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RESUMO

Estudos indicam que a exposi¢cdo a quimicos ambientais ndo so afeta diretamente a salde dos individuos
expostos, mas também pode induzir, nas geragdes subsequentes, efeitos distintos daqueles associados com a
exposi¢do primaria. Os efeitos causados ao longo de sucessivas geragdes ainda necessitam ser esclarecidos e
neste trabalho avaliaram-se os possiveis efeitos causados devido a exposicdo direta ao etinilestradiol (EE2)
quando presente na gua de consumo e também aqueles efeitos provenientes da exposicdo a longo prazo. Para
avaliacdo da atividade enddcrina do EE2 na &gua para consumo, foram realizados ensaios in vivo em
laboratério, com o objetivo de verificar possiveis alteragcdes de peso corporal em camundongos que receberam
agua com concentragdes conhecidas desse composto. Tendo em vista que estudos experimentais e
epidemiolégicos apontam para efeitos sobre o sistema enddcrino apés uma exposi¢do crénica ao EE2, foram
analisados os possiveis danos com relagdo ao peso corporal de machos e fémeas em trés geracgdes.
Camundongos foram utilizados por serem animais de pequeno porte, proliferos, com curto periodo de
gestacdo, facil manejo e manutengdo. Como resultado, os camundongos que ingeriram dgua com EE2 em todas
as concentracdes testadas (10%, 10%, 10* e 10° ng/L) apresentaram diminuic4o de peso em comparagéo com o
grupo controle (dgua sem EE2). Semelhante a outros microcontaminantes emergentes, 0 EE2 tem se mostrado
resistente aos processos usuais de tratamento de agua e esgoto e, portanto, faz-se necessaria a realizacdo de
pesquisas que fornecam subsidios técnicos para esclarecer em quais concentragdes e quais os efeitos que o0 EE2
presente na agua pode causar a salde humana.

PALAVRAS-CHAVE: Interferentes enddcrinos, agua para consumo humano, etinilestradiol, peso corporal.

INTRODUCAO

Os interferentes enddcrinos (IE) também podem ser encontrados como sindnimos de perturbadores endécrinos,
disruptores endocrinos e agentes hormonalmente ativos que na literatura internacional correspondem aos
endocrine disrupting chemicals (EDC). De acordo com Damstra et al. (2002), IE “é uma substancia ou mistura
exogena que altera funcdes do sistema endécrino e, consequentemente, causa efeitos adversos a sadude de um
organismo intacto, seus descendentes, ou (sub)populacdes” e esta foi a definicdo adotada pelo Programa
Internacional de Seguranga Quimica — PISQ (WHO, 2012). De acordo com a agéncia de protecdo ambiental
dos Estados Unidos (EPA, 2009), IEs sdo produtos quimicos sintéticos que perturbam fungdes enddcrinas
normais do sistema em seres humanos e animais selvagens, blogueando ou imitando horménios naturais. A
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Comunidade Européia (2012) entende que a definicdo desses compostos estende-se também sobre os efeitos
adversos que os IEs podem causar a prole dos organismos expostos.

A preocupacdo com 0s microcontaminantes emergentes, especialmente os IEs, cresceu mais rapidamente a
partir da década de 1990. Nesse periodo, houve a divulgagéo do trabalho de pesquisadores ingleses no qual foi
demonstrado um aumento nos niveis da proteina responsavel pela produgdo de ovos (vitelogenina - VTG) em
peixes machos capturados préximos ao ponto de langamento do efluente de uma estagdo de tratamento de
esgoto (ETE) (TYLER et al, 1998). Apesar do crescente interesse pelo tema, ainda ndo estdo totalmente
estabelecidos quais os reais riscos associados a presencga desses horménios no ambiente, gerando preocupacao
a respeito de como essas substancias interferem no sistema endécrino quando presentes na agua de consumo
(JURADO et al., 2012; SILVA et al., 2012).

Além da auséncia de informagdes sobre os efeitos causados por microcontaminantes emergentes, 0s riscos de
doencas devido aos IEs podem ser significativamente subestimados. As doencas causadas por exposicdo a
esses poluentes podem ndo ser causadas por somente um analito e sim por uma mistura deles que pode ter
efeito sinérgico. A fim de minimizar os riscos de tal cenario, a¢bes governamentais, como proibi¢cdo ou
limitag8o do uso de certos compostos, reduzem a exposi¢do em humanos e animais (WHO, 2012).

Segundo Pocar (2011), a exposi¢do a quimicos ambientais no periodo de desenvolvimento das génadas ndo s6
afeta diretamente a saude reprodutiva dos individuos expostos, mas também pode induzir, nas geragdes
subsequentes, efeitos distintos daqueles associados com a exposi¢do primaria. Os mecanismos de transmissdo
ao longo de sucessivas geragdes ainda necessitam ser melhor esclarecidos e neste trabalho pretendeu-se avaliar
os efeitos causados devido a exposicdo direta ao EE2 quando presente na agua de consumo e também aqueles
efeitos provenientes da exposi¢do a longo prazo.

MATERIAIS E METODOS

Para avaliacdo da atividade estrogénica do EE2 na dgua para consumo foram realizados ensaios in vivo em
laboratdrio com o objetivo de verificar possiveis alteracfes em camundongos que receberam &gua com
concentragdes conhecidas dessa substancia. Tendo em vista que estudos experimentais e epidemioldgicos
apontam para efeitos sobre o sistema enddcrino ap6s uma exposicdo cronica, foram analisados os possiveis
danos com relagéo ao peso corporal de machos e fémeas em trés geragdes.

Para 0s ensaios experimentais, camundongos heterogénicos da espécie Mus musculus linhagem Swiss webster
foram mantidos no Biotério de Experimentacdo do Centro de Pesquisas René Rachou-CPgRR. Com base nos
resultados de estudos obtidos em camundongos, alteragdes detectadas em experimentos com estes animais
podem sugerir também alteragcGes em humanos sob condigdes semelhantes.

Inicialmente, foram utilizados 120 camundongos, 60 machos e 60 fémeas, oriundos do Biotério de Producéo —
BIOT do CPgRR, pesando aproximadamente 10-12g com 21 dias de idade e essa foi denominada a geracéo
F(0). Os animais foram mantidos nas dependéncias do Biotério de Experimentacdo — BIOTEX do CPgRR que
possui Certificado de Qualidade em Biosseguranca nivel 2 (CQB n°2). As condi¢des ambientais foram
controladas mantendo-se a temperatura ambiente em torno de 22+2°C e periodos de luz claro/escuro de 12
horas. Ao longo de todo o experimento a troca de agua foi realizada trés vezes por semana, a pesagem dos
animais uma vez por semana e 0os mesmos foram avaliados diariamente por médico veterinario quanto ao
comportamento geral e estresse, deteccdo de end point do experimento.

Todos os animais gerados ao longo do experimento e aqueles da geracdo F(0) receberam racdo comercial e
dgua ad libidum. Os sinais clinicos que determinaram a eutandsia de camundongos antes do final do
experimento, antecipando o end point do ensaio, com o intuito de minimizar o sofrimento dos animais foram:
apatia, perda de apetite e emagrecimento, desidratacdo, sinais de dor, piloerecdo e animal isolado do grupo.

Foram formados aleatoriamente cinco grupos com 24 animais cada, 12 machos e 12 fémeas (Figura 1). Quatro
grupos denominados A, B, C e D foram tratados com agua com concentra¢des conhecidas de EE2. O quinto
grupo, chamado ZERO, foi o controle que recebeu dgua sem EE2. Todas as alteragcdes observadas nos grupos
anteriores (A, B, C e D) foram comparadas com os animais do grupo ZERO afim de que pudessem ser
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atribuidas a presenga do EE2 na agua. Os 12 machos e 12 fémeas de cada grupo foram mantidos separados por
sexo até que ocorresse 0 acasalamento. Esses procedimentos foram aplicados a todas as geragdes - F(0), F(1) e
F(2) - e foram divididos em duas etapas que sdo detalhadas a seguir: fornecimento de agua e acasalamento.

=
| é
..'..'g'
FORNECIMENTO DE AGUA

Para determinar a concentracdo exata de EE2 e evitar a interferéncia de outros microcontaminantes, a gua
fornecida aos animais foi enviada para analise cromatogréafica antes do inicio do experimento. Foi confirmada
a deteccéo esperada de IEs e fArmacos abaixo do limite de deteccdo (LD), visto que foi fornecida agua Milli-Q
aos camundongos. As soluc¢des administradas aos grupos A, B, C e D foram preparadas a partir da diluicdo do
padréo puro da substancia em agua Milli-Q. As concentragdes foram crescentes, sendo a menor delas igual 10°
ng/L e a partir dessa as outras trés concentrac@es foram 10, 100 e 1.000 vezes maiores. As concentra¢oes
testadas nos animais estdo apresentadas na Tabela 1.

Figura 1: Camundongos acomodados em caixas dentro de cada grupo de tratamento

Tabela 1: Concentracao de etinilestradiol aplicadas nos ensaios in vivo

Grupos Concentracéo de EE2 (ng/L)
A 10°
B 10°
C 10*
D 10°
ZERO sem EE2

Os animais da geracdo F(0) que receberam o tratamento proposto a partir do primeiro dia de chegada ao
Biotério (21 dias de idade) foram separados em caixas conforme o sexo e identificados individualmente.

ACASALAMENTO

Assim que os machos e fémeas de cada grupo atingiram a maturidade sexual, os animais foram colocados para
acasalamento, sendo o dia posterior a este evento considerado DPC=0 (dia p6s-coito). A geracdo seguinte,
F(1), também foi colocada para acasalamento assim como ocorreu na geracdo (F0). A cada geracao, 50% da
prole foi utilizada para formar novos casais aleatoriamente dentro dos cinco grupos. Outros 25% foram
sacrificados e os 25% restantes foram mantidos sob tratamento. Devido a natureza do experimento, 0 nimero
de animais nascidos durante o experimento variou em cada geracdo e em cada grupo. A Figura 2 € um esquema
que representa cada um dos cinco grupos de tratamento (A, B, C, D e ZERO) considerando-se que cada
ninhada seria composta por 8 filhotes.

ABES — Associacéo Brasileira de Engenharia Sanitaria e Ambiental 3




Longresso Brasileiro de _
EBE ‘ Engenharia Janitaria e fimbiental
Y a B de Outubro de 2015 | Rio de Janeiro | A1

&3

ABES
0— Ini¢io
12 casais (12m +12f)  ne 24

10|  Atefinal Crizamento de F(D) Sacrificia

4 casais h=8 4 casals h=8 4 casals rE8

Mascimento de F(1) |
| |
Desmame de F(1)

o— Ate final Cruzamento de F(1) Sacrificio

4 casais n=8 n=18 4 casas nF8

|

Nascimento de F(2) |

¥

Desmarne de F(2)

l

30—

Eutanasia

Figura 2: Esquema dos ensaios in vivo em cada grupo de tratamento

A confirmacédo da copula foi pela presenga de tampéo vaginal nas fémeas quando mantidas com os machos.
Caso ndo houvesse a presenga de tampdo, os casais eram colocados juntos novamente nos dias posteriores, até
que houvesse a cobertura. A partir do DPC=0, teve inicio a contagem do periodo gestacional que é de 19-21
dias. Apds a confirmagdo do acasalamento, fémeas e machos foram separados em ambientes distintos (um
animal/caixa) até o final do experimento.

Para animais gerados durante o experimento, logo ap6s o desmame (21 dias apds o nascimento), os individuos
das geragdes subsequentes foram separados por sexo, dentro de cada ninhada e de cada grupo. Para evitar a
endogamia, os animais colocados para acasalamento eram provenientes de diferentes matrizes dentro do

mesmo tratamento.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Nas Tabelas 3 e 4 estdo apresentadas, respectivamente, as estatisticas descritivas do peso corporal de fémeas e
machos avaliados nos ensaios com camundongos.
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Tabela 3: Estatistica descritiva do peso corporal (g) de camundongos fémeas para cada grupo de
tratamento, geracdo e tempo de exposicéo

Grupo de Geracgéao/ Ma

. 4 Min Méd MédG Medn DP cv
tratamento  tempo de exposicdo X

F(0) 10 semanas 4 26 34 34 36 38 6 0,16

F(0) 20 semanas 4 32 37 37 35 45 6 0.15

Z F(0) 30 semanas 4 35 38 38 39 40 2 0.05
F(1) 10 semanas 16 34 46 46 48 57 6 0,13

F(2) 10 semanas 19 33 38 38 38 42 3 0,07

F(0) 10 semanas 4 23 25 25 24 25 3 0,12

F(0) 20 semanas 3 26 33 32 29 43 9 0,28

A F(0) 30 semanas 4 30 36 36 36 40 4 0,12
F(1) 10 semanas 9 41 43 43 43 48 2 0,05

F(2) 10 semanas 24 18 31 30 33 44 8 0,24

F(0) 10 semanas 4 24 30 30 31 35 4 0,14

F(0) 20 semanas 4 42 44 44 43 45 1 0,02

B F(0) 30 semanas 4 32 44 43 47 49 8 0,18
F(1) 10 semanas 3 39 42 42 41 45 3 0,07

F(2) 10 semanas 12 23 30 29 30 35 5 0,15

F(0) 10 semanas 4 26 32 31 33 36 5 0,14

F(0) 20 semanas 4 33 38 38 37 43 4 0,11

C F(0) 30 semanas 4 41 42 42 41 44 1 0,03
F(1) 10 semanas 13 33 44 44 45 55 7 0,15

F(2) 10 semanas 12 23 31 31 31 37 5 0,15

F(0) 10 semanas 4 23 24 24 23 25 09 0,03

F(0) 20 semanas 3 30 36 36 38 40 6 0,15

D F(0) 30 semanas 4 33 36 36 34 44 5 0,12
F(1) 10 semanas 4 38 39 39 39 40 1 0,03

F(2) 10 semanas 1 24 24 24 24 24 0 0,00

*Z = controle (sem EE2); A = 10°ng/L EE2; B = 10°ng/L EE2; C = 10°ng/L EE2; D = 10°ng/L EE2; CV = Coeficiente de variacéo; DP =
Desvio-padrdo; Max = Maximo; Min = Minimo; Méd = Média aritmética; MédG = Média geométrica; Medn = Mediana; Ng = nimero de
dados validos; NC = néo calculavel
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Tabela 4: Estatistica descritiva do peso corporal (g) de camundongos machos para cada grupo de
tratamento, geracdo e tempo de exposicéo

Grupo de Geracdo/ Ma

L 4 Min Méd MédG Medn DP CV
tratamento tempo de exposicéo X

F(0) 10 semanas 4 32 36 36 36 39 3 0,08

F(0) 20 semanas 4 31 43 42 46 50 8 0,19

Z F(0) 30 semanas 4 40 46 46 45 55 7 0,14
F(1) 10 semanas 6 45 50 50 50 54 3 0,06

F(2) 10 semanas 15 37 43 43 43 51 4 0,08

F(0) 10 semanas 4 35 41 41 41 48 6 0,13

F(0) 20 semanas 4 31 42 42 45 47 7 0,17

A F(0) 30 semanas 4 36 44 44 46 49 6 0,12
F(1) 10 semanas 10 35 45 44 44 60 7 0,16

F(2) 10 semanas 18 24 38 37 40 48 7 0,19

F(0) 10 semanas 4 31 34 34 34 37 3 0,10

F(0) 20 semanas 4 42 47 46 45 54 6 0,11

B F(0) 30 semanas 3 38 45 44 45 51 7 0,14
F(1) 10 semanas 5 46 50 50 52 54 4 0,07

F(2) 10 semanas 8 26 31 31 31 36 3 0,09

F(0) 10 semanas 4 23 34 33 35 43 9 0,26

F(0) 20 semanas 4 41 46 45 46 39 3 0,06

C F(0) 30 semanas 4 43 50 49 49 58 6 0,12
F(1) 10 semanas 7 32 45 45 47 57 3 0,17

F(2) 10 semanas 11 27 32 32 31 39 4 0,12

F(0) 10 semanas 4 21 24 24 25 27 3 0,11

F(0) 20 semanas 4 32 41 40 42 48 7 0,16

D F(0) 30 semanas 4 31 38 38 39 42 5 0,14
F(1) 10 semanas 6 45 46 46 46 48 1 0,02

F(2) 10 semanas 3 21 24 24 24 26 3 0,10

*Z = controle (sem EE2); A = 10°ng/L EE2; B = 10°ng/L EE2; C = 10*ng/L EE2; D = 10°ng/L EE2; CV = Coeficiente de variacéo; DP =
Desvio-padrdo; Max = Maximo; Min = Minimo; Méd = Média aritmética; MédG = Média geométrica; Medn = Mediana; Ng = nimero de
dados validos; NC = néo calculavel

Foi aplicado o teste Kruskal-Wallis (a=5%) para verificar a existéncia de diferencas estatisticamente
significativas entre os grupos que receberam agua com EE2 (A, B, C e D) em relagdo ao grupo controle (2),
sem EE2. Para avaliar as diferencas entre as concentracdes de etinilestradiol, verificaram-se possiveis
alteracGes na mesma geracdo e com animais da mesma idade a fim de obter um padréo entre as comparacdes.

Nas Figuras 4 e 5 estdo apresentados os graficos de peso corporal dos animais de acordo com as dosagens de
EE2 adicionadas a agua.

6 ABES — Associacdo Brasileira de Engenharia Sanitaria e Ambiental



i

Longresso Brasileiro de _
Engenharia Sanitaria e Aimbiental
Y a B de Outubro de 2015 | Rio de Janeiro | A1

PC(9)

PC(9)

Peso corporal - fémeas
50
-
T 40 T E
T b
c 30 e
— 2 ae
e o
ﬁ 10 ﬁ
g =g
& & & & & & &
) Q2 Q> QN QN
& & & NS < <5 < <5
&5 o5 5 S o > >
> > O\' Q/\/ \<b \O \o
S S
S & <S &S S S
Grupos de tratamento Grupos de tratamento
— I
=2
S e
i =
e
¥ T
5 > 5 el
&'Z’Q'b é\?’&’ é"z’&’ &Q’Q‘b
3 & 3 <
o = o
\Q \C; L
Grupos de tratamento
b
b b
l T
e
f T
=g =g e
é\";\\% &'é& é\é\& @é&
5 = oF oF o=
v \gl NZ < ) <2>» [N o'\,
> S) ) ) =) %) D D
<N QQ‘ QQ’ QQ’ QQ QQ QQ QQ
Grupos de tratamento Grupos de tratamento

*Z = controle (sem EE2); A = 10°ng/L EE2; B = 10°ng/L EE2; C = 10°ng/L EE2; D = 10°ng/L EE2
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Figura 4: Média e desvio padréo do peso corporal de camundongos fémeas

ABES — Associacdo Brasileira de Engenharia Sanitaria e Ambiental



Congresso Brasileiro de B
EBE Engenharia Sanitaria e fimbiental

Y a B de Outubra de 2015 | Rio de Janeira | I ABES

Peso corporal - machos
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**| etras distintas representam diferencas estatisticamente significativas entre grupos de tratamento

Figura 5: Média e desvio padréo do peso corporal de camundongos machos.

Para os animais com 10 semanas de idade da primeira geracao, verificou-se diferencas significativas entre as
fémeas que tomaram maior dosagem e as pertencentes ao grupo controle. Aquelas que tomaram agua com
concentracdo de 10°ng/L de EE2 apresentaram peso corporal menor do que as que tomaram &gua sem o
hormdnio. Para as fémeas de 10 semanas da terceira geracdo, F(2), os grupos que tomaram agua com EE2
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também apresentaram menor peso corporal, havendo diferencas significativas entre o grupo controle e os que
tomaram trés dosagens (10% 10° e 10* ng/L).

Para os machos, o efeito foi semelhante e houve diferencas nos animais de 10 semanas de idade das geracfes
F(0) e F(2). Na primeira geracdo, 0s animais que receberam maior dosagem apresentaram menor peso em
relagdo ao controle; e na geracdo F(2) a diferenca em relacdo ao controle se estendeu para as trés maiores
dosagens (10°, 10* e 10° ng/L).

Apesar de estudos anteriores sugerirem alteracfes no sistema reprodutor devido a exposicdo ao EE2, a
diminuicao do peso também indica a interferéncia deste analito no sistema enddcrino tanto de machos quanto
de fémeas. A minima concentragio na qual se detectou diminuigdo de peso foi de 10? ng/L. Esses resultados
corroboram informagdes de Lyons (2008), que verificaram diminuicdo do peso de roedores expostos ao
ambiente com IEs.

A concentragdo do EE2 detectada em mananciais de abastecimento tem sido relatada desde valores inferiores
ao limite de deteccdo (4,63 ng/L) a até 4,3x10° ng/L. Esse valor foi encontrado em &gua superficial no Brasil
(RAIMUNDO, 2007) e corresponde a uma concentragdo da ordem de 100 a 1000 vezes superior a usualmente
reportada em publica¢des internacionais. Valores semelhantes foram encontrados por Ghiselli (2006), também
relativos a um estudo realizado no Brasil, na bacia do rio Atibaia em Sdo Paulo, enquanto que Moreira et al.
(2008) encontraram valores de 3,0 a 54,0 ng/L em mananciais da regido metropolitana de Belo Horizonte.
Conforme relatado anteriormente, a minima concentracdo na qual se detectou diminuigdo de peso no presente
trabalho foi de 10?ng/L.

O langamento de substancias hormonalmente ativas em corpos hidricos, mesmo em baixas concentracées, pode
acarretar sérios impactos sobre a dindmica e estrutura das populacdes aquaticas (FOLMAR et al., 2002).
Estudos realizados no Canada indicaram pela primeira vez que concentragdes do 17a-etinilestradiol iguais as
encontradas nas proximidades de langcamentos de efluentes (5-6 ng/L) levaram ao colapso as populagdes de
peixes existentes em lagos experimentais (PELLEY/, 2003).

CONCLUSOES

Vérias pesquisas tém contribuido para melhorar a compreensdo dos impactos dos IEs sobre a satde humana e
dos animais selvagens. Recentes publicacbes cientificas como da Sociedade de Endocrinologia (2009),
Comissao Europeia (2011), Agéncia Europeia de Meio Ambiente (2012) e a Organizacdo Mundial da Saude
(2012) relataram a complexidade desse tema com varias lacunas a serem esclarecidas. No entanto, tais
documentos concluiram que ha muitas evidéncias sobre efeitos adversos (infertilidade, cancer, malformac6es)
que esses compostos podem causar devido a exposicdo ambiental; e relataram também evidéncias de possiveis
efeitos também na tireoide, funcéo cerebral e metabolismo da glicose.

Em relacdo aos ensaios in vivo realizados na pressente pesquisa, 0s camundongos que ingeriram agua com EE2
em todas as concentracdes apresentaram diminuicdo de peso em comparagdo com o grupo controle.

Assim como outros microcontaminantes emergentes, 0 EE2 tem se mostrado resistente aos processos usuais de
tratamento de agua e esgoto. Em vista disso, ha risco de contaminacdo de corpos d’agua que recebem esses
efluentes ou esgoto in natura ou ambos. Como muitos mananciais superficiais sao fontes de captacdo de agua
para consumo humano, caso haja contaminacdo e a ETA ndo consiga remover esses poluentes de modo
eficiente, 0 consumo da dgua poderd, em longo prazo, colocar em risco a saude da populacdo. Portanto, faz-se
necessaria a realizacdo de mais pesquisas que fornecam subsidios técnicos para esclarecer em quais
concentragdes e quais os efeitos que o EE2 e outros IEs presentes na agua podem causar a salide humana.
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