21° SILUBESA

Al ‘k
SIMPOSIO LUSO-BRASILEIRO A B E S

DE ENGENHARIA SANITARIA
E AMBIENTAL

IV-507 - RIO DOCE E OS EFEITOS DE ESTROGENICIDADE E
CITOTOXICIDADE APOS O ROMPIMENTO DA BARRAGEM DO FUNDAO

Julia Paiva Almeida®

Graduanda de Engenharia Ambiental e Sanitaria pela Universidade do Estado do Rio de Janeiro (UERJ).
Giselle Gomes™"

Biologa pela Universidade do Estado do Rio de Janeiro (RJ). Mestre e Doutora em Engenharia Ambiental pela
Universidade do Estado do Rio de Janeiro (UERJ).

Alex da Silva de Freitas®

Bidlogo pela Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ). Mestre e Doutor em Dindmica dos Oceanos e da
Terra pela Universidade Federal Fluminense (UFF).

José Antonio Baptista Neto®

Geobgrafo pela Universidade Federal Fluminense (UFF). Mestre em Geologia ¢ Geofisica Marinha pela
Universidade Federal Fluminense (UFF). Doutor em Geociéncias pela Queens University.

Daniele Maia Bila®

Engenheira Quimica pela UFRRJ. Mestre e Doutora em Engenharia Quimica pela COPPE/UFRIJ. Professor
Associado do Departamento de Engenharia Sanitaria e do Meio Ambiente da Universidade do Estado do Rio
de Janeiro (DESMA/UERJ)

Endereco®: Rua Sio Francisco Xavier, 524 - sala 5037F - Maracani - Rio de Janeiro - RJ - CEP: 20550-013 -
Brasil - Tel: (21) 96810-3167 - e-mail: juliapaiva40@gmail.com

Endereco®: Avenida General Milton Tavares de Souza, s/n, Campus da Praia Vermelha, sala 405 - Boa
Viagem - Niter6i - RJ - CEP: 24210-346 - Brasil

RESUMO

Em 2015, a barragem do Fundao, localizada em Mariana, rompeu, liberando uma grande quantidade de lama
quimica na regido. Essa lama pode conter compostos toxicos e Desreguladores Enddcrinos (DEs), os quais
provocam efeitos adversos na saude dos organismos expostos. Desreguladores Endocrinos (DEs) sdo
substincias exdgenas ou misturas que, mesmo em baixas concentragdes, causam alteragdes no funcionamento
do sistema enddcrino de seres vivos, possivelmente causando efeitos adversos para a saude do organismo
exposto, de sua progénie ou de (sub) populacdes. Detectar os DEs no meio ambiente ¢ desafiador devido a
baixa concentracdo desses compostos, a sua ampla variedade e a falta de legisla¢do. O bioensaio in vitro Yeast
Estrogen Screen (YES) € eficaz na detec¢do da atividade estrogénica de DEs em amostras ambientais e foi
utilizado neste estudo para a quantificacdo de atividade estrogénica no sedimento da plataforma continental
proxima ao Rio Doce. Os resultados mostraram atividade estrogénica nas amostras coletadas apos o desastre,
variando de <LD - 0,3 + 0,01 ng g'. Uma das amostras que apresentou estrogenicidade (0,11 ng g'') também
demonstrou citotoxicidade de 15%, o que demonstra que a atividade estrogénica encontrada nessa amostra
pode ter sido subestimada, uma vez que houve uma reducdo de 15% do crescimento de células durante o
ensaio. Além disso, também foi identificado a presenca de 21% de citotoxicidade em outro ponto de coleta,
impossibilitando, por completo, a identificacdo da atividade estrogénica dessa amostra. Portanto, mostra-se a
importancia do monitoramento da presenga desses compostos nesta regiao.

PALAVRAS-CHAVE: Sedimentos, Desreguladores Enddcrinos, Atividade Estrogénica, Rio Doce,
Citotoxicidade.

INTRODUGAO

Em 2015, a barragem do Funddo, localizada no municipio de Mariana no Estado de Minas Gerais (Brasil),
rompeu. Houve o langamento de um grande volume de lama quimica na regido. Segundo Lima et al. (2020),
cerca de 660 quilometros de cursos d’agua foram atingidos pelos rejeitos. A lama quimica era composta por
metais, os quais podem ser toxicos ¢ também atuarem como Desreguladores Endocrinos (DEs), impactando o
equilibrio e a satide da bacia.
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Os DEs sdo substancias exdgenas ou misturas que causam alteragdes no funcionamento do sistema enddcrino
de seres vivos, possivelmente causando efeitos adversos para a saude do organismo exposto, de sua progénie
ou de (sub) populagdes (WHO, 2012). Vale ressaltar que estas substincias, mesmo em baixas concentragdes -
da ordem de pg.L"' e ng.L"' -, tém potencial estrogénico..

O sistema enddcrino € responsavel por secretar hormonios - substancias quimicas que tém fungdes essenciais
para o funcionamento do organismo - e estas necessitam se conectar a receptores localizados na célula para
exercer sua funcdo biologica. Quando had presenca de DEs, estas substancias podem competir com os
hormoénios para se conectarem ao receptor. Nos casos que o DE consegue se conectar, ele substitui o hormoénio
¢ transmite sinais diferentes em tempos diferentes para a célula ou bloqueiam as fungdes do hormonio. Além
disso, os DEs podem alterar a quantidade original de hormonio, modificando as fungdes endocrinas (Khetan,
2014).

Sendo assim, considerando os mecanismos de atuagdo do DEs no sistema endodcrino, a literatura alerta sobre
os potenciais efeitos adversos nos seres vivos. Na perspectiva animal, € possivel observar a diminui¢do na
eclosdo de ovos de passaros, peixes e tartarugas; feminizagdo de peixes machos; problemas no sistema
reprodutivo em peixes, répteis, passaros ¢ mamiferos e alteracdes no sistema imunoldgico de mamiferos
marinhos (Vilela et al., 2018; Bila, 2007). Em alguns casos esses efeitos podem conduzir ao declinio da
populacdo. Na perspectiva humana, esses efeitos incluem a reducdo da quantidade de esperma; o aumento da
incidéncia de cancer de mama, de testiculo e de prdstata; a endometriose, a sindrome do ovario policistico e, o
aumento da liberagdo de prolactina em mulheres (Aquino et al., 2021; Vilela et al., 2018).

Apesar de onipresentes no meio ambiente, os DEs ndo fazem parte dos atuais programas de monitoramento
ambiental (Argolo et al., 2023). Assim, surge-se a celeuma: ndo existindo legislagdes especificas para a
regulacdo dos DEs no meio ambiente, ¢ cada vez mais dificil compreender sua dimensdo e controlar seus
impactos. Portanto, o estudo dos DEs no meio ambiente ainda ¢ um desafio, pois sem legislacdo e
constituidos por uma ampla variedade de compostos, torna-se mais dificil a implementagdo de técnicas para a
sua deteccdo e avaliagdo dos seus efeitos no ambiente (Felix et al., 2023).

Esses compostos tém sido encontrados nos diversos compartimentos ambientais (ar, 4gua e solo) e suas
propriedades fisicas e quimicas influenciam sua acao e destino no ambiente (Argolo et al., 2023). Pode-se citar
como exemplo as substincias estrogénicas que tem caracteristicas moderadamente hidrofobicas e apolares, o
que faz com que se prendam a particulas solidas organicas ou organismos. No caso dos sedimentos - com sua
diversidade de tamanhos de particulas, minerais, matéria organica e outras substancias - estes formam uma
matriz ambiental complexa. Além disso, podem armazenar e liberar contaminantes na agua, tornando-os
acessiveis aos organismos aquaticos.

Dentre os ensaios para a analise de DEs, destaca-se o bioensaio in vitro Yeast Estrogen Screen (YES) que
permite a detecgdo e quantificagdo da atividade estrogénica de DEs em amostras ambientais. Este pode
prever os efeitos desencadeados em organismos expostos; fornecer ferramentas para a compreensdo de
mecanismo de ag¢do envolvidos; ser facilmente utilizado em larga escala no monitoramento de DEs e seus
efeitos no ambiente; bem como possui grande reprodutibilidade, repetibilidade e sensibilidade em relacdo as
matrizes ambientais. (Gomes et al., 2023).

O ensaio YES utiliza a linhagem da levedura Saccharomyces cerevisiae geneticamente modificada, com a
adi¢do de um receptor estrogénico humano (RE). Na presenga de uma substancia estrogénica, como um DE, o
receptor ¢ ativado, produzindo ¢ liberando a enzima [B-galactosidase. Esta enzima metaboliza o substrato
cromogénico CPRG a vermelho de clorofenol (CPR), processo que € possivel ver, a olho nu, a mudanga de cor
do meio de analise: de amarelo para vermelho.

Desta maneira, este estudo foi impulsionado pela possivel presenca de DEs nos corpos d’agua, devido a
presenca de rejeitos de mineragdo, os quais atingiram a bacia apds o rompimento da barragem do Fundao.
Portanto, sedimentos provenientes da bacia do Rio Doce foram avaliados quanto a presenca de atividade
estrogénica e citotoxicidade pelo ensaio in vitro YES.
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OBJETIVO

Analisar a atividade estrogénica ¢ a citotoxicidade de sedimentos provenientes da bacia hidrografica do Rio
Doce ap6s 2 (dois) anos do rompimento da barragem do Funddo, em Mariana - Estado de Minas Gerais, Brasil
-, por meio do ensaio in vitro Yeast Estrogen Screen (YES).

MATERIAIS E METODOS

Amostras de sedimento superficial da plataforma continental adjacente ao Rio Doce foram coletadas com
profundidades entre 15 e 40m, em incrementos de Sm de lamina d’agua, em 10 pontos ap6s o rompimento da
barragem de rejeitos do Funddo (Figura 1). As amostras foram coletadas com o auxilio de uma draga tipo Van
Veen sendo posteriormente congeladas a -20°C até sua analise.
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Figura 1: Mapeamento dos pontos de coleta das amostras

As amostras foram preparadas conforme o protocolo descrito por Felix et al. (2023) (Figura 2). Aliquotas de
10g de sedimento, de cada ponto de coleta, foram submetidas a extragdo com solvente assistida por ultrassom.
Cada aliquota foi colocada em um tubo de vidro, adicionando-se 10 mL de metanol. Homogeneizou-se no
vortex, submeteu-se ao banho ultrassonico por 10 min e centrifugou-se a 2500 rpm por 15 min. Esse ciclo foi
repetido 3 vezes para cada amostra. Ao término de cada ciclo, o sobrenadante da amostra foi transferido para
um baldo volumétrico de 250 mL e foi avolumado com agua ultrapura, para posterior extragdo em fase sélida
(EES).

A EFS foi realizada segundo Gomes et al. (2023) (Figura 2). O processo foi realizado em sistema de manifold

a vacuo. Foram utilizados dois cartuchos: Strata-SAX (sorvente polimérico a base de estireno-divinilbenzeno

com superficie modificada) e o Strata-X (sorvente a base de silica, 500 mg/6 mL), ambos foram adquiridos da
3
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Phenomenex. Os Strata-SAX foram acoplados a parte superior do Strata-X para a remogao de interferentes da
amostra e foram condicionados com 2 x 5 ml de metanol e 2 x 5 mL de agua ultrapura. Os Strata-X foram
condicionados com 3 x 2 mL de hexano, 2 mL de acetona, 3 x 2 mL de metanol e 2 x 5 mL de agua ultrapura
ajustada para pH 3 com HCI 3M P.A, da Merck. A percolagdo das amostras foi realizada sob vacuo, em
seguida, o Strata-SAX foi descartado e foi realizado o clean up com 10 mL de metanol + agua ultrapura (1: 9)
para a remocao dos possiveis interferentes no Strata-X.

A eluicao dos analitos do cartucho Strata-X foi realizada com 2 x 2 mL de acetona. Os eluatos foram secos até
a evaporagdo completa do solvente. Finalmente, os analitos foram ressolubilizados com 2 mL de etanol para
serem submetidos ao ensaio YES (Figura 2).

Os reagentes utilizados no YES foram adquiridos da Sigma-Aldrich (pureza >98%). Para a EFS, hexano,
metanol e acetona (grau HPLC) foram fornecidos pela Tedia. A agua ultrapura foi obtida de um sistema
Milli-Q (Millipore).

Meétodo 3: Sedimento
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Figura 2: Preparo de amostras de sedimento para o ensaio YES
Adaptado de Gomes et al. (2023).

Para a andlise da atividade estrogénica, utilizou-se o ensaio YES segundo a metodologia de Routledge e
Sumpter (1996), com as modificagdes de Gomes et al. (2023).

As solugdes manuseadas no ensaio (meio minimo, glicose, acido L-aspartico, L-treonina, sulfato de cobre,
vitamina, CPRG, meio de cultivo e meio de analise) foram preparadas também de acordo com a metodologia
de Routledge e Sumpter (1996).
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Previamente ao ensaio (24 horas), foi realizado o inéculo da levedura, adicionando-se 10 mL de meio de
cultivo e 100 pL do pré-inodculo em um novo frasco de cultivo. Este foi mantido em incubadora de agitagao
orbital (modelo Q816M20, Quimis) a 28°C e 150 rpm.

Todos os procedimentos do ensaio YES, assim como o procedimento de preparo da levedura, foram realizadas
na cabine de seguranga biologica classe II Al (Filterflux® SBIIA1) e com materiais estéreis descartaveis,
como (placas, ponteiras, pipetas graduadas, ou esterilizados, como frascos de vidro).

O ensaio YES foi realizado em microplacas de 96 pogos, onde cada fileira foi ocupada por uma amostra em 12
concentragdes de diluicdo seriada, pelo controle negativo (somente etanol) ou pelo controle positivo (12
concentragdes de diluigdo seriada do composto E2, variando de 2724 a 1,33 ng L no pogo). As diluigdes foram
feitas em uma placa separada e destinada especificamente para a diluigdo. O protocolo seguido foi: adicionar
100 pL de etanol (grau HPLC) em todos os pogos de uma fileira, a exceg@o do primeiro; adicionar ao primeiro
pogo 200 pL do extrato da amostra; transferir 100 pL do primeiro pogo para o segundo ¢ homogeneizar com a
propria pipeta; transferir 100 uL do segundo pogo para o terceiro e homogeneizar; continuar o procedimento
até o ultimo pogo, que terd o volume final de 200 pL.

Feita a dilui¢do, 10 pL de cada poco foram pipetados e transferidos - em duplicata - para a placa de ensaio,
sendo evaporados dentro do fluxo laminar. Este procedimento foi realizado para todas as amostras e o controle
positivo (E2). Além disso, como controle negativo, 10 pulL de etanol (grau HPLC) foram adicionados,
diretamente na placa de ensaio, alternando com as fileiras de amostras com o objetivo de evitar contaminagio
(Figura 3).
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Figura 3: Exemplo de arranjo das placas do ensaio YES

O controle positivo 17p-Estradiol, o qual foi utilizado para gerar a curva padrdo que serviu de referéncia
comparativa para todo o ensaio, foi preparado através da solug@o de 17B-Estradiol (> 98%, Sigma-Aldrich®)
na concentragdo de 54,48 pg L em etanol (grau HPLC, Tedia®) e a faixa de concentragdes da curva de 12
pontos gerada foi de 2724 ng L' a 1,33 ng L' no pogo.

Depois dos 10 pL transferidos para cada pogo da placa de ensaio serem evaporados, restou apenas a massa das
substancias presente nas amostras. Dessa maneira, 200 pL do meio de analise contendo meio de cultivo,
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levedura (1,35 x 10° células mL"' ) e CPRG (100 mg L™ ) foram adicionados em cada pogo da placa. Em
sequéncia, as placas de ensaio foram fechadas, lacradas, agitadas por 120 segundos em um agitador de placas
(marca IKA®, modelo MS-3) e levadas a estufa (Nova Etica 410) para incubagdo a 30 °C por 72 horas.

Com o periodo de incubagdo completo, foi possivel observar a mudanga de colorag@o (do amarelo para o
vermelho) nos pogos das amostras que foram detectados atividade estrogénica. Assim, na etapa final do ensaio
YES, foram lidas as absorbancias nos comprimentos de onda 575 nm e 620 nm, para avaliar a cor e a turbidez,
respectivamente, com o espectrofotometro leitor de microplacas VersaMax (Molecular Devices®).

Os dados foram analisados em termos de absorbancia corrigida (equagdo 1).

Ab (Abs equagdo

N = Abs - — Abs
corr (amostra) 575(amostra) 620(amostra) 620(controle negativo)

(1

As curvas de dose-resposta foram tracadas com o software Origin® 6.0 (OriginLab), usando absorbancias
médias corrigidas versus concentragdes em escala logaritmica. Curvas padrido do controle positivo E2 e outros
compostos organicos foram ajustados a uma fung¢ao logistica simétrica. Equivalentes de estradiol (EQ-E2) das
amostras ambientais foram obtidos em ng L através da interpolagio entre a curva dose-resposta do controle
E2 e os dados das amostras (equagao 2).

A—-A
12

=— ao (2
y o ) equagio (2)

Nesse caso, Al e A2 sdo os valores de absorbancia corrigida maxima e minima da curva de E2 ajustada. O x0
¢ a CE50 para E2, em ng ng L' . O termo p ¢ a inclinagdo da curva sigmoidal. O par ordenado (x,y) é
relacionado a uma concentracdo de amostra e sua resposta na absorbancia corrigida.

O EQ-E2 ficou sendo o menor y (absorbancia), que elucidou uma resposta agonista, multiplicado pelo fator de
diluigdo (FD) usado no ensaio e dividido pelo fator de concentragdo (FC) da EFS (equacéo 3). Neste trabalho,
o FC foi de 5.000 vezes.

_  y-FD
EQ — E2 = X

equagao (3)

A citotoxicidade foi avaliada e quantificada através da absorbancia a 620 nm (equagdo 4) conforme proposto
por Frische et al. (2009).

Abs
Citotoxicidade = 1 — (—==—) equacio (4)

620(controle negativo)

Os valores negativos e nulos foram interpretados como a auséncia de citotoxicidade. J& os valores positivos
indicaram a inibi¢ao ou invisibiliza¢ao do crescimento da levedura, sendo expressos em porcentagem.

RESULTADOS OBTIDOS

A atividade estrogénica foi quantificada em equivalente estradiol (EQ-E2). A CE50 do controle positivo
17B-estradiol (E2) foi de 36,5 ng L' € o limite de detecgdo de estrogenicidade para o sedimento, considerando
o fator de concentragdo das amostras foi de 0,1 ng g (Figura 4).
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Figura 4: Curva dose-resposta do controle positivo

Os resultados de atividade estrogénica expressos em equivalente estradiol (EQ-E2) variaram de <LD - 12,2 ng
¢ e duas amostras apresentaram citotoxicidade (Tabela 1 € Figura 5).

Tabela 1: Atividade estrogénica expressa em EQ-E2 e citotoxicidade das amostras de sedimento
coletadas da plataforma continental adjacente ao Rio Doce.

Amostra
EQ-E2 (ng.g ™)
Citotoxicidade na
Média Desvio diluiciio (%)

1 <LD - 0

2 <LD - 21

3 0,3 0,01

4 <LD -

5 <LD - 0

6 0,11 0,01 15

7 <LD - 0

8 <LD - 0

9 <LD - 0

10 <LD - 0
LD=0,1 ng.g"!
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Figura 5: Curvas dose-respostas das amostras que apresentaram atividade estrogénica

ANALISE DOS RESULTADOS

Os resultados do presente estudo apontam a presenga de atividade estrogénica em duas amostras de
sedimentos coletadas no Rio Doce apos o rompimento da barragem de rejeitos do Funddo. Os valores de
estrogenicidade encontrados variaram de <LD - 0,3 + 0,01 ng g'. A amostra de nimero 6 que apresentou
estrogenicidade de 0,11 ng g, também demonstrou citotoxicidade de 15%, o que demonstra que a atividade
estrogénica encontrada nessa amostra pode ter sido subestimada, uma vez que houve uma redugéo de 15% do
crescimento de células durante o ensaio. Além disso, também foi identificado a presenca de 21% de
citotoxicidade na amostra 2, impossibilitando, por completo, a identificagdo da atividade estrogénica nessa
amostra.

A citotoxicidade ¢ a inibi¢do ou total inviabilizacdo do crescimento das células da levedura Saccharomyces
cerevisiae provocada pela amostra. Com a reducao do crescimento da levedura, tem-se uma menor quantidade
de receptores disponiveis para os DEs se conectarem e, assim, a atividade estrogénica pode ndo ser totalmente
detectada, subestimando seu resultado. Sendo assim, nas amostras que demonstraram presenca de
citotoxicidade, ndo ¢ possivel afirmar que o resultado encontrado realmente representa a atividade estrogénica
total daquele ponto de coleta.

Os pontos de coleta cujas amostras apresentaram atividade estrogénica se encontram mais proximos da costa
litoranea. Tal fato pode acontecer devido a dinamica do rio que pode favorecer a deposigdo de contaminantes
nestas areas.

Essa estrogenicidade encontrada pode estar relacionada com os rejeitos da mineracao que foram derramados
nesse corpo hidrico estudado. Metais como Fe, Zn, Cd e Cu foram encontrados em niveis duas vezes maiores
em setores proximos do Rio Doce em comparagdo aos dados de bioacumulagdo existentes antes do
rompimento da barragem de rejeitos do Funddo (Marques et al., 2022; Vergilio et al., 2021). Vale ressaltar que
a concentragdo destas substincias continua acima dos limites legais estabelecidos pelas regulamentagdes
brasileiras de solos e¢ aguas, expondo a fauna e a comunidade local a riscos de longo prazo que ainda ndo
foram determinados (IGAM, 2020).

De acordo com Denier et al. (2009), o cadmio, o cobre e o zinco sdo capazes de potencializar a resposta
induzida pelo estradiol de uma forma dose-dependente. Desta maneira, estas substancias podem atuar como
potenciais desreguladores enddcrinos, modificando a atividade estrogénica dos horménios enddgenos.

8
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Ademais, outros estudos também demonstraram presenca de toxicidade nos corpos d’agua do Rio Doce.
Mendes et al. (2020) relatou toxicidade cronica em microcrustaceos C. dubia; Vergilio et al. (2021) apresentou
toxicidade nos sedimentos e na agua da bacia por meio de ensaios de toxicidade vegetal com Allium Cepa e de
ensaios de ecotoxicidade com Raphidocelis subcapitata, ¢ Yamamoto et al. (2022) apontou deformacgdes e
problemas reprodutivos em embrides de Rhamdia quelen nos testes de toxicidade com amostras de sedimentos
da regido.

Os resultados do presente estudo demonstraram que, mesmo depois de dois anos apds as dguas da bacia
hidrogréfica do Rio Doce serem contaminadas pela lama quimica oriunda da barragem do Fundao, ha presenca
de atividade estrogénica nos sedimentos deste corpo d’agua. Desta maneira, surge a preocupagio sobre este
material ter sido, eventualmente, depositado em solos ribeirinhos e nos sedimentos do fundo dos rios, podendo
ser absorvido pelos organismos da cadeia alimentar local (Vergilio et al., 2021). Isto ressalta a importancia dos
bioensaios de deteccdo de atividade estrogénica e ecotoxicidade no monitoramento do impacto da presenca de
DEs sobre a biota local e os riscos para os seres humanos.

CONCLUSOES

Foi detectada a presenca de atividade estrogénica e citotoxicidade em amostras de sedimentos provenientes do
Rio Doce apds o rompimento da barragem do Fundao.

Diante desses resultados, ¢ de extrema importancia avaliar os impactos de curto e longo prazo que a lama
quimica pode causar para a biota marinha ¢ as comunidades locais afetadas pelo rompimento da barragem do
Funddo. A presenca de atividade estrogénica no ambiente pode causar uma série de efeitos adversos na satude
dos seres vivos, como altera¢des no sistema imunolodgico, problemas reprodutivos, incluindo um aumento da
incidéncia de cancer, e do ponto de vista animal, até mesmo o declinio de uma populagéo. Portanto, é urgente
implementar a¢des para restaurar o equilibrio ao longo da bacia hidrografica do Rio Doce e garantir a satide e
integridade fisica de todos que dependem deste corpo d’agua, incluindo a comunidade local, fauna e flora.
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