) e 10 mL de agua ultrapura
com pH ajustado para 3, com solucdo de HCI 3M. A®msiras foram percoladas nos
cartuchos sob vacuo, com vazédo aproximada de 3mLsempre tomando o cuidado para
gue a fase sélida do cartucho nao ficasse secaentinuma pelicula de liquido acima da
fase a fim de evitar ressecamento dos poros e goeste perda do analito.

A metodologia de EFS utilizada foi descrita por dswo (2009). Esta metodologia
apresentou uma boa recuperagao para o analitéedesse: 1é-etinilestradiol.

A extracao foi realizada em Manifold (Agilent (VduE12)), em capela e foi utilizado

um cartucho para cada amostra (1L). A Figura 1Smaasaparato utilizado nas EFS.

Figura 15: Foto do aparato utilizado na EFS.

Amostras

Cartucho de C18

. Bomba de vacuo
i $

No cartucho, ap6s a percolacdo das amostras,diada a etapa ddean up sendo
lavado com 10 ml de uma solucédo de metanol e aglliaQn(1: 9), para que os possiveis

interferentes fossem removidos. Apds isso foi ndansob vacuo por 10 minutos para a
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remoc¢do do excesso de dgua. Em seguida, os castfmhm armazenados em freezer (com

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

Os analitos foram eluidos dos cartuchos com 4 mlLadetona, sob efeito da
gravidade, e acondicionados em frascos de vidrlurfw® de 10 mL) utilizando o sistema
manifold sem o vacuo. Depois, ligou-se a bomba @mi@ por 5 minutos para completa
secagem dos cartuchos. Os extratos das amosteas &vaporados a secura com fluxo de
nitrogénio gasoso (Figura 16) e reconstituidos @mL de etanol para a realizagdo do
ensaio YES ou com 500 pL de acetonitrila para enatografia. Apds a reconstituicdo dos

analitos procedeu-se as analises imediatamente.

Figura 16: Foto do aparato utilizado na secagem das amasiragluxo de nitrogénio

3.3. Ensaioin vitro YES

3.3.1. Reagentes

L-leucina, L-histidina, adenina, L-arginina-HCI,metionina, L-tirosina, L-isoleucina,

L-lisina-HCI, L-fenilalanina, L&cido glutdmico, Lalina, L-serina, tiamina, piridoxina,



57

pantetonato de calcio, inositol, D-glucose, acigdpaatico, L-treonina, sulfato de cobre (ll) e
KOH peletes, biotina e 0 CPRG (clorofenol vermehb-galactopiranosida) foram obtidos
da Sigma-Aldrich. O etanol absoluto e os solvehi@sano, metanol e a acetona sao grau
HPLC da Tedia Brasil.

3.3.2. Preparo das solucdes do ensaio YES

O protocolo utilizado para a determinacdo da atidédestrogénica foi desenvolvido
por Routledge e Sumpter (1996), seguindo as ogéatae adaptacdes de Bila (2005), sendo
realizadas pequenas modificacdes no cultivo da $apeharomyces cerevisiae.

Todo o material utilizado no preparo das soluc@@gpifeviamente limpo de acordo
com o topico limpeza das vidrarias (3.2.1) citadteaormente. Lembrando que a vidraria
utilizada foi dedicada exclusivamente ao ensaio YBf& evitar possiveis interferéncias ou

contaminacoes.

Impurezas ou contaminagcdes podem causar falsosvpesino ensaio YES, por isso
todos os reagentes, agua e materiais utilizadosamgpulacdo das solu¢cdes do ensaio devem,
obrigatoriamente, ter alto grau de pureza. Todoseagentes foram adquiridos da Sigma
Aldrich® e foram utilizados somente para esse ensai

Para o preparo das solugbes, os reagentes foraadgseem Becker de 50 mL
destinados somente para este fim e ap0s a esteditizas solucbes somente foram abertas em

capela de fluxo laminar.

O preparo das solucdes (Meio Minimo, Glicose, Acidaspartico, L-treonina,
Sulfato de Cobre, Vitamina, CPRG e Meio de Cultieogontra-se disponivel no ANEXO 1.

3.3.38. Cultivo da cep&accharomyces cerevisiae

O ensaio YES utiliza a leveduBaccharomyces cerevisiak.cepa foi construida por
técnicas de engenharia genética e encontra-seniiifzada pela Glaxo Group Research
(ROUTLEDGE e SUMPTER, 1996). A cepa utilizada nogasso de transformacéo foi a
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BJ1991 (BISTAN et al., 2012). A cepa 8accharomyces cerevisiaacombinante utilizada
foi gentilmente cedida pela professora Marcia Dieg0FRJ).

O preparo da cepa foi sempre realizado em capelfiugde laminar seguindo o

protocolo apresentado por Routledge e Sumpter {1&@86 algumas modificacdes.

3.3.3.1. Congelamento

O congelamento foi sempre realizado ao términoatk @nsaio com as células que
restavam do inoculo utilizado, para garantir quevadura fosse congelada fresca. Em tubo
criogénico estéril, volume de 2 mL, foi colocadolewedura e adicionado o glicerol
previamente esterilizado a 121°C por 15 minutogroporcao de 40% (9Q4. de células em
meio de cultivo e 60@L de glicerol estéril). Os tubos criogénicos forarmazenados em
freezer a temperatura de - 20 °C, onde podem satidoa por até 1 ano e também a

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

3.3.3.2. Descongelamento, pré-indculo e indculo

Previamente a realizacdo dos ensaios (48 horas)aateepa foi descongelada e foi
realizado o pré- indculo. Todas as células contidasubo criogénico foram ressuspendida
em 10 mL de meio de cultivo em um frasco de cultiewo e estéril. Os frascos de cultivo
foram incubados a 28 °C por 24 horas sob agitagadbs@ rpm, em incubadora de bancada

com agitacao orbital (Marca Quimis, modelo Q816M20)

Em seguida, foi realizado o inéculo, adicionandd-8euL da cultura do pré-inéculo
a um novo frasco de cultivo estéril contendo 10 aelLmeio de cultivo, sendo novamente
incubado sob as mesmas condi¢des do pré-indcul@4plaoras, e assim, a cepa estava pronta

para ser utilizada no ensaio.
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3.3.4. Preparo do meio de anéalise para o ensaio YES

O preparo do meio de analise para o ensaio foizeskl em tubos do tipo falcon,
estéreis ou, dependendo da quantidade necessamiafrascos de vidro previamente
esterilizados a 121 °C por 15 minutos e destinadosente para esse fim. Inicialmente é
necessario preparar o meio com a levedura paraeguidsa preparar o meio de analise. Todo
o procedimento foi realizado em capela de fluxoim@m O preparo seguiu 0 roteiro
apresentado a seguir.

3.3.4.1. Preparo do meio com a cultura de levedura

Em um tubo falcon estéril de 50 mL foram adiciormdanL do meio de cultivo e 3
mL do cultivo da levedura (cultivo realizado comi@r apresentado no item 3.3.3. Leu-se
entdo a absorbéancia a 620 nm desta cultura. Oginesto foi definido conforme a faixa de

absorbancia atingida:

= Absorbancia 0,8 a 1,0: faixa boa, cultura pronta pauso.

= Absorbéancia inferior a 0,8: adicionar pequenos was de levedura até atingir a
absorbéancia de 0,8.

= Absorbancia superior a 1,0: adicionar pequenosnesude meio de cultivo até atingir
a faixa entre 0,8 a 1,0.

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

nao foi mais utilizada.

Este procedimento € uma adaptacdo do método drigmaRoutledge e Sumpter
(1996) para facilitar a etapa de contagem das a®lde levedura, a qual era feita em
microscopio, e tem sido adotado com sucesso emsdy@esquisas, como Beck et al. (2006)
e Frische et al. (2009).
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3.3.4.2. Preparo do meio de analise

Em um tubo Falcon de 50 mL foram adicionados 25dolmeio de cultivo, 25QL
de solucdo de CPRG e b do meio com a cultura de levedura. Lembrando egse € 0
protocolo para a realizacdo do ensaio com 2 ansosima duplicata com seus respectivos

controles negativos (brancos), ou seja, uma pla&6gocos.

3.3.5. Procedimento do ensaio YES

O procedimento de andlise foi desenvolvido de acordm a metodologia de
Routledge e Sumpter (1996) e Bila (2005), com akgumodificacdes. As analises foram
realizadas em microplacas de 96 pocos para cuttana,fundo chato e tampa estéril, e foram
preparadas em uma capela de fluxo laminar. As aasoftram avaliadas em duplicatas.

Todo o material utilizado para manuseio e armazen&nde solugcdes durante a
execucao do ensaio foi previamente esterilizadgpdkgeiras utilizadas foram sempre novas

e estéreis. E utilizaram-se pipetas graduadasestdescartaveis.

Para a realizacdo do ensaio primeiramente € faiitugdo dos extratos de amostras
obtidos na EFS. A concentragdo da amostra realimadaFS e a diluicdo dos extratos das
amostras efetuada no ensaio sdo executadas a fGaraletir que as concentragdes da amostra
estardo dentro da curva do controle positivo, ppra futuramente possa ser calculada a
atividade estrogénica. O preparo das diluicbesrdalizado em uma placa de 96 pocos,
dedicada a esta finalidade. Os extratos das amoftram diluidos na propor¢cdo 1:2,

seguindo o roteiro:

= Adicionar 100uL de etanol (grau HPLC) nos pocos da fileira deigilo do extrato,
com excecao do primeiro pogo;

= No primeiro poco, adicionar 2QQ. do extrato da amostra;

= No segundo poco, adicionar 1QD retirados do primeiro poco e agitar (a agitagéio f
feita com a propria pipeta, retirando e retornam@atrato ao po¢o algumas vezes);

= No terceiro poco, adicionar 1 retirados do segundo poco e agitar;

= Seguir com este procedimento até o ultimo poco,fopaea com o volume final de
200pL.
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Os extratos das amostras, depois de diluidos, ftnamsferidos imediatamente para a
placa de analise, no volume de 1D para cada po¢o, em duplicata. Deixou-se evaporar
totalmente, dentro da capela de fluxo laminar, plaraprosseguimento ao ensaio. Durante a
preparacao das placas, tomou-se o cuidado de m@stana ponteira na borda dos pocos,

para evitar contaminac¢ao dos pog¢os vizinhos.

Lembrando que na placa de andlise, foi sempreadid uma fileira para amostra e
uma para branco, intercalando sempre as fileirasnutestra e branco, a fim de garantir que
ndo ocorreria contaminacdo cruzada (Figura 17)mAlflisso, a fileira do branco foi

adicionada primeira, como forma de reduzir as obsde contaminacao.

Figura 17: Demonstracao da disposicdo do controle positiv-éstradiol), da amostra e do
branco (controle negativo) na placa de 96 pocos.

1 2 3456 78 95101112

A 17p-estradiol
B 000000000000

C

b 000000000000 Branco
E

F 000000000000 Amostra
G

H OO0O0000000000

3.3.6. Diluicbes da curva padrao do controle positiv8-&gtradiol

O ensaio YES foi sempre executado com a curva padivacontrole positivo 13
estradiol como referéncia e a cada batelada destesta nova curva foi realizada. Para isso
utilizou-se uma solucéo estoque na concentracd @8 g.L™* preparada a partir de -7
estradiol (> 98%, Sigma-Aldrich®) em etanol (graBll€, Sigma-Aldrich®).

A diluicdo da curva foi realizada serialmente, dacg dedicada a diluicdo. O
procedimento seguiu o0 mesmo adotado anteriormeante @s extratos das amostras (item

3.3.5), realizando-se diluigbes 1:2, conforme agr&slo.
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3.3.7. Preparo das placas de ensaio

O preparo das placas de ensaio foi realizado cogf@xemplificado na Figura 18. As
linhas A e C sédo a curva deft&stradiol, em duplicata. As linhas E e G sdo dasara
analisada, em duplicata. As linhas B, D, F e H @sidrancos (somente etanol e meio de

analise).

Figura 18: Placa de ensaio ap6s 72 horas de incubacéo.

Para o preparo da placa de ensaio, inicialmenteoadiu-se 1Q.L de etanol em cada
poco nas linhas correspondentes aos brancos. BEndaefpram transferidos 16, retirados
da placa de diluicdo, de cada amostra para cada ¢edinha correspondente da placa de
ensaio. Apdés a evaporacdo completa das amostcasdé somente a massa das mesmas,
foram adicionados 200L do meio de analise em cada po¢o, tomando-sedadoide colocar
0 meio de andlise primeiro nas linhas com o bram,modo a evitar uma eventual
contaminacdo do meio de analise. Em seguida, aolsem meio de analise nas linhas de

amostra, com o cuidado de trocar as ponteirasaaadstra.

As placas foram entdo fechadas e lacradas comadiésiva nas laterais e foram
agitadas por 2 min em um agitador de placas deo86sp(IKA, MS-3). Em seguida, foram
incubadas em estufa aquecida a 30 °C, por 72 hbpgs 0 tempo de incubacao, as placas

foram retiradas da incubadora, j& sendo possiwa#rghr a mudanca de coloracdo nos pogos
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gue passam de amarelo a tons de rosa, quandwit@dei estrogénica, e aumento da turbidez
nos mesmos, resultado da producao pdgalactosidase e do crescimento da levedura

respectivamente.

Foi realizada a leitura das placas nos comprimes¢osnda de 575 nm, para cor, e
620 nm para turbidez em um espectrofotdmetro cdnadgn para placa de 96 pocos (Softmax
Pro 5, SpectraMax M3).

A seguir (Figura 19) é possivel visualizar o reswtedodas as etapas do ensaio.

Figura 19: Resumo das etapas do ensaio YES

Adicdo de 10 pl etanol absolutoem

todos os pogos referentes aos brancos

Placa de Diluigdo Placa Ensaio

Y YT

'l'l:‘-‘liil L

r.ﬂi::::-’.-I:H* —
Transferénciade 10 ul de cada

pogo da placa de diluicdo para

cada poco da placa de ensaio
Adigdo de 200 pl de meio de

Leftara das placss rios analise em cada pogo da
comprimentos de onda )
' de 575 nm [cor) e 620 placa de ensaio

nm (turbidez)

1 RR00 5 Be L Incubadora a

Ny ¥4

. fﬁﬂ’ . 30°C por 72 h
q # # s
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Apés a leitura, as placas foram autoclavadas aClpa? 15 minutos antes de serem
descartadas. Vale lembrar que todo residuo liquidosdlido contendo o organismo
geneticamente modificado foi autoclavado antes efedescartado, a fim de inativar o
organismo. Pois ainda que o OGM do ensaio sejenmahte a classe de risco 1 (baixo risco
individual e baixo risco para a comunidade - orgama que nao causa doenca ao homem ou

animal) foi sempre seguido esse protocolo de bipsaeaca.
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3.3.8. Concentracdes de fi-estradiol abrangidas na placa de ensaio

E importante salientar que apesar da solucdo estabp 1P-estradiol ter a
concentracéo de 54,48).L7, a curva de 1f-estradiol abrange concentracdes inferiores, na

faixa de 2724 ng:ta 1,3301 ng.t' no poco da placa de ensaio.

3.3.9. Céalculo do Limite de deteccao (LD) do ensaio YES

Com base na curva dose-resposta do controle yodi#i3-estradiol, o limite de
deteccdo para cada ensaio pode ser calculado.villaate estrogénica superior a 10% do

valor do branco foi avaliada como positiva.

3.3.10. Analise dos resultados do ensaio YES

Com os valores das leituras de absorbancia seguaueenstrucao dos graficos com as
curvas dose-resposta do ensaio. Inicialmente, gi@m-se os valores de absorbancia,

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

Abscorrigida Amostra— Abs575Amostra_ (AbSGZO Amostra— AbSGZO Branc;) Equagao 1

A correcéao foi feita para cada poco da placa,zatildo os valores de absorbancias
obtidos nos dois comprimentos de onda para cadeentiacdo na curva. Para calcular esta
corre¢do, utilizou-se a média dos valores das bhroras das duas fileiras de brancos
correspondentes as amostras (linhas B e D ou F ees$i)litando na média de 24 amostras de
branco. Assim, os dados apresentados correspondeétia das absorbancias das amostras

analisadas em duplicata.

A curva dose-resposta do controle positiv@-ggtradiol foi construida relacionando-

se os valores de absorbancia corrigida em func@meentracéo, sendo expresso em hg.L
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em escala logaritmica. Enquanto que as curvasxaas das amostras foram expressas em
percentual, sendo construidas da mesma maneinarga @ose-resposta do controle positivo
17B-estradiol.

Os valores de Gigdo 1-estradiol foram determinados a partir de sua cdose-
resposta. O valor de Ggcorresponde a concentracdo que elucida 50% dar mesposta
obtida daB-galactosidase no ensaio YES, em relacdo a cunhd@@aPara o PBrestradiol o
CEsofoi expresso em ngt

Para as substancias padrées também foi calcul&yma partir de sua curva padrao,
também sendo expresso em rify.RPara o célculo do GEusou-se o programa Origin® 6.0

Para as amostras, calculou-se o equivalente edt(&f)-E) da maxima inducédo da
B-galactosidase, através da interpolacédo dos daml@sirda da amostra com os da curva do

controle positivo 1ff-estradiol. Para esse calculo utilizou-se a Equacandey é o valor de

ADbScorramostra X € @ concentracdo da substancia estrogénica nimeosaseja, 0 EQ-Fda
amostraA; Ay Xo CEsp e p sdo dados relativos a curva do controle positivip-dstradiol,
onde: A; é a maxima inducdo da atividade estrogémigaé a minima inducéo da atividade
estrogénicaxp é o valor de Ck, p € ainclinacdo da regido mediana da curva como estimado

de uma regressao linear/log da parte linear deacidwge-resposta.

y=—Au=h +h
1+ (x/g) P Equacéo 2

ApoOs a aplicacéo da formula, o valor foi divididelgpfator de concentracéo utilizado

na EFS para se chegar ao valor real de E@Emostra.

Para avaliar o potencial estrogénico de cada subiatpadrdo em relacdo ao controle
positivo 1PB-estradiol, determinou-se a poténcia relativa gémaa (PR). Esta relagdo é
definida pela Equagao 3.

PR =C_E5g 17p-estradiol)
C Eoamostra) Equacéo 3

Para isso, admitiu-se que o controle positivp-@3tradiol possui poténcia relativa 1, e

partindo desse principio, quando o valor da PR ®mupe 1, significa que a substancia
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padrdo analisada possui maior estrogenicidade datame ao controle positivo (7
estradiol). Quando a PR é menor que 1, significa guamostra possui menor potencial
estrogénico em relacdo ao controle positivo.

Em algumas amostras pode ocorrer toxicidade (Figlyaou seja, alguns compostos
presentes nas amostras podem proporcionar a ioidg&rescimento da levedura. A inibicdo
do crescimento da levedura é facilmente visualizagla auséncia de turbidez no fundo do
poco. Nesse caso utiliza-se a relagdo apresen@d&rizche et al. (2009), que utiliza o
controle da absorbéncia a 620 nm como ferramemgaquaantificar a inibicdo do crescimento
da levedura devido a toxicidade das amostras, ooefa relacdo apresentada na Equacéo 4.

Figura 20: Placa de 96 pocos apresentando toxicidade No®iposnpocos das fileiras A, C,
E,eG.

Toxicidade=1 — &%Zgamostra)
Equacéo 4

Abﬁ(Xbranco)

Na Equacgéo 4, AgsyamostraicOrresponde a medida da leitura de absorbancia a2
de cada diluicdo da amostra, ou seja, a média plicdia de cada um dos pocos da linha da
amostra. Ja Alsypranco)Corresponde a media da leitura da absorbanci@ apara as duas
linhas de branco correspondentes a cada amostisagiazem duplicata. Assim, neste célculo
€ considerada a média de 24 pocos.
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Quanto a interpretacdo do resultado da Equacadmitexse que ndo ha toxicidade
guando o resultado da igual a zero, indicando goeescimento de células na amostra e no
branco foram iguais, ou menor do que zero, indicagde o crescimento de células na
amostra foi ainda maior do que no branco. Ha tdame quando o resultado é superior a zero,

0 que indica que cresceram menos células na antwstrae no brancd-{gura 21).

Figura 21: Interpretacéo do resultado da equacéo de toxieidadcensaio YES

Maior toxicidade
Auséncia de toxicidade

Ainda que visualmente a amostra ndo apresentadagie, € recomendada a aplicacdo

da Equacao 4 a fim de assegurar a veracidade altaihs

A Equacdo 4 deve ser aplicada primeiramente noatextda amostra 100%
concentrado (1° poco da placa de ensaio), poisweshinibicdo do crescimento da levedura,
essa sera a primeira concentracdo a se obserearrémcia. Apos a aplicacdo da formula se a
inibicdo foi de fato observada, aplica-se a Equagmara oS pocos seguintes até que a
inibicAo ndo seja mais observada. A inibicdo é &sga em percentual em comparagdo ao
crescimento da levedura no controle negativo (lmanc

Em suma, para a expressao dos resultados do efis8iceguiu-se o fluxograma da
Figura 22. Onde primeiro se verifica se amostrasgmou resposta estrogénica positiva, caso
nao tenha apresentado, verifica-se a presencambédsmle conforme Equacao 4, caso tenha
toxicidade se dilui mais a amostra, caso nao temnayavelmente a amostra ndo é

estrogénica, ou a estrogenicidade esta abaixonike lde deteccédo do ensaio.

Se a amostra apresentou resposta estrogénicavadsitnando uma curva sigmoidal,
calcula-se 0 Cg e a PR se for substancia padréo, se for amostrgeatal calcula-se o EQ-
E.. Caso a amostra ndo apresente curva dose-resggsaidal, mas apresente uma resposta

maior que o critério de negatividade (branco),@eafmostra ambiental é possivel calcular o
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EQ-E, porém se for uma substancia padréo € precisau@-la mais concentrada partingir
a cuna sigmoidal e assim calculaiCEsp e a PR.

Figura 22: Fluxograma para a expressao do resultado do eviE&
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3.4. Ensaio de crescimento da levedurSaccharomyces cerevisiae

Primeiramente foi realizado o é-indculoem frascos de cultu, como descrito no
item Erro! Fonte de referéncia ndo encontrad, onde foi realizado de dois tipos
(diferenciados pelo horario de inocula¢ Quatro frascos tipo 1 e dois frascos tif,
iniciado 12 horas ap0s o tipo

Em seguida, dram feitosos ino6culos em frascos tipo erlenmeyers previanr
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Em seguida, foram feitos os inéculos em frascos #plenmeyers previamente
esterilizados com tampéao de algodéo (a 121 °C ponifhiutos) e de capacidade de 500 mL,
contendo 200 mL de meio de cultivo (preparado aomécANEXO 1).

Ao todo foram 3 indculos em duplicatas realizaglosdiferentes dias e horarios (24,
30 e 36 horas apos o pré indculo dos frascos tjpgdra garantir o acompanhamento do

crescimento da levedu&accharomyces cerevisiaas suas diferentes fases.

Para a realizacdo do in6culo homogeneizou-se ssdrde pré-inéculos: frascol com
o frasco 2, para inocular o erlenmeyr de 24 hdras¢co 3 com o0 4 para inocular o erlenmeyr
de 30 horas e frasco 5 com 0 6, para inocularemertyr de 36 horas.

7

A homogeneizacdo é importante para garantir quedas frascos erlenmeyrs
(duplicatas) sejam inoculados igualmente, o inddoiofeito de modo a atingir 0,02 de
densidade otica (D.O.) a 620 nm, sendo este ooimiai curva de crescimento. Apos cada
in6culo, o erlenmeyr foi incubado a 28 °C, a 15@.rfk a cada hora estipulada foi feita a
leitura da densidade 6tica no espectrofotometrm&thiu UV-1800.

Foram feitas leituras da densidade otica dos ingctdalizados em duplicatas nos
erlenmeyrs. Intercalou-se os horarios de leitusadiferentes duplicatas de indculos de modo
a se ter a leitura de hora em hora por 72 horadirAéoi montada a curva de crescimento da
leveduraSaccharomyces cerevisi@mendando as leituras das duplicatas dos trés dipos

in6culos. E assim obteve-se a curva de crescintentevedura em um periodo de 72 horas.

Na figura a sequir (Figura 23Vale ressaltar queo tptbcedimento de pré-indculo,
in6culo e abertura dos erlenmeyers para retiradantke aliquota para a leitura da D.O. foi
realizado em capela de fluxo laminar horizontah &liquota que foi retirada da capela para

registro da D.O. foi descartada, néo retornandoasco.

Figura 23) é possivel visualizar o esquema do horario deulagdo da cepa

Saccharomyces cerevisiaes frascos de pré inéculo e de inéculo.

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

descartada, ndo retornando ao frasco.
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Figura 23: Esquema do horério de inoculagdo da c@pecharomyces cerevisiaes frascos

de pré in6culo e de indculo.

Pré-inoculo Inoculo
(D.O. medida a 620 nm)
1 mL da cultura de células 150 rpm
~ 24 horas 0,02 D.O.
preservada em freezer colocado 28 °C

em 10 mL de meio de cultivo 24 horas

30 horas 10,02 D.O.

=i TIT T

150 pm
28°C

3.5. Quantificacdo do composto lda-etinilestradiol por cromatografia liquida

de alta eficiéncia com detector de fluorescéncia (B E)

As amostras do Rio Guandu também foram analisamta€IpAE, a fim de quantificar
0 composto ld-etinilestradiol. Para isso foi utilizado o crongtdfo liquido modelo
Breeze2, fabricado pela Waters Corporation®. Asdigiies cromatogréficas de realizagdo
das anélises foram: fluxo de 1 mL.mide fase mével, sendo 0,6 mL.Mide acetonitrila
grau HPLC (Tedi®) e 0,4 mL.mif* de &gua mili-Q.

A metodologia seguida foi a descrita por Corde2@0Q) com algumas modificacdes,
o volume injetado foi de 50L de amostra para detecc¢éo por fluorescéncia nopramentos
de onda de 230 nm e 280 nm de excitacéo e 306 remi$sao.

A fase estacionaria (coluna cromatografica) foi AHP(Waters Corporatio?) nas
dimensdes de 4,6 x 250 mm e com particula de Samimiantida sob a temperatura de 26 °C
com auxilio do forno de colunas. A temperatura mhostrador automatico foi fixada a 18 °C.
O tempo de corrida fixado para as amostras foi@eniutos em funcéo do efeito matriz e

para os padrdes foi de 15 minutos.
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3.5.1. Preparo da Curva Analitica

A curva analitica do ZXetinilestradiol, usada na CLAE, foi preparada com

concentracdes na faixa de 2,0 a 10¢0L* e foi obtida pela diluicido em acetonitila.

A construcdo da curva foi realizada através dac@igedos padrdes em diferentes
concentracdes por trés vezes, sendo determinadangdo da média dos valores obtidos da

triplicata.

3.5.2. Avaliacdo do Limite de Deteccao

O limite de deteccéo do d-€tinilestradiol foi definido como a quantidade mia de
substancia observada como uma razéo sinal/ruide féisexpressa em fungéo de que o valor
do limite de deteccdo deve ser de 2 a 3 vezes mama amplitude do ruido (INMETRO,
2010).

3.5.3. Avaliacdo do limite de quantificacao

Visando analise de niveis tragos a concentracds beika da curva analitica foi
adotada como o limite de quantificacdo, sendodsterminado como descrito em INMETRO
(2010).

3.6. Ensaios de toxicidade aguda

Para as amostras do Rio Guandu, foram realizads#sosnecotoxicolégicos com trés
organismos-teste de niveis troficos diferentes: deecompositor (bactéria luminescente
Aliivibrio fischeri), consumidor primario (microcrustac&aphnia similis) um consumidor
secundario (peixeDanio rerio) Os ensaios foram realizados seguindo as metddslog
descritas nas normas da ABNT NBR 15088 (ABNT, 20¢BR 12713 (ABNT, 2009) e
NBR 15411-3 (ABNT, 2006), respectivamente.
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3.6.1. Organismo-testaAliivibrio fischeri

N&o se realizou diluicdo, o teste foi sempre radbzem duplicata, analisando 0,9 mL
da amostra junto com 0,1 mL da cultura liquida aetdriaAliivibrio fischeri. A cada bateria
de teste foi utilizado um controle negativo, o ggaltilizou a substancia NaCl 2%. O tempo
de contato da amostra com a bactéria foi de 30tosn$endo avaliada a bioluminescéncia
da bactéria em cada amostra. O programa estatiss@do foi SDI Microtox OMNI 4.1,

sendo os resultados expressos em CE50 (concentiae@ucida 50% da resposta).

3.6.2. Organismo-testeDaphnia similis

As amostras foram analisadas nas concentracbes #0686 utilizando agua de
cultivo como controle negativo e também como dileetias amostras. Foram expostos 5
organismos para 10 mL de cada concentragdo, seftdoein quadriplicata, totalizando 20
organismos por diluicdo. O teste tem duracao deo48s, sendo 16 horas em presenca de luz
e 8 horas no escuro, em temperatura de 20 °C nabde 48 horas foi verificada a quantidade
de organismos imoveis em cada tubo de 10 mL de.t€stprograma estatistico usado foi
TRIMMED SPEARMAN-LCPIN, sendo os resultados exposssm Cl (concentracdo que
elucida 50% da resposta).

3.6.3. Organismo-testeDanio rerio

As amostras foram analisadas apenas na concentilac&60%, utilizando agua de
cultivo como controle negativo. Foram expostos ffanismos em 1 litro de amostra, sendo
mantidos em contato por 48 horas. Ao término dess®do, 0os organismos mortos foram
contabilizados. O programa estatistico usado foiIBBAMC. Sendo os resultados expressos
em Clsp (concentracdo letal média - concentragdo paraahrgarrem 50% dos individuos

expostos).
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3.7. Parametros fisico-quimicos

Todas as amostras do Rio Guandu foram caractesizediaa base nos seguintes
parametros fisico-quimicos: pH, turbidez, DQO (dedaaquimica de oxigénio), nitrogénio
amoniacal, fosforo, COD (carbono organico dissayjidérie sélidos, seguindo metodologias
descritas em APHA, AWWA, WEF (APHA, 2012) de acomrmm os métodos especificos
para cada parametro. A Tabela 7 apresenta os papdnfisico-quimicos com as respectivas

metodologias empregadas.

Ja as amostras de agua do Rio Santa Lucia foraantearadas pelos parametros de

condutividade, temperatura e pH com o auxilio degsgnentos portateis.

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

(2012).
Parametros Métodos
pH 4500 - H+ B
Carbono organico dissolvido (mg-L 5310 B
Al x 1 2540 B, 2540 C, 2540 D, 2540 E, 2540
Série soélidos* (mg.L) £2540 G
DQO (mg Q.L™Y 5220 D
Fosforo Total (mg.L) 4500 - P E
Nitrogénio amoniacal (mg N ™) 4500-NH3 D
Turbidez (NTU) 2130 B

* Série soélidos: Sélidos Totais, solidos dissolgdotais e sélidos suspensos totais.

Vale ressaltar que todos os procedimentos forarlizadas no Laboratério de
Engenharia Sanitaria da UERJ (LES), exceto as swmsaljue foram feitas em campo com
equipamentos portateis e a extracdo em fase sdglamostras do Rio Santa Lucia, as quais
foram extraidas no laboratério de BiodiversidadeQemtro Universitario Regional Leste
(CURE) da Universidade de la Republica no Uruguferam trazidas, ainda no cartucho,
para o LES para a realizacdo do ensaio YES
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Crescimento da cepé&accharomyces cerevisiae recombinante

Foi possivel observar as fases classicas da cereeedcimento da levedura

Saccharomyces cerevisiaemo apresentado na Tabela 8 e
Figura24.

Tabela 8: Fases da curva de crescimento observadasSaecharomyces cerevisiae
recombinante

Fases Tempo (horas) Acontecimento
Lag 0-4 Fase inicial de adaptacdo do organismmedo de cultura.
Fase onde ocorre alto consumo de glicose pelo wletain
12 Log 4-14 fermentativo (glicolise), e acumulo de etanol, asnes do

metabolismo respiratorio estdo reprimidos.

Fase onde ha uma parada no crescimento celulds fas® o0s

Diauxia 14 -18 , , : o .
citocromos e as enzimas mitocondriais sdo prodazido
Fase onde as células tém todas as proteinas eonitug para o
22 Log 18 - 36 metabolismo respiratorio. H4 o crescimento de as|wontudo, o
metabolismo € fermentativo.
Estacionaria 36— 52 Fase onde a razdo entre o nimero de ceélulas qdwidem e
tardia morrem é igual, ndo havendo crescimento celular.

Figura 24: Curva de crescimento ddaccharomyces cerevisiaecombinante em meio de
cultivo do ensaio YES
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A partir do conhecimento das fases de crescimeattevedura, constatou-se que a
mesma atingia a fase 22 log com 18 horas de crestimCom esse dado foi possivel detectar
em gue fase a levedura foi utilizada por Routlegi@mpter (1996), pois somente foi dito em
seu estudo que a cepa foi usada com 24 horas st@neemto, porém nao foi evidenciada em
qual fase ela se encontrava. Sendo assim, apddaveeimento das fases de crescimento, o

ensaio YES foi sempre realizado com a levedurasa 22 log.

4.2. Ensaio YES

No ensaio YES, o potencial estrogénico das amostiadas substancias padrées a
serem analisadas é medido colorimetricamente patinta de cor do substrato cromogénico
(CPRG) presente no meio de analise, essa mudancarde resultado da degradagédo do
CPRG (amarelo) em CPR (rosa). Essa degradacadiZadeapela enzimaB-galactosidase

que é produzida como resposta a ligacdo da suls&stoogénica no REh da levedura.

Para a afericdo da estrogenicidade no ensaio Yik&sds autores (DENIER et al.,
2009; SVODOBOVA et al., 2009; HAMBLEN et al., 200B0OUTLEDGE e SUMPTER,
1996) utilizaram o comprimento de onda de 540 nestél estudo, foi realizada uma leitura
em varredura da maior concentracdo do controleipogR724 ng.[*) utilizada no ensaio

YES e constatou-se melhor absor¢éao no comprimentmda 575 nm (Figura 25).

Figura 25: Espectro de absorcéo da atividade da engigelactosidase no ensaio YES.
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A partir disso, nesse trabalho optou-se por usanoprimento de onda 575 nm para
afericdo da estrogenicidade, ou seja, afericdoodaguoe € o resultado da degradacdo do
CPRG (amarelo) em CPR (rosa) através da enzpigalactosidase que € produzida como

resposta a ligacao da substancia estrogénica na& Evedura.

42.1. Controle positivo 1f@-estradiol

Para cada ensaio, uma curva dose-resposta do leominsitivolPB-estradiol foi
determinada, produzida na faixa de 2724 fgal1,3301 ng.L. O limite de deteccéo do
ensaio foi de 10,54 + 3,53 ng-L(Figura 26).

Figura 26: Curva dose-resposta padrdo do controle positibesiradiol no ensaio YES.
Curva de calibracdo do estrogénio foi produzida peldlise de Prestradiol na
faixa de 2724 ngta 1,3301 ng.L.
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Ao todo, foram realizados 21 ensaios com 0 confroktivo, sendo a média do §E
de 46,6 ng.! + 11,38 (Figura 27), o que se aproxima do resal&ttontrado por Beck et al.
(2006) que foi 49 ng.L, e ficando bem préximo também ao {gEncontrado por diversos
outros autores (BALSIGER et al., 2010; FIC et aD14; RUTISHAUSER et al., 2014),

valores apresentados Baro! Fonte de referéncia ndo encontrada.
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Figura 27: Valores de Ck do controle positivo 1¥estradiol em todos os ensaios YES
realizados no periodo do estudo.
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4.2.2. Determinacdo da atividade estrogénica nas amasirBso Guandu

Em diversos municipios da regido sudeste do Brasilcondicdes de saneamento
podem ser descritas como precdarias. Os dadosvodasi 2008 revelam que, dos 1668
municipios dessa regido, 1.586 tém sistemas déacdéeesgotos em operacdo. No entanto,
apenas 808 municipios tém instalacfes de tratanmntesgotos e o tratamento de aguas
residuais a nivel secundario (bioldgico) sO é rzad em 461 municipios (IBGE, 2010).
Sendo assim, em muitas localidades o esgoto atimgistemas aquaticos sem qualquer tipo

de tratamento ou quando é tratado, este € um eatanprecario. Esse fato justifica os

elevados resultados de atividade estrogénica enaclmst no Rio Guandirigura 28).

Todas as amostras de agua bruta apresentaramadévisstrogénica, variando de
0,015 a 3,37 ng:L Além disso, das 10 amostras de a4gua potavelrésaptaram atividade
estrogénica, tendo a concentracdo maxima de E@@t&l a 0,6 ng.l’. (As curvas dose-

respostas encontram-se no ANEXO 2).
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Figura 28: Valores de EQ-E(ng.L") das amostras de &gua bruta coletadas no Rio Gendu
periodo de setembro de 2014 a janeiro de 2015.
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Os resultados encontrados foram bem parecidos soenoontrados por Dias et al.
(2015), que também analisaram a agua superficiaRao Guandu. Dias et al. (2015)
realizaram o ensaio YES utilizando dois diferemesos de preparo da amostra na etapa da

filtracdo: usando apenas a membranauinz usando também a membrana de QM5

Comparando os resultados obtidos nesse estudo soobtalos por DIAS et al.
(2015), quando utilizou a membrana de Qu#5(a mesma usada neste trabalho) para filtracdo
da amostra, € possivel perceber grande semelhas;aesultados, pois a concentracdo
maxima de estrogenicidade encontrada por Dias €Gi15) foi de 3,1 ng:te a desse estudo
foi de 3,37 ng.L.

Zeng et al. (2013) estudou a atividade estrogémimmaagua potavel da China e
encontrou resultados variando de 0,0352 Migal1,511 ng.L, apesar de areas de estudo
diferentes, ou seja, agua potavel proveniente fdeedites rios e estacdes de tratamentos, 0s
resultados sdo bem préximos, visto que nesse cesauthinima atividade estrogénica

encontrada em agua potavel foi de 0,07 tig.la maxima foi de 0,6 ng'L

A presenca de atividade estrogénica no Rio Guaadtibém foi previamente
estudada por Kuster et al. (2009), porém ndo pedaie YES mas por cromatografia liquida
acoplada a espectrofotometro de massa. Foi deteatpdesenca de compostos estrogénicos

como a progesterona, fitoestrogénios e estrogérioseus derivados conjugados. A
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progesterona, provavelmente, pela sua estrutunaicpiifornece uma resposta estrogénica no
ensaio YES (WANG et al., 2005), ao contrario deisafgderivados conjugados (estradiol-17-
glucoronideo e estriol-16-glucoronideo) encontrapos Kuster et al. (2009), os quais néo
apresentam estrogenicidade pelo ensaio YES. Natentasses compostos sédo facilmente
convertidos em estriol e estradiol por enzimas yaths por bactérias presentes no esgoto e
na agua. Assim, essas substancias podem tambdéesgensaveis pela significativa atividade

estrogénica encontrada nas amostras de agua edetad@mbito desse estudo.

4.2.3. Determinacdo da atividade estrogénica das amagirR$o Santa
Lucia, Uruguai

Conforme descrito na metodologia, foram realizad@s campanhas em trés pontos
Do Rio Santa Lucia. Em cada ponto foram coletadssréplicas de agua e trés réplicas de
sedimento. As amostras foram analisadas e somenteoleta de fevereiro de 2015, da
amostra de agua, do ponto San Francisco foi ersmtntatividade estrogénica (Figura 29).

(As curvas dose-respostas das amostras analisactagam-se no ANEXO 3).

Figura 29: Valores de EQ-Edas amostras (triplicata) de agua coletada em2R)IQ5 em

San Francisco no Uruguai.

0,25

O valor de equivalente estradiol encontrado nesgaicata que apresentou

estrogenicidade foi bem préximo nas trés réplieas3 ng.L*, 0,11 ng.[* e 0,12 ng.L.
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Um dos motivos de ter se achado atividade estrogé&m somente um ponto, pode
ser porque o0 uso da area ao redor da Bacia de Bacita com destino urbano-industrial é
pequeno (1,1%), o que reduz a quantidade de efluantada na bacia (ACHKAR et.,al
2004). Além disso, o Uruguai possui uma populacgaon quando comparada ao Brasil, o

que também reduz o langamento de esgoto em coighicols.

Ademais, houve a necessidade da adaptacdo da alogfed de extracdo dos
sedimentos, onde foi usado um agitador tipo vodex vez de um ultrassom, pois 0
laboratorio onde foi realizada a extracdo ndo passuequipamento de ultrassom. Essa
modificagdo na metodologia pode ter dificultadoededninacédo da atividade estrogénica,
visto que 0s xenoestrogénios tendem a adsorversnsetimentos devido a sua moderada
natureza hidrofébica (WANG et al., 201Bstudos recentes apontam para a presenca de
xenoestrogens no sedimento de ecossistemas aguéEARCIA-ALONSO et al., 2011;
TUIKKA et al., 2011; SCHNELL et al., 2013; WU et ,a2015)

4.2.4. Inibicdo do crescimento da levediBaccharomyces cerevisiper

toxicidade da amostra

Alguns estudos, como o conduzido por Beck et @062, Beresford et al. (2000) e
Bistan et al. (2012) observaram inibicdo do cresotm da leveduraSaccharomyces
cerevisiaedurante o periodo de incubacdo do ensaio, 0 quegd@armente associado a
presenca de toxicidade na amostra estudada. Bsfodamento é mais frequente quando se
analisa amostras extraidas de efluente de esgoit@rga como € o caso de Bistan et al.
(2012).

Visualmente, nenhuma amostra desse estudo amasexicidade, provocando a
inibicdo do crescimento da levedura no ensaio i6&m para garantia do resultado visual,
foi aplicada a Equacgéo (item 3.3.10.) descrita frische et al. (2009), onde ele utilizou o
controle da absorbancia a 620 nm como ferrameméaqueantificar a inibicdo do crescimento

da levedura devido a toxicidade das amostras.

A inibicdo do crescimento da levedura foi deteadin no extrato da amostra 100%
(1° poco da placa de ensaio), e quando se obséoxaudade nesse poco, aplicou-se nos

poOcos seguintes até que a inibicdo ndo fosse rha&vwada (Tabela 9).
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Tabela 9: Estimativa da Toxicidade das amostras do Rio GuamluRio Santa Lucia.

Concentracédo da

amostra
Tipo de amostra Data e codigo da 100% 50%
amostra
10/09/2014 (1A) -0,02 -
24/09/2014 (2A) -0,23 -
09/10/2014 (3A) -0,26 -
31/10/2014 (4A) 0,11 -
Agua bruta 14/11/2014 (5A) -0,09 -
27/11/2014 (6A) -0,13 -
15/12/2014 (7A) -0,23 -
30/12/2014 (8A) -0,25 -
15/01/2015 (9A) 0,17 -
. 26/01/2015(10A) 0,18 -
Rio Guandu 10/09/2014 (1B) -0,06 -
24/09/2014 (2B) -0,09 -
09/10/2014 (3B) 0,21 -
31/10/2014 (4B) -0,08 -
Agua potavel 14/11/2014 (5B) -0,05 -
27/11/2014 (6B) 0,004 -0,07
15/12/2014 (7B) 0,065 -0,007
30/12/2014 (8B) 0,23 -
15/01/2015 (9B) -0,009 -
26/01/2015(10B) 0,21 -
; ~ 19/12/2014 (DAL) 0,03 -0,09
Agua ertaC%?Q:I Campanero 16/01/2015 (JA1) 01 -
18/02/2015 (FAL) -0,04 -
} 19/12/2014 (DA2) -0,07 -
Ag”irzrga?tfa”a' 16/01/2015 (JA2) 0,11 -
18/02/2015 (FA2) 0,1 -
} 19/12/2014 (DA3) -0,07 -
Aqua bruta Canal 16/01/2015 (JA3) 20,04 :
Rio Santa 18/02/2015 (FA3) 0,16 -
Lucia . — 10/12/2014 (DS1) -0,05 -
Sedlmentoc(?]?cnsl Campanere 16/01/2015 (351) 012 -
18/02/2015 (FS1) -0,03 -
Sedimento Canal 19/12/2014 (DS2) 0,02 -0,01
Arequita 16/01/2015 (JS2) -0,04 -
18/02/2015 (FS2) -0,02 -
. 19/12/2014 (DS3) -0,03 -
Sed'”;f;;%gfga' San 16/01/2015 (JS3) 20,04 :
18/02/2015 (FS3) 0,006 -0,07

(-) Toxicidade ndo observada na concentracdo naximextrato da amostra (100%), nao
sendo necessario o calculo nas demais concentracdes

A inibicdo do crescimento da levedura durantecabacao do ensaio pode acarretar
falsos negativos nos resultados do ensaio YES,geoigi0 ha levedura para que a substancia

estrogénica se ligue no Reh e desencadeie a indlacf@alactosidase que ir4 degradar o
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CPRG em CPR, logo, ainda que a amostra tenha sglast&strogénicas ndo sera possivel a
deteccédo e quantificacdo desses DEs. H4 tambérmssiitidade de ocorrer a inibicao parcial
do crescimento da levedura, aferindo uma menortificagdo de EQ-E fornecendo também

um falso resultado ao ensaio.

Um dos meios de solucionar o problema da toxi@d#m amostra para a levedura é
a diluicdo da amostra no ensaio, portanto a redae diluicbes do extrato da amostra no
ensaio € de extrema importancia, pois caso nagesadjaada podera se ter um falso resultado
do ensaio. Entretanto, ndo € possivel usar a anestn a concentracdo da EFS, pois a

concentracdo dos DEs poderia ndo estar dentronite lle deteccdo do ensaio.

Nas amostras do Rio Guandu 6B e 7B observou-se pegaena inibicdo do
crescimento da levedura exposta ao extrato da esrev400% de concentracdo. A inibicdo do
crescimento da levedura foi de 0,4% e 6,5%, res@@cente, quando comparado com o
branco, ou seja, o crescimento da levedura foi 0e48,5% inferior ao observado para o
branco. Porém no poco seguinte (amostra 50% caada)ta inibicdo do crescimento néo foi

mais observada, o que permitiu o calculo do reallor de EQ-E&

Nas amostras do Rio Santa Lucia encontrou-se tampe&guena inibicdo do
crescimento da levedura nos ensaios com agua boltédada em dezembro no canal
Campanero Chico (3% de inibicdo) e nos ensaiosasedimentos coletados em dezembro
no canal Arequita (2% de inibicdo) e em fevereim ganal San Francisco (0,06% de
inibicdo). A inibicdo do crescimento foi baixa esrautras concentracées das amostras essa

inibicdo nao foi mais observada, ndo acarretandoganegativos aos resultados dos ensaios.

4.25. Comparacdo da atividade estrogénica entre Rio GuanRio Santa

Lucia

Na Figura 30, encontram-se os valores de E@eEtodas as amostras coletadas. As
amostras do Rio Guandu encontram-se individualmermtara as triplicatas das amostras de
agua e de sedimento, dos trés pontos do Rio Sanfa,lforam calculadas as médias.
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Figura 30: Valores de EQ-fEdas amostras coletadas no Rio Guandu e no Ria &aafa.
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E possivel observar que entre as duas fontes d¢ealmento de agua potavel, o Rio
Guandu encontra-se significativamente mais contaaaimpor desreguladores endécrinos com
potencial estrogénico do que o Rio Santa Luciae Vessaltar que entre os trés pontos de
coleta do Rio Santa Lucia, ndo se encontrou atieidestrogénica no sedimento de nenhum

dos pontos.

Levando em consideracdo que a concentracdo dell' mp estrogénios ja esta
associada a efeitos danosos aos seres visos (MASSFHEN et al., 2006; ROUTLEDGE et
al., 1998), esse valor foi tomado como referénaia @sse estudo. A Tabela 10 retrata uma
melhor visualizacdo das amostras que apresentaK@ri, Buperior a 1 ngt e a sua

incidéncia.

Das amostras do Rio Guandu, 75% apresentarandad®iestrogénica, sendo que
20% das amostras de agua bruta apresentaram, EQpérior a 1 ng.. Valores de EQ-E
inferiores a 1 ng.t' foram observados nas amostras de agua potavela@@&®indu e nas

amostras do Rio Santa Lucia (Tabela 10).

Tabela 10:Méaximo valor de EQ-Ee incidéncia de valores de EQ+Raiores que 1 ngt

Maximo E()Q-Ez (ng.L EQ-E,>1ng.L*!
1

Localizagéo Tipo de amostra incidéncia (%)
. . Agua bruta 3,37 20
Rio Guandu (Brasil) Agua potavel 06 0
Rio Santa Lucia Agua bruta 0,12 0
(Uruguai) Sedimento Nd 0

nd: ndo detectado

4.2.6. Atividade estrogénica do compostod-étinilestradiol

Para a determinagao da curva dose-resposta do storibtu-etinilestradiol utilizou-
se a mesma concentragao utilizada para a curvardomte positivo 1p-estradiol, ou seja, a
faixa de concentracdo foi de 2724 nja 1,3301 ng.l. Obteve-se a curva dose-resposta

apresentada na Figura 31.

O 17-etinilestradiol, desenvolvido a partir da adic@uwmh radical etinil & molécula

de 1P-estradiol, no carbono 17. Segun@ombalbert e Hernandez-Raquet (2010pwe,
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(2007) esta diferenca faz com que a@-Efinilestradiol possua maior potencial estrogémco
também se torne mais resistente a degradacao ¢agdiogeao composto original. No ensaio
YES essa diferenca foi observada, poisoeéfinilestradiol apresentou poténcia relativa de
1,59, o que vai de encontro ao relatado por digeaswores (BALSIGER et al., 2010; BECK
et al., 2006; CAJTHAML et al., 2009; MURK et alQ@; RUTISHAUSER et al., 2004).

Figura 31: Curvas dose-resposta do composta-&finilestradiol na faixa de concentracéo
2724 ng.* 21,3301 ng.l%.
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4.3. Caracterizacao fisico-quimica das amostras de agiauta e tratada

4.3.1. Rio Guandu

O rio Guandu é um rio de captacdo de agua parategbaento publico apos
tratamento. Segundo o INEA (Instituto Estadual deidvAmbiente), a média do indice de
Qualidade da Agua (IQA) do ano de 2014 foi 68,7d=anés de janeiro de 2015 foi de 52,4,

0 que classifica o rio na categoria média, ou sgaaguas apropriadas para o tratamento

convencional visando o abastecimento publkdtp(//www.inea.rj.gov.brf acesso em 13 de
fevereiro de 2015)
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Foram determinados parametros fisico-quimicosanasstras de agua, no periodo de
setembro de 2014 a janeiro de 2015, a fim de varife avaliar a qualidade da agua nos

pontos de amostragem, os resultados encontram¥zbeda 11.

Para a maioria das amostras o pH ficou proximo.d& tarbidez variou de 0,1 a 6,3
NTU. Quase todas as amostras tiveram valores de BGHixo do limite de deteccdo. O
nitrogénio amoniacal variou de 0,2 a 4,45 mig.lO fésforo ficou abaixo do limite de
deteccdo em 25% das amostras, mas nas que a gagéabffoi possivel, ele variou de 0,19 a
2,31 mg.L*. Ja o carbono organico dissolvido variou de 0,82 @ mg.L, sendo que para a
maioria das amostras ficou abaixo de 2 ritfg@s sélidos dissolvidos totais variaram de 50 a
410 mg.L* para 4gua potavel e de 30 a 326 rigpara 4gua bruta. E os sélidos suspensos

totais variaram de 0 a 38 m{.para 4gua potavel e de 2 a 80 nigpara agua bruta.

Tabela 11: Parametros fisico-quimicos das aguas bruta e @otnovenientes do Rio
Guandu, coletadas no periodo de setembro de 2fatieo de 2015.

(mg.L")
Tipo de Data e codigo Turbidez Nitrogénio .
anﬁostra das amostrgs pH (NTU) DQO amor?iacal Fosforo| COD | SDT | SST
10/09/2014 (1A)| 7,4 2,5 * 0,29 2,31 1584 108 50
24/09/2014 (2A)| 7,47 6,3 1 0,48 * 2,18 8p 2
09/10/2014 (3A)| 7,85 2,6 2 0,41 * 1,80 108 42
31/10/2014 (4A)| 8,03 1,4 * 4,45 0,23 1,59 8§ 6
Agua | 14/11/2014 (5A)| 8,1 0,45 3 2,15 * 2,90 132 8
bruta | 27/11/2014 (6A)| 9,73 1,24 * 2,16 0,89 2,59 110 10
15/12/2014 (7A)| 13,16 1,78 * 2,09 1,57 2,17 236 8
30/12/2014 (8A)| 7,66 1,78 * 1,1 0,24 3,18 156 28
15/01/2015 (9A)| 7,47 2,1 * 1,35 0,31 490 326 36
26/01/2015(10A) 7,78 1,8 * 1,59 0,24 2,65 30 80
10/09/2014 (1B)| 7,61 0,91 * 0,20 0,22 0,75 §2 30
24/09/2014 (2B)| 8,22 15 * 0,20 * 0,6 410 6
09/10/2014 (3B)| 8,02 0,7 * 1,82 * 1,18 160 30
31/10/2014 (4B)| 8,71 0,6 1 2,36 0,28 1,11 100 36
Agua | 14/11/2014 (5B)| 12,38 3,1 * 0,42 1,75 1,21 50 0
potavel | 27/11/2014 (6B)| 9,39 1,3 * 2,27 0,19 0,97 380 8
15/12/2014 (7B)| 10,52 1,36 * 1,58 0,58 1,45 174 28
30/12/2014 (8B)] 9,6 0,1 * 0,71 0,37 0,90 242 2
15/01/2015 (9B)| 6,86 1,8 * 1,59 0,24 2,64 104 38
26/01/2015(10B) 6,94 0,83 * 2,44 0,81 1,60 86 32

*Abaixo do limite de detecgao
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4.3.2. Rio Santa Lucia, Uruquai

O Rio Santa Lucia faz parte do principal sisterogidll do Uruguai, as caracteristicas
da qualidade da agua nos pontos coletados encoestrara Tabela 12. A temperatura ficou
entre 23,7 e 28,5 °C, O pH permaneceu em tornoade @xigénio dissolvido em torno de 8

mg.L™.

Tabela 12: Parametros fisico-quimicos das amostras de agatadas na Rio Santa Lucia,
nos meses de dezembro de 2014, janeiro e fevelei2015.

19/12/2014 16/01/2015 18/02/2015
Parametros Ponto Ponto Ponto | Ponto Ponto Ponto | Ponto Ponto Ponto
1 2 3 1 2 3 1 2 3
Tem?%f‘t“ra 237 269 262| 250 265 24 28 285 28,3
pH 7,8 7,72 8,05 7,33 7,76 7,34 7,89 8,17 8,0
oD (mg.L‘l) 8,22 8,33 8,29 8,26 8,17 8,34 8,3 8,28 8,3

4.4. Ensaios de toxicidade

As amostras do Rio Guandu, tanto de agua brutetéos antes da ETA) como de
agua potavel, coletadas entre setembro de 20I#kmgade 2015 foram submetidas a ensaios
de toxicidade com organismos-teste de trés niuglicas: Allivibrio fischeri (decompositor),
Daphnia similis (consumidor primério) eDanio rerio (consumidor secundério) e nao
apresentaram danos consideraveis aos organisnmosdiea permitir o calculo do G&(%)
ou Clso(%).

O fato das amostras ndo apresentarem toxicidad#gaagamprova que ainda que a
amostra nao seja toxica, pode apresentar atividattegénica e em longo prazo ocasionar
danos aos seres vivos, ja que mesmo em baixasntoag@es 0s contaminantes estrogénicos

podem causar graves danos.

Além disso, a auséncia de toxicidade aguda nadrelia caracterizagcdo da amostra

como téxica, sendo necessaria uma avaliacdo dedage cronica.
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Com isso, pode-se concluir que os testes de t@deidsdo ineficientes para
predizerem os efeitos causados no meio ambienteegga classe de micropoluentes, os
desreguladores endécrinos. Visto que foram enatesraoncentracdes superiores a 1 hg.L
concentracdo esta associada a efeitos danososrassvisos (MATTHIESSEN et al., 2006;
ROUTLEDGE et al., 1998) e ainda assim nos testetoxieidade ndo foram observados

danos consideraveis aos organismos de modo a pesroéticulo do CEy (%) ou Clso(%).

Assim, o0s ensaios de atividade estrogénica, samais indicados para avaliar 0s
efeitos em potencial dos DEs. Por isso, suas megds deverdo ser completamente
dominadas e implantadas como ensaios necessaniasapaliar os efeitos de efluentes

descartados.

4.5. Quantificagdo do composto 1ld-etinilestradiol em amostras do Rio

Guandu

O limite de quantificacéo (LQ) do método cromatdigréfoi de 2 pug.L* e o limite de
deteccéo (LD) foi de 0,38 pg'L

A construgdo da curva analitica foi realizadavéisada injecdo de cada concentracéo
do padrao por trés vezes, sendo determinada erddude média dos valores das triplicatas
de cada valor de concentracdo. No anexo 4 se eacanturva analitica estabelecida no

equipamento para o método desenvolvido para o cetmfd-etinilestradiol.

Os valores de linearidade foram estabelecidos ewéatuda equacdo Y = ax + b, e
estes foram respectivamente r = 0,9932 (coeficidateorrelacéo) & £ 0,9865 (coeficiente
de determinacédo), o que sdo considerados adeqtaadogpara os parametros do INMETRO,

quanto para os parametros da ANVISA.

Com a curva de calibracdo construida as amostramfmjetadas, a Tabela 13 e a
Figura 32 apresentam os valores das concentraedEg-@tinilestradiol detectadas nas aguas

do Rio Guandu. No ANEXO 5 se encontram os cromatogs das amostras analisadas.
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Tabela 13: Concentracdes de d-Etinilestradiol encontradas nas amostras coletadaRio

Guandu
Tipo de amostra Data de coleta Iit-etinilestradiol (ng.L™)
10/09/2014 (1A) *
24/09/2014 (2A) 187,83
09/10/2014 (3A) 206,55
31/10/2014 (4A) 169,77
Agua Bruta 14/11/2014 (5A) 57,03
27/11/2014 (6A) 78,34
15/12/2014 (7A) 82,39
30/12/2014 (8A) 102,01
15/01/2015 (9A) 117,49
26/01/2015(10A) 76,65
10/09/2014 (1B) 125,2
24/09/2014 (2B) 200,46
09/10/2014 (3B) 157,36
31/10/2014 (4B) 129,18
Agua Potavel 14/11/2014 (5B) 199,08
27/11/2014 (6B) 76,53
15/12/2014 (7B) 55,77
30/12/2014 (8B) 69,58
15/01/2015 (9B) 72,33
26/01/2015(10B) 57,22

* Abaixo do limite de detecgéao

Figura 32: Concentracao de t+etinilestradiol para amostras de agua bruta evpbtip Rio
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Pelos dados apresentados foi possivel detectaadelswniveis de Lifetinilestradiol
em 95% das amostras submetidas & CLAE, dado quacemtracdo de 1 ng'ifoi tomada
como referéncia para esse estudo, ja que esseesifoassociado a efeitos danosos aos seres
visos (MATTHIESSEN et al., 2006; ROUTLEDGE et 41998).

Quando comparado as concentracoes de-elidilestradiol detectadas pela
cromatografia liquida de alta eficiéncia com ookes de EQ-Edetectados pelo ensaio YES
€ possivel perceber uma discrepancia entre ostades] a qual precisa ser estudada

futuramente.

Ainda que os resultados da metodologia analiticdo eensaio YES tenham sido
bastante diferentes, estes foram comparados commoafale mensurar a alteracdo na

estrogenicidade pelos dois métodos.

Nessa comparacédo, pode-se dizer que um dos cormposttribuintes para o resultado
de EQ-E encontrado no ensaio YES para as amostras do iRiads é o ld-etinilestradiol.
O fato de ter se encontrado atividade estrogén&caamostra 1A pelo ensaio YES e o
composto ld-etinilestradiol ndo ter sido detectado pela cragafia liquida, mostra que o
composto ld-etinilestradiol pode néo ser o responsavel peladatle estrogénica encontrada

nessa amostra.

A guestao do composto d-£tinilestradiol ter sido encontrado numa quantedamlito
maior do que a atividade estrogénica total relaiaela ensaio YES em todas as outras
amostras, poderia ser explicada pelo limite méximonducdo d@-galactosidase no ensaio
YES, além da possivel presenca de compostos imésdide atividade estrogénica, como 0s

acetatos de alquilfenois conforme relatado pela@t&uropéia (COMPREHEND, 2002).

Os alquilfendis estdo presentes em substancias iGasimcomo antioxidantes,
poliestireno modificado, surfactantes e PVC e,gd, como a agua potavel foi coletada da
torneira, € possivel que o encanamento para foneeto da agua seja de PVC o que
justificaria a presenca de alquilfendis na amostcansequentemente a questdo do composto
170-etinilestradiol ter sido encontrado numa quantdawuito maior do que a atividade
estrogénica total relatada pelo ensaio YES. A pigsee alquilfenois na dgua bruta também
€ possivel através, por exemplo, dos detergentraudsificantes, visto que o Rio Guandu

recebe efluentes industriais e domésticos. Poréma pana resposta conclusiva seria
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necessario a realizacdo de analises quimicas parem@rovacdo da existéncia desses

COMpOStos nas amostras.

No que se refere, tanto para o ensaio YES comogaramatografia, a presenca de
compostos estrogénicos terem sido detectados, emumat coletas, em maiores
concentracdes na agua potavel do que na agua dwuted Guandu, pode ser facilmente
justificado pelo tempo de retencéo da 4gua a a&da na ETA, ou seja, apesar das amostras
terem sido coletadas no mesmo dia, ndo necessat@naeamostra de agua potavel é
referente a amostra de agua bruta que foi colefdém disso, vale ressaltar que o tratamento

realizado na ETA Guandu € um tratamento convenkiorgual ndo remove os DEs.
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5. CONCLUSAO

O ensaio YES se mostrou uma importante ferrramgstaonitoramento e avaliacao
da qualidade de aguas e sedimentos quanto a paesdedividade estrogénica.

Das amostras do Rio Guandu, 75% apresentaram adeidstrogénica, sendo que
20% das amostras de agua bruta apresentaram, Eqpé&ior a 1 ng.t. O que é motivo de

preocupacdo, visto que essa concentragao ja énsesp por efeitos danosos aos seres Vivos.

As amostras de agua potavel também apresentaremgesstidade, o que indica que
o tratamento da agua deve ser otimizado a fim cenehr a remocdo desses micropoluentes.
Sabe-se que 0s processos convencionais de tratadeedgua ndo removem completamente

0S micropoluentes.

Valores de EQ-Einferiores a 1 ng.t foram detectados nas amostras do Rio Santa
Lucia, o que ndo descarta a necessidade de atelaghbgue o efeito sinérgico, em matrizes

ambientais, desses micropoluentes é sempre pratteupa

Os testes de toxicidade aguda foram ineficientes peedizer os efeitos causados no
meio ambiente por essa classe de micropoluentatesseguladores enddécrinos estrogénicos.
Assim, 0s ensaios de atividade estrogénica, sdwais indicados para avaliar os efeitos em
potencial dos DEs. Por isso, suas metodologiasré@eveer completamente dominadas e

implantadas como ensaios necessarios para avaledeibos de efluentes descartados.

Nas amostras submetidas a cromatografia liquidaltdeeficiéncia com detector de
fluorescéncia, foi possivel detectar elevados miwk 1é-etinilestradiol em 95% delas.
Porém quando comparado as concentragfesdetihilestradiol detectadas pela CLAE com
os valores de EQ-Hletectados pelo ensaio YES é possivel perceberdiso@pancia entre

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

Meio minimo

O meio minimo foi preparado adicionando-se os segslireagentes a 1L de agua ultrapura:
13,61 g de KHPO,

1,98 g de (NH)2SQ,

4,2 g de KOH

0,2 g de MgS®

1mL de solucéo de KHEOy)3 (40mg/50mL de dgua ultrapura)
50 mg de L-leucina

50 mg de L-histidina

50 mg de adenina

20 mg de L-arginina

20 mg de L-metionina

30 mg de L-tirosina

30mg de L-isoleucina

30 mg de L-lisina-HCI

25 mg de L-fenilalanina

100 mg de acido glutamico

150 mg de L-valina

375 mg de L-serina.

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

ultrapura.

Solucéo de acido L-aspéartico
A solucdo de acido L-aspartico foi preparada naceomacdo de 4 mg.rmll. com agua

ultrapura.

Solucéo de L-treonina
A solucdo estoque foi preparada na concentracatdeg.mL* (600 mg/25 mL) com agua

ultrapura
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Solucéo de sulfato de cobre (II)
A solucéo de sulfato de cobre (ll) foi preparadacoacentragcdo de 20 mM (0,5g/100mL),

com agua ultrapura

Solucéo de vitamina

A solucdo de vitamina foi preparada adicionandossseguintes reagentes a 180 mL de agua
ultrapura:

8 mg de tiamina;

8 mg de piridoxina;

8 mg de pantetonato de calcio;

40 mg de inositol e

20 mL de solucao de biotina (2 mg/100 mL de agtrapura).

Solucéo de CPRG (Clorofenol vermelh@-D-galactopiranosida)
A solucdo foi feita na concentracdo de 10 mgmL-tiizando agua ultra pura. Foi

armazenada em frascos de vidro ambar estéreis.

Meio de Cultivo

5 mL de solugao de glucose,

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

0,4 mL de solucéo de L-treonina,

1254L de solucao de sulfato de cobre (II)

45 mL de meio minimo.

O meio minimo, as solucdes de glicadeido L-aspartico e L-treonina foramesterilizadas
em frascos de vidro em autoclave a 121°C por 15 min
As solucdes de sulfato de cobre (II) e de vitanhimam esterilizadas utilizando-se um kit de

filtracdo estéril, com membrana de Q8.

As solugdes de L-treonina, vitamina e de CPRG foaamazenadas a temperatura de 4°C.
Todas as demais foram armazenadas em temperathienden



ANEXO 2: Curvas dose-resposta das amostras de agheuta e potavel do Rio Guandu.
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ANEXO 3: Curvas dose-resposta das médias com deswidas triplicatas mensais de amostras de agua brutasedimento de cada ponto
do Rio Santa Lucia, Uruguai.
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ANEXO 4: Curva analitica desenvolvida para a anélis do composto ld-etinilestradiol
por CLAE
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ANEXO 5: Cromatogramas das amostras submetidas a eamatografia liquida com

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

200,00+ ?ﬁ
| I
150,00 V&
j |.‘| :
o 4 11 1
w | —
100,00 155
: i
1 w |
i =~ ﬁ}’l"
] )2
1 | | Eco
50,00 ARt
o J.' I IIF“ 3
: Ul =2 |
0’00__ s Aﬁ_ e — —— = — —
T [ | [ | [ | [ ] ‘ [ | [ ‘ [ [ g ! [ ‘ [ | [ | | ST | ‘ [ | I [ ‘ [
000 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400 2600 2800 30,00
Minutes
1600,00 i
] il
140000 Il |
] iR
4 [} ‘ | |
1200,00 -1|,'|
] 1
1 & |
D Il
1000,00- 2 ‘ |
] < ] |
2 800,001 P |
4 '-6 |
4 © |
600,00+ = |
] g .I |
40000+ £ | |
4 | |
200,00+ crxr"r%_ / i
] | | |
- %L\. ? e == o
1 ] 1 1 1 I ] 1 ] I 1 1 1 1 ] 1 1 1 1 I [ ] 1 1 1 ] 1 ] I 1 1 1 1 ] 1 ‘ | 1 ‘ 1 [ 1 1 1
0,00 0 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400 2600 2800 30,00

Minutes

119



