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RESUMO

O rio Guandu é um dos principais mananciais do estado do Rio de Janeiro, responsavel pelo abastecimento de
mais de 9 milhdes de habitantes. Embora fornega dgua para cerca de 80% da populacdo da Regido Metropolitana
do Rio de Janeiro, o rio enfrenta graves problemas ambientais, em razdo dos altos niveis de poluicdo associados
ao crescimento demografico e industrial na regido, além da ineficiéncia dos servicos de saneamento bésico.
Efluentes domésticos e industriais vém causando, ao longo dos anos, o agravamento da degradacéo da qualidade
da 4gua. Isso se deve aos efeitos da mistura de poluentes lancados sem tratamento, muitos dos quais sdo
classificados como Desreguladores Endocrinos (DEs). Os DEs sdo substancias exdgenas ou misturas que,
mesmo em pequenas concentragdes, causam alteragdes no funcionamento do sistema enddcrino de seres vivos,
resultando em efeitos adversos a satde dos organismos expostos, de sua progénie e sub(populagdes). A deteccdo
desses compostos no meio ambiente é desafiadora devido as suas baixas concentragdes, a ampla variedade de
substancias envolvidas e a auséncia de regulamentacdo especifica. Uma alternativa para avaliar a presenca de
misturas de DEs no ambiente é por meio da analise da atividade estrogénica utilizando bioensaios in vitro. No
presente trabalho, foi realizada a avaliacdo da atividade estrogénica das aguas do Rio Guandu por meio do
bioensaio in vitro Yeast Estrogen Screen (YES), além de um estudo comparativo considerando um intervalo de
10 anos. Os resultados apresentados neste estudo indicam elevada atividade estrogénica, com valores de
equivalente-estradiol superiores ao valor de effect-based trigger (EBT) de 0,97 ng L™, sugerindo possivel risco
a0 ecossistema aquatico.

PALAVRAS-CHAVE: Desreguladores Enddcrinas, atividade estrogénica, rio Guandu, Yeast Estrogen Screen,
agua superficial.

INTRODUCAO

O rio Guandu € um dos principais mananciais do estado do Rio de Janeiro, sendo a fonte de agua de mais de 9
milhdes de habitantes. Desta maneira, a Estacdo de Tratamento de Agua (ETA) Guandu fornece cerca de 80%
de agua potavel para a regido metropolitana do Rio de Janeiro.

Apesar da importancia deste manancial, o rio Guandu tem enfrentado graves problemas ambientais. Este cenario
ocorre devido aos altos niveis de poluicdo causados, principalmente, pelo crescimento demogréfico e industrial
na regido, bem como pela ineficiéncia de saneamento basico (BACHA et al., 2022). Tais efluentes podem ser
toxicos e também contribuir com o aporte de Desreguladores Endécrinos (DES), impactando o equilibrio e a
qualidade das &guas do manancial. Os DEs séo substancias exdgenas ou misturas que causam alteracfes no
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funcionamento do sistema endécrino de seres vivos, causando efeitos adversos para a salide do organismo
exposto, de sua progénie ou de (sub)popula¢bes (WHO, 2012). Vale ressaltar que estas substancias, mesmo em
baixas concentragdes, da ordem de pg L e ng L, podem causar efeito adverso. Os Desreguladores Enddcrinos
podem ser agrupados em duas classes: (I) naturais, que engloba horménios femininos e fitoestrogénios e (I1)
sintéticas, compreendendo alguns tipos de pesticidas e seus subprodutos, dioxinas, hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos, ftalatos, bisfenol-A, metais e farmacos (BILA e DEZOTTI, 2007; KABIR et al.,2015).

O sistema enddcrino é responsavel pela producdo de hormdnios - substancias quimicas com func@es essenciais
para o funcionamento dos organismos. Nesse contexto, a literatura cientifica alerta para o potencial de DEs em
provocar efeitos adversos aos seres vivos. Na perspectiva animal, tém sido observadas consequéncias como a
diminuicdo na eclosdo de ovos de passaros, peixes e tartarugas; feminizacdo de peixes machos; problemas no
sistema reprodutivo em peixes, répteis, passaros e mamiferos e alteragdes no sistema imunolégico de mamiferos
marinhos (VILELA et al., 2018). Em alguns casos, tais efeitos podem levar ao declinio da popula¢do. No caso
dos seres humanos, os efeitos relatados incluem a reducdo da contagem de esperma; aumento da incidéncia de
cancer de mama, testiculo e prostata; endometriose, sindrome do ovério policistico; e aumento da liberagéo de
prolactina em mulheres (AQUINO et al.,2021; VILELA et al.,2018).

O bioensaio in vitro Yeast Estrogen Screen (YES) destaca-se pela capacidade de detectar e quantificar a
atividade estrogénica de DEs em amostras ambientais. Trata-se de uma ferramenta para prever a possibilidade
de efeitos em organismos expostos; compreender os mecanismos de acdo envolvidos; além de ser de facil
aplicacdo em larga escala para 0 monitoramento de compostos estrogénicos e seus efeitos no ambiente. O ensaio
apresenta, ainda, elevada reprodutibilidade, repetibilidade e sensibilidade em relacdo as matrizes ambientais.
(GOMES et al., 2023).

O ensaio YES utiliza uma linhagem da levedura Saccharomyces cerevisiae modificada geneticamente, contendo
um receptor de estrogénio (RE) associado a um gene repOrter. Na presenca de uma substancia estrogénica, como
um DE, o receptor é ativado, resultando na producéo e liberacdo da enzima B-galactosidase. Esta enzima, por
sua vez, metaboliza o substrato cromogénico red-S-D-galactopyranoside (CPRG), por meio de hidrdlise,
gerando o composto clorofenol (CPR) e resultando em uma resposta colorimétrica.

Ao longo da Gltima década, estudos foram conduzidos com o objetivo de avaliar a qualidade da agua e os
impactos ambientais no rio Guandu, com énfase na presen¢a de desreguladores enddcrinos (SILVA, 2015;
LICURGO, 2016). Essas pesquisas indicam uma contaminacgao do manancial, atribuida principalmente ao aporte
de efluentes domésticos e industriais, que tém contribuido significativamente para a degradacéo da qualidade da
agua.

Diante desse cenario, o presente estudo foi motivado pela recorrente deteccdo da presenca de DES nos corpos
d’agua da bacia do rio Guandu, resultado de décadas de poluicao por efluentes domésticos e industriais. Para
tanto, foi realizada a avaliagdo da atividade estrogénica da &gua utilizando o ensaio in vitro YES, além de uma
analise comparativa considerando um intervalo de dez anos.

OBJETIVOS

Avaliar a atividade estrogénica de aguas superficiais em um trecho da bacia do Rio Guandu, no estado do Rio
de Janeiro, utilizando o ensaio in vitro Yeast Estrogen Screen (YES), e realizar uma analise comparativa dos
resultados obtidos com dados de monitoramento de uma década anterior.

METODOLOGIA UTILIZADA

Em 2023, amostras de agua superficial da bacia do Rio Guandu foram coletadas em frascos de vidro ambar de
1L, previamente descontaminados, em cinco pontos diferentes nos rios Guandu, Pocos e Queimados (Tabela 1
e Figura 1). O preparo das amostras foi iniciado em até 24h apds a coleta. Os volumes foram acidificados a pH
2 com HCI.
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Tabela 1 - Identificagéo e coordenadas geograficas dos pontos de coleta de amostra.

Ponto Corpo Hidrico Coordenadas Posicéo relativa

Gl Rio Guandu 22°43°40”S 43°38°26”W A montante da ETA Guandu
P1 Rio Pocos 22°43°46S 43°37°47°W

Q1 Rio Queimados 22°43°49”S 43°32°32”W

G2 Rio Guandu 22°43°41”S 43°37°43”W A jusante da ETA Guandu
G3 Rio Guandu 22°53°43”S 43°43°54”W

tat
.

Figura 1: Localizag8o dos pontos de coleta da amostra.

As amostras foram preparadas conforme o protocolo de Gomes et al. (2023) (Figura 2). A aliquota de 500 mL
de cada amostra foi filtrada por meio do processo de filtragdo em membranas de fibra de vidro (0,7 pm, Merck)
e de nitrocelulose (0,45 um, Merck), sucessivamente. Apds a filtracdo, as membranas de fibra de vidro foram
transferidas para um béquer de 250 mL descontaminado. O material particulado suspenso (MPS) retido nas
membranas foi submetido a extracdo com solvente assistida por ultrassom. Em cada béquer foram adicionados
10 mL de metanol (grau HPLC), sendo coberto com papel aluminio e mantido em banho ultrassénico por 10
minutos. Trés ciclos foram realizados e ao final de cada um, o extrato em metanol foi vertido para um baldo
volumétrico de 250 mL, o qual foi avolumado com agua ultrapura. O extrato final diluido foi acidificado a pH
2 com HCL para a extragdo em fase solida (EFS).

A EFS das amostras filtradas e dos extratos da membrana foi realizada em sistema de Manifold a vacuo (Agilent
Technologiese). Utilizou-se o cartucho Strata-X (sorvente a base de silica, 500mg/6mL), adquirido da
Phenomenex. Os cartuchos foram condicionados com 3x2 mL de hexano, 2 mL de acetona, 3x2mL de metanol
e 2x5mL de agua ultrapura ajustada para pH 3 com HCI 3M P.A., da Merck. A percolagdo das amostras foi
realizada sob vacuo, em seguida, realizou-se o clean up com 10 mL de metanol + &gua ultrapura (1:9) para
remover os possiveis interferentes retidos no Strata-X.

A eluigdo dos analitos do cartucho Strata-X foi realizada com 2x2mL de acetona. Os eluatos foram secos até a
evaporacdo completa do solvente. Por fim, os analitos foram ressolubilizados com 1 mL de etanol, atingindo o
fator de concentracdo (FC) igual a 500, para serem submetidos ao ensaio YES.

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).
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Figura 2: Metodologia de preparo de amostras para avaliacdo da atividade estrogénica das fases
dissolvida e particulada de agua superficial com o ensaio YES
Fonte: Adaptado de Gomes et al. (2023)

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

Previamente ao ensaio (24 horas), foi realizado o indculo da levedura, adicionando-se 10 mL de meio de cultivo
e 100 pL do pré-in6culo em um novo frasco de cultivo. Este foi mantido em incubadora com agita¢do 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 realizados
na cabine de seguranga biologica classe Il Al (Filterflux® SBIIAL) 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 pocos, onde cada fileira foi ocupada por uma amostra em 12
concentracdes de diluicdo seriada, pelo controle negativo (somente etanol) ou pelo controle positivo (12
concentragdes de diluicéo seriada do composto 17p-estradiol (E2) (Figura 3).

Posteriormente, 10 uL de cada pogo foram transferidos — em duplicata — para a placa de ensaio, sendo
evaporados em fluxo laminar. Para evitar contaminacgdes, os controles negativos foram intercalados entre as
fileiras contendo amostras (Figura 2). Em seguida, 200 uL do meio de analise contendo meio de cultivo,
leveduras (1,35 x 10¢ células mL™") e CPRG (100 mg L") foram adicionados em cada pogo da placa. As placas
foram entdo lacradas, agitadas por 120 segundos em um agitador de placas (IKA® MS-3) e incubadas a 30 °C
por 72 horas em estufa (Nova Etica 410).
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Figura 3: Exemplo de arranjo das placas do ensaio YES

A atividade estrogénica foi avaliada com base na alteragdo de cor nos pocos: de amarelo para vermelho,
indicando resposta positiva. Para a andlise colorimétrica dos resultados, foram realizadas leituras de absorbancia
nos comprimentos de onda de 575 nm (cor) e 620 nm (turbidez), utilizando um espectrofotdmetro leitor de
microplacas VersaMax (Molecular Devices®).

Os dados foram analisados em termos de absorbéancia corrigida (equagéo 1).

Abscorr (amostra) — Ab5575(amostra) - (AbSGZO(amostra) - AbsGZO(controle negativo)) Equagéo (1)

As curvas dose-resposta foram geradas com o Origin® 6.0 (OriginLab), usando absorbancias médias corrigidas
versus concentragdes em escala logaritmica. A curva padrdo do controle positivo E2 foi ajustada a uma fungéo
logistica simétrica. Concentracdes em equivalentes-estradiol (EQ-E2) das amostras ambientais foram obtidas
em ng L através da interpolagdo entre a curva dose-resposta do controle E2 e os dados das amostras (equagdo
2).

A1—-A ~
y = m + A2 Equacéo (2)
Nesse caso, Al e A2 sdo os valores de absorbancia corrigida maxima e minima da curva de E2 ajustada. O x, é
a CE50 para E2, em ng L. O termo p é a inclinagdo da curva sigmoidal. O par ordenado (x,y) € relacionado a
uma concentragdo de amostra e sua resposta na absorbancia corrigida.

O EQ-E2 ficou sendo 0 menor y (absorbancia), que elucidou uma resposta agonista, multiplicado pelo fator de
diluicdo (FD) usado no ensaio e dividido pelo fator de concentragdo (FC) da EFS (equacdo 3). O fator de
concentracdo utilizado neste trabalho foi de 500 (FC de 500).

YXFD
FC

EQ—-E2 = Equacéo (3)

Os resultados de atividade estrogénica em equivalente-estradiol (EQ-E2) foram entdo comparados com dados
obtidos por Silva (2015) e Licurgo (2016), que investigaram a atividade estrogénica de amostras coletadas ao
longo de 2014 e 2015 no Rio Guandu e na Lagoa de Captacdo e Tomada d’agua da ETA Guandu com o ensaio
YES. A magnitude dos resultados foi também interpretada considerando o valor de EBT (effect-based trigger)
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proposto por Escher et al. (2018) para o ensaio YES, acima do qual é considerado que ha risco para o ecossistema
aquatico.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A Figura 4 apresenta os valores de EQ-E2 obtidos para as amostras de agua superficial, considerando as fases
dissolvida e de material particulado suspenso (MPS). Os dados referem-se a trés campanhas de coleta realizadas
em 2023, e indicam o valor total resultante das analises.
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Figura 4: Valores de equivalente-estradiol (EQ-E2) em ng L* das fases dissolvida e material
particulado suspenso (MPS) obtidas para trés coletas nos rios Guandu (G1, G2 e G3), Pocos (P1) e
Queimados (Q1) realizadas em 2023. LD: Limite de Deteccéo.

Os valores de EQ-E2 total ao longo do trecho investigado do Rio Guandu variou de 4,5 a 37,7 ng L%, sendo que
uma das amostras apresentou concentragdo abaixo do limite de deteccdo do ensaio (1,6 ng L?). Nos rios dos
Pocos e Queimados, os valores totais estiveram nas faixas de 4,7 a 12,5 ng L e 37,5 a 55,4 ng L%,
respectivamente, indicando maior ocorréncia de substancias estrogénicas e maior poluicdo. De modo geral, a
maior parte da atividade estrogénica foi quantificada na fase aquosa, que contribuiu com 60 a 100% do EQ-E2
total.

Uma menor contribui¢do dos sélidos suspensos > 0,7 um para o EQ-E2 total, em comparacao com a fase aquosa,
também foi observada em estudo anterior com amostras do rio Maracand (ARGOLO et al., 2021), embora 0s
autores tenham identificado maiores concentrages associadas a particulas finas, inferiores a 0,7 um. O
fracionamento de substancias estrogénicas entre as fases dissolvida e material suspenso (MPs) depende de
diversos fatores, entre 0s quais a concentracéo, a granulometria e a area especifica dos sdlidos suspensos, o teor
de matéria organica dissolvida e particulada na amostra, além de propriedades fisico-quimicas dos poluentes,
como coeficientes de particdo octanol-agua (MA e YATES, 2018).

Considerando apenas a fase aquosa, os valores de EQ-E2 variaram de < LD a 12,4 ng L™ no Rio Guandu, de 4,5
a10,1 ng L™ no Rio dos Pogos e de 18,6 a 76,77 ng L no Rio Queimados. Esses resultados incluem duas coletas
adicionais, nas quais apenas esta fase aquosa foi analisada, conforme apresentado na Figura 5. Ademais, seis
amostras do rio Guandu apresentaram valores de EQ-E2 abaixo do limite de deteccdo do ensaio, resultando em
uma frequéncia de resposta positiva de 57%. Por outro lado, nos rios dos Po¢os e Queimados, todas as amostras
apresentaram resposta estrogénica, com 100% de ocorréncia. (Figura 5.a)

6 ABES - Associagédo Brasileira de Engenharia Sanitaria e Ambiental
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Figura 5: Sintese da analise comparativa da atividade estrogénica de amostras da bacia do Rio Guandu
avaliadas com o ensaio YES. (a) Ocorréncia de amostras com resposta positiva e equivalente-estradiol
(EQ-E2) quantificado em fase aquosa; (b) Valores de EQ-E2 em ng L™ e sua distribuicdo representada
em boxplot. A area abaixo da linha continua cinzenta representa concentracdes inferiores ao valor de
EBT (effect-based trigger) de 0,97 ng L™ proposto para o ensaio YES.
Legenda: 2 Este estudo; P Silva (2015); ¢ Licurgo (2016).

Observa-se que, das amostras coletadas em 2023, todas as que tiveram a atividade estrogénica quantificada
apresentaram valores de EQ-E2 elevados, superiores ao valor de EBT (0,97 ng L), sugerindo risco potencial
ao ecossistema aquatico (Figura 5.b). Destaca-se, em especial, o rio Queimados, cujos valores foram entre 10 e
100 vezes superiores ao EBT, evidenciando o elevado grau de degradagdo e polui¢do do corpo hidrico. O rio
dos Pocos também apresentou mediana superior a observada no Rio Guandu, demonstrando que a qualidade das
aguas dos afluentes é, de fato, inferior a do rio principal. Esses rios drenam areas urbanas da Baixada
Fluminense, regido marcada por baixos indices de saneamento bdsico, 0 que sugere que a poluicdo esta
fortemente associada ao langamento de esgoto in natura.

Silva (2015) avaliou a atividade estrogénica de amostras coletadas em 2014 nas proximidades da margem da
Lagoa de Captacdo da ETA Guandu, alimentada tanto pelo rio Guandu quanto por afluentes como o rio dos
Pocos, via rio Queimados, e o rio Ipiranga. A Figura 5 ilustra que, no presente estudo, embora as amostras
avaliadas tenham apresentado maior ocorréncia de atividade estrogénica e mediana superior a 10 vezes o valor
de EBT, os dados revelam grande variabilidade. Essa variacdo pode ser atribuida ao fato da qualidade da agua
nesse local ser fortemente influenciada pela vazdo do Rio Guandu, que limita a contribuicdo das aguas dos
afluentes mais poluidos.

Ao comparar os resultados obtidos para o Rio Guandu neste estudo com os reportados por Licurgo (2016), com
amostras coletadas tanto na tomada d’agua da ETA Guandu quanto no préprio curso do rio, observa-se
atualmente uma mediana mais elevada (Figura 5.b), o que pode sugerir um depreciamento na qualidade da agua
e intensificacdo da poluigdo por compostos estrogénicos. Ademais, o estudo realizado na década passada
apresenta dois agrupamentos distintos de amostras: um com concentracdo mais elevada de EQ-E2 (> 10 vezes
o valor de EBT) e outro com niveis mais baixos de poluicdo. Essa distingdo se deve, em parte, a estiagem
histérica de 2014, que reduziu significativamente a vazdo do rio Guandu (BRITTO et al., 2016) e comprometeu
a qualidade da agua bruta. Ao se considerar apenas as amostras obtidas no regime de vazdo normalizado, as
medianas observadas seriam ainda menores, o que ampliaria a diferenca em relagdo ao cendrio atual. Contudo,
& necessario ampliar a base de dados com novas coletas ao longo do ano para uma avaliacdo mais robusta do
panorama atual.

Os resultados obtidos neste estudo para o rio Guandu sdo comparaveis aos reportados por ARCHER et al. (2020)
que avaliou a atividade estrogénica de aguas superficiais na Africa do Sul com o ensaio YES e encontrou valores
de EQ-E2 na faixa de 0,2 a 18,9 ng L. Além disso, a atividade estrogénica com EQ-E2 méaximo de 16 ng L

ABES - Associagédo Brasileira de Engenharia Sanitaria e Ambiental 7



| g e
_/'J ls—= R J*-—«\_/ NI

c33" CBON(';iREESS('.)S DA ABES
ongresso Brasileiro de Engenharia Sanitaria e Ambiental
FITABES 2025 ABES

Feira Internacional de Tecnolegias de Saneamente Ambiental

também foi reportada por Dias et al. (2015) para o Rio Paraiba do Sul, enquanto a faixa de 0,01 a 40,27 ng L™
foi encontrada num estudo com 217 amostras de agua superficial na China (YAO et al., 2018), ambos com o
ensaio YES.

Neste estudo, apenas agua bruta foi considerada, ndo havendo informacédo sobre a eficiéncia da ETA Guandu
para a remoc¢do de substancias estrogénicas e seu efeito na agua tratada. Ndo obstante, Tang et al. (2023)
quantificaram estrogénios naturais e anadlogos do bisfenol em estacdes de tratamento de dgua na China com
layout similar a ETA Guandu, contendo coagulacdo e floculacdo, filtracdo e cloracgdo, estimando uma eficiéncia
de 68,2 a 99,9% na remogdo de EQ-E2. No pior cenario, as aguas do Rio Guandu, que apresentaram o EQ-E2
maximo de 12,4 ng L™, seriam tratadas e teriam sua atividade estrogénica reduzida ao nivel de 3,9 ng L%, o que
ainda é um valor relativamente elevado e pode evidenciar um risco associado. Contudo, esta avaliagdo tedrica
deve ser confirmada com mais estudos.

CONCLUSOES E RECOMENDACOES

Os resultados apresentados neste estudo evidenciam niveis preocupantes de atividade estrogénica nos corpos
hidricos da bacia do rio Guandu, com concentrages de equivalente-estradiol (EQ-E2) superiores ao valor de
effect-based trigger (EBT) de 0,97 ng L', indicando risco ao ecossistema aquatico. Em particular, o rio
Queimados destaca-se como 0 mais impactado, apresentando valores até 100 vezes superiores ao EBT, o que
corrobora seu elevado grau de degradagdo ambiental. Tal cenario é atribuido, em grande parte, ao langamento
de esgoto in natura e a precariedade do saneamento basico em éreas adjacentes.

A anélise comparativa sugere uma possivel deterioracdo na qualidade da 4gua do rio Guandu em relacdo a década
passada, evidenciada por uma mediana mais elevada de EQ-E2 no presente estudo. A variabilidade observada
ao longo do tempo reforca a influéncia de fatores hidrol6gicos, como a vazédo do rio Guandu, na qualidade da
agua nos pontos de coleta. Além disso, os dados indicam que a fase aquosa contribui de forma predominante
para os valores totais de EQ-E2, em concordancia com estudos anteriores. Ainda assim, ressalta-se a importancia
de se considerar o fracionamento das substancias estrogénicas entre as fases dissolvida e particulada.

Diante da relevancia da bacia do rio Guandu, os resultados deste estudo reforcam a necessidade de acGes
integradas para o controle de poluentes estrogénicos, incluindo investimentos em infraestrutura de saneamento,
monitoramento continuo e a implementacao de politicas publicas eficazes. Adicionalmente, novas investigacdes
ao longo de diferentes periodos hidroldgicos sdo fundamentais para aprofundar o entendimento sobre a dindmica
das substancias estrogénicas na bacia e subsidiar estratégias para mitigacdo de seus impactos.
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