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RESUMO

Recentemente cientistas tem se debrucado sobre o estudo de micropoluentes e sua interferéncia no ambiente,
desreguladores ou perturbadores como sdo conhecidas essas substancias, vem sendo pesquisadas e tem causado
preocupacao por sua capacidade em alterar o sistema enddcrino, influenciando no desenvolvimento humano e
animal. A deteccdo dos desreguladores endocrinos torna-se dificil devido as baixas concentragdes presentes no
ambiente, mas configura-se necessario para avaliar o risco que apresentam. A Enseada de Jurujuba inserida em
uma area com alto grau de urbanizacdo, além de se constituir como parte da Baia de Guanabara, uma das baias
mais poluidas do mundo, tem a importancia de suas &guas relacionada também a atividade de transporte
maritimo que faz a interligacdo entre os municipios de Niter6i e Rio de Janeiro e uma das atividades
econdmicas da regido, a pesca. Este ecossistema pode ser considerado como um corpo receptor de toda a
poluicdo urbana veiculada nos bairros ao redor da enseada. Este estudo tem como objetivo determinar a
atividade estrogénica em sedimentos de fundo utilizando o ensaio Yeast Estrogen Sceen Assay (YES) e
produzindo dados para o processo de avaliacdo da contaminacdo da area da Enseada de Jurujuba, fornecendo
subsidios para a adocdo de medidas que venha a ser adotada, tendo em vista 0 uso futuro da area e a salde da
populacéo.

PALAVRAS-CHAVE: Sedimentos, Desreguladores enddcrinos, Atividades estrogénicas,Ensaio YES.

INTRODUCAO

Pesquisas acerca da atividade estrogénica apontam riscos de contaminacdo em rios, lagos, estuarios e aguas
subterrdneas. Contudo, a grande preocupacdo ambiental ndo € necessariamente o volume de producdo dos
desreguladores enddcrinos (DES), mas a persisténcia; atividade bioldgica; toxicidade e bioacumulagdo. Uma vez
que seus efeitos ecotoxicoldgicos sdo projetados para atingir 6rgdos ou rotas metabdlicas e moleculares
especificas provocando, efeitos colaterais importantes no ambiente aquatico (REIS FILHO et al, 2007).

Atualmente, é crescente o interesse da comunidade cientifica acerca da presenca de micropoluentes no meio
ambiente devido ao seu potencial adverso na sadde humana e animal. Substancias sintéticas e naturais de
diferentes classes quimicas vém sendo detectadas na faixa de pg L™ a ng L™, principalmente em ambientes
aquaticos (BILA, 2005).
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Estudos realizados na Baia de Guanabara, onde estd inserida a Enseada de Jurujuba apontam, para um elevado
grau de contaminacdo deste ecossistema (KJERFVE, et al, 2003; CATANZARO et al. 2004; BAPTISTA
NETO et al., 2006). Cercada pela segunda maior aglomeragdo urbana do pais, a Baia da Guanabara apresenta
cerca de 10 milhdes de habitantes representada pela regido metropolitana do Rio de Janeiro contribuindo com
uma carga de esgotos domésticos acima de 20 m® s dos quais, apenas 25% recebem algum tipo de tratamento.
Evidenciando sérios problemas de salide publica, pela inadequada gestdo dos esgotos domésticos e industriais,
(VILELA, et al. 2004).

A Baia de Guanabara, onde esta localizada a Enseada de Jurujuba, recebe extenso aporte de esgotos
domésticos, este ecossistema vem sofrendo os efeitos do crescimento indiscriminado, a presenca de industrias,
refinarias de petréleo, terminais maritimos, lixdes, e uma intensa atividade agricola que introduzem diversos
poluentes para ambiente.

Na Enseada de Jurujuba, as principais fontes de esgoto segundo Baptista Neto,(1999) séo os rios Cachoeira e
Icarai, além de varios corregos e despejos domésticos diretos neste corpo hidrico.Tais fatos apontam para a
importancia de trabalhos que contribuam para elucidar a problemética da contamina¢do humana e ambiental
pela presenca de micropoluentes.

Neste caso, o conhecimento do grau dos contaminantes na Enseada de Jurujuba podera se constituir um
indicador da ocorréncia e concentracfes de poluentes, fato que aliado a dados ecotoxicolégicos, e ensaios da
atividade estrogénica identificara possiveis concentragdes em seus compartimentos.

A area de estudo, apresentada na Figura 1, tem em seu entorno alto grau de ocupacédo desordenada em direcdo
as encostas, fato que contribui para consideraveis processos erosivos e aumento no indice de poluicdo dos
sedimentos.

Figura 1 — Mapa da localizacéo geogréfica da area de estudo

MATERIAIS E METODOS

As amostras de sedimentos de fundo foram coletadas na Enseada de Jurujuba (Baia de Guanabara) no dia 06 de
maio de 2012. Os sete pontos de coleta foram realizados em areas de maior dispersdo da enseada e o0s
sedimentos retirados com draga Van-Veen em direcdo a aglomeracdo dos barcos de pesca; da criacdo de
mexilhGes; de &reas com exposicao de esgoto; proximo ao rio Cachoeiras e nos arredores.

Os sedimentos coletados foram imediatamente armazenados em sacos zipados e mantidos em temperatura
controlada, em caixas térmicas, durante o transporte até o laborat6rio. No laboratorio as amostras foram
mantidas a 4°C no refrigerador até a execucao dos ensaios.
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A metodologia utilizada no preparo das amostras foi descrita pela EMBRAPA (2000) e Martins (2008).
Inicialmente para o preparo dos sedimentos foram separados 100grs do sedimento em um becker de 250mL e
adicionado agua deionizada, essa suspensdo ficou em repouso por 24h. O pH foi medido no inicio e apés as
24h, a suspensdo foi levada a estufa a temperatura entre 50° a 65° até secagem completa (aproximadamente 24
h), foi mantido em dessecador até a préxima etapa de preparo.

Em 2 g de p6 seco foram adicionados 15mL de metanol, a mistura permaneceu no ultrassom por 30 min. Apds
essa etapa, a parte liquida foi separada por centrifugacdo (2500 giros por 5 minutos) e armazenada. Esse
procedimento foi realizado 03 vezes e os liquidos combinados, somando um volume final de 12 ml. Foram
adicionados 108 ml de &gua e acidificada com H,SO, para ajuste do pH 3.

Foi utilizada a extragdo por fase sdlida (EFS) com um cartucho C18 (3 mL e 500 mg) para extracdo dos
analitos da amostra. O cartucho foi previamente condicionado pela passagem de 3 X 2 ml de hexano; 1 X 1mL
de acetona; 3 X 2 mL de metanol e 5 X 2 mL de agua Ultrapura (pH 3,0). Posteriormente, foi realizada a
passagem dos 120 mL da amostra pelo cartucho. Na sequéncia, os analitos foram eluidos com 4 mL de acetona
e o solvente levado a secura, sendo reconstituidos com 4mL de etanol e estando pronto para serem analisados
no ensaio Yeast Estrogen Screen (YES).

O ensaio para avaliagdo da atividade estrogénica das amostras de sedimento foi realizado com base na
metodologia desenvolvida por Routledge e Sumpter (1996), que determina a atividade estrogénica das amostras
pelo ensaio in vitro YES. Uma cepa de levedura Saccharomyces cerevisiae modificada geneticamente foi
utilizada no ensaio.

As amostras foram diluidas em série em etanol absoluto. Um total de 10 i aliquotas de cada concentracdo foi,
entdo, transferido para uma placa de 96 pocos testada e duplicada. 200 pl de cepa de meio de levedura
contendo clorofenol vermelho-B-D-galactopiranosido (CPRG) foram, entdo, adicionados; as placas foram
seladas, agitadas durante 5 minutos e incubadas durante 72 horas a 30°C. Cada placa possuia linhas duplicadas
contendo uma diluicdo em série da amostra, duplicado de etanol (controle de solvente) e uma fileira contendo
uma diluigdo em série do 17p-estradiol (controle positivo). Ap6s a incubagdo, a absorvancia foi lida a 540 nm
(para a cor) e a 620 nm (para turbidez), utilizando uma placa de leitura.

Para quantificar a resposta estrogénica, foi utilizada a metodologia de Andersen et al. (1999), que classifica as
amostras em altamente estrogénica se a resposta ao ensaio YES for maior que 75 %.; moderadamente
estrogénica se a resposta estiver entre 75 a 25 %, fracamente estrogénica se a resposta encontrar-se entre 25 a
10 % e ndo estrogénica ou ausente quando a resposta (absorbéncia) ficar abaixo de 10 % da resposta obtida
para o padrdo 17p-estradiol.

RESULTADOS E DISCUSSOES

Os sete pontos de coleta das amostras de sedimento para a avaliacdo da atividade estrogénica nos sedimentos
de fundo da Enseada de Jurujuba na Baia de Guanabara foram estrategicamente selecionados com base no
conhecimento prévio de locais de despejo de esgoto in natura, aglomeragdo de barcos de pesca (presenca de
antiencrustantes e 6leos e graxa),além de areas de maior dispersao da Enseada.

Os pontos 4S; 5S; 6S e 7S estdo localizados em areas de intenso despejo de esgoto in natura.O esgoto
doméstico sem tratamento ou ap6s tratamento convencional,apresenta substancias estrogénicas como 0s
homonios naturais,contraceptivos e outras(GEROLIM, 2008; JANEX-HABIBI et al., 2009).0 ponto 1S
localiza-se proximo a uma fabrica de sardinha desativada.

Substancias utilizadas como conservantes possuem comprovada atividade estrogénica e desregulagdo enddcrina
que pode ser responsavel por diversos efeitos danosos aos organismos (BELFROID et al.,1999).0s pontos 2S
e 3S foram escolhidos pelo uso de tintas anti-incrustantes para evitar incrustacdo de organismos em cascos de
embarcagdes.

A criacdo de mexilhGes nesta area pode se constituir um sério fator de risco, uma vez que os materiais com
anti-incrustantes podem causar em organismos marinhos diversas transformacées, (BORGES, 2012). A Figura
2 apresenta uma curva dose-resposta do 17f estradiol (controle positivo) obtida no ensaio YES.
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Figura 2 - Curva dose-resposta do 17 estradiol obtida no ensaio YES.

Dos sete pontos analisados, somente os sedimentos coletados nos pontos S1, S2 e S5 apresentaram uma
resposta ao ensaio YES, de fracamente a moderadamente estrogénica. A Figura 3 apresenta a curva dose-
resposta da amostra de sedimento coletado no ponto S1 e a Figura 4 a curva dose resposta de sedimento no
ponto S2.

Nas Figuras 3 e 4, observa-se que a curva se apresenta de forma peculiar, a amostra mais concentrada ndo
apresentou uma resposta positiva no ensaio YES. Contudo, com diluicGes da amostra, é possivel observar uma
resposta estrogénica no ensaio YES.
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Figura 3 — Curva dose-resposta do sedimento coletada no ponto S1 obtida no ensaio YES.
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Figura 4 — Curva dose-resposta do sedimento coletada no ponto S2 obtida no ensaio YES.

E importante salientar que em amostras ambientais, alguns fatores e poluentes podem influenciar na resposta
para 0 ensaio YES. Estudos na literatura reportaram o impacto de algumas substancias na resposta do ensaio
YES. Denier et al (2009) avaliaram a atividade estrogénica de alguns metais (Cd, Zn, Cu, Hg e Pb) em uma
larga faixa de concentracdo (95.4 pM to 1 mM), e observaram que em alguns casos, ocorria a inibicdo da
resposta no ensaio YES; em outros casos, alguns metais foram capazes de potencializar a resposta ao ensaio.
Segundo os autores, esse comportamento foi devido a interferéncia no crescimento da levedura.

As possibilidades de duas substancias estrogénicas quando juntas sdo de ter uma resposta maior do que as duas
substancias sozinhas, podendo ser o efeito aditivo ou sinérgico. Também pode ocorrer o caso de uma
substancia ndo estrogénica ndo interferir na resposta das primeiras substancias. Contudo, uma substancia pode
interferir na resposta de outra substancia estrogénica. As amostras ambientais sdo conhecidas por sua
complexidade com presenca de diversas substancias com propriedades quimicas diferentes. A fim de consolidar
os resultados e investigar se as amostras de sedimento foram capazes de inibir a resposta do 17 j estradiol no
ensaio YES, outros ensaios devem ser realizados

CONCLUSOES

As amostras de sedimento coletadas nos pontos S3, S4, S6 e S7 ndo apresentaram resposta ao ensaio YES. A
S1, S2 e S5 apresentaram resposta de fraca a moderada. Neste caso, € importante considerar que amostras
ambientais sdo complexas devido a quantidade e diversidade de substancias quimicas.

Embora algumas amostras ndo tenham apresentado atividade estrogénica no ensaio YES, sua diluicdo
possibilitou a verificagdo de uma resposta ao ensaio. Contudo, isso ndo indica falta de atividade estrogénica,
mas reflete a dificuldade da determinacéo da atividade estrogénica de uma matriz ambiental complexa que pode
apresentar toxicidade.

N&o apresentar uma resposta no ensaio YES, ndo quer dizer que a amostra ndo apresenta atividade estrogénica,
pois a substancia pode ser estrogénica por outro mecanismo que ndo o apresentado pelo ensaio YES (ligacao
ao RE). Sendo assim, outros ensaios devem ser utilizados para afirmar com seguranca a atividade biol6gica da
substancia ou de misturas. Além disso, ensaios in vivo apresentam um sistema mais complexo e devem ser
usados em conjunto com 0s ensaios in vitro na avaliagcdo da atividade estrogénica das amostras.
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A relevancia desta pesquisa € demonstrada frente as dificuldades em trabalhar com sedimentos marinhos e
elucidar respostas concernentes a andlise de atividade estrogénica. Tais fatos se constituiram também na
necessidade de maior aprofundamento na utilizacdo do ensaio YES aliado a outros experimentos.
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