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RESUMO

Diversos compostos quimicos, incluindo pesticidas, produtos industriais e estrogénios naturais e sintéticos,
tém sido classificados como desreguladores enddcrinos. A crescente presenca desses contaminantes em &guas
superficiais foi observada em varios paises, destacando-se a necessidade do desenvolvimento e aprimoramento
de métodos analiticos eficazes na avaliagdo dos seus potenciais impactos nos organismos aquaticos. Este
estudo teve como objetivo analisar e quantificar a atividade estrogénica em aguas superficiais da lagoa de
Piratininga, em Niterdi, Rio de Janeiro, utilizando o ensaio in vitro Yeast Estrogen Screen (YES). O estudo foi
conduzido por meio da analise de amostras de agua superficial, coletadas entre os meses de agosto de 2022 e
fevereiro de 2023. Foi observada atividade estrogénica com concentracfes de equivalente estradiol (EQ-E2)
variando de 15 a 65,4 ng/L nas amostras de agosto de 2022. Na campanha de novembro de 2022, as
concentragdes foram na faixa de 7,3 a 55,4 ng/L de EQ-E2. As amostras coletadas no més de fevereiro 2023
passaram por analise em suas fases dissolvida e particulada. No entanto, estas apresentaram um resultado
abaixo do limite de deteccdo do método. Todavia, cabe ressaltar que a necessidade de um monitoramento
constante permanece, devido a preocupagdo com a interacdo sinérgica dessas substancias em ambientes
aquaticos naturais. A avaliacdo da citotoxicidade das amostras ndo detectou inibicdo do crescimento da
levedura, indicando que a quantificacdo da atividade estrogénica ndo foi afetada por substancias citotdxicas.
Sendo assim, o ensaio YES revelou-se uma ferramenta eficaz para detectar a presenga de desreguladores
enddcrinos em aguas superficiais. Este método tem o potencial de aprofundar a compreensdo dos ecossistemas
aquaticos e de influenciar a formulacéo de politicas e regulamenta¢fes ambientais mais rigorosas.

PALAVRAS-CHAVE: Hormonios; Xenoestrogénios; Desreguladores endécrinos; Ambientes aquaticos;
Ensaio in vitro YES.
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INTRODUCAO

Os contaminantes emergentes, presentes nas matrizes ambientais (solo, &gua e ar), originam-se de fontes
antropicas e naturais. Tais compostos ndo sdo monitorados nos programas de monitoramento tradicionais. No
entanto, estes podem desencadear efeitos adversos nos ecossistemas e na salde humana. Incluem-se
horménios, farmacos, nanomateriais, entre outros (TORGIN, 2018). A poluigdo por contaminantes emergentes
em corpos hidricos € resultado do lancamento de esgoto industrial, doméstico, efluentes de estagBes de
tratamento e infiltracdo no solo (BERNSTEIN, 2022). A falta de tratamento adequado contribui inclusive para
a presenca desses contaminantes na agua tratada no Brasil (BORGES, 2016), sendo tal contaminagdo um
desafio ligado a modernizacdo social, globalizacdo e superproducdo industrial (MAIA, 2020).

ABES

A avaliagdo da atividade estrogénica em aguas superficiais é crucial para preservar a vida aquatica, a sadde
dos ecossistemas e a protecdo da saude humana (LOPES, 2015). Os Objetivos de Desenvolvimento
Sustentavel (ODS) 3, 6 e 14 da Agenda 2030 destacam a importancia de lidar com a contaminacdo por
substancias com atividade estrogénica, promovendo a sustentabilidade dos ecossistemas aquaticos e a saide
global. Os desreguladores enddcrinos (DEs), como os pesticidas e demais produtos quimicos, podem alterar o
sistema enddcrino de seres vivos, podendo afetar o crescimento, o desenvolvimento em geral e a reproducéo
de diversos organismos (SILVA, 2015).

Existem dois principais grupos de substancias que podem alterar o funcionamento do sistema enddcrino. O
primeiro inclui horménios naturais, como estrogénio, progesterona e testosterona, presentes em humanos e
animais, além dos fitoestrogénios encontrados em plantas como a soja. A segunda categoria abrange
substancias sintéticas, que incluem horménios produzidos artificialmente, usados em contraceptivos orais e na
alimentacdo animal, xenoestrogénios, substancias quimicas fabricadas para uso industrial, agricola e em
produtos de consumo, além de substancias diversas com potencial de mimetizar os efeitos dos hormonios
quando em contato com os receptores hormonais (GHISELLI & JARDIM, 2007).

Diante disso, a necessidade de aplicar métodos analiticos eficientes se torna cada vez mais necessario para
avaliar os potenciais impactos dessas substancias sobre 0s organismos expostos. Bioensaios in vitro, como o
Yeast Estrogen Screen (YES), sdo exemplos de ferramentas que podem ser utilizadas para detectar compostos
com atividade estrogénica e citotoxica (CUNHA et al., 2021).

O bioensaio in vitro YES permite estimar a atividade estrogénica total de uma mistura de substancias,
utilizando leveduras geneticamente modificadas que contém o DNA do receptor de estrogénio humano em seu
genoma. A reacdo é desencadeada quando uma substancia estrogénica se liga ao receptor de estrogénio
humano na levedura Saccharomyces cerevisiae, 0 que induz a producdo da enzima [-galactosidase. Esta
promove a degradacéo do substrato cromogénico CPRG (amarelo) presente no meio de andlise, resultando na
formacdo do produto CPR (rosa) e a mudanca de cor indica a atividade estrogénica na amostra.
(VALADARES, 2020).

O objetivo deste estudo foi determinar a atividade estrogénica em amostras de aguas superficiais da Lagoa de
Piratininga (RJ), utilizando o ensaio in vitro YES, assim como, avaliar o percentual da atividade estrogénica
na fase dissolvida e na fracdo de sélidos suspensos de tais amostras.

MATERIAIS E METODOS

A Lagoa de Piratininga esta localizada no municipio de Niterdi, inserida na Regido Metropolitana do Rio de
Janeiro. Esta lagoa, abrange uma érea de 2,9 km2, apresenta profundidade média de 0,6 metros (PRO
SUSTENTAVEL, s. d) e possui aproximadamente 15 mil habitantes no entorno (TEIXEIRA, 2021). Os
principais contaminantes da lagoa sdo a alta carga orgéanica, resultante do despejo irregular de esgoto
doméstico e do descarte inadequado de residuos (PRO SUSTENTAVEL, s.d).

Trés campanhas de coleta de agua superficial foram realizadas em cinco pontos distintos (agosto e
novembro/2022 e fevereiro/2023) (Figura 1). As amostras foram acidificadas a pH 2 com HCI e armazenadas
em refrigerador.
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Legenda

Pontos de coleta das amostras na
laguna de Piratininga

9 Pontos de vistoria por temra

Figura 1- Locais de coleta de 4gua na Lagoa de Piratininga.

As amostras foram filtradas em laboratério (0,70 ¢ 0,45 pm) e, posteriormente, as membranas passaram por
extracdo com metanol assistida por ultrassom. O extrato foi diluido em agua ultrapura e acidificado a pH 2
(HCI). Em seguida, as amostras filtradas e extratos dos s6lidos suspensos foram submetidos a extragdo em fase
s6lida (EFS) com cartucho Strata-X (Phenomenex) e eluidos com acetona. Os analitos foram secos em fluxo
de N e reconstituidos com etanol.

O ensaio YES foi realizado segundo metodologia proposta por Routledge e Sumpter (1996), com
modificacfes de Gomes et al. (2023). As andlises foram realizadas em capela de fluxo laminar usando
microplacas de 96 pog¢os. Os extratos das amostras, obtidos na EFS, foram diluidos em série para obten¢do da
curva da amostra. Em seguida, 10 uL de cada diluicdo foram transferidos para a placa de ensaio (Figura 2) em
duplicata. A curva do controle positivo 17p-Estradiol (E2) foi obtida pelo mesmo processo na faixa de 2724 —
1,333 ng L e etanol foi utilizado como controle negativo. As amostras e controles foram intercalados para
evitar contaminagéo cruzada.
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Figura 2 — Exemplo de disposi¢ao tipica de amostras em uma placa de 96 pocos para o ensaio YES.
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Ap0s evaporacdo dos 10 pL, acrescentou-se 200 pL do meio de analise em cada poc¢o da placa. Em seguida, as
placas foram devidamente fechadas, seladas e agitadas por 2 minutos em um agitador de placas. Apés
incubagdo de 72 horas a 30°C, foram medidas as absorbancias a 575 nm e a 620 nm para avaliar cor e turbidez,
respectivamente, e calcular a absorbancia corrigida. Valores de citotoxicidade (inibi¢do do crescimento da
levedura) foram obtidos a partir do controle da Absgzo. Os resultados de atividade estrogénica em equivalente
estradiol (EQ-E2) em ng/L foram calculados interpolando-se os dados da curva da amostra com a curva
concentragdo-resposta do 17p-estradiol.

ABES

RESULTADOS

A Tabela 2 apresenta os valores de EQ-E2 em ng/L obtidos no ensaio in vitro YES para amostras de agua
superficial coletadas em cinco pontos na lagoa de Piratininga, em trés campanhas.

Tabela 1: Valores de EQ-E2 obtidos nas amostras de agua superficial da lagoa de Piratininga coletadas
no periodo de agosto de 2022 a fevereiro de 2023.

EQ-E2 (ng/L)
Dissolvido Material Particulado Citotoxicidade
Coleta Amostra - . .
. Desvio . Desvio Total maxima
Média ~ Média ~
padrédo padréo
P01 65,4 9,2 NR - 65,4 0%
P02 38,2 19,2 NR - 38,2 0%
Agosto de 2022 P03 28 2,8 NR - 28 0%
P04 15 1,4 NR - 15 12%
P05 29,9 13,1 NR - 29,9 0%
P01 55,4 3,9 NR - 55,4 0%
Novembro de P02 30 5,4 NR - 30 0%
2022 P03 16,8 1,7 NR - 16,8 0%
P04 7,3 1,6 NR - 7,3 0%
P05 22,4 2,2 NR - 22,4 0%
P01 <LD - <LD - <LD 0%
P02 <LD - <LD - <LD 0%
Fevereiro de 2023 P03 <LD - <LD - <LD 0%
P04 <LD - <LD - <LD 0%
P05 <LD - 30,4 3,5 30,4 0%

Legenda: Média: média dos valores de Eq-E2 obtidos a partir das duplicatas das amostras no ensaio; Desvio: desvio
padrdo da duplicata; Total: soma dos valores de Eq-E2 das fases dissolvida e particulada; Citotoxicidade: inibigdo do
crescimento da levedura no ensaio; NR: ndo realizado; LD: limite de detecgéo.

O estudo abordou o emprego do ensaio YES na determinacio da atividade estrogénica em amostras
ambientais, incluindo a avaliacdo da citotoxicidade como desafio analitico. Na lagoa de Piratininga,
amostras de dgua superficial ndo apresentaram citotoxicidade no ensaio, permitindo o célculo da atividade
estrogénica das amostras. Nas amostras obtidas nas duas primeiras coletas, apos 72 horas da realizagdo do
ensaio, 0s pocos das placas de ensaio apresentaram modificacdo na coloracdo indicando a presenca de
atividade estrogénica. Nos meses de agosto e novembro de 2022, os valores de EQ-E2 médios variaram de
7,3 a65,4 ng/L. A Figura 3 apresenta os valores maximos de EQ-E2 obtidos nas amostras coletadas em cada
ponto de amostragem.
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Figura 3— Mapa da Lagoa de Piratininga exibindo as concentracdes maximas de EQ-E2 em ng/L
quantificadas nas amostras de agua superfial em cada ponto de coleta.
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Durante a campanha de agosto de 2022, as amostras coletadas no P01 apresentaram valores elevados de EQ-
E2, atingindo 65,4 ng/L, e na campanha de novembro, a concentracdo foi de 55,4 ng/L. Com excecéo das
amostras P01, P02, P03 e P04 coletadas em fevereiro de 2023, todas as amostras apresentaram valores de EQ-
E2 acima da concentracdo de referéncia especifica EBT (effect-based trigger value) de 0,97 ng/L (EQ-E2).
Segundo Escher et al. (2018), concentracfes acima desse limite podem causar efeitos adversos aos organismos
expostos em ecossistemas aquaticos.

As analises de atividade estrogénica realizadas nas amostras coletadas em fevereiro de 2023, tanto no
material dissolvido quanto no extrato do material particulado, indicaram que os valores de EQ-E2 estavam
majoritariamente abaixo do limite de detec¢do do ensaio. 1sso indica que, nas condi¢des aplicadas do ensaio
YES, atividade estrogénica foi virualmente ausente. Porém, um método mais sensivel ou um maior fator de
concentragdo das amostras poderia resultar em resultados quantificaveis. A Unica excecdo foi o ponto P05,
que apresentou um valor de 30,4 ng/L de EQ-E2 no material particulado. Diferentes fatores podem
influenciar na medicao da atividade estrogénica associada ao material particulado, tais como a concentracao
de solidos suspensos, sua granulometria e o teor de carbono organico (ARGOLO et al., 2021). Tais fatores,
assim como especificidades de cada ponto de coleta podem explicar a diferenga nos resultados.

A amostra de agua superficial coletada no P03 evidenciou uma reducdo de atividade estrogénica, decaindo de
28 ng/L em agosto para 16,8 ng/L em novembro do mesmo ano. Identificar as causas exatas das variacGes de
cada ponto requer uma analise mais detalhada das fontes de contaminacdo e das condicfes ambientais
especificas de cada ponto de coleta.

O processo de urbanizacdo no entorno da bacia de drenagem da Lagoa de Piratininga é apontado como fator
de contaminacdo, principalmente com descarte irregular de esgoto ndo tratado, evidenciando impactos
negativos na qualidade da 4gua (BARROS, 2018). Portanto, os altos valores de EQ-E2 obtidos nas amostras
de 4gua superficial no presente estudo podem estar relacionadas a presenga de compostos estrogénicos no
esgoto doméstico in natura ou sem o devido tratamento, langado ao longo da lagoa.

Os resultados do presente estudo destacaram a variagao na contribuicdo de cada ambiente & contaminagao por
desreguladores endocrinos, sugerindo que os despejos de esgoto, contendo compostos estrogénicos, podem ser
as principais fontes de contaminacdo do corpo hidrico avaliado. A pesquisa ressalta a importancia do
monitoramento de contaminantes emergentes e sua regulamentacéo para entender e mitigar impactos na sadde
publica e nos ecossistemas aquaticos.
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CONCLUSOES

ABES

O ensaio YES revelou ser uma metodologia eficaz na avaliacdo da atividade estrogénica em aguas superficiais
impactadas pelo lancamento de efluentes domeésticos, contribuindo para o avango do conhecimento e a
formulagdo de regulamentacGes ambientais relacionadas pela presenca dos desreguladores enddcrinos no
ambiente aquatico. As analises das amostras coletadas de agosto de 2022 a fevereiro de 2023 mostraram
valores médioss de EQ-E2 variando de 7,3 a 65,4 ng/L. Esses resultados levantam preocupagdes devido a
associacao entre niveis de EQ-E2 (EBT > 0,97 ng/L) e impactos adversos na biota aquatica.

Os resultados de EQ-E2 das amostras de agua coletadas em fevereiro de 2023 (fase dissolvida e material
particulado) indicaram valores abaixo do limite de deteccdo do ensaio, exceto no ponto P05 (30,4 ng/L de EQ-
E2 no material em particulado). No entanto, a deteccdo limitada ou auséncia de valores ndo descarta a
necessidade de preocupacéo, podendo ser um evento isolado.

Este estudo destacou a importancia de expandir a compreensdo e regulamentacdo relacionadas ao descarte e a
presenca de poluentes emergentes em recursos hidricos, especialmente devido ao potencial estrogénico. A
regido analisada enfrenta riscos significativos de introdu¢do de contaminantes emergentes, levantando
preocupacfes sobre 0s impactos na saude da populacdo local e na biota da area. Esses resultados reforcam a
necessidade de um monitoramento continuo e aprofundado para mitigar os potenciais riscos associados a
presenca desses poluentes na regido da lagoa.
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