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11

RESUMO

A desregulacdo enddcrina induzida por contaminagdo ambiental esta entre os
principais problemas criados pela sociedade moderna de consumo,
responsavel pela insercdo no ambiente de uma série de substancias
interferentes nos sistemas hormonais dos mais diversos organismos, incluindo
o proprio homem. A agdo destes compostos acarreta, entre outros efeitos,
disfuncdes reprodutivas e estudos apontam que também podem ser indutores
de canceres. A legislagdo brasileira através do Conselho Nacional do Meio
Ambiente (CONAMA) determina os padrbes de qualidade das aguas, porém
muitas substéncias com potencial de desregulagdo enddécrina ndo tem suas
concentragdes e emissdes especificadas. O objetivo deste trabalho foi executar
um levantamento da presenca e possiveis consequéncias dos hormdnios
estrogénicos, uma das classes mais potentes de desreguladores enddcrinos
(ED), nos compartimentos agua e sedimento do Rio do Monjolinho. Este rio
cruza parte da malha urbana da cidade de S&o Carlos — SP e recebe
langamentos localizados e difusos de esgotos domésticos e industriais.
Portanto, amostras de agua e sedimentos foram analisadas através de
cromatografia liquida, e exemplares de peixes capturados no rio investigados
quanto a presenga da proteina vitelogenina (VTG) um biomarcador de
exposicdao. Também ensaios ecotoxicoldogicos foram desenvolvidos em
laboratdério com diferentes abordagens para verificagéo de efeitos diversos. Em
uma tentativa de abordar os dados gerados através de uma perspectiva ampla,
foi delineada uma avaliagdo de risco ambiental discutindo as possiveis
ameacas a biota e a populagdo humana, ja que concentragdes de horménios,
principalmente o sintético etinilestradiol (Concentragdo maxima de 30,1 + 3,41
ng.L™"), a indugdo da VTG e efeitos em ensaios ecotoxicolégicos foram

confirmados.

Palavras-chave: Desregulacdo enddcrina, biomarcador, vitelogenina,

ecotoxicologia, risco ambiental
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SUMMARY

The environmental endocrine disruption is among the main problems arrived
with the modern society way of life. The hormonal systems of several organisms
are injured by a number of chemicals disposal on hydric bodies in erroneous
way. These compounds causes reproductive disturbs, and studies pointed it be
cancer inductors. The Brazilian National Environmental Council (CONAMA) do
not regulated standards for discharges and concentrations of these substances.
This work aims to investigate the probable presence and effects of sexual
estrogens hormones, one of the most powerful groups of endocrine disruptors
(EDCs), at the Monjolinho River. This small urban river is placed in Sado Carlos;
a town located in the Sado Paulo state, Southwest Brazil, and receives
concentrated and diffuse sewage effluents as industrials as domestics. Samples
of water and sediments were analyzed by liquid chromatography, and male
fishes captured were investigated to survey the vitellogenin protein (Vtg), a
biomarker of exposition. To complement the study, ecotoxicological tests with
different approaches were considered. Moreover an environmental risk analyze
delineation was made because hormones concentrations, mainly the synthetic
ethynilestradiol (EE2), VTG induction, and positive effects in ecotoxicity tests

were found.

Key Words: Endocrine disruption, biomarker, vitellogenin, ecotoxicology,
environmental risks
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1 —INTRODUCAO
1.1 Estrutura da Tese

O tema central deste estudo é a presenga de hormdnios exégenos ao
ambiente aquatico e suas consequéncias para a biota presente neste meio.
Para tanto, o Rio do Monjolinho foi escolhido como “objeto” inicial de
investigacado, em razao do conhecido estado de degradacdo de suas aguas
(NOVELLI et al., 2007) principalmente devido aos langamentos de esgotos
sanitarios.

Como todo trabalho cientifico, o ponto de partida baseou-se no
levantamento de uma hipotese primordial (Figura 1) seguindo-se seu
desenvolvimento e incorporagdo de hipoteses sucessivas e complementares,

perfazendo deste modo um caminho pelo qual as respostas sao obtidas.

Hipétese: No Rio do Monjolinho existem compostos
desreguladores endodcrinos (ED), e a biota sofre as
consequéncias desta contaminagao.

Ho: Nulidade H;: Positividade

Figura 1 — Hipodtese inicial levantada para desenvolvimento dos trabalhos de
pesquisa.

Como a deteccgao e verificacdo de possiveis efeitos destas substancias
exigem a aplicagdao de meétodos distintos envolvendo quimica analitica, biologia
molecular e ensaios ecotoxicologicos, a presente tese foi estruturada em
capitulos (Figura 2). Este modelo a principio pode sugerir uma abordagem
cartesiana, porém um olhar mais atento divisa claramente o aspecto holistico
do estudo. Cada etapa serve de base e alavanca para a posterior, permitindo
assim a integracao dos dados gerados, pressuposto fundamental das ciéncias

ambientais.
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1.2 A Sociedade Moderna e a Producao de Agentes Quimicos

A utilizacdo de produtos quimicos data dos primordios da civilizagao.
Esses produtos sdao usados em nosso corpo, em nossos lares, campos,
alimentos, transportes e certamente em quase todos os aspectos de nossas
vidas (RAMLOGAN, 1997). Invariavelmente todos estes quimicos utilizados
externamente ou internamente (e seus produtos de transformacgéo) tém o
potencial de atingirem os sistemas naturais seja por acgao intencional ou
acidental.

Historicamente, existe uma longa lista de descuidos e descasos do
homem para com o seu ambiente, e evidéncias mostram que a situagéo piorou
drasticamente ao longo dos ultimos trezentos anos (RAMLOGAN, op.cit.). Apos
o inicio da I Revolugdo Industrial (por volta de 1800) se procedeu a
mecanizagao da produgao que levou ao barateamento dos precos dos produtos
e estimulou o consumismo (PIMENTEL et al., 2006), consequentemente as
quantidades de residuos cresceram abruptamente levando a degradagao da
qualidade ambiental.

Contemporaneamente devido ao avanco das tecnologias e refinamento
dos processos produtivos em detrimento a esforgos compativeis de disposicéo
e tratamento dos novos quimicos gerados, a sociedade criou um paradoxo
entre a busca de um padrao de vida melhor (com seus confortos e beneficios)
e a deterioracdo do meio ambiente, visto que os dois campos séo intrinsecos.

De acordo com o programa europeu para registro, avaliacdo e
autorizagdo de quimicos (REACH, 2006) desde 1930, a produgao global de
quimicos cresceu de um milhdo de toneladas para mais de 400 milhdes de
toneladas anuais. Ainda segundo o comité europeu, para aproximadamente
99% dos quimicos em uso na Europa as informacdes sobre as propriedades,
usos e riscos sao incompletas ou insuficientes. O “Chemical Abstracts Service”
(CAS, 2008) da sociedade americana de quimica possui até o momento
aproximadamente 33 milhdes de substancias inorganicas e organicas
indexadas, sendo que por volta de 7,5 milhdes destas substancias estao
comercialmente disponiveis. No Brasil, consultas aos enderegos eletrbnicos da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2008) n&o retornaram
registros consistentes quanto as quantidades e numero de substancias em uso

no pais. No entanto um dado referente ao uso de anorexigenos (anfetaminas)



de 9,1 doses diarias para cada 1000 habitantes do pais, possibilita conjeturar
quanto as enormes quantidades de medicamentos (e também outras
substancias) usados diariamente no Brasil. Estas informagdes situam o quadro
complexo que se apresenta em termos de produtivismo exacerbado e descarte
de residuos.

Sendo a agua fundamental em todos os processos e etapas industriais,
assim como em todos os usos humanos, este bem finito vem sofrendo
pressdes acentuadas quanto a sua sustentabilidade como recurso, seja para
uso humano ou fung¢éo ecoldgica. A compilagdo de alguns dados enfocando o
ambiente aquatico, conforme executada por SCHWARZENBACH et al., 2006 e
traduzida na Tabela 1, sinalizam os diversos danos as aguas devido aos fluxos

de poluentes em razao das variadas atividades humanas.

Tabela 1 — Dimensbes dos problemas envolvendo a agua: usos de agua e
fluxos de poluentes (SCHWARZENBACH et al., 2006)

Apropriagdo humana do suprimento de agua doce (km*/ano)

Vazao total global 40.700
Vazao global acessivel 12.500
Captagao de agua (total) 4.430
Agricultura 2.880
Industria 975
Municipalidades 300
Perdas em reservatorios 275

Fluxos de macro-poluentes considerando-se os rios do mundo (10° tons/ano)

Nitrogénio inorgéanico total (~ 75% antropogénico) 21
Fosforo total (60% antropogénico) 5.6

Fontes antropogénicas de metais para os sistemas aquaticos (106 tons/ano)

Zn, Cr, Ni, Cu, Cd, Hg 0.3-1

Fluxos antropogénicos que afetam a qualidade das aguas (10° tons/ano)
Producéo global de fertilizantes (2000) 140
Producao global de pesticidas 5
Produgéo de quimicos organicos sintéticos 300

Derrames de 6leo (média 1980 — 2000) 0.4




Os regimes hidroldgicos parecem cada vez mais serem afetados em seu
balanco. Estes “desvios” das condicbes naturais em razdo das demandas
humanas afetam a integridade do recurso nos seus varios compartimentos.
Portanto a sociedade moderna precisa equacionar suas necessidades de uso
com o valor natural da dgua que € o de sustentar os ecossistemas (BARON et
al., 2002), sob o risco de que bens e servigos vitais para seu bem-estar sejam
severamente prejudicados ou mesmo perdidos instalando-se assim a crise da

agua.

1.3Desregulacao Endécrina

Embora uma revisdo critica em forma de artigos seja apresentada no
capitulo 1, uma breve apresentagcdo da questdo abrangendo os DE é
necessaria para situar o leitor.

Dentre o wuniverso de substancias existentes e continuamente
desenvolvidas, surgiram na década de 1960 os primeiros indicios de
contaminagdo por agentes hormonalmente ativos, os disruptores ou
desreguladores enddécrinos. Mais precisamente em 1962, a naturalista Rachel
Carson, alertou o mundo para os perigos do emprego de pesticidas na
agricultura, devido aos efeitos adversos destes compostos na reprodugédo de
aves (CARSON, 2000). Apesar destes primeiros apontamentos e evidéncias, o
fenbmeno dos DE tornou-se um tépico de grande interesse na ciéncia
ambiental somente no comego dos anos de 1990 devido a numerosos estudos
demonstrando efeitos reprodutivos deletérios em humanos e na vida silvestre
devido a presencga de distintos compostos (BIRKETT, 2003). A atengédo do
publico fora do meio cientifico também foi despertada devido ao langamento do
livro Nosso Futuro Roubado (COLBORN et al.,, 2002) que em linguagem
acessivel foca os efeitos ambientais e falhas reprodutivas desencadeadas por
compostos sintéticos que agem como hormdnios naturais. Em 2002 o
programa internacional sobre seguranga quimica (IPCS) promoveu uma
publicagdo (DAMSTRA et al., 2002) resultante de extenso trabalho de varios
grupos de pesquisadores que avaliaram o estado da arte global das questdes
abrangendo ED. Atualmente reunides periddicas internacionais sao efetuadas
para revisao de topicos e ordenamento de caminhos prioritarios a serem

desenvolvidos.



A definicdo adotada pelo IPCS (DAMSTRA, op. cit.) para o termo
desregulador endocrino € o de uma substancia exdgena a qual altera as
fungdes do sistema enddcrino e consequentemente causa efeitos adversos na
saude de um organismo intacto, ou sua progénie ou (sub)populagdes. O
sistema endécrino (também referido como sistema hormonal) é composto de
glandulas localizadas por todo o organismo, horménios que sao sintetizados e
secretados pelas glandulas na corrente sanguinea, proteinas carreadoras de
hormdnios, receptores situados nas membranas, citosol e nucleos das células
dos varios orgaos alvo e de tecidos que reconhecem e respondem aos
horménios (USEPA, 2003). A funcao do sistema é controlar diversos processos
bioldgicos, incluindo o desenvolvimento e fungdes dos sistemas reprodutivos,
regulagcdo do metabolismo, desenvolvimento do cérebro e de todo o sistema
nervoso, € do desenvolvimento do organismo desde a sua concepcao até a
velhice. O funcionamento normal do sistema enddcrino, portanto, contribui para
a homeostase (a habilidade do corpo de se manter equilibrado na presenga de
mudangas internas e externas), além de controlar aspectos comportamentais
dos organismos (USEPA, op. cit.). O sisterma enddcrino é presente em quase
todos os animais, tanto vertebrados quanto invertebrados. Nos humanos, o
sistema compreende mais de 50 tipos diferentes de hormobnios, e a
complexidade das outras espécies tende a ser comparavel (USEPA, op. cit.).
Hormdnios sédo substancias de acao sistémica que exercem efeitos especificos
em todas as células ou em determinadas células de um 6rgéo. Desempenham
fungbes reguladora, integradora, morfogenética e permissiva (FRIEDEN &
LIPNER, 1975). A Figura 3 esquematiza de forma simplificada a dinamica
hormonal, é importante ressaltar que os DE podem manifestar seus efeitos em
cada ponto deste ciclo; atuando nos sitios receptores, no conjunto de enzimas
associado com a via, interferindo nos mecanismos de retro-alimentagao e nas
interconexdes com os sistemas nervoso e imunologico (JACOBS, 2001).

Em situagées onde ocorram DE com a forma e distribuicdo de cargas
elétricas apropriadas a ligagao entre os hormdnios e sitios receptores pode ser
bloqueada ou mimetizada com a possibilidade de desencadearem respostas
biolégicas inadequadas (SPIRO & STIGLIANI, 2000). As alteragcdes da
atividade celular devido a “promiscuidade” dos receptores sdo exemplificadas
na Figura 4, sendo os varios mecanismos de agao dos DE passiveis de

induzirem danos sumariados na Tabela 2.
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Tabela 2 — Mecanismos de desregulagdo enddcrina promovido por diversos
xenobidticos (Tabela baseada em BIKERTT, 2003 e aperfeigoada devido a
consulta a textos de HARVEY & JOHNSON, 2002; ACC, 2002; SHAW &
McCULLY, 2002; JANOSEK, et al. 2006).

Diferentes mecanismos de agao utilizados pelos desreguladores endoécrinos

Mecanismos Processos

|\/|||\/|ET|ZA(;AO Pela mimetizagcdo de horménios naturais
(conformidade estrutural), os DE sdo capazes de
se encaixarem aos sitios receptores. A ocupagao
irregular dos sitios pode levar a respostas
errdbneas em relagdo ao tempo e disponibilidade
de mensagens produzidas e/ou enviadas
Portanto as fung¢des bioldgicas alvo sdo afetadas,
sejam por aceleragao/atraso ou
superprodugdo/subprodugdo das mensagens
codificadas. .

BLOQUEIO Pela ocupagéao dos sitios receptores nas células
alguns DE inibem a acdo dos hormdnios
endogenos impedindo a regularizacdo das
fungdes normais.

EST||\/|U|_AQAO Certos DE conseguem promover a formagao de
novos receptores. A presenga de novos sitios de
ligacdo provoca a amplificacdo (multiplicagdo)
dos sinais hormonais.

ACELERACAO ENDOCRINA Promogdo da fragmentagdo e eliminagdo de
hormoénios, levando a deplegdo prematura dos
mesmos.

ACAO ENZIMATICA Interferéncia na seqiiéncia enzimatica de

eliminacdo de horménios (agdo em cascata). A
desativagdo de enzimas necessarias a
degradagdo de  hormdbnios implica em
manutengéo ativa destes no sistema, levando a
respostas inapropriadas.

DESTRU|QAO Destruicdo do hormdnio ou da capacidade deste
de executar suas fungdes. A incapacidade de
execucgao de fungdes se da devido a alteracao na
estrutura dos horménios, levando a falhas nos
acoplamentos com os sitios receptores.

Evidéncias sugerem que aproximadamente 87.000 substancias
antropogénicas possam desregular o sistema enddcrino de humanos e animais
(THACKER, 2005). Dentre estas diversas classes de compostos que podem

atuar como DE, destacam-se os compostos esterdides, os biocidas,



surfactantes, compostos poliaromaticos, compostos organicos oxigenados e
diversos farmacos e cosméticos. A diversidade é grande, pois na quimica
sintética moderna o grupo fendlico funcional OH é comumente utilizado como
substituinte, sendo que a maioria dos estrégenos naturais contém um ou mais
grupamentos OH como parte de uma pequena molécula lipofilica de 200-
300Da (WORTH & BALLS, 2002). Assim a conformagao das moléculas
produzidas “confunde” os sistemas dos organismos como se fossem

compostos enddégenos e desencadeiam efeitos adversos.

1.3.1 A significancia ecolégica da desregulagao endécrina

Xenobidticos introduzidos no ambiente afetam adversamente os
sistemas reprodutivos e imunoldgicos da vida silvestre. Estas vias de agéo séo
suficientes para despertar preocupacdes em questdo a sustentabilidade das
especies expostas a estes poluentes. Pois a resisténcia a doencas e a
capacidade reprodutiva sao duas premissas centrais na manutencado da
estabilidade populacional por influenciar a regulagdo denso-dependente da
mesma. Em uma definigao formal (BERRYMAN, 2002): populagdo é um grupo
de individuos da mesma espécie que convivem em uma area de suficiente
tamanho que permita dispersdo e/ou comportamento migratério e onde as
mudancas sdo amplamente determinadas por processos de nascimento e
morte. Tomando uma notacdo matematica simples para descrever as
mudancgas no numero de individuos dentro de uma populagao (P) considerando
o tempo temos (BEGON et al., 2006):

Ptuturo = Ppresente + N—=M + | - E

Sendo N os nascimentos, M o numero de mortes, | o numero de imigrantes e E

o de emigrantes. Nesta visualizagdo algébrica fica evidente a importancia de

fatores potencialmente alvos de DE (reprodugéo,
crescimento/desenvolvimento,  imunocompeténcia) para o  equilibrio
populacional.

Em 1995 foi realizado o primeiro grande evento para discutir os efeitos
dos DE em niveis superiores de organizagdo bioldgica, populagdo e
comunidades (ANKLEY, et al., 1997), onde ja se sugeria através de evidéncias
correlacionais que populagdes naturais estavam sob risco, porém com um grau
de incerteza ainda elevado, devido a acg¢des de contaminantes que

manifestavam efeitos através dos eixos hormonais. Encontro posterior ocorrido
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na Inglaterra (IEH, 1999) para discutir as consequéncias para as populagdes
expostas a DE ainda suscitaram muitas duvidas. Porém, a questdo, ja
preocupante, comegou a se agravar com a publicacdo de uma nota na revista
Environmental Science & Technology intitulada: Estrogen knocks out fish in
whole-lake experiment (PELLEY, 2003). O texto relatava que pela primeira vez
havia sido confirmado o colapso de populagbes de peixes (Pimephales
promelas) expostos a concentragdes ambientalmente relevantes, ou seja,
normalmente encontradas a jusante de estagdes de tratamento de efluentes
(ETE) e que estudos com espécies de ciclo de vida mais longo estavam em
andamento. Recentemente este trabalho foi publicado (KIDD, et al., 2007),
sendo que pesquisadoes do Canada e dos EUA continuam avaliando efeitos
sobre populagbes de outros niveis tréficos nas regides experimentais de lagos
canadenses. Varios trabalhos discutindo a relevancia ecolégica dos DE
encontram-se reunidos na monografia editada por JOBLING & TYLER, 2006.
As indicagbes de BRONMARCK & HANSSON, 2002 que colocam os DE
entre os principais problemas de dano para o ambiente, parecem ser
reforcadas frente ao surgimento de novos trabalhos que reportam a
periculosidade dos DE para a ecologia das populagbes. Tanto que a
“Declaracdo de Praga” sobre os desreguladores enddcrinos, com mais de 200
pesquisadores de todo mundo como signatarios, entre outros importantes
apontamentos, cita em seu inciso 36 da capacidade dos DE de colocarem em

risco a biodiversidade.

1.4 Rios Urbanos

Um aspecto importante relacionado a problematica dos rios urbanos é
seu valor enquanto bem estético (paisagistico) e cultural (YLI-PELKONEN, et
al., 2006), a desvinculagao da sociedade para com este “espago” acarreta em
perda da importancia dada a este recurso natural. No almejar de uma melhor
qualidade de vida é preciso restaurar esta importancia fazendo com que a
dindmica entre os sistemas ecoldgico e social seja harmdnica.

Os rios sao sistemas complexos caracterizados como escoadouros
naturais das areas de drenagem adjacentes (DE TOLEDO & NICOLELLA,

2002). Quando estas areas adjacentes s&o transformadas, como no caso das

' The Prague Declaration on Endocrine Disruption. Workshop on 10 — 12 May 2005. Material disponivel
em: http://www.ehponline.org/docs/2007/10517/suppl.pdf , acessada em dezembro de 2007.
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cidades, problemas em relacdo a qualidade das aguas sao esperados devido a
impermeabilizagbes, corte das matas riparias ou ciliares e langamento de
agentes contaminantes provenientes de fontes diversas. De acordo com DIAS,
1997 recorrendo ao pensamento de BOYDEN et al., 1981 a cidade, do ponto
de vista ecoldgico, €, de muitas maneiras, vista como um gigantesco animal
imével: consome oxigénio, agua, combustiveis, alimentos e excreta despejos
organicos (e inorgéanicos) e gases poluentes. Aproveitando esta analogia,
podemos fazer um exercicio metaférico onde os rios urbanos seriam os vasos
por onde circulam os produtos de excrecao deste parasita até o langamento
para fora dos limites da cidade.

A perda das matas ciliares é uma for¢cante de degradagao para os rios,
pois elas possuem, entre outras funcbes, a capacidade de reterem
contaminantes como também evitarem processos erosivos que contribuem
para assoreamentos parciais e disposicao de particulados para os cursos
d’agua (MANDER, et al., 2005). Nas cidades a pressdo inconsequente por
espacos habitacionais, comerciais e industriais e por vias de trafego leva a
restricdes de areas ocupadas pelas matas ciliares, quando ndo a sua completa
extirpacdo. Assim os rios perdem uma importante protecdo natural, pois os
fluxos de contaminantes nao encontram amenizacao nestas areas de transigao
solo-agua.

Outra importante caracteristica do meio urbano que influencia
diretamente na qualidade das aguas é a impermeabilizagdo do solo atraves da
aplicacao de diferentes revestimentos. PAUL & MEYER, 2001 mostram as
relacbes diretas entre o isolamento do solo e o escoamento (‘runoff’), e as
indiretas com a evapotranspiracao e infiltracbes rasas e profundas. Estes
fatores fazem com que fluxos de agua contendo diferenciadas substancias
quimicas alcancem facilmente os rios que cruzam a malha urbana,
notavelmente em situag¢des de chuvas (“stormwater pollution”).

A degradagdo das aguas e sedimentos de rios devido a emissdes
diversas é fato amplamente documentado na literatura ambiental (PETERS &
MEYBECK, 2000; MEYBECK, 2003). A presenga de distintos tipos de
poluentes desencadeia impactos negativos na integridade bidtica aquatica,
alterando sua composi¢do e estrutura (MILTNER, et al., 2004), levando

desequilibrio as teias tréficas existentes.
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O Rio do Monjolinho se insere neste contexto recebendo aportes

localizados e difusos da cidade “que o abraga”.

2 — JUSTIFICATIVA PARA REALIZAGAO DO TRABALHO

A qualidade ambiental é a base para a preservacgao da vida das futuras
geragbes, sendo a agua a substancia que sustenta e permite a estruturagdo da
sociedade humana. Supbe-se que a cada vinte anos dobram os volumes de
agua consumida pela humanidade (DE FREITAS, 2000), portanto € premente a
necessidade de se implantar uma nova mentalidade de gerenciamento deste
recurso, onde o valor de uso e o valor intrinseco (valor de existéncia) alcancem
equilibrio.

A protegao das aguas quanto aos niveis de DE insere-se nesta nova
postura que visa garantir sua qualidade fisica e quimica, a qual implica
diretamente na saude humana, e de sustentabilidade da biodiversidade.

Um ponto de destaque na questdo envolvendo DE sao os efeitos sobre
as espeécies de peixes, principalmente no que tange aos processos
reprodutivos e de desenvolvimento em que a adicdo destes “sinais” hormonais
ao meio pode a longo prazo levar ao colapso de populagées em funcado das
alteragdes e interferéncias que provocam na ontogenia destes organismos.

Cientes desta questdo e devido ao teor nocivo dos compostos com
atividade estrogénica, a comunidade cientifica internacional vem realgando
sobremaneira a importancia de investigagdes quanto a disposi¢ao/destino e
efeitos destes contaminantes.

A pesquisa brasileira, apesar das dificuldades, sempre se notabilizou em
produzir estudos nas mais diversas areas do conhecimento, em relagdo a
desregulacao enddcrina € essencial que estudos comecem a ser desenvolvidos

para que o pais se alinhe com as novas tendéncias da area ambiental.
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3 — OBJETIVOS

3.1 — Objetivo Principal

Verificar a presenca/auséncia de substancias desreguladoras
endodcrinas, especificamente horménios sexuais estrogenos nas aguas e

sedimentos do Rio do Monjolinho.

3.2 — Objetivos Especificos

- Verificar se tildpias que habitam as aguas do Rio do Monjolinho, apresentam
indicios de efeitos devido a contaminagdo de compostos desreguladores

enddcrinos.

- Desenvolver uma técnica em biologia molecular que propicie a avaliagao de

exposicao a DE (biomarcador Vtg mRNA) para a tilapia Oreochromis niloticus.

- Executar ensaios de toxicidade de horménios que estejam presentes no Rio
do Monjolinho em concentragdes ambientalmente relevantes, dentro do escopo

de abrangéncia deste trabalho.
- Avaliar o grau de percepcéo de parte da populagdo em relagdo a questdes
envolvendo rios urbanos, e despertar o interesse para as implicacbées do

descarte incorreto de farmacos.

- Delinear uma avaliagao de risco ambiental considerando a exposi¢céo a DE.
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Investigar um assunto com a intencdo de se aprofundar e buscar o
“‘estado da arte” do tema pesquisado é sempre uma tarefa enriquecedora para
o cientista. O levantamento de dados e informagdes faz com que se amplie o
campo de visdo e fornece idéias (e duvidas) que serdo exploradas no
desenvolvimento da pesquisa proponente.

Neste intuito foi realizada uma ampla revisdo que buscou abranger os
diversos angulos relacionados com a questdo da desregulagdo enddcrina.
Outro ponto que deve ser frisado foi que além de levantar conhecimentos para
melhor embasar a pesquisa, a revisdo foi direcionada para a elaboracdo de
textos de divulgagdo cientifica, pois a area é ainda pouco abordada na
literatura nacional. Deste modo o presente capitulo constitui-se em artigos
publicados que versam sobre a introdugdo destes compostos no meio
ambiente, alerta sobre seus efeitos e argumenta possiveis formas de minimizar

o problema.



4 — ARTIGOS DE REVISAO
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BIOATIVOS
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Divulgacao

SEXUAL ESTROGENIC HORMONES: BIOACTIVE CONTAMINANTS. Natural and synthetic estrogens have been detected in
rivers, lakes and estuaries in several parts of the world. The primary sources of these compounds are the industrial and household
effluents, which are not eliminated by the received treatment. This paper presents a brief description of the problem as well as the
physical and chemical characteristics of the main compounds, the environmental behavior, methods of determination,
ecotoxicological aspects and a discussion about its relevance in terms of ecology and public health.

Keywords: hormones; endocrine disrupters, environmental chemistry.

CONTEXTUALIZACAO

Um dos campos mais proeminentes da quimica ambiental € o
estudo de micropoluentes orgdnicos em ambientes aquaticos.
Micropoluentes organicos sdo substancias que mesmo estando pre-
sentes em pequenas concentragdes, sdo capazes de desencadear efei-
tos sobre os sistemas em que sdo introduzidos. O termo vem sendo
empregado hd muito tempo tanto que Mackay', em 1982, ja classi-
ficava como micropoluentes os compostos quimicos usualmente
detectados em concentracdes abaixo de 1 parte por milhdo (1 mg
L"). Porém, dentro deste grande grupo que virtualmente compre-
ende um universo de milhares de compostos, os chamados disrup-
tores endécrinos vém se destacando em importancia.

A USEPA? (“United States Environmental Protection Agency”)
define disruptores enddcrinos (EDCs) como agentes exdgenos que
interferem na sintese, secrecdo, transporte, recepgao, acdo, ou eli-
minagdo dos hormonios naturais do corpo, que sdo responsaveis
pela manutenc¢do da homeostase (preservacdo da constancia inter-
na), reproducdo, desenvolvimento e comportamento. A Comuni-
dade Européia’® estende os efeitos adversos dos EDCs a prole dos
organismos expostos. A acdo dos EDCs dé-se pelo bloqueio, pela
mimetizagdo, estimulacdo, ou inibicdo da producdo dos hormonios
naturais*. Estes compostos sdo amplamente utilizados pela socie-
dade moderna’, sendo encontrados em produtos farmacéuticos, pro-
dutos de uso pessoal (como ex. as fragrincias), pesticidas, anti-
oxidantes, pldsticos, produtos industrializados, tensoativos entre
outros.

A primeira hipétese sobre os efeitos dos EDCs foi levantada na
década de 1980, com a observacdo de caracteristicas femininas em
machos de aves coloniais da regido dos Grandes Lagos (EUA-Ca-
nadd) expostos a agrotoxicos, sendo o mesmo fendomeno relatado
em populagdes de jacarés de lagos da Florida®. Mas somente na
década de 90 a questdo emergiu como sendo uma das principais no
campo da pesquisa ambiental moderna’, existindo uma intensa pro-
dugdo na drea® com tendéncia de crescimento ainda maior, devido
a abrangéncia dos tdpicos e desafios relacionados com o tema.

*e-mail: reisfo@yahoo.com.br

O SISTEMA ENDOCRINO E OS HORMONIOS
ESTROGENOS NATURAIS E SINTETICOS

O sistema enddcrino é um mecanismo complexo que coordena
e regula a comunicacdo entre as células, constituido por combina-
¢oes de glandulas e hormonios, sendo responsdvel pelas fungdes
bioldgicas normais, como reprodugdo, desenvolvimento embrio-
nario, crescimento e metabolismo’. Horménios sdo mensageiros
quimicos que respondem pela comunicagio entre diferentes tipos
de células, as quais identificam os hormonios através de receptores
que sdo estruturas protéicas especializadas em reconhecimento
molecular'®. Depois da aproximagdo e interagdo (horménio-recep-
tor) ocorre uma série de reagdes bioquimicas, levando a respostas
bioldgicas especificas.

Os hormonios sexuais sdo produzidos a partir do colesterol e
podem ser classificados em trés grupos principais: hormonios se-
xuais femininos, ou estrégenos; hormonios sexuais masculinos, ou
andrégenos e, hormonios da gravidez, ou progestégenos''.

Dentre os hormonios sexuais, os estrogenos vém recebendo
maior atengdo por serem compostos extremamente ativos biologi-
camente e estdo relacionados a etiologia de vdrios tipos de cance-
res'”. Os estrgenos naturais 17f3-estradiol (E,), estriol (E,), estrona
(E)) e o sintético 17o-etinilestradiol (EE,), desenvolvido para uso
médico em terapias de reposicdo e métodos contraceptivos, sdo os
que despertam maior preocupagio, tanto pela poténcia como pela
quantidade continua introduzida no ambiente. Estes hormdnios
possuem a melhor conformacdo reconhecida pelos receptores e,
portanto, resultam em respostas maximas, sendo considerados como
responsdveis pela maioria dos efeitos disruptores desencadeados
pela disposi¢do de efluentes’. A Figura 1 mostra a estrutura qui-
mica destes compostos, sendo que algumas de suas caracteristicas
importantes estdo sintetizadas na Tabela 1.

Os hormonios excretados através da urina e fezes seguem para a
rede coletora, adentrando depois ao ambiente. O lancamento de
efluentes in natura ou mesmo processados sdo as principais vias de
contaminagdo do ambiente aquatico, seja pelo déficit de infra-estru-
tura em saneamento, seja pela ineficiéncia (tecnoldgica e/ou operacio-
nal) das estagdes de tratamento'®. Apesar de possuirem meia-vida
relativamente curta quando comparados a outros compostos organi-
cos (como alguns pesticidas), os estrégenos naturais sdo continua-
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Tabela 1. Caracteristicas dos principais estrogenos. Adaptada das ref. 8 e 14

Nome comum CAS-no Férmula Vet Log K Pressdio de Vapor K, Meia-Vida
(ug L1 25°C) (mm Hg) (dias)

17 B-Estradiol 50-28-2 C,H,,0, 12960 4,01 23 x 101 3300 2-3;02-9

Estrona 53-16-7 C,H,0, 12420 3,13 2,3 x 101 4882 2-3

Estriol 50-27-1 C,H,,0, 13250 2,45 6,7 x 10" 1944 NR

17 o-Etinilestradiol 57-63-6 C,,H,,0, 483 3,67 4,5 x 10" 4770 4-6

Y, solubilidade em dgua; K _: coeficiente de particdo octanol/dgua; K _:

17« - Etinilestradiol

Figura 1. Estruturas dos principais hormonios estrogenos

mente introduzidos no ambiente (Tabela 2), o que lhes concede um
cardter de persisténcia. Estudos relatam que até 40% das doses mi-
nistradas de estrégenos sintéticos podem ser disponibilizadas para o
ambiente'®. A Figura 2 exemplifica o modo de entrada destes
contaminantes para os ecossistemas. Embora grande parte dos
estrogenos seja metabolizada e excretada na forma inativa, conjugada
como glicuronideos e sulfatos', a acao de enzimas produzidas por
bactérias comumente encontradas em dreas de despejo de efluentes
prontamente os biotransformam em compostos biologicamente ati-
vos e passiveis de desencadearem efeitos deletérios'®.

O destino dos estrégenos no ambiente depende de suas caracte-
risticas fisicas e quimicas e das propriedades do meio receptor. As
indmeras varidveis que atuam em conjunto no ambiente aqudtico,
como temperatura, turbidez, pH, alcalinidade, oxigénio dissolvido,
radiagdo, matéria organica e concentragdo de diversas outras subs-
tancias, tornam a tarefa de modelar o comportamento destes com-
postos bastante complexa. Devido a sua lipofilicidade e baixa
volatilidade, o processo de sor¢do em sedimentos suspensos pode
ser um fator significativo na redugdo dos estrégenos na fase aquo-
sa'’. Porém, em estudos de parti¢do entre sedimento e dgua simulan-

constante de sor¢do; NR: ndo relatado.

do vdrias condi¢des ambientais, Bowman et al.* concluiram que
embora as particulas influenciem no comportamento ambiental dos
estrogenos, a sor¢do € relativamente limitada, com a maioria perma-
necendo na fase aquosa. Ja Lai e al."” sugeriram que estrogenos
dissolvidos podem rapidamente se tornar adsorvidos aos sdlidos em
suspensdo, indicando que a competicdo pelos sitios de ligacdo com
outros compostos mais hidrofébicos e a respectiva saturacdo destes
sitios s30 os responsdveis pela propor¢do de estrogenos que perma-
necem na fase aquosa. S@o necessarias investigagdes mais detalha-
das para se entender a dindmica de distribui¢io dos hormonios nos
diversos ambientes em que sdo inseridos.

Horménios Sexu
estrogenos
Excregdo humana

!

‘ Esgoto doméstico ‘

v

Estagdo de tratamento de efluentes ( ETEs) ‘

: '

‘ Effuentes ‘ ‘

Lodos ‘

v

Lixiviagdo, dissipagdo, escorrimento ‘

v /
Corpos hidricos e Agua subterranca
sedimentos

Figura 2. Representagdo esquemdtica da principal via de entrada de disruptores

endocrinos hormonais em sistemas aqudticos. Adaptada da ref. 22

TECNICAS ANALITICAS

A andlise em nivel de tracos de compostos organicos em agua
pode ser considerada como um dos maiores desafios da quimica

Tabela 2. Quantidade média de estrégenos diariamente excretada na urina de humanos. Adaptada da ref. 21

Estrégeno Excregdo d Excregdo 9 Excrecdo 9 Excrecdo 9
(ug/24 h) menstruagdo gravidez menopausa
(ng/24 h) (ng/24 h) (ng/24 h)
17 B-Estradiol 1,6 3,5 259 2,3
Estrona 39 8,0 600 4,0
Estriol 1,5 4,8 6000 1,0
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analitica. A determinacdo de hormodnios estrégenos no ambiente
constitui-se em tarefa dificil, primeiro, devido a complexidade das
matrizes ambientais e, segundo, por causa de sua baixa concentra-
¢do (na ordem de ng L), porém fisiologicamente ativa®.

Na maioria das andlises que envolvem amostras “reais”, € ne-
cessdrio o enriquecimento substancial do analito para se isolar os
compostos alvos da matriz e atingir os limites de detec¢do e quantifi-
cacdo requeridos. Um procedimento analitico tipico inclui, por-
tanto, vdrios passos para preparacdo da amostra, tais como filtra-
¢do, extragdo, purificacio e evaporacdo. Se a determinagdo final
for feita por cromatografia gasosa, hidrélise e derivatizagdo tam-
bém sio, fregiientemente, necessarias™.

Em andlises de dgua, até alguns anos, na etapa de preparagdo das
amostras era comum se fazer a extracdo dos componentes de inte-
resse utilizando a extragdo liquido-liquido. Porém, esse tipo de ex-
tragdo, além de ser uma técnica tediosa, requer grandes volumes de
solventes organicos, apresenta custo elevado e dificil automagio®.

Em meados da década de 70, visando a eliminacdo desses pro-
blemas, uma nova técnica foi introduzida, a qual tem sido denomi-
nada extracdo em fase s6lida (“SPE: Solid Phase Extraction”)®,
onde grupos funcionais organicos hidrofébicos sdo quimicamente
ligados a uma superficie sélida, como silica. Um exemplo comum
€ a ligagdo do grupo C ; com a silica, sendo que esse grupo interage
com compostos organicos hidrofébicos pela agdo das forcas de van
der Waals e, dessa forma, sdo extraidos da fase aquosa®*. Uma al-
ternativa ao uso de cartuchos em extragdo em fase solida foi o de-
senvolvimento de discos constituidos de fases estaciondrias
cromatogréficas imobilizadas com material inerte como PTFE
(politetrafluoretileno) ou fibra de vidro. Os discos sdo preferidos
quando sdo manipulados® grandes volumes de amostras.

Segundo Barcel6 er al.**, a extracdo de estrégenos e progesto-
genos em dgua € feita usualmente pela extracdo em fase sdlida
(SPE) em discos, ou mais freqiientemente cartuchos, sendo o adsor-
vente mais amplamente empregado o octadecilsilano (C18) quimi-
camente ligado a silica e, em menor escala, com sorventes poli-
méricos de carbono preto grafitizado (GCB).

Para determinagdo de EDCs, a cromatografia gasosa acoplada
a espectrometria de massas (CG-EM) tem sido a técnica mais
comumente empregada, uma vez que apenas hd poucos anos a
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (CL-
EM) tem ganhado popularidade®’.

O pré-requisito necessdrio para andlise em cromatografia ga-
sosa € que o analito de interesse seja voldtil e termicamente estd-
vel. Quando ndo for o caso, a derivatizagdo pode ser usada para
superar esta limita¢do. Tradicionalmente, a cromatografia gasosa
necessita do uso de derivados para determinar compostos estro-
génicos. As desvantagens da derivatiza¢do sdo o trabalho intensivo
de laboratério e a possibilidade de redug@o da recuperacdo do
analito, pois a hidrdlise dos conjugados para estrégenos livres, via
derivatizagdo, pode compor erros nos estigios de recuperacao, ex-
tracdo e quantificacdo, devido a baixa eficiéncia no passo de
hidrélise®. O tempo de consumo na etapa de derivatizagdo e a pos-
sivel perda do analito tém levado a considerar a técnica de
cromatografia liquida como preferida para determinagdo de
estrogenos.

A cromatografia liquida tem vdrias vantagens para andlise de
compostos organicos em dgua. Uma delas € que os compostos vo-
lateis representam uma pequena fragdo de compostos organicos
contidos em agua e esgotos. A maior parte do carbono estd presen-
te como compostos ndo voldteis, que podem ser diretamente anali-
sados pela cromatografia liquida e ndo pela gasosa. Isto € especial-
mente verdadeiro para esgotos, 0os quais contém muito material
hiimico e compostos orgénicos polares, tais como carboidratos®.

De acordo com vdrios autores, os detectores e acoplamentos de
detectores mais empregados para andlise de hormdnios pela técni-
ca de CLAE sio: eletroquimico®?!, fluorescéncia®, espectrdmetro
de massas®*?728313 _ CLAE-EM, CLAE-EM-EM, ultravioleta com
varredura de diodo e ultravioleta com varredura de diodo acoplado

a espectrometro de massas?3*.
TOXICIDADE

Os organismos podem ser considerados como um imenso com-
plexo de reagdes quimicas ininterruptas, desde o zigoto, o embrido,
o feto, a fase jovem e, finalmente, a idade adulta®. Durante esta
evolucido, as reacdes sao constantemente alteradas a medida que
indmeros agentes quimicos adentram ao sistema, como alimentos,
bebidas, medicamentos, drogas, gases, etc. A Figura 3 mostra a
acdo dos estrégenos sobre os mecanismos de controle do sistema
enddcrino, desencadeando perturbacdes em cada um dos aspectos
controlados pelo sistema, incluindo a homeostase que ¢ fundamental
para manutengao do equilibrio metabélico dos organismos.

Nutrientes
H20
02
Estrogenos Sistema
Disruptores Endécrino
Homeostase
Osmoregulagdo / \ Produgio de

Crescimento Reprodugéo Energia

Figura 3. Representagdo esquemdtica da interagdo toxica dos estrogenos
com as fungoes coordenadas pelo sistema endocrino. Adaptada da ref. 36

Ecotoxicologia

Os efeitos desencadeados pelos hormdnios dispostos no ambi-
ente atingem desde microinvertebrados até grandes vertebrados,
sendo amplamente relatados na literatura cientifica e considerados
como uma questio de Ambito global’’. Agéncias ambientais de di-
versos paifses, assim como organizacdes internacionais, desenvol-
vem programas e planos de pesquisa que versam sobre o tema’®.

Segundo Manahan®, a principal preocupacdo ecotoxicolGgica
com estas substancias implica em sua evidente capacidade de afe-
tar a reprodugdo das espécies e interferir no desenvolvimento sau-
dével da prole. Assim, o estagio do desenvolvimento em que a ex-
posicao ocorre € particularmente importante pois, em espécies aqua-
ticas onde a fase embrio-larval € critica, danos permanentes po-
dem ser provocados em vdrios 6rgdos e sistemas®.

De acordo com Erickson®, o dirigente da secdo de quimica
ambiental da USEPA, Christian Daughton, afirma que a concentra-
¢do de EDCs no ambiente € apenas um dos aspectos do problema,
sendo imprescindivel o conhecimento da sua respectiva poténcia,
pois muitos deles sdo preocupantes em qualquer concentragdo
mensuravel. Assim, as curvas de dose-resposta dos hormdnios
ambientais diferem das normalmente associadas a outros agentes
toxicos (como ex., metais), tendo respostas expressivas geradas em
concentragdes extremamente baixas*'. A interpretacdo do conceito



de limiar de seguranca € inapropriado para este grupo de poluentes.
Da Matta e Azevedo® salientam a inexisténcia de consenso sobre a
metodologia adequada para abordar o risco gerado por substancias
onde para o efeito critico ndo € passivel se estabelecer limites.

Intimeros sdo os efeitos desencadeados pelos hormdnios sexu-
ais sobre a biota®: alteragdes nas taxas de fecundidade, fertiliza-
¢do, eclosdo; modificagdes comportamentais (agressividade, mo-
vimentacdo); histopatologias (figado, gonadas, rins); imunode-
pressdo; imposex (desenvolvimento de caracteristicas sexuais fe-
mininas em machos ou oposto) e, inibi¢do do desenvolvimento dos
6rgdos sexuais e reversdo sexual. Os vdrios efeitos manifestam-se
apds interacdo entre agentes e receptores bioquimicos. Portanto,
as respostas bioquimicas sdo perceptiveis antes que os efeitos se-
jam observédveis em niveis de organizac¢do superior, como em po-
pulagdes, comunidades e ecossistemas. Este cendrio levou a busca
de “sinais” prematuros de adverténcia, os biomarcadores*. Biomar-
cadores sdo quaisquer respostas bioldgicas decorrentes de reacdes
quimicas medidas em nivel sub-individual, tanto dentro do orga-
nismo (enzimas, proteinas, hormoénios, aminodcidos, material ge-
nético etc.) como em seus produtos (urina, fezes, pélos etc.), indi-
cando um desvio das condi¢des normais ndo detectadas em orga-
nismos intactos*.

A determinag@o da proteina vitelogenina (VITG) em organis-
mos aqudticos, principalmente peixes, tem sido bastante utilizada
na investigacdo por contaminantes estrogénicos®. A vitelogenina é
uma fosfolipoglicoproteina sintetizada por todas as fémeas de ovi-
paros durante o ciclo reprodutivo; € produzida no figado e secretada
na corrente sanguinea, onde € transportada até os ovdrios, acumu-
lando-se nos ovdécitos em crescimento para ser, entdo, utilizada
como precursora das reservas nutricionais necessdrias para o de-
senvolvimento subseqiiente dos embrides*. Em individuos imatu-
ros ou em machos, a codificagdo do gene para esta proteina ndao
existe ou € muito fracamente expressada. Assim, a presenca desta
proteina no sangue destes organismos representa um biomarcador
de exposi¢do, pois sua sintese depende da presenca de xenoestro-
genos (Figura 4).
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Figura 4. Representagdo esquemdtica simplificada da seqiiéncia de processos
que leva a sintese do biomarcador de exposi¢do VTG em peixes machos

Além de proporcionar uma avalia¢do qualitativa de exposicido
a agentes estrogénicos, a propria produgdo da VTG no género mas-
culino envolve prejuizos, ainda que indiretos, para o desenvolvi-
mento dos organismos. A sobrecarga das funcdes hepdticas e a
disrup¢do metabdlica, devido ao desvio na producdo de proteinas
essenciais em detrimento da produc@o da VTG, juntamente com a
baixa na resisténcia imunoldgica e retardo no crescimento sao al-
guns dos possiveis danos apontados na literatura*®’.
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TIE: testes de toxicidade e quimica analitica

A avaliacdo e identifica¢do da toxicidade, conhecida como TIE
(“Toxicity Identification Evaluation”), € uma metodologia que com-
bina Quimica e Biologia em programas de monitoramento. O TIE
utiliza procedimentos de fracionamento para distinguir quais entre
as varias classes de compostos que compdem um efluente ou amos-
tra ambiental sdo responsdveis por gerar toxicidade*. A técnica é
estruturada em trés fases seqiienciais: caracterizacio, identifica-
¢do e confirmacdo da toxicidade®. Diversos procedimentos sdo
empregados para separar os constituintes responsdveis pela
toxicidade®: filtra¢do, quelacdo (EDTA), aeragdo, extracdo em fase
s6lida (colunas C ) e alteragdes de pH s@o algumas entre as possi-
bilidades de manipulacdo. Mudancas na toxicidade apds estes tra-
tamentos sao indicativas da contribui¢do das diferentes classes de
compostos.

Routledge™ descreveu a aplicagio de técnica para identifica-
cdo de substancias enddcrinas ativas. Através de extracdo em fase
sélida (C ) e eluigdo seletiva, removeu compostos organicos de
efluentes complexos e os identificou usando de técnicas cromato-
gréficas, sendo que a atividade estrogénica avaliada por meio de
ensaios com levedura in vitro indicou os hormodnios sexuais
estrégenos como os principais responsaveis pelos efeitos atribui-
dos aos efluentes domésticos. Gomes et al.’®, em revisdo sobre os
métodos de determinagdo de disruptores enddcrinos em amostras
aquosas, indicaram uma série de trabalhos que aplicaram esta es-
tratégia, descrevendo também uma abordagem coerente da apli-
cacao do TIE em estudos com substancias potencialmente
estrogénicas.

PERSPECTIVAS: ECOLOGIA E SAUDE PUBLICA

O langamento de substancias hormonalmente ativas em corpos
hidricos, mesmo em baixas concentragdes, pode acarretar sérios
impactos sobre a dinimica e estrutura das populacdes aquaticas’'.
Estudos importantes realizados no Canadad> indicaram, pela pri-
meira vez, que concentragdes do estrégeno 17 a-etinilestradiol,
iguais as encontradas nas proximidades de langamentos de efluentes
(5-6 ng L") levaram ao colapso as populacdes de peixes existentes
em lagos experimentais. Como nos ecossistemas existem intrincadas
teias tréficas, o desequilibrio provocado pela extingdo de uma es-
pécie-chave, por mais resiliente que seja o sistema, pode gerar
mudangas significativas e/ou imprevisiveis em razdo das proprie-
dades emergentes. E importante salientar que a literatura®>** relata
concentragdes de 17 o-etinilestradiol em efluentes desde 0,5 até
273 ng L', em razdo do tipo de tratamento empregado e do local
amostrado.

Além de seu valor intrinseco, as espécies selvagens fazem par-
te das estruturas e fun¢des dos ecossistemas que suportam as ativi-
dades humanas. Alids, ecologicamente os humanos sdo apenas uma
entre as milhares de espécies que habitam o planeta. A postura que
desvincula o Homem Natural e valoriza apenas a “tecnosfera” € a
grande responsdvel por nossa sociedade altamente industrializada
e poluidora.

Em 1987, o jornal da Associacdo Médica Americana (JAMA)
j4 mencionava a prescricdo de estrogenos para cerca de 200 trata-
mentos terapéuticos®. Mais recentemente, Weeb* citou que em
2002 os médicos americanos prescreveram uma média de 10,6
medicamentos (de diferentes classes) para cada habitante. Sanderson
et al”’ demonstraram através de estudos de toxicidade que, entre
as principais classes de medicamentos encontradas em amostras
ambientais, os hormonios sexuais estdo entre os que podem indu-
zir efeitos mais severos, tanto para humanos quanto para a biota.
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Outro dado relevante foi levantado por Zlidar et al.%, em que mais
de 620 milhdes de mulheres casadas ao redor do mundo fazem uso
de métodos contraceptivos, estando as pilulas anticoncepcionais e
os injetdveis entre os mais utilizados. Estes fatos evidenciam as
altas taxas de uso e conseqiiente introducdo desses compostos no
ambiente.

O estabelecimento de um nexo causal considerando o ambien-
te em doencas cronicas € uma tarefa complexa, devido as inimeras
exposi¢des a que os seres humanos sao submetidos diariamente.
No entanto, questdes relevantes relacionadas aos EDCs, apesar de
ainda necessitarem de processos rigorosos e exaustivos de investi-
gacdo cientifica, ndo podem ser subestimadas. A antecipagdo da
puberdade® e o declinio na qualidade do sémen® durante o Gltimo
século sdo temas centrais nesta discussdo. A existéncia de sitios
receptores para estrogenos em diversos tecidos® e a capacidade
destes compostos atuarem de modo sinérgico® refor¢am a preocu-
pagdo existente com a disrup¢@o enddcrina.

H4 muito tempo, uma nova postura do Homem frente ao ambi-
ente se faz necessdria, com intuito de preservar a integridade da
vida. Um dos pontos fundamentais neste novo paradigma € em
relagdo a saude, que deixa de ser “apenas” um direito para se trans-
formar em uma responsabilidade individual e sécio-ambiental.
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RESUMO

Poluentes emergentes, como produtos farmacéuticos, hormonios naturais e sintéticos, pesticidas, substancias tensoativas,
polimeros de baixa massa molecular, produtos de uso veterinario, solventes e outros contaminantes organicos presentes
em efluentes municipais e industriais, podem atuar como desreguladores endécrinos (DE). As a¢des de alguns destes
compostos sobre a biota acarretam disfungdes reprodutivas e estudos apontam que também podem ser indutores de canceres.
Em relagéo aos seres humanos, embora ainda ndo tenham sido estabelecidas relagdes de causa e efeito conclusivas, varias
pesquisas indicam a possibilidade de que a maior incidéncia de disturbios como defeitos de nascimento, alteragdes
comportamentais e neuroldgicas, deficiéncia imunologica, puberdade acelerada, qualidade do s€men e canceres tenham
relacdo com poluentes emergentes com agao desreguladora enddcrina. O problema se agrava nos paises que buscam o
desenvolvimento, onde muitas vezes a legislagdo ambiental é deficiente e ndo se contemplam substancias com potencial
de alteragdo enddcrina. Além disso, a falta de infra-estrutura de saneamento basico existente nesses paises agrava esse
cenario. No Brasil, por exemplo, aproximadamente 80% dos municipios ndo possuem estagdes de tratamento de esgoto.
Conseqiientemente, os poluentes emergentes adentram os ecossistemas através de diversas vias, gerando ameaga aos
organismos. Trata-se, assim, de uma questdo que pede urgéncia em ateng¢fo, discussdo e gerenciamento.

Palavras-chave: desreguladores enddcrinos, ecotoxicologia, poluentes emergentes, satde publica.

ABSTRACT

Emerging pollutants as endocrine disruptors

Emerging pollutants, such as pharmaceutical products, natural and synthetic hormones, pesticides, tensoactive substances,
low-molecular-mass polymers, veterinary products, solvents and other organic contaminants present in urban and industrial
effluents may act as endocrine disruptors (ED). The presence of such chemical species in the biota can lead to reproductive
dysfunction and studies have shown they may also cause cancer. For humans, despite the fact that conclusive cause-and-
effect relations have not yet been established, several published papers have indicated that a wide range of disorders, such
as inborn impairments, behavioral and neurological alterations, immune deficiency, accelerated puberty, quality of semen
and cancers (thyroid, breast, ovary, prostate, testicles) can be credited to endocrine disruptors emerging pollutants. The
problem is more accentuated in developing countries, where environmental legislation is often poor, out of date and, as
result does not consider substances with endocrine disrupting potential. In addition, the lack of basic sanitation aggra-
vates the situation. In Brazil, for instance, approximately 80% of urban centers do not have any form of sewage treat-
ment. Consequently, emerging pollutants enter the ecosystem through several paths generating threat to biota and, because
of this, it represent an area which requires urgent attention, discussion and management.

Key words: ecotoxicology, emerging pollutants, endocrine disruptors, public health.
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28

INTRODUCAO

A qualidade ambiental ¢ a base para a preservacdo da
vida das futuras geragoes, sendo a dgua a substancia que sustenta
e permite a estruturagio da sociedade humana. Supde-se que
a cada vinte anos dobram os volumes de 4gua consumida pela
humanidade (De Freitas, 2000), portanto, é premente a
necessidade de implantar nova mentalidade de gerenciamento
deste recurso, cujo valor de uso e o valor intrinseco (de
existéncia) alcancem equilibrio.

A protegdo das aguas, quanto aos niveis de desreguladores
endocrinos (DE), se insere nesta nova postura, que visa garantir
suas qualidades fisica e quimica, com implicagdes diretas na
saude humana e na sustentabilidade da biodiversidade.

Vérios termos foram identificados como sinénimos para
0s agentes que atuam sob o sistema enddcrino. Alguns destes sdo:
xenoestrogenos, xeno-hormonios, perturbadores enddcrinos,
estrogenos ambientais, moduladores enddcrinos, hormonios
ambientais, agentes hormonalmente ativos e desreguladores
enddcrinos. Embora o National Research Council (EUA)
recomende a aplicac@o do termo agentes hormonalmente ativos
(NAS, 1999), essa denominagio pode gerar confusdo pois o
acronimo inglés ¢ o mesmo usado para acidos haloacéticos
(haloacetic acid — HAA), um subproduto gerado na desinfec¢io
da agua e classificado como contaminante (Sawyer et al., 2003).
Como a grande maioria dos trabalhos consultados apresenta a
designagdo de desreguladores endocrinos, optou-se pela utilizagdo
do termo e de sua sigla (DE) para efeito de padronizagio.

A primeira hipdtese sobre o efeito de DE foi levantada
no inicio da década de 1980, com a observacdo de
caracteristicas femininas em machos de aves coloniais da regido
dos Grandes Lagos (América do Norte) expostos ao praguicida
organoclorado DDT (SETAC, 2000), sendo o mesmo fendmeno
encontrado em populagdes de jacarés do lago Apopka, no estado
da Flérida (EUA). Na Europa, por volta da mesma época,
pescadores britanicos relataram a ocorréncia de caracteristicas

sexuais incomuns (intersexo e/ou hermafroditismo) em peixes
da espécie Rutilus rutilus que habitavam uma lagoa a jusante
do ponto de descarga de uma estagéo de tratamento de efluentes
(Sweeting, 1981, apud Tyler & Routledge, 1998).

Apesar dessas indicagdes anteriores, somente a partir
da segunda metade dos anos 90 os efeitos provocados pelos
DE comegaram a ser mais investigados. Portanto, a utilizagdo
do termo “poluentes emergentes” refere-se ndo necessariamente
as suas descobertas recentes, € sim ao fato de serem um grupo
em especial que tem caracteristicas peculiares que os tornam
ambientalmente importantes em razdo dos usos e niveis
crescentes de utilizagdo e de contaminag@o. Portanto, alguns
grupos de compostos que nio sdo considerados problematicos
no presente podem se mostrar altamente indesejaveis no futuro
(Bruchet et al., 2002). De fato, diversas substancias quimicas
que estio presentes em efluentes urbanos e industriais e que
hoje sdo considerados poluentes emergentes, como farmacos,
hormoénios sintéticos, alguns pesticidas, retardantes de fogo,
compostos perfluorados, etc. (Barceld, 2003), t€ém demonstrado
acdo desreguladora enddcrina (Tabela 1).

Em funcgdo da ampla gama de substancias envolvidas,
os esforgos em investigagdo requeridos sdo enormes. A agéncia
de protecdo ambiental dos Estados Unidos (USEPA) cita
aproximadamente 87.000 substancias que deveriam ser
avaliadas quanto aos seus potenciais efeitos sobre o sistema
enddcrino (Sadik & Witt, 1999). O Parlamento Europeu, através
da sua diretoria geral de meio ambiente (DGENV), apresentou
uma lista de 560 compostos cujas interferéncias tém sido
comprovadas em sistemas hormonais (Serrano et al., 2002),
sendo o rol continuamente revisado e ampliado a medida que
novos dados estdo disponiveis.

Cabe destacar que recentemente foram instituidos projetos
de longo prazo em diversos paises com o intuito de compreender
os efeitos desencadeados pelos DE sobre varias espécies de
comunidades aquaticas continentais e marinhas (NIBB, 2001";
IPCS, 2002).

Tabela 1 — Substancias emergentes que tém sido reportadas como desreguladores enddcrinos ou com potencial de
acélo desreguladora (dados compilados de McGovern & McDonald, 2003; Gross et al, 2003; Richardson, 2003;
Fent et al, 2006; Servos & Servos, 2006; Khetan & Collins, 2007).

Grupo

Exemplos de substincias

Pesticidas

Atrazina, lindano, triclosan, DBCP (dibromocloropropano),

PCP (pentaclorofenol), rifuralin

Esterdides naturais

Farmacos

Androgénios, estrogénios, fitoestrogénios

Fluoxetina, tamoxifan, fluvastatina, medetomidina,

propranolol, hormdnios sintéticos

Produtos quimicos
industriais

Alquifendis, ftalatos, bisfenol-A, estireno, retardantes de chama bromados
(PBDESs), surfactantes (incluindo perfluoroctanosulfonatos — PFOS)

1. NIBB INTERNATONAL CONFERENCE. 2001. Recent Progress in Endocrine Disruptor Research. Okazaki, Japan. 89p.



ALTERACAO DO
SISTEMA ENDOCRINO

O sistema enddcrino de quase todos os animais, sejam
eles vertebrados ou invertebrados, é formado por glandulas
que secretam horménios. E um sistema de comunicagdo que
age através de mensageiros circulantes regulando a atividade
e o metabolismo, integrando o organismo como um todo.

Hormonios sio substancias de a¢ao sistémica que exercem
efeitos especificos em todas as células ou em determinadas
células de um 6rgdo, desempenhando fungdes reguladora ou
homeostatica, integradora, morfogenética e permissiva (Frieden
& Lipner, 1975). Os DE podem manifestar seus efeitos em
cada um dos estagios da dindmica hormonal (produgéo de
hormonios, ligagdo aos receptores, agdo hormonal, excregéo
e biotransformacgédo) (Crain et al., 2000), atuando nos sitios
receptores e no conjunto de enzimas associado ao ciclo
hormonal, interferindo nos mecanismos de retroalimentacéo
e nas interconexdes com 0s sistemas nervoso ¢ imunoldgico
(Jacobs, 2001).

Ainda que a compreens@o dos mecanismos de acdo dos
DE seja incompleta e fragmentada, ¢ reconhecida parte do
modus operandi de alguns DE sob certos tipos de receptores
nucleares. A associag@o entre hormonios e seus receptores
constitui um complexo em que mudangas conformacionais
levam a ativacdo das moléculas originadas (Das ef al., 2004).
Esta ligagdo € o passo inicial de uma série de eventos em cascata
que irdo regular as respostas dos genes suscetiveis aos
hormoénios, culminando nas multiplas respostas fisiologicas
induzidas por esta relagdo de dependéncia (Laws et al., 2006).
Em condi¢des normais, um hormonio natural se liga ao seu
receptor e ativa os genes no nucleo para produzir a resposta
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bioldgica apropriada (Colborn et al., 2002). Em situagdes em
que ocorram DE cuja forma e distribui¢do das cargas elétricas
sdo apropriadas (Spiro & Stigliani, 2000), esta ligacdo pode
ser bloqueada ou mimetizada, com a possibilidade de
desencadear respostas adversas, provocando alteracido da
atividade celular.

Embora o sistema enddcrino de organismos adultos seja
passivel de danos, segundo Thomas (1998) esse sistema é,
em geral, resistente a mudangas impostas pela exposi¢do de
uma substancia quimica. Entretanto, altera¢des durante
periodos sensiveis ou criticos de desenvolvimento (como no
desenvolvimento embrionario) podem gerar alteragdes
importantes, as quais podem se manifestar em fases tardias
do ciclo de vida ou mesmo serem translocadas as geragdes
posteriores.

Entre as muitas defini¢cdes propostas para DE, a elaborada
pela USEPA (1998) abrange de forma concisa este grupo de
poluentes: “um agente exoégeno que interfere com a sintese,
secrecdo, transporte, recep¢do, agdo ou eliminagdo dos
hormoénios naturais do corpo, os quais sdo responsaveis pela
manutengdo da homeostasia, reprodugéo, desenvolvimento e
comportamento”. Como o sistema endocrino mantém a
homeostase, todo agente estressante €, por defini¢do, um
interferente em potencial do sistema endodcrino (Giesy, 2003).
Porém, neste ponto é necessario diferenciar desregulador
endocrino de modulador enddcrino, a fim de reduzir e definir
o grupo de poluentes, o qual mesmo assim se mantém bastante
amplo. A modulagdo enddcrina € caracterizada como
interferéncia de menor amplitude ou conseqiiéncia que ndo
leva a um efeito drastico, sendo passivel de recuperagdo. Ja
os efeitos dos desreguladores sdo mais severos, e muitas vezes
a reversdo ndo ¢ sustentada (SETAC, 2000) (Figura 1).

Moduladores Desreguladores
A ) ) ) .
Passivel de ajuste Sobresselente Perigosa Letalidade
©
17}
o
Q - ~
0 Alteragdes Lesbes
DG:J bioquimicas bioquimicas
reversiveis
Sintomas
Auséncia clinicos
de sintomas Lesdes
clinicos ) Pl
bioquimicas —
sintomas
—— == clinicos
I } irreversiveis
|
| |
| |
LTB . icaca
| Homeostasia | Intoxicagao
\ | | .
| ' | ! T
[ LT \ Exposigéo
| |

LTB - limite de tolerancia biolégica
LT — limite de tolerancia

Figura 1 — Distin¢do entre moduladores e desreguladores enddcrinos (modificado de Fernicola, 1987).
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CONTAMINACAO DE
AMBIENTES AQUATICOS POR DE

A contaminaco dos ambientes hidricos por agentes com
atividade desreguladora se deve, principalmente, ao lancamento
de efluentes domésticos e industriais. Estudos relatam que,
mesmo apos o processamento do material de entrada em
estagdes de tratamento de esgotos (ETE), esses compostos nao
sdo completamente eliminados dos efluentes, indicando que
as tecnologias mais empregadas ndo suprem as necessidades
de tratamento destes até entdo contaminantes “ignorados”
(Erickson, 2002).

Assim que um efluente é lancado, a dispersdo e o
transporte das varias substdncias que o contaminam s@o
dependentes tanto das propriedades fisicas e quimicas do meio
receptor quanto das proprias caracteristicas das substancias
disponibilizadas (Servos et al., 1996). Predizer o destino e
a exposicao da biota aquatica aos contaminantes em razio da
dindmica do meio e da ampla diversidade de estruturas quimicas
existentes nos efluentes ¢ ponto critico em estudos ambientais.
Além dos efeitos sobre os organismos e suas populagdes, podem
surgir efeitos sobre todo o ecossistema atingido. Esses efeitos
ocorrem devido as interagdes existentes entre 0s organismos
e 0 seu meio e, dessa forma, sua real extensdo sobre os
organismos pode ser descrita como “ecossistema-dependente”
(Connell & Miller, 1984).

De acordo com Herricks (2002), efeitos crénicos
produzidos por baixas concentra¢des de substancias poluentes
sdo de dificil observagdo em fungdo de as respostas serem,
muitas vezes, indiretas. Portanto, atengdo especial deve ser
reservada aos estudos que tratam dos efeitos em baixas
concentragdes de exposi¢do. Routledge e colaboradores (1998)
relatam que certos DE causam efeitos deletérios as espécies
aquaticas em concentragdes menores que 0,001 pug L.

Manahan (2002) sustenta a hipdtese de que a preocupagio
ecotoxicoldgica mais dbvia, considerando-se as substancias
que causam altera¢do no sistema enddcrino, diz respeito a
reproduc@o das espécies e ao desenvolvimento da prole gerada.
Substancias toxicas que interferem com essas fungdes tém o
potencial de reduzir severamente populagdes-chave nos
ecossistemas e, com isso, alterar a natureza dos mesmos.

RISCOS A SAUDE HUMANA

Deve-se ter em mente que diversas substancias que
participam intensamente de nosso cotidiano sdo consideradas
poluentes emergentes. Entre elas destacam-se diversos farmacos,
como antibidticos (trimetoprim, eritromicina, lincomicina e
sulfametoxazol), analgésicos e antiinflamatorios (codeina,
ibuprofem, acetaminofem, acido acetilsalicilico, diclofenaco
e fenoprofem), drogas psiquiatricas (diazepam), contrastes para
exames radiologicos (iopromide, iopamidol e diatrizoato), além
de diversos produtos de higiene pessoal como fragrancias
(Musks), protetores solar (benzofenona e metilbenzilideno

canfora) e repelentes de insetos (N,N-dietiltoluamida) (Barcelo,
2003).

Além do uso direto dessas substancias no dia-a-dia, ha
ainda as rotas indiretas de contaminago através do ar, agua
e alimentos. Em relacdo a alimentagio, deve-se considerar a
presenca de residuos de pesticidas nas hortaligas e frutas, o
uso de conservantes, hormonios e antibidticos nas carnes ou
ainda a utilizagdo de latas e embalagens que podem conter
moléculas ativas que migram e se concentram nos alimentos
(Pilli¢re, 2002). Além disso, materiais utilizados na fabricaggo
de moveis, eletrodomésticos e vestuario possuem substancias
quimicas potencialmente perigosas, as quais vdo sendo
desagregadas ao longo do tempo e liberadas aos ambientes
domésticos, de trabalho e recreag@o, constituindo rota importante
de contaminagio.

Pelo fato de diversas dessas substancias agirem sobre
0 metabolismo hormonal e, por suas vez, de diversas condigdes
patologicas (tais como o cancer de mama, testiculo e prostata,
além de disfun¢fo reprodutiva) serem afetadas por influéncias
hormonais, é plausivel afirmar que a exposi¢ao aos poluentes
emergentes, potencialmente DE, seja capaz de induzir efeitos
adversos a saude humana (Koifman & Paumgartten, 2002).

No segundo semestre de 2000, em duas importantes
reunides cientificas ocorridas nos EUA (Kaiser, 2000) e Europa
(Skakkebacek et al., 2000), chegou-se ao consenso de que doses
extremamente baixas de certos DE (na faixa de partes por
bilhao — ppb) podem ser capazes de induzir efeitos em animais
e, pelo principio da precaugdo, o contato dessas substancias
com seres humanos deve ser evitado ao maximo. Como as
pessoas sdo constantemente expostas a misturas de substancias
naturais e sintéticas, ndo pode ser descartada a ocorréncia de
interagdes sinérgicas entre esses compostos, tanto no ambiente
como também dentro do organismo (Santé¢ Canada, 1998).

Um dos pontos mais controversos relacionado aos DE
¢ o suposto envolvimento na tendéncia mundial de diminuigo
da idade de entrada na fase de puberdade (Skakkebaek et al.,
2000). Outra questao diz respeito a reduc@o da qualidade dos
espermatozoides, que vem sendo computada ao longo dos
ultimos 50 anos, e as graves conseqiiéncias que tal declinio
teriam sobre a fertilidade de populagdes humanas (Multigner
& Oliva, 2002).

Pesquisas recentes t€ém constatado o elevado o grau de
periculosidade representado pelos DE. Shughrue & Merchenthaler
(2000), por exemplo, discutem novos receptores para estrogenos
em regides do cérebro (hipocampo e cortex) associadas ao
aprendizado e & memoria. Mori e colaboradores (2003) anali-
saram a exposi¢ao de fetos (tecido do corddo umbilical) a uma
combinacio multipla de quimicos DE e concluiram que ao menos
20 substancias podem ser transferidas através da placenta para
os fetos. Além disso, Borget e colaboradores (2003) relatam
a existéncia de varios DE no leite materno.

Como poucas informagdes estdo disponiveis e sabendo-
se que alguns desreguladores enddcrinos sdo capazes de
produzir efeitos, mesmo em concentragdes muito baixas, ¢



aconselhavel alocar esforgos para determinagdes destes
alteragenes? em fontes potencias de exposi¢do humana, como
em alimentos e nas 4guas de abastecimento urbano.

CONSIDERACOES FINAIS

A questdo dos poluentes emergentes vem mudando o eixo
das pesquisas em poluicdo e toxicologia ambiental. Tal
afirmagdo é reforcada pelo fato de a Unido Européia ter
recentemente destinado milhares de euros para estudos sobre
DE (Pickering & Sumpter, 2003). Bréonmark & Hansson (2002),
em seu trabalho sobre as ameacas aos ambientes aquaticos,
tragam tendéncias (cenarios) até o ano de 2025, colocando
os poluentes emergentes com agdo desreguladora endocrina,
juntamente com as mudancgas climaticas e a introducdo de
espécies exdticas e organismos geneticamente modificados,
entre os topicos que crescerdo em importancia.

A partir dos textos de Almeida (1983), Juberg (2000),
IPCS (2002), Lathers (2002) e do Center for Bioenvironmental
Research at Tulane and Xavier Universities (2004), € possivel
enumerar temas prioritarios para estudo, ficando evidente a
importancia de aumentar o esfor¢o da pesquisa sobre os DE,
em especial os ditos compostos emergentes, principalmente
no que tange a quantidade emitida para o ambiente, numero
de substancias sintéticas que podem atuar como hormonios
(considerando um universo de milhares que a cada ano ¢
consideravelmente incrementado), capacidade de acumulacéo
na forma original ou sob a forma de produto de degradagéo
ou de metabolismo, determinagdo da concentra¢do de DE em
varios compartimentos ambientais e execugdo de comparagdes
com concentragdes de efeito, efeito da exposicdo a multiplos
DE, avaliagdo do grau de exposi¢éo de grupos populacionais,
especialmente certos grupos criticos, defini¢do das respostas
dos DE (endpoints) dentro dos sistemas bioldgicos em seus
varios niveis de organiza¢ao (moléculas-ecossistemas), pesquisa
sobre os efeitos seqiienciais dos DE (se a exposi¢do a uma
substdncia no presente tornaria o organismo mais suscetivel
a exposicdes futuras de outras substancias), aperfeicoamento
e desenvolvimento das técnicas analiticas, criagdo de um banco
de dados de ambito global, desenvolvimento (aplicagdo) de
novas tecnologias em estacdes de tratamento de esgoto e agua,
institui¢do de programas de monitorizagdo em pontos criticos
e, finalmente, revisdo dos modos de produgéo e consumo da
sociedade moderna.
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03/05772-0 e 07/50039-0) e ao bidlogo Domingos Savio Barbosa pelo trabalho
computacional nas ilustragdes.

31

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ALMEIDA, W. E., 1983, Pesticidas e cancer. In: A. F. Montoro & D. P. Nogueira
(coords.). Meio ambiente e cancer. T.A. Queiroz/CNPq, pp. 101-114.

BARCELO, D., 2003, Emerging pollutants in water analysis. Trends Anal.
Chem., 22: XIV-XVI.

BORGET, C. J., LaKIND, J. S. & WITORSCH, R. J., 2003, A critical review
of methods for comparing estrogenic activity of endogenous and exogenous
chemicals in human milk and infant formula. Environ. Health Perspect.,
111: 1020-1036.

BRONMARK, C. & HANSSON, L. A., 2002, Environmental issues in lakes
and ponds: current state and perspectives. Environ. Conserv., 29: 290-306.

BRUCHET, A., PROMPSY, C., FILLIPPI, G. & SOUALL A., 2002, A broad
spectrum analytical scheme for the screening of endocrine disruptors
(EDs), pharmaceuticals and personal care products in wastewaters and
natural waters. Water Sci. Technol., 46: 97-104.

CENTER FOR BIOENVIRONMENTAL RESEARCH AT TULANE AND
XAVIER UNIVERSITIES, 2004, Disponivel em: http://e.hormone.tulane.
edu/learning/effects.html/. Acesso: em 2 ago. 2004.

COLBORN, T., DUMANOSKI, D. & MYERS J. P., 2002, O futuro roubado.
L&PM., 354p.

CONNELL, D. W. & MILLER, G. J., 1984, Chemistry and ecotoxicology
of pollution. John Wiley & Sons, 444p.

CRAIN, D. A, ROONEY, A. A., ORLANDO, E. F. & GUILLETTE, L. Jr.,
2000, Endocrine disrupting contaminants and hormone dynamics: lessons
from wildlife, pp. 1-21. In: L. J. Guillette & D. A. Crain (eds.),
Environmental endocrine disruptors: an evolutionary perspective. Taylor
& Francis, New York, NY, 355 p.

GUILLETTE Jr. & CRAIN, D. A. (eds.) Environmental endocrine disruptors,
an evolutionary perspective. Taylor & Francis, New York, NY, 355p.

DAS, D., PETERSON, R. C. & SCOVELL, W. M., 2004, High mobility group
B proteins facilitate strong estrogen receptor binding to classical and
half-site estrogen response elements and relax binding selectivity. Mol.
Endocrinol., 18: 2616-2632.

DE FREITAS, A. J., 2000, Gestdo de recursos hidricos, pp. 1-120. In: D.
D. da Silva & F. F. Pruski (eds.), Gestdo de recursos hidricos: aspectos
legais, econémicos, administrativos e sociais. MMA/UFV/ABRH, Brasil,
659p.

ERICKSON, B. E., 2002, Analyzing the ignored environmental contaminants.
Environ. Sci. Technol., 36: 140A-145A.

FENT, K., WESTON, A. A., CAMINADA, D., 2006, Ecotoxicology of human
pharmaceuticals. Aquatic Toxicol., 76: 122-159.

FERNICOLA, N. A. G. G., 1987, Toxicologia ambiental y el laboratorio de
analisis toxicologicas. Toxicologia, 2: 73-88.

FRIEDEN, E. & LIPNER H., 1975, Endocrinologia bioquimica dos
vertebrados. Edgar Blucher Sdo Paulo, 131p.

GIESY, J. P., 2003, Endocrine disruptor mechanisms: beyond receptor binding.
in: integrating novel approaches to pollution research in terrestrial and
marine environments. Aberdeen, Scotland. September 8-10 (Keynote
Address). Disponivel em: http://www.msu.edu/~giesy/Giesy-keynote-
DEs.pdf/. Acesso em: 28 fev. 2007.

2. ALTERAGENE - todo fator ou substancia que promova uma alteragdo do meio ambiente em que for inserido.



32

GROSS, T. S., ARNOLD, B. S., SEPULVEDA, M. S. & Mc DONALD, K.,
2003, Endocrine disrupting chemicals and endocrine active agents. In:
D. J. Hoofman, B. A. Rattner, G. A. Burton Jr. & J. Cainns Jr. (eds.),
Handbook of ecotoxicology. 2" ed., Lewis Publish, CRC Press, Boca
Raton, Florida, FL (eletronic version).

BURTON Jr. & J. CAIRNS Jr. (eds.). Handbook of ecotoxicology. 2™ ed.,
Lewis Publish, CRC Press, Boca Raton, Florida (electronic version).

HERRICKS, E. E., 2002, Principios gerais de toxicologia, pp. 9-29. In: S.
Matsui (ed.) Diretrizes para o gerenciamento de lagos: gerenciamento
de substancias toxicas em lagos e reservatérios. ILEC/IIE, Sdo Carlos,
Sdo Paulo, 199p.

IPCS — INTERNATIONAL PROGRAMME ON CHEMICAL SAFETY, 2002,

Global assessment of the state-of-the-science of endocrine disruptors.
Geneva, 180p.

JACOBS, M., 2001, Unsafe sex: how endocrine disruptors work. Pesticide
Action Network (PAN). Briefing 4,. 14p. Disponivel em: http://www.pan-
uk.org/Publications/Briefing/safesex.pdf/. Acesso em: 28 jan. 2007.

JUBERG, D. R., 2000, An evaluation of endocrine modulators: implications
for human health. Ecotoxicol. Environ. Saf., 45: 93-105.

KAISER J., 2000, Panel cautiously confirms low-dose effects. Nature, 290:
695-697.

KHETAN, S. K. & COLLINS, T. J. 2007, Human pharmaceuticals in the
aquatic environment: a challenge to green chemistry. Chem. Rev., in press,
(published on web).

KOIFMAN, S. & PAUMGARTTEN, F. J. R., 2002, O impacto dos
desreguladores enddcrinos ambientais sobre a satide publica. Cad. Saiide
Piiblica, 18: 354-355.

LATHERS, C. M., 2002, Endocrine disruptors: a new scientific role for clinical
pharmacologists? Impact on human health, wildlife, and the environment.
J. Clin. Pharmacol., 42: 7-23.

LAWS, S. C., YAVANHXAY, S., COOPER, R. L. & ELDRIDGE, J. C., 2006,

Nature of the binding interaction for 50 structurally diverse chemicals
with rat estrogen receptors. Toxicol. Sciences, 94: 46-56.

MANAHAN, S. E., 2002, Toxicological chemistry and biochemistry. Lewis
Publishers, Boca Raton, FL, 425p.

McGOVERN, P. & Mc DONALD, H. S., 2003, Endocrine disruptors. The next
generation of regulatory concern? Water Environ. Technol., 15: 35-39.

MORI, C., KOMIYAMA, M., ADACHI, T., SAKURALI, K., NISHIMURA,
D., TAKASHIMA, K. & TODAKA, E., 2003, Application of
toxicogenomic analysis to risk assessment of delayed long-term effects
of multiple chemicals, including endocrine disruptors in human fetuses.
Environ. Health Perspect., 111: 803-809.

MULTIGNER, L. & OLIVA, A., 2002, Secular variations in sperm quality:
fact or science fiction? Cad. Satide Publica, 18: 403-412.

NAS — NATIONAL ACADEMY OF SCIENCE, 1999, Hormonally active
agents in the environment. Washington, 430p.

PICKERING, A. D. & SUMPTER, J. P., 2003, Comprehending endocrine
disrupters in aquatic environments. Environ. Sci. Technol., 37: 331A-
336A.

PILLIERE F., 2002, Perturbateurs endocriniens et effets toxiques. Documents
pour le Médecin du Travail., 92: 377-381.

RICHARDSON, S. D., 2004. Environmental mass spectrometry: emerging
contaminants and current issues. Anal. Chem., 76: 3337-3364.

ROUTLEDGE, E. J., BRIGHTY, G. C., WALDOCK, M. & SUMPER, J. P,,
1998, Identification of estrogenic chemicals in STW effluent. 2. in vivo
responses in trout and roach. Environ. Sci. Technol., 32: 1559-1565.

SADIK, O. A. & WITT, D. M., 1999, Monitoring endocrine disrupting
chemicals. Environ. Sci. Technol., 33: 368A-374A.

SANTE CANADA, 1998, Manuel sur la Santé et L'environnement a
L’intention des Professionnels de la Santé: Guide des Ressources. 191p.
Disponivel em: http://www.hc-sc.gc.ca/. Acesso em: 3 abr. 2001.

SAWYER, C. N., Mc CARTY, P. L. & PARKIN, G. F., 2003, Chemistry for
environmental engineering and science. 5" ed., McGraw-Hill Educations
(Asia) and Tsinghua University Press, China, 752p.

SERRANO, N. O., CABRERA, M. F. F.,, ENCINAS, R. P. & SERRANO,
F. O., 2002, Endocrine disrupting chemicals. Harmful substances and
how to test them. Cad. Saiide Publica, 18: 489-494.

SERVOS, M. R. & SERVOS M. C., 2006, Emerging chemicals derived from
municipal wastewater. In: W. A. Stubblefield, M. R. Servos, R. M. Gersberg,
C. Riley, D. Simpson, D. Smith & P. Wells (eds.), Scientific and technical
review: Capital Regional District core area liquid waste management
plan. Capital Regional District, Victoria, B.C. (Appendix to Expert Panel
Review), Waterloo, Ontario, Canada, 40p.

SERVOS, M. R., MUNKITTRICK, K. R., CAREY, J. H. & VAN DER
KRAAK, G. J. (eds.), 1996, Environmental fate and effects of pulp and
paper mill effluents. St. Lucie Press., Delray Beach, FL, 703p.

SETAC — SOCIETY OF ENVIRONMENTAL TOXICOLOGY AND
CHEMISTRY, 2000, Endocrine disruptors and modulators. Technical
Issue Paper (TIP), Pensacola, 5p.

SHUGHRUE, P. J. & MERCHENTHALER, I., 2000, Estrogen is more than
just a “sex hormone”: novel sites for estrogen action in the hippocampus
and cerebral cortex. Front. Neuroendocrinol., 21: 95-101.

SKAKKEBAEK, N. E., LEFFERS, H., MEYETS, E. R., CARLSEN, E. &
GRIGOR, K. M., 2000, Should we watch what we eat and drink? Trends
Endocrinol. Metab., 11: 291-293.

SPIRO, T. G. & STIGLIANI, W. N., 2000, Chemistry of the environment.
Prentice Hall, Tsinghua University Press, China, 356p.

THOMAS, J. A., 1998, Drugs and chemicals that affect the endocrine system.
Int. J. Toxicol., 17: 129-138.

TYLER, C. R. & ROUTLEDGE, E. J., 1998, Oestrogenic effects in fish in
english rivers with evidence of their causation. Pure & Appl. Chem.,
70: 1795-1804.

USEPA — UNITED STATES ENVIRONMENTAL PROTECTION AGENCY,
1998, Research plan for endocrine disruptors. 47p.



4.3 3° Artigo

Titulo: FARMACOS, ETEs E CORPOS HIDRICOS

Periddico: Revista Ambiente e Agua

33



34

Farmacos, ETEs e corpos hidricos

Ricardo Wagner Reis Filho!; Juliana Cristina Barreiro?; Eny Maria Vieira®
Quezia Bezerra Cass®

"Doutorando em Ciéncias da Engenharia Ambiental pela EESC/CRHEA — USP, Av. Trabalhador
Saocarlense, 400 — Centro, Caixa Postal 359, CEP 13566-590, Sdo Carlos - SP — Brasil.
E-mail: reisfo@yahoo.com.br.
2pgs-doutorado — Grupo de Sintese Organica e CLAE - Departamento de Quimica da UFSCar, Rodovia
Washington Luiz, Km 235 - Caixa Postal 676, CEP 13565-905, So Carlos - SP — Brasil.
E-mail: juliana.barreiro@gmail.com.
3Professora Doutora do DQFM/USP-IQSC, Av. Trabalhador Sdocarlense, 400 — Centro, Caixa Postal 359,
CEP 13566-590 Sao Carlos - SP — Brasil.
E-mail: eny@iqsc.usp.br.
*Professora Adjunta do Departamento de Quimica da UFSCar, Rodovia Washington Luiz, Km 235 - Caixa
Postal 676, CEP 13565-905, Sdo Carlos - SP — Brasil
E-mail: quezia@pq.cnpq.br.

RESUMO

Na ultima década, especial atengdo tem sido dada a presenga de compostos farmacéuticos
no ambiente aqudtico; uma vez que o aporte continuo e a persisténcia de varias dessas
substancias podem trazer danos irreversiveis a biota. Sendo assim, o desenvolvimento e
aplica¢do de novas tecnologias de tratamento que permitam a remogdo ou diminuigdo desses
contaminantes tem sido objeto de interesse na area de saneamento ambiental. Entretanto, a
ndo existéncia de programas especificos de monitoramento nas ETEs, impossibilita a
avaliacdo do comportamento dos farmacos nas plantas instaladas. O presente trabalho ilustra
os principais fatores envolvidos no aporte desses contaminantes e apresenta um alerta do
caminho a ser percorrido, na implementagdo de sistemas de tratamento adequados para
minimizar a deterioragdo dos ecossistemas aquaticos.

Palavras-chave: ambiente aquatico; contaminag@o; tratamento de agua.

Pharmaceutical drugs, WWTP and hydric bodies

ABSTRACT

In the last decade, special attention has been given to the presence of pharmaceutical
compounds in the aquatic environment; once that continuous supply and persistence of these
substances can be severally prejudicial to the biota. Thus, the development and application of
new technologies that allows the removal or a decrease in the content of these contaminants
has been the focus of the environment sanitation area. However, the absence of specific
monitoring programs at the waste water treatment plant (WWTP) does not allow the impact
evaluation of pharmaceutical drugs in the installed plants. This work discusses the factors
involved in the inflow of these contaminants in the environment, and call attention for the
implementation of adequate treatment systems to minimize the deterioration of the aquatic
ecosystems.

Keywords: aquatic environment; contamination; water treatment.
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1. INTRODUCAO

O desenvolvimento da indéstria farmacéutica, que hoje disponibiliza para o mercado
milhdes de substdncias com proposito terapéutico, acarretou colateralmente um grave
problema ambiental, o qual vem crescendo em atengdo e preocupagdo nas agéncias
controladoras do ambiente de vdrias nagdes (Garric et al., 2003). O aporte de substéncias
farmacologicamente ativas, denominadas “emergentes”, no ambiente advém do uso intenso e
extensivo no tratamento de doengas em seres humanos ¢ animais; sendo excretadas na forma
ndo metabolizada ou como um metabodlito ativo e introduzidas, principalmente, a partir do
lancamento via efluentes municipais e industriais nos corpos hidricos receptores das aguas
servidas (Chapman, 2006; Petrovic¢ et al., 2005; Calamari et al., 2003) (Figura 1).

r Farmacosem humanosgl

Descarte Metabolismo, excregio
. ETE
Aterro sanitario

Lengol fredtico |« » {Aguas superficias ) «—

Figura 1. Rotas simplificadas da entrada de firmacos nos ambientes
aquaticos.

A quantidade de farmacos ativos (PhACs) ¢ produtos de uso pessoal (PPCPs),
fragrancias, xampus, cosméticos, etc., que adentram ao ambiente em cada ano, ¢ estimada
como sendo similar ao total de pesticidas utilizados durante o mesmo periodo (Daughton;
Ternes, 1999). Sendo assim, a continua entrada pode levar a um aumento na concentragdo e
promover efeitos adversos os quais podem ndo ser facilmente percebidos nos organismos
aquaticos e terrestres (Petrovi¢ et al., 2005). Na Tabela 1, encontram-se apresentadas as
principais classes de farmacos com potencial de dano para organismos aquaticos (Boxall,
2004; Cunnigham et al., 2006).

Em termos de periculosidade, esses grupos de compostos possuem uma série de
agravantes: 1) Muitos sdo persistentes, assim como seus produtos de degradagdo; mesmo
aqueles que possuem meia-vida curta sdo passiveis de causar exposigdes cronicas devido a
sua introdugdo continua no ambiente; 2) Os farmacos sdo desenvolvidos para desencadearem
efeitos fisiologicos, e, conseqilentemente, a biota se torna mais suscetivel a impactos desses
compostos; 3) Embora a concentragdo de alguns farmacos encontradas no ambiente seja
baixa, a combinagdo deles pode ter efeitos pronunciados devido ao mecanismo de agdo
sinérgica.
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Tabela 1. Principais classes de farmacos com potencial dano para os organismos

aquaticos.

Farmacos Uso Terapéutico
Amoxicilina, tetraciclina, azitromicina, Antibiotico
ciprofloxacina, eritromicina
Diclofenaco, ibuprofeno Antiinflamatdrio
1 7a-etinilestradiol, 17B-estradiol, dietilbestrol, Hormonios
levonorgestrel, testosterona, tiroxina
Reserpina Anti-hipertensivo
Omeprazol, ranitidina Antiulceroso
Paracetamol, dipirona sodica, codeina, acido Analgésico
acetilsalicilico, tramadol
Captopril, propanolol, diltiazem, verapamil, Cardiovascular
lisinopril
Diazepam, fluoxetina, citalopram Antidepressivo

Dentre a variedade de farmacos com estruturas, fungdes e atividades diferentes,
existem aqueles que fazem parte do amplo grupo dos compostos disruptores endocrinos
(EDCs). Os EDCs sdo agentes exdgenos que interferem no sistema enddcrino, o qual
sumariamente pode ser descrito como o mecanismo responsavel pela manutengdo de fungdes
bioldgicas normais dos organismos por meio da sintese e secregdo de horménios (Lintelmann
et al., 2003). Sanderson et al. (2004), estudando a toxicidade de farmacos, demonstraram que
os hormonios sexuais encontram-se entre os mais toxicos para uma série de organismos
aquaticos, tais como: claddceros, peixes ¢ algas. Esses hormonios sintéticos sdo compostos
que agem como sinais ¢ desencadeiam suas fungdes mesmo em concentragdes extremamente
baixas (ordem de nanogramas), portanto, representam um perigo potencial para a biota
aquatica residente nos locais de despejo de efluentes ou esgotos in natura.

1.1. Adequacio das ETEs em uso no Brasil na remoc¢ao de PhACs

Em recente levantamento, o Instituto Brasileiro de Geografia e¢ Estatistica (IBGE,
2004) apontou que apenas 20,2% dos municipios brasileiros possuem condigdes de
esgotamento sanitario adequado com coleta e tratamento. Esse quadro, por si so, ¢
extremamente preocupante em razdo dos problemas de saneamento ambiental relacionados
com as doengas de veiculagdo hidrica. Fagundes (2003) estimou que, para cada dolar gasto
em saneamento, seriam economizados cem dolares em saude publica. Sendo que de acordo
com especialistas, o pais ainda necessita de investimentos da ordem de R$ 142,4 bilhdes para
sanar o déficit em coleta e tratamento (Sampaio, 2005).

Estudos de remogdo de farmacos em ETE’s brasileiras sdo raros e esparsos. Ternes et
al. (1999) e Stumpf et al. (1999) foram os primeiros a reportarem a presenga de hormdnios,
antiinflamatérios e antilipémicos em esgoto, efluentes e em aguas de rios no Estado do Rio de
Janeiro.

Em relagdo as ETE’s existentes, Oliveira ¢ Von Sperling (2005a; 2005b) compilaram ¢
avaliaram a eficiéncia de varios tipos de tecnologias, em razdo da remogdo de constituintes
“classicos” de aguas residudrias. Neste trabalho, estdo citadas como as mais comumente
empregadas no pais: i) Fossa séptica seguida de filtro anaerobio; ii) Lagoas facultativas, iii)
Lagoas anaerdbicas seguidas por facultativas; iv) Lodos ativados; v) Reatores UASB e vi)
Reatores UASB seguidos por pos-tratamento.

Considerando os sistemas citados anteriormente, a literatura internacional ¢ vasta e
diversificada em relatar os desempenhos dessas tecnologias na redugdo da concentragdo de
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farmacos. Jones et al. (2005) compararam o uso do sistema de lagoas (1) e tratamento com
lodo ativado (2) durante a remogdo do farmaco diclofenaco em lagos da Sui¢a, ¢ observaram
que a remogdo foi 76% maior no sistema 1. Sendo, o uso de sistemas de lagoas de
sedimentagdo importante durante a degradagdo de compostos, principalmente aos sensiveis a
“luz (Jones et al., 2005). Porém em razdo do numero expressivo de substincias que adentram
as unidades de tratamento, as taxas de remog¢do sdo bastante distintas, sendo desde nula a até
préximas de 100% (Svenson et al., 2003; Lee et al., 2003; Carballa, 2004).

Sistemas compostos por lagoa de aeragdo, sedimentagdo e lodo estdo entre os mais
utilizados durante o tratamento de efluentes nas ETEs brasileiras, no entanto a ndo existéncia
de um programa de monitoramento especifico nas ETEs, impossibilita o calculo das
quantidades de farmacos que adentram, e que sdo removidos nas estagdes. Principalmente
porque o clima local ¢ o regime de operagdo das unidades sdo fundamentais para se
determinar o comportamento dessas substincias durante a passagem pelas varias etapas de
tratamento.

Dentro do complexo panorama sanitario nacional, parece claro que as tecnologias
indicadas como proximas as ideais para remogdo desses poluentes sdo invidveis de serem
adotadas pelos orgios responsaveis pelo saneamento, devido ao elevado custo de
implantagdo. As tecnologias recomendadas (Drewes et al., 2002; Wintgens et al., 2002;
Andersen et al., 2003) sdo: i) Ozonizagdo, ii) Radiagdo UV, iii) Adsor¢do por carvio ativado,
iv) Filtragdo em membranas (nanofiltragdo), v) Tratamento terciario seguido de injegdo em
aqiiifero (soil-aquifer treatment - SAT), vi) Osmose reversa. Alguns pesquisadores ainda
recomendam a separagio das dguas de toalete das demais para serem especificamente tratadas
¢ disponibilizadas (Larsen et al., 2001; Escher et al., 2006).

Porém, depois que estudos regulares venham a ser implementados, algumas modificagdes
menores talvez possam ser empregadas nas ETEs operantes, como tentativas de se alcangar
uma melhor eficiéncia na remogdo de fairmacos. O aumento do tempo de retengdo hidraulica e
conseqiiente diminui¢do da taxa de produgdo de lodo (maior envelhecimento do lodo)
parecem trazer resultados positivos no decréscimo de certos compostos, devido ao incremento
da atividade microbiana (Metcalfe et al., 2003). Outra medida a se cogitar ¢ a construgdo de
sistemas alagados artificiais agregados as unidades de tratamento, as quais vém sendo ja ha
algum tempo avaliadas como uma alternativa viavel (relagdo custo-beneficio) para a redugdo
de cargas poluidoras (Greennway; Simpsons, 1996). Os sistemas alagados funcionam como
um filtro que retém e processam poluentes organicos, permitindo sua decomposi¢do em razao
da alta diversidade bioldgica existente. Embora sejam necessarios mais estudos, Matamoros ¢
Bayona (2006) comprovaram a viabilidade desses sistemas na remo¢do de farmacos em
efluentes.

De qualquer forma, além da busca de solugdes que propiciem a redugio/eliminagdo da
carga de produtos farmacéuticos, ¢ essencial a utilizagdo de ensaios de toxicidade especificos
na busca por atividade farmacodindmica nas aguas de langamento das ETEs.

1.2. Ecotoxicologia de PhACs

Residuos de farmacos em dguas de despejo ja sdo comumente reportados em varios
estudos (Drewes et al., 2005; Zhou et al., 2006). A presenga desses multiplos compostos
implica também multiplas vias de a¢do, podendo interferir significativamente na fisiologia, no
metabolismo e no comportamento das espécies; além de causar efeitos secundarios, os quais
podem alterar a defesa impnolégica de organismos tornando-os mais susceptiveis a presenca

de parasitas e doengas. E o caso, por exemplo, dos compostos pertencentes a classe dos
antibidticos, os quais sdo amplamente utilizados, ¢ sua emissdo no ambiente pode levar a um
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aumento na ocorréncia de bactérias resistentes e conseqiientemente mais nocivas (Petrovi¢ et
al., 2005).

Os métodos tradicionais empregados na avaliagdo da toxicidade em organismos
aquaticos por substincias quimicas parecem ndo ser suficientemente adequados. Sendo assim,
cabe ressaltar a importincia de estudos que propiciem em longo prazo verificarem a
influéncia de concentragdes consideradas ambientalmente relevantes a esses organismos.
Nesse sentido, institui¢des e Orgdos ambientais de diversos paises vém investindo em
pesquisas na procura de indicadores adequados aos efeitos desencadeados por farmacos
(Boxall, 2004; Jones et al., 2004; Chapman, 2006; Fent et al., 2006).

Os peixes por sua inerente importdncia ecologica ¢ econdmica estdo entre o0s
organismos mais investigados. A fisiologia de seu sistema reprodutivo ¢ regulada por
horménios similares aos dos mamiferos (Mills; Chichester, 2005), portanto, ¢ de se esperar
que efeitos ocorram quando do descarte de substdncias estrogénicas no meio aquatico.
Compostos esterdides usados como contraceptivos orais ¢ de reposigdo, sdo potentes ¢ podem
causar efeitos bioldgicos irreversiveis, mesmo quando presentes em baixas concentragdes,
sendo responsaveis pelas elevadas taxas de demasculiniza¢do e feminizagdo em peixes em
diversos ambientes aquaticos ao redor do mundo (Edwards et al., 2006).

Nesse contexto, a proteina vitelogenina (VTG) que serve de reserva alimentar para o
embriio em desenvolvimento dos vertebrados viviparos parece ser um biomarcador de
exposi¢do apropriado na avaliagdo dos efeitos de hormonios ou outra classe de farmacos que
mimetizam a agdo destes. Sua presenga em peixes machos s6 ¢ possivel mediante indugdo
externa, jA que a sua produgdo ¢ desencadeada pela atividade de hormdnios femininos
(Lintelmannn et al., 2003).

Assim sendo, as companhias de sanecamento devem se adequar e incluir em sua rotina,
variados testes ecotoxicolégicos com a finalidade de monitorar os possiveis efeitos deletérios
sobre a biota aquatica. Conforme ¢ frisado na nova resolugdio CONAMA 357/2005, em seu
capitulo IV inciso 1° “O efluente ndo devera causar ou possuir potencial para causar efeitos
toxicos aos organismos aquaticos no corpo receptor, de acordo com os critérios de toxicidade
estabelecidos pelo 6rgdo ambiental competente” (Brasil, 2005). Sem essa informagdo ¢
inaceitavel que as concentragdes de substincias potencialmente contaminantes presentes nas
descargas tenham outro valor além de zero.

2. CONCLUSAO

O controle da presenga de residuos de farmacos deverd ser mais uma variavel a ser
explorada durante o processo de gestdo das estagdes de tratamento de ecfluentes. Sua
monitora¢do na carga influente e efluente das estagdes ¢ de importincia crucial na estimativa
de impactos nos corpos hidricos receptores de despejos. Embora a implementagdo de uma
rotina de anélise seja impraticavel devido & enorme variedade de substancias, esforgos devem
ser efetivados ao menos para as classes comprovadamente mais toxica dos produtos de
degradacdo e metabolitos gerados. Enfase deve ser dada para ensaios ecotoxicoldgicos de
misturas complexas (efluentes), visando a observagdo de efeitos comprovadamente
desencadeados por farmacos.

Outro ponto fundamental na abordagem dessa problematica ¢ em relagdo ao
direcionamento de verbas publicas e privadas para pesquisas em engenharia hidraulica,
ambiental, quimica e saneamento com o objetivo de incentivar e promover pesquisas
aplicadas em tecnologias de detec¢do, degradag@o ¢ remogdo desses compostos ubiquamente
utilizados.
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CAPITULO 2: ANALISE
QUIMICA
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2.1 — INTRODUGCAO

O progresso recente das técnicas analiticas trouxe uma nova realidade
para os estudos ambientais. Centenas de substéncias que até entdo se
imaginava estarem presentes contaminando ou poluindo o ambiente, puderam
ser confirmadas em inumeras pesquisas (RICHARDSON & TERNES, 2005 e
SERVOS & SERVOS, 2006). Este novo quadro levou a concepgdo de um
termo, hoje de uso corrente na literatura cientifica especializada: Poluentes
Emergentes. Segundo LUBOVICH, 2005 a USGS (United States Geological
Survey) define poluentes emergentes como “qualquer microorganismo ou
quimico sintético ou natural o qual ndo é comumente monitorado no meio, mas
tém o potencial de adentrar ao ambiente e causar efeitos adversos para a
saude humana e/ou dos ecossistemas”. Porém de acordo com FIELD et. al.,
2006 a expressao poluentes emergentes € de dificil definibilidade, porque o
conceito de emergente é matéria de perspectiva assim como de momento.
Existem, porém duas categorias maiores para poluentes emergentes: 1)
Substancias conhecidas da industria e comércio, as quais anteriormente nao
eram categorizadas como poluentes e 2) Novas substancias introduzidas no
ambiente, tais como farmacos, cosméticos, pesticidas, etc.

Fato, é que esta nova perspectiva de avaliagdo ambiental onde
determinagdes de ordem infimas (ug.L”' ou ng.L") podem ser executadas,
acarretou uma mudanca de direcionamento em que o “nada” passa a significar
“alguma coisa”. Essa é a interpretagdo exata dada por SILVA et al., 2002 e
RAJAPAKSE et al., 2002 em que misturas de elementos em baixissimas
concentragbes sao passiveis de desencadear efeitos pronunciados sobre a
biota, particularmente desregulagdes enddcrinas.

Neste contexto, ndo somente novos ambientes devem ser investigados,
mas também aqueles ja tradicionalmente estudados ou monitorados
necessitam ser reavaliados com o objetivo de proporcionar respostas mais

aprimorada sobre a situacdo dos espacos ambientais.
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2.2 — OBJETIVO ESPECIFICO

- Verificar a presenca/auséncia de substancias desreguladoras enddcrinas,
especificamente os hormdnios sexuais estrogenos (17 B-estradiol (E2), estrona
(E1) e o sintético 17 a-etinilestradiol (EE2)) nas aguas e sedimentos do Rio do

Monjolinho.

2.3 — CONSIDERAGOES SOBRE OS PROCEDIMENTOS
DESENVOLVIDOS

A validagcédo do processo experimental de toda a metodologia aplicada
para a analise quimica dos hormdnios estrogénicos foi realizada de maneira
conjunta e complementar através do desenvolvimento de trabalho de mestrado
com tematica direcionada para a otimizagdo das técnicas analiticas utilizadas
(consultar a dissertagdo de DE ARAUJO, 2006).

Porém algumas observagdes pertinentes devem ser expostas:

1) Os limites de deteccdo e quantificacdo foram estabelecidos
experimentalmente através da analise de misturas padrdo dos horménios
estudados, adicionados em amostras de agua do Rio do Monjolinho e também
em preparagbes de esgoto sintético. Os calculos realizados através do
programa computacional Validate 1.0 (LANCAS, 2004) retornaram os valores

contidos na Tabela 3.

Tabela 3 - Limites de detecgéo (LD) e quantificagao (LQ) para os horménios
estudados.

Horménios LD (mg.L™) LQ (mg.L™)
17B-estradiol (E2) 0,0769 0,231
17a-etinilestradiol (EE2) 0,0833 0,250
Estrona (E1) 0,0800 0,240

Assim, considerando a pré-concentracédo de 500 vezes dos analitos,
uma vez que 250,0 mL de amostra do rio sdo submetidas a SPE (extracdo em

fase solida) em cartuchos de octadecilsilano (C,g), resultando em 0,5 mL de
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extrato final, a metodologia aplicada, extracado em fase sélida e analise em
cromatografia liquida com detector de fluorescéncia (HPLC-Fluorescéncia),
possibilitou a analise de amostras com concentragdes de 28,2 ng.L'1 de E2
(estradiol), 240 ng.L™" de E1 (estrona) e 45 ng.L™' de EE2 (etinilestradiol). Estes
valores a excegcdo do E1 sdo mais proximos aqueles encontrados no meio
ambiente, porém ainda elevados. Portanto optou-se pelo exame dos hormdnios
E2 e EE2 nas matrizes obtidas e pela fortificagdo das amostras com 200 ng.L™
para assegurar em grau mais elevado a certeza das respostas geradas.

2) A fortificagdo ou dopagem foi possivel devido aos excelentes percentuais de
recuperacado (média de 102 % para E2 e 99% para EE2) obtidos em estudos
prévios com esgoto sintético.

3) Para as duas ultimas campanhas de coleta foi incluido um ponto extra,
denominado de P3, em razdo de obras hidraulicas que estavam ocorrendo no
Rio do Monjolinho e também por se tratar de um ponto préximo ao Shopping
Center da cidade. Neste local foram notadas visualmente varias manchas de
Oleo e fluxos de dejetos humanos, sendo anterior ao ponto 4 onde teoricamente
100% dos esgotos sédo despejados. Coletas de sedimentos também foram

efetuadas durante a ultima campanha amostral.

2.4 — MATERIAIS E METODOS

2.41 — PONTOS DESIGNADOS PARA AMOSTRAGEM NO RIO DO
MONJOLINHO

Dentro do sistema de gerenciamento de recursos hidricos do Estado de
Sao Paulo, o qual prioriza a bacia hidrografica como unidade basica para
estudo, planejamento e gerenciamento, a area foco deste estudo esta inserida
na unidade UGRHI — 13, denominada de Tieté — Jacaré e qualificada como em
processo de industrializagéo (Lei Estadual n® 9034/94 de 27.12.1994).

A sub-bacia do Rio do Monjolinho situa-se na regido centro-norte do
Estado, localizada entre os paralelos 21°57’ e 22°06’ de latitude sul e os
meridianos 47° 50° e 48°05 de longitude oeste (IBGE, 1971). O Rio do
Monjolinho nasce proximo da periferia da cidade de Sao Carlos e a cruza no

sentido Leste-Oeste, tendo uma extens&o de aproximadamente 43,25 Km (SE,
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1992). Na area urbana é canalizado e recebe a contribuicdo de diversos
tributarios e de esgotos domésticos e industriais (ESPINDOLA, 2000), sua
classificagdo ¢ de classe 4 pelo Decreto Estadual n° 8648 de 8.9.1976 (SAAE,
2004). De acordo com relatério técnico (CBH-TJ, 2000) 1100 industrias entre
as quais as de alimentos, curtumes, téxtil, metalurgia, papel e tintas sao
passiveis de contaminar o rio. Apos atravessar o centro urbano, o Rio do
Monjolinho percorre areas agropastoris até desaguar em outro curso d’agua o
rio Jacaré-Guagu.

A Figura 5 indica precisamente a localizagdo da bacia hidrografica do rio
do Monjolinho e as estagbes selecionadas para amostragem. A escolha dos
locais de amostragem incorporou nao somente os processos longitudinais, mas
também as influéncias laterais sobre o rio. Outro fator considerado foi em
relacdo a trabalhos anteriores realizados no ambiente de estudo. Pesquisas
nas bibliotecas da Universidade Federal de Sao Carlos (UFSCar) e da Escola
de Engenharia de Sao Carlos (EESC) retornaram trabalhos (dissertacbes e
teses) abordando diferentes aspectos limnologicos, destaques para a obra de
ESPINDOLA et al., 2000 a qual aborda varias facetas da bacia hidrografica do
Rio do Monjolinho e também para a dissertacdo pioneira de SE, 1992. Assim,
na medida do possivel, procurou-se a sobreposi¢cdo dos pontos amostrais para

gerarem dados que permitam uma discussao futura mais consistente.
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Figura 5 — Localizagdo dos pontos amostrais na bacia hidrografica do Rio do
Monjolinho (Modificado de SE, 1999). Seta indica a diregdo nascente — foz.
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PONTO 1: NASCENTE. O Rio do Monjolinho nasce no planalto de Sao Carlos,
a leste do municipio.

Latitude: 22°00°33” S; Longitude: 47°50°07” O.

PONTO 2: CONFLUENCIA. Ponto onde o Rio do Monjolinho recebe a
contribuigdo do corrego tributario Tijuco Preto.

Latitude: 22°00°10.5” S; Longitude: 47°54°00.5” O.

PONTO 3: SHOPPING. Ponto nas imediacbes do shopping da cidade, no
encontro com o tributario Gregorio.

Latitude: 22°00°28.3” S; Longitude: 47°54°27.1” O.

PONTO 4: LANCAMENTO. Ponto onde 100% (teoricamente) dos esgotos
domésticos do municipio sao langados “in natura” no rio.

Latitude: 22°01°19.6” S; Longitude: 47°54°50.5” O.

PONTO 5: FOZ. O desague do Rio do Monjolinho se da a oeste do municipio
no rio Jacaré-Guacu.

Latitude: 22°03’'32.2” S; Longitude: 48°05°22.8” O.

2.4.1.2 — Procedimentos para coleta das amostras

A estratégia amostral foi tragada para investigar possiveis alteracbes na
presenca e concentracdo de E2 e EE2 no sentido longitudinal na diregcao
Nascente-Foz. Assim foram efetuadas coletas nos meses de abril e agosto de
2005 e janeiro e setembro de 2006, sempre no periodo da manha. As amostras
de agua foram recolhidas do alto de pontes através do langamento de balde
(Figura 6), exceto para a nascente onde os frascos foram completados
diretamente, sendo imediatamente transferidas para frascos ambar e
acidificadas com HCL 40% (1 mL por litro) para cessar a atividade microbiana.
Os sedimentos foram coletados manualmente através de pa de inox e
acondicionados em frascos plasticos e resfriados. Para complemento do
estudo, sonda multieletrodo (Horiba U-10) foi utilizada para obtencdo de dados
fisico-quimicos da agua. Amostras de agua foram separadas para

determinagdes de alguns parametros chave em dois dos periodos amostrados.
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Figura 6 — Amostragem de agua em trecho urbano (foto da esquerda) e rural
(foto da direita) no Rio do Monjolinho.

2.4.2 — Técnicas de analises quimicas

Para a analise dos hormoénios, 5 replicatas de cada ponto foram feitas
em até 48 horas apds a coleta. Os procedimentos seguiram as metodologias
propostas por DE ALDA & BARCELO, 2001a e GOMES et al., 2003 com
algumas modificagdes. As amostras de agua foram filtradas através de filtro de
acetato de celulose de porosidade 0,45 um e fortificadas com 200 ng.L™" de E2
e EE2 (Sigma-Aldrich, > 98 % de pureza). Imediatamente 250 mL (cada
réplica) foram submetidos a extracdo em fase soélida (SPE) executada em
cartuchos contendo o adsorvente C-18 (500 mg/6mL J.T. Baker Bakerbond)
sendo o eluido deste processo conduzido para determinacdo cromatografica
(Cromatografo SLC-10A, Shimadzu) no modo isocratico (acetonitrila/agua
48:52) acoplado a detector fluorimétrico (RF-551 Shimadzu). Para os
sedimentos foi desenvolvido e otimizado um procedimento analitico baseado
em DE ALDA & BARCELO, 2001b, PETROVIC et al., 2001 e LEE et al., 2003,
sendo também avaliados quanto a granulometria (SUGUIO, 1973) e teor de

matéria organica (TRINDADE, 1980). Apesar de envolver varias etapas de
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manipulacdo da amostra, necessarias para promover a desor¢ao dos analitos,
as recuperacgoes testadas em sedimentos dopados com padrdes, mostraram a
confiabilidade da metodologia a ser utilizada. As condigdes cromatograficas
foram as mesmas das amostras liquidas. Os protocolos analiticos usados para
as determinagbes dos hormbnios estrogenos podem ser vistos
esquematicamente nas Figuras 7 e 8. Brancos de campo e de laboratério foram
processados do mesmo modo das amostras ambientais.

As andlises de cloretos, sulfatos, DBOs (demanda bioquimica de
oxigénio) e coliformes fecais foram conduzidas de acordo com APHA 1998 e
DE MACEDO 2003.

Para propdsito estatistico, analise de variancia (ANOVA) foi executada
em um nivel de significancia de p<0.05 e testes apropriados de comparagdes
entre médias foram aplicados. Todos os dados sdo apresentados como média

+ desvio padrédo, a menos que outra notagéo seja especificada.

Condicionamento do Cartucho (SPE)

_________________________

Filtracdo da Amostra Percolagdo da Amostra

5 mL MeOH 7 mL ACN 5mL H,0 0,45 um 250 mL
Secagem do .
Extrato Eluido em Eluigao Secagem do Cartucho Lavagem do Cartucho
Atmde N, 6 mL ACN 1 h sob Vacuo 5 mL H,O Milli-Q
Reconstituicdo do Extrato
—> | HPLC
5 mL MeOH

Figura 7 — Fluxograma dos passos usados para a andlise dos horménios
estrogénicos nas amostras de agua.
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......................................................... X Ultra-Sonificag&o

Condicionamento do Cartucho (SPE) : Sedimento (5 min cada / Reserva)
¢ : Liofilizagao
i 5mLMeOH 7mLACN 5mLH,0 i (59) ¢ 25+15+15 mL

L S PR PP PP P PP PP P PP TIT I MeOH-ACN 1:1, viv

Redissolugao Roto-Evaporagdo Centrifugagao
2 mL MeOH-ACN 1:1 (Combinagéo das 3 Fragbes 4000 rom 5 min
18 mL H,0 Mili-Q Centrifugadas ) P
Lavagem do Cartucho Secagem do Cartucho
| Purificagdo do Extrato (SPE) Ii 5 mL H,0 Milli-Q 1 h sob Vacuo
Reconstituigio do Extrato Secagem do Eluigado
HPLC G— ¢ Extrato Eluido em ¢
5 mL MeOH Atm de N, 8 mL ACN

Figura 8 — Fluxograma dos passos usados para a analise dos hormonios
estrogénicos nas amostras de sedimentos.

2.5 - RESULTADOS E DISCUSSAO

As concentragdes do hormoénio etinilestradiol (EE2) determinadas nas
amostras de agua do rio estdo sumarizadas na Tabela 4. Somente na ultima
coleta e apenas o ponto 4, foi observada a presenga do estradiol E2 na
concentracdo de 27,5 + 3,18 ng.L™'. Estes dados possivelmente refletem a
maior labilidade do E2, pois sua taxa de degradacado é cerca de 10 vezes
superior quando comparada a do EE2 (JURGENS et al., 1999, LANGSTON, et
al., 2005). A resisténcia a degradacdo do EE2 é destacada em artigo recente
de JOHNSON et al., 2007 que avalia a eficiéncia dos métodos disponiveis para
tratamento de efluentes. A maior estabilidade a clivagem ou a agao microbiana
do hormoénio sintético em relagdo aos naturais (FUJII et al., 2002, WEBER et
al., 2005) pode também justificar sua evidéncia nas aguas do Rio do
Monjolinho. Ainda, o E2 é facilmente convertido em estrona (E1), seu produto
de degradacéao, (SUIDAN et al., 2005) diminuindo, portanto a concentragéao de
ambos no ambiente e assim necessitando de métodos mais sensiveis para a

determinacao destes horménios.
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Tabela 4 - Valores médios do hormdnio estrogeno sintético etinilestradiol (EE2)

encontrados nas campanhas de coleta no Rio do Monjolinho.

EE2 Conc. (ng.L™")
Local de Coleta Abril Agosto Janeiro Setembro
2005 2005 2006 2006
P1 nd nd nd nd
P2 21.40+2.03 | 20.5+2.95 16.7 £ 2.15 11.4 +3.30
P3 ND ND 19.3£1.83 12.1+£2.07
P4 29.36 £1.38 | 30.1 £ 3.41 21.9+210 18.6 +£2.73
P5 nd nd nd nd
nd n&do detectado
ND n&o determinado

Avaliando-se os parametros analisados, apenas o pH manteve-se
razoavelmente homogéneo entre os pontos (média de 7,06) sendo levemente
mais acido na nascente (média de 6,69). Quanto aos demais, os graficos
(Figuras 9 e 10) indicam nitidamente a existéncia de alteracbes entre os pontos
amostrais. No escopo desta pesquisa, a agregacédo destes parametros visa
ratificar a premissa da perda espacial de atributos do corpo hidrico no sentido
da nascente até a foz e nao avaliar em detalhes limnolégicos as aguas do rio,
fato ja bem documentado entre outros textos em MARINELLI et al., 2000 e
NOVELLI, 2005. Neste sentido, os locais selecionados para amostragem
apresentaram diferencas acentuadas em comparagao ao ponto de coleta na
nascente, principalmente os pontos P3 e P4 (area urbana), onde todos os
parametros apresentaram valores significantemente diferentes (o = 0,05, Teste
de Tukey) quando comparados a P1 para ambos os periodos amostrais. Este
gradiente de elevacao permite inferir uma correlagdo positiva ou direta entre o
aumento das concentragbes do EE2 e uma menor qualidade das aguas do Rio
do Monjolinho. Esta correlacdo pode ser visualizada através de um fluxograma

simples (Figura 11) ndo sendo causal e sim complementar.
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DBO CcoT
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80 10
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2
0+ T T T 0 . .
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Oxigénio Dissolvido Coliformes Fecais AAgo/05
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1
0 5 12
8 £ 10
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g 4 S 4
2 2 2
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Figura 9 — Valores médios determinados para a Demanda Bioquimica de
Oxigénio (DBO), Carbono Orgéanico Total (COT), Oxigénio Dissolvido e
Coliformes Fecais nas estag¢des de coleta no Rio do Monjolinho nos meses de
agosto de 2005 e janeiro de 2006.

Condutividade
A Ago/05
= Tan/NA
200
150
E. 100
2]
3
50
04 . .
1 2 3 5
Pontos Amostrais
Cloretos Sulfatos
A Ago/05 A Ago/05
16 - Tan/NA 16 = Tan/NA
14 14
12 12
. 10 . 10
- -
o 8 o 8
E 6 E 6
4 4
2 2
0 -+ T T T 0 4 T T T
2 3 4 5 2 3 4 5
Pontos Amostrais Pontos Amostrais

Figura 10 - Valores médios determinados para a condutividade, ions cloreto e
ions sulfato nas estagdes de coleta no Rio do Monjolinho nos meses de agosto
de 2005 e janeiro de 2006.
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< Qualidade das Aguas
Segmento Urbano

zp

Figura 11 — Correlagdo entre o aumento das concentragdes de etinilestradiol
([EE2}) e somatorio dos parametros de qualidade de agua (2.p) resultando em
deterioragdo das aguas do Rio do Monjolinho.

Para os sedimentos coletados em setembro/2006 e apenas as amostras
coletadas no ponto P4, verificou-se a presenca do EE2 na concentragdo de
33,10 + 3,34 ng.g". As caracteristicas granulométricas e o teor de matéria

organica sao apresentados nas Figuras 12 e 13.

100% | oy =
80% - I m Argila

. m Silte
. 60% 1 ] 0 Areia Fina
° 209, O Areia Média
0 —

m Areia Grossa

20% - ! I @ Pedregulho Muito Fino
v B =

PT1 PT2 PT4 PT5

Pontos Amostrais

Figura 12 — Composigao granulométrica dos sedimentos do Rio do Monjolinho
(Coleta 4). Ponto 3 ndo amostrado por ser constituido de pedregulhos e seixos.
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Matéria Organica no Sedimento

100 -

80 -

60 -

%

40 -

20

PT1 PT2 PT4 PT5
Pontos Amostrais

Figura 13 — Teor de matéria organica (MO) nos sedimentos do Rio do
Monjolinho (Coleta 4). Ponto 3 n&o amostrado por ser constituido de
pedregulhos e seixos.

As caracteristicas granulométricas dos sedimentos do rio pouco
variaram entre as estagdes amostrais, apenas no ponto 4 pouco antes da
confluéncia com o rio Jacaré-Guagu as fragdes de silte e argila estiveram
presentes em maior propor¢do. A grande quantidade de matéria organica
presente neste ponto amostral, permitiu classificar os sedimentos como
organicos (ESTEVES, 1988), é interessante observar que mesmo tendo
particulas mais grosseiras os teores de MO sao elevados principalmente no
sentido montante-jusante. Este fato provavelmente decorre da influéncia
antropogénica possivelmente relacionada ao langamento de esgotos sanitarios
e alteracbes as margens do rio que provocam desagregagédo e fluxos de
materiais para as aguas.

Embora a concentracdo de EE2 encontrada no Rio do Monjolinho
(méximo de 33,51 ng.L™"), estejam acima dos valores comumente reportados
na literatura internacional (< 10 ng.L™) para rios e efluentes (LANGSTON et al.,
op. cit. e KUSTER et al., 2005), os niveis estdo de acordo com locais
particularmente  suscetiveis a contaminagdo (pequenos rios com
desembocadura de esgotos in natura).

Dentre importantes estudos que apresentaram esta mesma magnitude
para EE2, destacam os de SHEN et al., 2001 com 30,8 ng.L”" no delta do
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Yangtze (China); o de DE ALDA & BARCELO, op. cit. que avaliaram
sedimentos da regido da Catalunha (Espanha) e constataram concentragdes
de até 22,8 ng.g”. KOLPIN et al., 2002 em uma ampla investigagdo de rios
impactados nos Estados Unidos encontrou concentragbes médias de 94 ng.L'1.
POJANA et al., 2004 ao estudarem algumas estacbes da lagoa de Veneza
(Itélia) encontraram concentragdo de 34 ng.L"; e o de BAREL-COHEN et al.,
2006 que reporta concentracdes acima de 40 ng.L'1 para alguns tributarios do
rio Jordao (Israel) com elevados valores de DBO.

A DBO e os coliformes fecais sdo indicadores tradicionais da
contaminagdo e rios por esgotos, portanto no segmento urbano do Rio do
Monjolinho, especificamente nos pontos P3 e P4, onde estes valores foram
maximos, € confirmada a existéncia desta importante fonte de poluentes. De
acordo com a CETESB, 2004 e SUAREZ & PUERTAS, 2005 corpos d’agua
impactados por langamentos de efluentes apresentam valores elevados destes
parametros, incluindo-se os ions cloreto e sulfato. Desta forma, estes
parametros também podem indicar de modo indireto a possibilidade de
existéncia de hormonios devido a sua fonte de origem em comum.

Registros nacionais vinculando horménios estrogénicos como
contaminantes sdo muito raros. O trabalho de TERNES et al., 1999 parece ser
o pioneiro, e até entdo exclusivo, nesta area onde sao relatadas as
percentagens de estrogénicos presentes na ETE de Penha no Estado do Rio
de Janeiro e seu comportamento durante as fases de tratamento. Porém em se
tratando do ambiente, apenas recentemente estudos vém sendo
desenvolvidos. Na regiao de Campinas/SP em tese de doutorado Ghiselli
encontrou concentragdes altamente expressivas de varios interferentes
enddcrinos e produtos farmacéuticos, tendo o EE2 alcangado valores entre 1,2
— 3,5 ug.L™" para agua superficial de rios e de 1,6 — 1,9 ug.L™" em agua potavel
(GHISELLI, 2006). No mesmo grupo de pesquisa SODRE et al., 2007
reportaram concentragdes maximas de até 2510 ng.L™" para E2 e 310 ng.L™
para EE2 em pontos amostrais localizados na bacia do rio Atibaia.

Nestes dois ultimos levantamentos as concentracbes descritas sao
atipicas, ndo encontrando par em nenhuma regido do mundo até agora
avaliada. Todavia talvez algumas consideragbes possam ser aplicadas para

auxiliar na interpretacao destes dados (principalmente para o EE2), e também
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para os encontrados no Rio do Monjolinho (embora em comparacédo estes
sejam bem menores). Assim temos:

1) O déficit em saneamento (infra-estrutura e tecnologias) com o Brasil
tendo cerca de 80% dos seus municipios sem tratamento de esgotos (IBGE,
2004) o que acarreta a contaminagao direta dos corpos hidricos recebedores
deste passivo;

2) O EE2 é utilizado em terapias de reposi¢ao hormonal e como principal
componente em pilulas contraceptivas (ARIE, 2004) e segundo estudos de
JOHNSON & WILLIANS 2004, 40% das doses ingeridas nos anticoncepcionais
chegam até os esgotos aumentando, portanto a carga destes agentes nas
aguas residuarias e, por conseguinte no ambiente;

3) De acordo com dados do IMS Health (2006), entre os 10
medicamentos mais vendidos no Brasil, em milhdes de toneladas, 4 sé&o
anticoncepcionais.

Ja especificamente para Sdo Carlos, temos uma cidade dita universitaria
onde teoricamente o uso de anticoncepcional € alto, principalmente na faixa
etaria abaixo dos trinta anos (VIEIRA, 2001). Logo, pode-se inferir que a
conjungado de varios fatores, em maior ou menor grau, contribui para que a
concentracdo de horménios seja mais elevada em determinados locais quando

comparado a outros em situagdes dessemelhantes.
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3.1 —INTRODUGAO

Aquisicbes de respostas em niveis celulares e sub-celulares é um
importante ramo da ecotoxicologia moderna. A procura por biomarcadores de
exposicao e efeitos decorrentes do contato com substancias variadas tem se
tornado cada vez mais freqiente e mesmo imprescindivel em muitos estudos
de avaliagdo e monitoramento que se utiliza de organismos como indicares das
condi¢gbes ambientais.

Os poluentes podem afetar os sistemas bioldégicos em varios niveis,
porém todos inicialmente atuam alterando propriedades estruturais e/ou
funcionais de moléculas essenciais para as atividades celulares (JAGOE &
NEWMAN, 1996). Estas mudangas que em primeiro plano afetam as organelas
e células desencadeiam uma série de efeitos que podem resultar até em
alteragdes em niveis superiores de organizagdo (ARUKWE, 2001). Na Figura
14 é esquematizada esta “transferéncia hierarquica” de efeitos em peixes
expostos a ED.

Nesta raz&o, amostras de sangue e tecidos de exemplares de peixes
capturados em campanhas efetuadas no Rio do Monjolinho foram recolhidas
com o intuito de se verificar alteragdes decorrentes da presenca de substancias

estrogénicas no ambiente fluvial.

3.1.1 — Animais e Pesquisa: Responsabilidade Etica

Cada forma de vida € o bem supremo para Si mesma.
(Rubem Alves)

O respeito para com o0s animais experimentais (animais-testes ou
cobaias) é uma regra vital para o desenvolvimento de pesquisas centradas em
principios éticos. Em 1789, Jeremy Bentham (de acordo com ZURLO, et al.,
1994) escrevia: “A questdo, ndo €& se os animais tém a capacidade de
raciocinar ou mesmo comunicar, mas sim de sofrer?”.

A utilizagdo de organismos em pesquisas tem permitido o avango em
diversas areas do saber. Nas ciéncias ambientais, particularmente em estudos
ecotoxicolégicos, ela é fundamental, pois a analise quimica isolada ndo pode
determinar a toxicidade para a matéria viva. Sendo a saude dos organismos
um reflexo direto da qualidade do ambiente (BROWDER, 1988). Em relacao
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aos peixes, dois trabalhos recentes e opostos tém gerado vigorosas
discussdes. ROSE, 2002 argumenta que a auséncia de certas estruturas
cerebrais torna os peixes incapazes de sentir medo ou mesmo dor, por outro
lado, SNEDDON et al., 2003 através de experimentos comportamentais e
respostas nervosas concluiram que o0s peixes “experimentam” dor.
CHANDROO et al.,, 2004 fazem uma importante revisdo sobre a questao,
abordando varios aspectos que permeiam os trabalhos citados.

Os peixes, enquanto vertebrados, possuem um sistema nervoso
desenvolvido e com varias terminagées que se distribuem ao longo do corpo
(SCHIMDT-NELSON, 1990), estando desta forma suscetivel a insultos
diversos. Como a dor € uma percepgao, e, portanto sem dimensao fisica
(KITCHELL & JOHNSON, 1985) sua definicdo mesmo em termos humanos
torna-se relativa. Assim, embora ndo possamos conhecer exatamente como
um animal “experimente” ou perceba a dor, rege o bom senso, considerar
qualquer estimulo que “ndés” humanos aceitariamos como dor, passivel de
infringir sofrimento aos organismos.

Importantes sociedades cientificas como a American Society of
Ichthyologists and Herpetologists (ASIH), a American Fisheries Society (AFS),
e o American Institute of Fisheries Research Biologists (AIFRB) ja em 1988
denotavam preocupacao quanto as formas de conduzir pesquisas envolvendo
peixes, elaborando um manual de procedimentos (ASIH, AFS, AIFRB, 1988).
Sentindo a necessidade de uma abordagem mais ampla em relagdo aos
cuidados (bem-estar) para com os peixes em pesquisas, o Canadian Council
on Animal Care (CCAC), organizacdo canadense que gerencia a prote¢cao aos
animais, elaborou um “guideline” detalhado que sistematiza os cuidados a
serem observados no emprego de peixes em pesquisas (CCAC, 2005).

O principio dos “3Rs — Reduce, Refine, Replace”

deve, na medida do
possivel, também ser aplicado em experimentos envolvendo animais aquaticos
visando diminuir a quantidade de sacrificios necessarios para obterem-se
respostas. Como CAIRNS, 2003, propriamente enfatiza a utilizacdo de
qualquer forma de vida em pesquisa s6 deve ser concebida com a expectativa
que seja benéfica; ou remontando a ARISTOTELES: “Toda arte e toda

investigacédo, bem como toda acgédo e toda escolha, devem visar a um bem.”

! Disponivel em: http:/grants.nih.gov/grants/policy/regulatoryburden/animalcare.htm , Acessada em
10/01/2005
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Frente ao exposto fica manifesto que todos os procedimentos cientificos
adotados nesta pesquisa seguiram normas que assegurassem praticas dignas

para com 0s organismos capturados.
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E: ECOSSISTEMA AFETADO

T

Resposta Reprodutiva Abaixo dos Valores Criticos para
Manutencdo de uma Populacdo Estavel

T

D: EFEITOS POPULACIONAIS

T

Redugdo na Fecundidade,
Fertilizagdo, Eclosdo,
Declinio na Viabilidade
Embrio-Larval, Estrutura
Populacional Alterada, etc.

T

D: EFEITOS REPRODUTIVOS INDIVIDUAIS

T
Decréscimo na Qualidade dos Imunossupressio, Reducdo na Prejuizo para o Desenvolvimento e
Gametas, Mudangas  nas Qualidade e Quantidade dos Sobrevivéncia, Atrasos na
Caracteristicas Sexuais Gametas Metamorfose ou Maturac¢do Sexual
Secundarias

C: EFEITOS COMPORTAMENTAIS E MORFOLOGICOS

/ 1 A

Alteragdes nas Desbalanco na Sintese
Sinteses Efeitos no Sistema de Enzimas e
Proteicas Neuro-Endécrino Hormonios

t el

B: RESPOSTAS MOLECULARES, CELULARES E BIOQUIMICAS

<
_— t N

ED Estresse Deficiéncia
exogeno Ambiental Nutricional

A: EXPOSICAO A POTENCIAS CONTAMINANTES AMBIENTAIS

By

Figura 14 - Visualizagdo seqlencial dos efeitos desencadeados devido a exposicéo a
contaminantes. No esquema fica evidenciada a importancia das respostas moleculares
como “sinais precoces de efeitos” (early warning signals) para todo o sistema. (Adaptado
de ARUKWE, 2001).
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3.2 - OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Verificar se algumas espécies de peixes, que habitam as aguas do Rio do
Monjolinho, apresentam indicios de efeitos devido a contaminagdo por

compostos desreguladores endocrinos.

- Desenvolver uma técnica em biologia molecular que propicie a avaliagdo de

exposicao a DE (biomarcador Vtg mRNA) para a tilapia Oreochromis niloticus.

3.3 — CONSIDERAGOES SOBRE OS PROCEDIMENTOS
DESENVOLVIDOS

Nesta etapa da pesquisa duas linhas de analise foram aplicadas em
razdo da busca por respostas mais aprimoradas. Assim, como em uma
varredura inicial de indicios de efeitos, técnicas eletroforéticas foram aplicadas
em aliquotas de sangue dos peixes mais comumente capturados nas aguas do
Rio do Monjolinho. Posteriormente, devido a reavaliagbes dos resultados até
entao obtidos, ficou patente a necessidade de um significativo refinamento para
caracterizagdo em grau elevado dos efeitos desencadeados por substancias
estrogénicas no ambiente investigado. Portanto, a reagdo em cadeia de
polimerase reversa (RT-PCR) foi aplicada em tecidos hepaticos para a tilapia
Oreochromis niloticus, organismo selecionado como biomonitor.

Deve-se frisar que embora os métodos de biologia molecular utilizados
sejam bem definidos e de uso comum nos laboratorios credenciados para estas
analises de alta tecnologia, a metodologia desenvolvida e direcionada para
estudos ambientais em ecossistemas aquaticos brasileiros associados a

contaminagao por desreguladores enddcrinos possui ineditismo.
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3.4 — MATERIAIS E METODOS
3.4.1 — Captura dos Peixes

Duas coletas, Outubro de 2004 e Janeiro de 2005, foram realizadas
através de tarrafas (malha fina de 3 mm entre nés) na area urbana do Rio do
Monjolinho (pontos arbitrarios em fungdo da suspeita da presenga de esgotos
langados de forma clandestina) para obtengao de espécimes de peixes visando
estudos com a proteina vitelogenina (Figura 15). Inicialmente apenas 4
exemplares machos de Oreochromis niloticus foram obtidos em um total de 20
recolhidos para a espécie, sendo também obtidos exemplares de acaras
(Geophagus brasiliensis) e cascudos (Hipostomus regani). Na segunda coleta,
em um esforco amostral mais direcionado foram priorizados individuos da
familia Cichlidae (15 Machos : 4 Fémeas de O. niloticus e 4 M : 2 F de G.
brasiliensis). Como area controle foi amostrada uma pequena lagoa situada em
propriedade rural isenta de esgotos (Figura 15) onde 15 peixes foram também
capturados.

Chegando ao laboratério os peixes foram anestesiados (Figura 16) com
benzocaina na concentracdo de 250 mg.L'1 propiciando a extragcdo de sangue
sem impingir dor aos animais (NOGA, 1996). A extragdo foi executada em
seringas de 3 mL heparinizadas (Liqguemine-Roche) através de insergdo da
agulha na veia caudal ou lamelas branquiais (Figura 16). O material foi
transferido para tubos especialmente preparados para evitar coagulagao e/ou
proteinase com 10 uL de heparina e 2uL de aprotinina (Bayer). As amostras
foram centrifugadas (5000g / 8 min) e o plasma sobrenatante retirado e
conservado em —20° C (adaptagdes dos procedimentos propostos por TYLER,
et al.,, 1996 e ISHIBASHI, et al., 2001). Apds a coleta de sangue os peixes
foram medidos e pesados para entdo serem submetidos a eutanasia pelo
deslocamento da cervical. Através de incisées ventrais (Figura 16) os figados
foram retirados, pesados e mantidos em nitrogénio liquido até serem fatiados e

partes estocadas em freezer a -80° C.
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Figura 15 - Amostragem de peixes em trecho urbano do Rio do Monjolinho
(foto esquerda) e em area controle na zona rural (foto direita).

Figura 16 - Em sentido horario: peixe sob anestesia, medida em ictiométro,
retirada de sangue e obtencao de tecidos hepaticos.
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3.4.2 — Determinagdes em Eletroforese

A eletroforese € uma técnica de grande poder informativo, basicamente
consiste na migragdo de moléculas ionizadas em um determinado meio, de
acordo com suas cargas elétricas e massas moleculares sob a influéncia de
uma diferenca de potencial. A carga liquida das moléculas é fungdo somatodria
dos aminoacidos que as constituem (BRAMMER, 2001). Uma vez que cada
molécula possui sua prépria carga e seu proprio tamanho, ela se deslocara
sempre numa determinada distancia de campo elétrico num dado espaco de
tempo. Assim, se uma amostra for submetida a eletroforese, espera-se que
cada molécula se concentre numa estreita faixa (banda) no gel (BRAMMER,
op. cit.). Na Figura 17 é mostrada a cuba eletrolitica para migracdo das
amostras e também um esquema do zimograma (conjunto das bandas nos

geéis).

Aplicacdo das
amuostras

Cuba

Pdlo negativo
" eletrolitica

el — i

Migragdo das bandas ho gel. Bandas com
maiar pesa molecular ficam na parte superior,
e handas com menar peso, ha parte inferiar,

-r"___-_. IF
-
L
“\\\I
\‘-. k.
K\.

Tampao

Figura 17 - Método de eletroforese para identificagdo de proteinas (Fonte:
http://www.cnpt.embrapa.br/biblio/p _do05.htm, Embrapa Trigo, acessada em
Abril de 2003).
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O sistema de eletroforese selecionado para ser aplicado, apds varios
estudos prévios, foi o desnaturante na presenca do detergente dodecil sulfato
de soédio ("sodium dodecyl sulfate") na concentragdo de acrilamida de 12 %
(PAGE-SDS). Os protocolos de preparagao dos géis, incubagéao, aplicagado das
amostras, corrida eletroforética e revelagdo seguiram o método LAEMMLI
exatamente como descrito em detalhes em DA SILVA JUNIOR, 2001.
Brevemente, as amostras de corrida foram preparadas com: 10 yL de plasma +
20 pL HO milliQ + 15 pyL de solugdo tampdo com [(-Mercapto-ethanol;
desnaturadas por aquecimento (100 °C) por 5 para rompimento das ligagdes
dissulfeto; aplicadas aos pogos em aliquotas de 5 uL e submetidas a tensao de
120 volts com tempo de corrida sendo de 1h:30’. Juntamente com as amostras,
marcadores de massa molecular especificos (669 KDa — 67 KDa) também
foram aplicados para serem comparados aos plasmas dos peixes investigados.
Apoés coloragao com “coomassie brilliant blue” as bandas foram identificadas.

As Figuras de 18 até 20 ilustram algumas destas etapas.

Figura 18 - Fonte indutora de tensdo ligada a uma das cubas eletroliticas onde
sao efetuadas as corridas eletroforéticas.
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Figura 19 - Géis resultantes durante o processo de revelagdo apds corrida
eletroforética. No lado esquerdo da figura observa-se a falta de separagéo
entre as bandas geradas, no lado direito apds condigbes otimizadas vemos a
alta resolugao obtida.

Figura 20 - Processo de coloragdo dos géis com “coomassie brilliant blue” em
mesa agitadora para caracterizagao das bandas protéicas.
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3.4.3 — Captura dos Peixes e Determinagées em RT-PCR

Para aprimoramento dos resultados anteriores, nova campanha de
coleta foi planejada e executada em Fevereiro de 2006 para captura de
exemplares de tilapias (Oreochromis niloticus) no Rio do Monjolinho e area
controle (Lago em propriedade rural). Assim, percorreu-se o rio, e através de
tarrafa 15 tilapias foram amostradas ao longo do trecho urbano, sendo que na
area controle 5 peixes foram recolhidos.

Com o intuito de desenvolver e implementar uma rotina funcional de
detecgdo de um biomarcador relacionado diretamente a genética do animal em
estudo, a técnica de RT-PCR (“Reverse Transcriptase — Polymerase Chain
Reaction”) foi selecionada para a determinacéo da expressao do mensageiro
do acido ribonucléico da vitelogenina (Vtg mRNA) dos peixes capturados no
Rio do Monjolinho. Pois tanto o Vtg mRNA como a proteina Vtg a ser originada
sdo produtos de uma mesma via que se inicia coma a ativagdo do gene na
presenca de estrogenos, sendo desta forma biomarcadores especificos de
desregulacao enddcrina.

Para prosseguimento dos experimentos de analise da expresséo da Vig
através do mRNA, foi necessario o levantamento das sequéncias de proteinas
Vtg depositadas em bancos de genes. Para tanto se acessou o GenBank,

através do enderego www.ncbi.nlm.gov . As buscas retornaram os seguintes

resultados:

1) Definicao: Oreochromis mossambicus Partial mRNA for Vitellogenin (vtg
gene).

Titulo: The Expression of Selected Sex-linked Genes in Oreochromis
mossambicus (Tilapia freshwater fish), as Endpoints to Study Endocrine
Disrupting Activity in South African Water Resources.

Autor: Esterhuyse,M.M.
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Sequéncia de nucleotideos:

TCGAGCTGGGGTTAAAATCCGGGGCAAAGTTTTGATCAGTGCAACAAGTGCCAACGACTACATTCTGAAGCTTGTAGACCC
TCAGTTGCTGGAGTACAGTGGCATCTGGCCCAAAGATCCTTTCCATCCAGCCACCAAGCTCACCACTGCCCTGGCTACTCA
GCTCTCGACACCGATCAAGTTTGAGTATACAAACGGCGTTGTTGGGAGACTGGCTGCACCTCCTGGGGTCTCCACAACAGT
GCTGAATATCTACAGGGGAATCATCAACCTCCTGCAGCTGAATGTAAAGAAGACACAGAATGTCTATGAGATGCAAGAGTC
TGGAGCTCATGGTGTGTGCAAGACCAACTATGTCATTAGGGAGGACGCGAGGGCCGAACGCATTCATCTGACCATGACCAA

GGACCTGAACCACTGCCA

2) Definicao: Oreochromis aureus vitellogenin Precursor (Vig1) mRNA,

Complete cds.

Titulo: Cloning of Full-Length Oreochromis aureus Vitellogenin cDNA and

its Deduced Primary Structure.

Autor: Lim,E.H., Lam,T.J. & Ding,J.L.

Sequéncia de nucleotideos:

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161l
2221
2281
2341
2401
2461

acatccacca
ccagtccaac
ggttcttatg
caaagttttg
gttgctggag
cacagccctg
cgggagactg
catcaacctc
tggagctcat
cattcatctg
cggcttggaa
aactgcttcc
tgtcgctaga
ggagtctaag
atacacctat
acccatccat
cctggtagcc
catccaggtg
atctagacct
tgcgcttaag
tatggctctc
cagaagcctg
gctgggctgg
tcttgtgaca
gctcactgtc
catgaagttc
tgacgctgtt
agctgctcag
ggtgctcttt
caaagaaaag
gaccacatcc
caaccccaaa
taacaatgcc
cgtgttacca
tgcttttgag
tgaaaattct
tgagtggagg
acaagaaatt
cagtggacct
aacacatttt
tgggttgccc
ccaagccact

gccatgaggg
ttggccccag
ggcggcectge
atcagtgcaa
tacagtggca
gctactcagc
gctgcacctc
ctgcagctga
ggtgtgtgca
accaagacca
cacgtagaga
tataactaca
gaggtcatcg
caaattctga
gttcaccgcg
cttctgaggg
tccaacgtgg
atgcgtgtgg
gatcacaggt
ttcctcattg
ttggaatgtc
gctgagaacc
ggcactgtaa
cctgtacata
acgctcaaat
ctgcctggcet
ctagccctga
ttgctcatgg
gagactaaac
aacctgcagg
cctgaccacg
ttaggcagac
tggatgatgg
agaatgatta
gttggagtga
gagaatgcag
gctaatcctt
gcatttgcca
ttgagaaacg
gctaaaccaa
atggagatca
gtgtcaccac

tgcttgtact
gattcgcctc
ctgaagaggg
caagtgccaa
tctggcccaa
tctcgacacc
ctggggtctc
atgtaaagaa
agaccaacta
aggacctgaa
aatgccatga
tcatgaagcc
aattctcacc
ccttcctgga
gatccctgca
tcacccatgc
ccaaggtcca
ccagatttga
actggttact
agaagctcct
tgcactctgt
acagagtgaa
tttccaggtt
gacaagttgce
gcctggataa
ttggcagtgc
ggagaattgc
aaaagcatct
tcccecgtggg
tcgttagcectt
tttctgttgce
tgaacttccg
gtgctgccge
tggccaaagc
ggactgaggg
acaggatcac
cgagccaggc
acattgacaa
tattcagaga
tgctgctcgg
gcctcattac
ctctgcctgt

agctcttgct
tgttaagacc
cctggctcga
cgactacatt
agatcctttc
gatcaagttt
cacaacagtg
gacacagaac
tgtgatcagg
ccactgccag
ttgtgaagct
agcacccagt
tttcaacatt
tatcgagaac
gtatgagcat
cgaggctcag
tgaagatgcc
gactattgag
gaatgctgtc
tgctaatgag
gacagctgac
acgtaacgct
ctgtaaagcg
agaggctgtt
cgctggacat
tgctgcccga
aaagagggaa
ccatgcagaa
tctagcagct
tgtctactct
tgcagcatgt
ctacagccga
cagtgccgtc
ccgtacttac
aatccaggag
caagattaaa
cctggcectcet
atccaaggtt
tgctgtgaat
tgagctccgt
atccgctgtg
caactaccga

gtggctctcg
tacatgtaca
gctggggtta
ctgaagcttg
catccagcca
gagtatacaa
ctgaatatct
gtctacgaga
gaggacgcga
gagaaaatca
agaggaaaga
ggttctctga
ttgaatggcg
acccctgtgg
ggcagcgaga
attgtcagca
cctctgaagt
tccectectggg
ccccacattce
ttaagtgaga
cagaaaacca
gtgctcaacg
cagccatctt
gaaactggtg
cctgctagca
gtcccactca
cccaagatgg
ctgcgtatgg
agcatttcca
tacatgaagg
aatgttgcct
gccttccatg
ttaattaacg
atggccggag
gctcttttga
caagccatga
atgtatgtga
gaccagctta
tctgtgctgt
ctcatccttc
actgctgcat
gtttcccage

cagtggggga
aatatgaagc
aaatccgggg
tagaccctca
ccaagctcac
acggcgttgt
acaggggaat
tgcaagagtc
gagccgaacg
tgaaggccat
gcctgaaggg
ttatggaggc
ctgctcagat
atcatgccag
ttctccagac
ctctgaacca
ttgttgagct
ctcagtttaa
gcactcacgc
ctgaagctgc
ttgaacttgt
agattgtgat
gctcatctga
acatcgatca
ttaagacaat
aagttcaggt
tccaggaaat
ttgctgccat
cagccttgat
ccatggccaa
tgaggttcct
tggataccta
acgctgcaac
cttatgttga
aaagacgaca
gagctctttc
aggtcttcgg
tccagtttgce
ctggttatgce
ccaccactgt
ctgttgacgt
ttctggagtc



2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121
3181
3241
3301
3361
3421
3481
3541
3601
3661
3721
3781
3841
3901
3961
4021
4081
4141
4201
4261
4321
4381
4441
4501
4561
4621
4681
4741
4801
4861
4921
4981
5041
5101
5161
5221
5281
5341
5401
5461

cgatatccaa
gggtgtgaac
tgttcctgca
cctgtctctce
aagaaatgtg
atcacaactt
tggtggcatg
gaaaatgaaa
attcaaggcc
ctacgctctg
cattgagaag
agcgattgac
caagaaaata
ctcctcttca
ctcccagtca
ctctcagtca
atcttcttcc
ctccagaact
cagttcctcc
ctcatctaaa
cagcagcagt
cagcaacagc
actgcttgcce
cggcagcagt
cgctaacaca
ggtccaggga
ttttgccaga
ttcgcacaag
gattgtagct
ggacaaactg
tattgctcaa
actgactgta
aatcgtttac
cgagctgcaa
taacgcagtt
tagagatgag
caaattcatg
gatttcagac
cggagttgaa
aagacagtca
ccttggctte
tgcctgtgga
gaccaaggat
tcccteccgag
aggtgtggag
cccagtgaga
ggaccgttct
agcccacctg
tgacattttg
cttaaataaa

ctgagggcta
accgccttaa
cagataaaag
cagggcatta
gaagacctcc
tcaaaggcct
tctgcgtcat
ctccctaaaa
tacgctgaga
atcggaaagc
attgaagttg
atgagcgaag
ctggcacctg
tccagctcta
tccagctctc
agccgctcte
aggtcatctt
aagatggctg
agtcgatcag
agaagaagca
agcagcagca
aagtcatcaa
ttgaagttca
cacagcagtg
ctcactcctg
taccagctag
gtcgctgaga
ctgatggcca
gaaactggtc
ccaggaagca
gaatatggag
gctgttgcta
aagcgtgggg
gcgacccggg
gaatgctccc
ctgccacact
gttctgctga
atcgatgtgg
atccctaaca
aatgaaggca
aacgagctga
acggcaagcg
gccatcagct
tgttccatca
tccaaatgct
accactaccg
ggtctgagca
gcctgtcgcet
ttttctgttt
ttggaaaagc

cagttgctcc
tccaggctgce
caaggattga
acacaattgc
cagccgcaag
ctctcaactc
ctgaaatcat
cctacaggaa
ttgaatctca
atgctgcttc
agattcaggt
aggaggaagce
gtctcaagaa
gctccaacaa
gttcccatag
cctcaagctc
ccagatcatc
acattgttgce
cctctaacag
gaagcagaag
gcagcagcag
gctctaggtc
gaaagaacca
cccgcagcett
ccatgtccat
cagcttacct
aggacaactg
agactgcctg
ttttgggtca
taaagcacta
taaactacgc
ctgagacaag
tgtgtctacc
acaactgggc
tcatcaacaa
cgtgctacca
agaaagacca
acatgtatcg
gcaacctgcc
ttactctcaa
gggttaaagt
gaaatgtcgg
acgcccactc
agcaggaatc
actctgttga
tcaacgttgg
gcttctttga
gcactcctca
taggcaggtg
atgtgaagca

aagtcttgcc
agtgatgaca
cattgttaag
atctgcacat
aagcacacca
aaagatctcc
tcctgctgac
gaaaatccgt
caatgccgcc
tgttaggatt
cggagataaa
tcttgaggat
caccacatca
gtcttcttca
gtctcgctcc
ttcctecectet
ttccagatct
tcctattatc
ctcctccagce
cagcagcagc
cagtagcaag
ctctcggcge
cgtccacagg
cgattccatc
tgcaatccgt
ggacaaacag
gagaatctgt
gggtgctgaa
tgagcccgceca
cgcaaagagg
aaaggccaag
catgaatatt
tgttgcttta
tgacaagatg
cacactgacc
ggtcttggct
aatacaggat
gaagaacaac
atacctgcat
tgcacccagc
tgcagactgg
agacgagtac
ctgggttctg
tgtgaagctg
gcccgtgetg
ctttcactgc
gaagagcatc
gtgtgcttaa
ttgttaatta
aaaaaaaaaa

atgcagacct
aaagccaaag
ggcaacttga
gcggagacgg
ctgatctcat
aggatggcat
ctgccaagta
gcttcaagca
tacatcagag
gctccagctt
gcagcagaaa
aagaatgtcc
tcttcctcecca
tccagttccce
agaaagtccc
tcctectett
tcttctaggt
acgacgtcca
agtgcttcat
agtagcagca
aacagcaagc
agtgctcagt
catgccatct
tacaataagg
gccgtgagag
accaatagac
gccgacattg
tgcaagcaat
gcccgcttga
gcgttgaaat
aatcctcgta
gtgctgaaca
ccaattggaa
tcctatttgg
acattcaaca
caggattgca
cagaaccaga
gccattgcgg
ccatcaggta
catggtcttc
atgaaaggaa
cgcacaccca
tcttcaaaca
gagaagcggg
cagtgcctgce
ctgcccagtg
gacctgaggg
tctcattgcce
gctttggctce
aaaaaaaaaa

atgcattcat
tttacacagc
aggttgagtt
ttgccattgce
ctgaaactgc
cctctgtgac
agattgggag
gaatgctagg
actgccctct
ctggaccagt
atatgattaa
tcttgaaaat
gctcctccag
gctccagcag
agtctagcag
catcatccag
cctccteteg
ccagagtgag
acttgctcag
gcagcagcag
gcagcaagag
ctaagcaaca
ccacacagcg
ccaagtacct
tcgaccacaa
tgcagttgat
tgcagctgag
actccaccat
agctgacctg
ccattgtccc
atcaaatcaa
caccaaaggc
acactgctgc
ttaccaaagc
acaggaaagc
caccagaact
tcaatgttaa
tgatggttaa
acatacatat
aggaggtctt
agacttgtgg
gtgaacaggt
cctgccgtga
tgatctttga
ccggctgtat
acacaactgt
atactgcaga
ttcggtcaca
aacttgtaaa
a
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A partir destes dados iniciou-se o design dos primers (oligonucleotideos

iniciadores). Como foram encontradas duas sequéncias do género
Oreochromis, onde o grau de homologia é razoavel (proximidade filogenética),
optou-se pelo design de primers especificos em vez de degenerados, pois 0s
primeiros possuem melhores chances de amplificar o gene de interesse.
Utilizando-se o software CLUSTAL W foi

sequéncias, obtendo-se a resposta seguinte:

tracado o alinhamento das
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CLUSTAL W

Oreochromis
O aureus

Oreochromis
0]

Oreochromis
0

Oreochromis
O

Oreochromis
0

Oreochromis
0

Oreochromis
0

Oreochromis
O

(1.82)

multiple sequence alignment

TCGAGCTGGGGTTAAAATCCGGGGCAAAGTTTTGATCAGTGCAACAAGTGCCAACGACTA
TCGAGCTGGGGTTAAAATCCGGGGCAAAGTTTTGATCAGTGCAACAAGTGCCAACGACTA

R e I i b b I b I I I 2 I S R I e I S b e I b b 2 2 b b b b 2 I I I 2 b I I I b b b Ih b b e b I o o

CATTCTGAAGCTTGTAGACCCTCAGTTGCTGGAGTACAGTGGCATCTGGCCCAAAGATCC
CATTCTGAAGCTTGTAGACCCTCAGTTGCTGGAGTACAGTGGCATCTGGCCCAAAGATCC

R S I R b b b b S S I S b b 2E S S I S e S S R b S b b S S S I R R b b b b b S S S

TTTCCATCCAGCCACCAAGCTCACCACTGCCCTGGCTACTCAGCTCTCGACACCGATCAA
TTTCCATCCAGCCACCAAGCTCACCACAGCCCTGGCTACTCAGCTCTCGACACCGATCAA

KAKKA KA AKAAAAA KA KA KA IAAFAAAAAIKXN A A I A AAAAAR A I AR A I A A A AR XA AR AR A XKk K,k

GTTTGAGTATACAAACGGCGTTGTTGGGAGACTGGCTGCACCTCCTGGGGTCTCCACAAC
GTTTGAGTATACAAACGGCGTTGTCGGGAGACTGGCTGCACCTCCTGGGGTCTCCACAAC

LR I R I I I I R I I I S S S R R I I I I R R R b S i S ]

AGTGCTGAATATCTACAGGGGAATCATCAACCTCCTGCAGCTGAATGTAAAGAAGACACA
AGTGCTGAATATCTACAGGGGAATCATCAACCTCCTGCAGCTGAATGTAAAGAAGACACA

R I b I I I I I I I R I I I I e I I b e I I b I 2 b b b b S I I I I I I I e I b b I I b e b i o

GAATGTCTATGAGATGCAAGAGTCTGGAGCTCATGGTGTGTGCAAGACCAACTATGTCAT
GAACGTCTACGAGATGCAAGAGTCTGGAGCTCATGGTGTGTGCAAGACCAACTATGTGAT

Khkk hhkhkkhkk KAk hkhkhhArhhkhkkhhkhhhhkhhhkkhrrhkhkhkkhkhrrhkhkkhhkrrhkhkkdkhkhkhrhhkrxkhrx *x%x

TAGGGAGGACGCGAGGGCCGAACGCATTCATCTGACCATGACCAAGGACCTGAACCACTG
CAGGGAGGACGCGAGAGCCGAACGCATTCATCTGACCAAGACCAAGGACCTGAACCACTG

KhkA kA KAAIAIAhhk KA AXAAAAXA A I XA A I A IAFAAAFARNK Ak hk kA kA A Ak hkhkhkkk kK%

CCA 423
CCA 423

* x %

Tendo a sequéncia alinhada, utilizou-se novamente o software para

identificacdo de semelhancas que possibilitaram a determinacdo de primers

especificos (Quadro 1), que foram sintetizados na menor escala possivel.

Quadro 1. Primers selecionados para aplicagao em RT-PCR

VTG-For 5’TCGAGCTGGGGTTAAAATCC
VTG-Rev 5’CTGCAGGAGGTTGATGATTC

Com os primers sintetizados, que irdo delimitar o segmento a ser
amplificado, foi possivel iniciar os estudos de RT-PCR. A RT-PCR é um dos
métodos mais comumente utilizados para mensurar os niveis de RNA
mensageiro em amostras biolégicas. Com esta técnica sédo feitas copias de
DNA “in vitro”, usando os elementos basicos do processo de replicagdo do

DNA, porém o processo inicia-se a partir do mRNA (transcricdo reversa) que

60
60

120
120

180
180

240
240

300
300

360
360

420
420
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primeiro ira originar uma fita de DNA complementar (cDNA) para que a enzima
DNA polimerase possa atuar. A Figura 21 ilustra de modo simplificado a

técnica.

RT-PCR !*
mRNA
|
. 4
cDNA
A
‘ ||
|
i ¥
DNA
1y CALE H
Etc.

Figura 21 - Fluxograma simplificado de uma RT-PCR (Modificado de: Basics of
Quantitative RT-PCR: Sample Preparation and Amplification Techniques.
Disponivel em: www.ambion.com).

Para o RT-PCR padréo, tilapias fémeas maturas (Oreochromis niloticus)
foram selecionadas apos exame de replegdo gonadal. A necessidade de usar
organismos nestas condi¢gdes foi fundamental para o desenvolvimento da
metodologia. Os organismos escolhidos foram sacrificados e tiveram os figados
imediatamente extraidos (Figura 22), fatiados e colocados em nitrogénio
liquido, impedindo assim a ag¢do de enzimas degenerativas. Sendo

conservados a - 80 °C até analise.
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Figura 22 - Exemplo de peixe capturado no Rio do Monjolinho e do tecido alvo
de estudo. Seta menor indica a vesicula biliar previamente esvaziada. Fotos
fora de escala.

O tecido hepatico foi entdo macerado sob nitrogénio liquido e 50 mg de
cada amostra foi separada para extracdo de RNA total. Os procedimentos
adotaram os passos indicados no Kit RNAeasy Plant Mini (QIAGEN) com
pequenas modificagées. O RNA extraido foi quantificado em espectrofotémetro
(HITACHI U-2001), medindo-se a absorbancia em 260 nm (1 D.O.2s0nm =
40ug.uL™"). A concentragdo determinada foi de 260 ng.uL™.

O RT-PCR foi realizado seguindo o protocolo do kit Access RT-PCR

System (Promega). A mistura da reagao foi a seguinte:
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Mistura de Reagao do RT-PCR Quantidade Final

RNA total do figado de O. niloticus 4 uL
[260 ng. L]

Primer Vtg — For [50 pmol.uL™"] 1 L
Primer Vtg - Rev [50 pmol.uL"] 1 L
dNTPs mix [100 mM] 1 uL
MgSO4[100 mM] 2 uL
AMV/Tfl Reaction Buffer [5x] 10 uL
AMV Reverse Transcriptase [5U.uL"] 1 uL
Tfl DNA Polymerase [5U.uL™] 1 uL
Agua livre de RNAse 29 uL
Volume Final da Reagéao 50 pL

A reacgao de polimerizacéo foi realizada em um termociclador PTC-100

(MJ Research Inc.) sob as seguintes condigdes:

Sintese da primeira fita de cDNA
1 ciclo de 48°C por 45 min.
Sintese da segunda fita e amplificagcao
Desnaturacéo a 94°C por 2 min.
94 °C por 30 s. (desnaturagio)
40 X < 55°C por 1 min. (anelamento)
72 °C por 2 min. (extensao)

Extensao final a 72 °C por 7 min.

A analise de 5 uL do produto da reacgao foi realizada por eletroforese
horizontal em um gel de agarose 0,8% contendo brometo de etidio, em tampao
TAE [1X], visualizado sob luz UV. O padrao utilizado foi 100 pb DNA Ladder
(Gene Ruler™). Na Figura 23, uma banda correspondente a aproximadamente

300 pb pode ser visualizada representando o tamanho esperado.
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400 pb
300 pb

100 pb

Figura 23 - Amplificacdo do DNA da presumivel proteina Vtg de O. niloticus
através de RT-PCR. Produto da amplificagcdo observado em gel de agarose
0,8%, transluminado com luz ultravioleta. Linha 1: Padrdo de massa molecular
100 pb DNA (Gene Ruler™); Linha 2: Banda correspondente a amplificagdo (~
300 pb).

Para confirmar a ndo contaminagdo das amostras com DNA gendmico
remanescente, estas foram tratadas com DNAse | (Kit Nucleo Spin) e
incubadas a temperatura ambiente por 15 minutos. Assim, todo o processo de
RT-PCR foi repetido com o RNA “tratado”. A ndo existéncia de diferenga entre
as bandas geradas, confirmou a nao interferéncia de DNA na amplificacdo da
RT-PCR.

A proxima etapa consistiu na purificacdo do produto da RT-PCR para
eliminagcdo de algum possivel residuo advindo dos tratamentos anteriores e
deixar o DNA somente em agua pura, evitando assim a ocorréncia de
interferéncia nos passos posteriores. O fragmento foi purificado pelo kit Wizard
SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega), segundo o protocolo do
fabricante.

O préximo procedimento a ser adotado foi a ligagdo com o vetor de
clonagem. Os vetores de clonagem sao plasmideos “manipulados”, ou seja,
originalmente sdo pequenas moléculas de DNA circular que foram “abertas”

para receber produtos de PCR e entdo se “circularizar” de novo através de
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reagoes especificas. Porém antes de se iniciar a ligagao, € esencial a adicéo
de dATPs ao fragmento purificado para restituir as aberturas 3'A necessarias
para a agao do vetor. Os componentes envolvidos na reacdo de adigcdo sao

mostrados abaixo:

Reacao de Adicao de dATPs Quantidade Final

Fragmento Purificado 7 uL
Tampao da Taq Gen I* [10x] 1 uL

MgCl; [50 mM] 0,5 pL

dATPs [10 mM] 0,2 uL

Taq Gen | [5U.L™] 0,2 uL

Agua MilliQ 1,1 uL

Volume Final 10 yL

* Taq Gen | é a DNA polimerase da Invitrogen™ life technologies.

Apds incubagdo a 70 °C por 30 minutos, o fragmento esta pronto para
ser ligado ao vetor de clonagem pCR®II-TOPO [Invitrogen (Figura 24)]. A
reacao da mistura de ligagao entre vetor e fragmento seguiu o protocolo TOPO

TA Cloning® (Invitrogen), e foi a seguinte:

Reagentes da Mistura de Ligacao Quantidade Final
Fragmento da PCR adicionado de 4 yL
dATPs
Vetor TOPO [10 ng.uL"] 1 L
Salt Solution (Kit) [10 mM] 1 uL

Volume Final 6 uL
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lacZo ATG
13 Reverse Primer Sp8 Promoter *
CLG GRL ACE GCT AIG B0 ATG ATT ACG CCA AGC TRT TTA GET GAC ACT ATE @AR
GIC CTT TGT CGA TAC THe TAC TAL TGC GGT TCG ATA AT CCA CIG TGR TAT dIT
Nsil Hind I Kpn | Sac‘:ll BelamH | Spe |

TAC TCA AGC TAT GCA TCL AGC TTG GTA CCE AGC TCE GAT CCA CTA GTR ACG GCC
LTG AGT TCG ATA CGT AGT TCG AAC CAT GGC TCG AGC CTA GGT GAT CAT TGC CGG

Bsf | Ec?m Ecchu Eooll?
GCC AGT GTE CTG GAAL TTC GCC CTIT LG GGC GAR TTC TGC AGR TAT
CG6 TCL CAC GAC OTT ARG Co6 crruibebibbaeedl TTC 06 CTT AAG ACG TOT ATA

Bsfx | Natl Xhol Nsi | xbal Apal

CChR TCR CRC TGG CGE COG CIC GAG CART GCA TCT AGR GGG CCC RRT T
5T AGT GIG ACC GCC GGC GAG CTC GIR CGT AGR TCT CCC GGG TTA

T7 Promoter M13 (-20) Forward Primer
BGT GRG TCG TAT TALC RART TCA |CTG GCC GTIC GIT TIR CRA CGT CGT GRC TGG GARA RAC
TCA CTIC AGC ATA AT TTA AGT |GAC CGG CRG CRAR RAT GTT GCR GCA CTG RCC CIT TIG

pCREII-TOPO®

Figura 24 - Mapa parcial do vetor TOPO (Invitrogen), mostrando o local de
insercdo do produto da RT-PCR. (Sequéncia completa disponivel em:
www.invitrogen.com).

A mistura de ligagao foi incubada a temperatura ambiente por 5 minutos.
O préximo passo foi a transformacéo das bactérias. Para receberem o vetor, as
células devem estar “competentes”, isto significa que os poros da membrana
devem estar abertos. Para a transformacdo por choque térmico, 50 yL das
bactérias Escherichia coli linhagem DHS5a foram colocados junto com 3uL da
mistura de ligacdo, incubadas em gelo por 15 minutos e imediatamente
submetidas a 42 °C por 2 minutos, sendo novamente colocadas em gelo. A
este preparado foram adicionados 250 uL de meio de cultura liquido LB (Luria-

Bertani) e mantido a 37 °C por 1 hora em mesa agitadora (Shaker 100 rpm). A
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cultura foi entdo plaqueada em meio solido Luria-Bertani (LB) contendo X-gal
(30 pL) (Gibco BRL), IPTG (25 pL) (Sigma) e Ampicilina (7,5 yL) (Sigma), e
mantida em estufa a 37 °C overnight, a fim de verificar o crescimento de
colonias positivas brancas (plasmideo com inserto) e de colbnias negativas
azuis.

O procedimento seguinte consistiu em pincar colénias brancas e azuis
(controle negativo) e fazer a transferéncia para um pré-inécuo (5 ml de LB +
antibidtico Kanamicina), mantido a 37 °C overnight em mesa agitadora. Deste
inécuo, 3 mL foram entdo utilizados para executar a extragdo do DNA
plasmidial através do Kit Wizard® Plus SV Minipreps (Promega). Apos a
sequéncia de passos do protocolo, foi preparado um gel de agarose onde os
plasmideos foram quantificados pela comparacdo com padrdes especificos; a
quantidade determinada foi de 150 ng.pL™.

Apds o cumprimento de todo o trabalho laboratorial acima detalhado, foi
confirmada a propagacgao do plasmideo através da clonagem. Como os clones
continham o DNA de interesse, a amostra foi finalmente submetida para
sequénciamento automatico realizado num sequenciador ABI Prism 377
(Perkin Elmer). Caso o sequénciamento confirme a sequéncia nucleotidica da
Vtg encontrada inicialmente nas pesquisas efetuadas para as outras espécies
de tilapia, teremos a certeza de que a mensagem do RNA isolado para O.
niloticus e submetido a RT-PCR seria a de expressar a proteina Vtg e teremos
assim conseguido um meio de determinar um biomarcador para a espécie

encontrada em maior abundéncia, nestes estudos, no Rio do Monjolinho.

OBS: Entre o desenvolvimento dos protocolos acima citados, as

amostras eram mantidas congeladas a — 80°C.

3.4.4 — indice Hepato-Somatico (HSI)

Em adicdo aos estudos com a Vtg, o HSI foi calculado de acordo com a

equacao originalmente apresentada por HTUN-HAN, 1978:

HSI = Peso do figado / Peso do corpo (sem a viscera) x 100
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3.5 - RESULTADOS E DISCUSSAO

3.5.1 - Eletroforese

Dentre o plasma dos 19 exemplares machos coletados no Rio do
Monjolinho e avaliados nas analises de eletroforese 89,5% (17 individuos)
acusaram a presenca de bandas protéicas adicionais com massa molecular
proximas a 140 KDa semelhantes a proteina Vtg, sendo estas inexistentes nos
exemplares da area referéncia. As Figuras seguintes (25, 26 e 27) ilustram a

separacgao das proteinas plasmaticas em trés dos géis executados.

Figura 25 - Exemplo de um dos géis obtidos nos ensaios de eletroforese para
Geophagus brasiliensis. Linha A: marcador de massa molecular de 200 KDa (-
amilase), de 150 KDa (alcool desidrogenase) e de 116 KDa (B3-galactosidase);
Linha B: Fémea (controle interno +); Linha C: Macho de local ndo poluido
(controle externo -); Linha D e E: Machos (biomarcadores de exposicao). Setas
indicam a presumivel proteina Vig.
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Figura 26 - Exemplo de um dos géis obtidos nos ensaios de eletroforese para
Oreochromis niloticus. Linha A: marcador de 200 KDa; Linha B: marcador de
150 KDa; Linha C: Fémea (controle interno +); Linha D: (biomarcador de
exposicao); Linha E: Macho (controle externo -). Setas indicam a presumivel
proteina Vtg.

A B C D E

Figura 27 - Exemplo de um dos géis obtidos nos ensaios de eletroforese para
Oreochromis niloticus. Linha A: marcador de 200 KDa; Linha B: marcador de
150 KDa; Linhas C, D e E: Machos do Rio do Monjolinho (biomarcador de
exposicao). Setas indicam a presumivel proteina Vig.
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Estes resultados estdo de acordo com massas moleculares conhecidos
para a Vtg de varios ciclideos (variando entre 120 e 220 KDa), incluindo O.
niloticus (KIM & TAKEMURA, 2002; NDIAYE et al. 2006). Portanto o
aparecimento destas bandas protéicas nos peixes capturados no Rio do
Monjolinho em contraste com a auséncia nos peixes da area controle, denota
forte evidéncia de desregulagédo enddcrina. Este método para detecgéo indireta
para a presumivel Vtg foi aplicado com sucesso por ALLNER et al., 1999 em
sete espécies de peixes encontrados em rios alemaes. Ele possui a vantagem
desde que haja uma area referéncia de alta confiabilidade para peixes controle,
de ndo necessitar de padroes especificos, os quais sédo inexistentes, para a
maioria das espécies e de ser realizado através de técnicas relativamente
simples de eletroforese. Sendo assim, ideal para uma sondagem de varredura
inicial em ambientes suspeitos de contaminagao por compostos estrogénicos,
principalmente  pelas respostas serem  mutuamente  excludentes
(presencga/auséncia de bandas protéicas). Porém para assegurar com
confiabilidade adequada se tratar de um efeito desregulador enddcrino ha de

se buscar a especificidade utilizando-se biomarcadores.

3.5.2 - RT-PCR

A metodologia desenvolvida para a determinacao da expressao do RNA
mensageiro da vitelogenina (Vtg mMRNA) para a tilapia Oreochromis niloticus foi
confirmada pelo sequénciamento, sendo o fragmento de DNA amplificado
100% idéntico as seqUéncias depositadas nos bancos de genes. Este resultado
alcancado é de grande valia, pois possibilita resposta especifica frente a
poluicdo por compostos estrogénicos, podendo entdo ser empregado em
estudos de biomonitoramento prospectivos (“caged fish”) e reativos (verificagdo
do grau de perturbacdo imposto ao ambiente). Possuindo ainda a vantagem de
utilizar uma espécie de valor econbmico e amplamente distribuida em rios e
lagos brasileiros.

A sintese do Vtg mRNA no figado de peixes machos € o primeiro efeito
desencadeado pelos estrogenos, precedendo a translagdo da proteina
vitelogenina (Vtg) e sua posterior secrecéo na corrente sanguinea (GARCIA-
REYERO et al. 2004). Portanto permite um aumento potencial na sensibilidade

da detecgédo de disturbios impostos aos organismos.
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O quadro 2 mostra os primers para Vig ja anteriormente selecionados
para RT-PCR, mas também os utilizados como controle interno da amplificacao
para assegurar que o RNA né&o foi degradado. A gliceroaldeido-3-fosfato
desidrogenase (GAPDH) e a subunidade ribossomal (18S), foram escolhidas
por serem homologas entre os vertebrados e usualmente usadas em estudos
com teledsteos (D’'COTTA et al., 2001; RODGERS et al., 2003).

Quadro 2. Primers* selecionados para aplicagao na RT-PCR de O. niloticus

Tamanho do Amplificado
VTG-For 5’TCGAGCTGGGGTTAAAATCC
VTG-Rev 5°CTGCAGGAGGTTGATGATTC

~300 pb
18S-For 5’AGGGTTCGATTCCGGAGA
18S-Rev 5’AGGGCATCACAGACCTG
1085 pb
GAPDH-For 5’TCTGTCTTCCAGTGTATGAAGC
GAPDH-Rev 5’ATGCCATGCCTGTCAGCTTACC
456 pb

* Escala de sintese 25 nmole.

Dos 12 peixes machos capturados na ultima coleta no Rio do
Monjolinho, nove apresentaram a confirmagdo da amplificacdo da sequéncia
nucleotidica da Vtg por RT-PCR. As figuras 28 e 29 exemplificam géis obtidos
na analise. Este fato indica a presenca de substancias desreguladoras
endocrinas nas aguas do rio com alta capacidade de causar efeitos adversos
nas espécies aquaticas. Estes impactos podem ser de forma direta através de
danos a fisiologia reprodutiva e/ou indireta através das consequéncias do

stress a que os organismos sao submetidos (e.g. deficiéncia imunoldgica).
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MM JR1 dc JdR2

18S

GAPDH
Vig

Figura 28 - Produto de amplificacdo em gel de agarose 0,8%, transluminado
com luz ultravioleta. Linha 1: Padrdo de massa molecular (Gene Ruler ™);
Linha 2: Macho de Oreochromis niloticus do Rio do Monjolinho; Linha 3: Macho
de O. niloticus de area controle; Linha 4: Macho de O. niloticus do Rio do
Monjolinho. Setas indicam o fragmento amplificado da vitelogenina.
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Figura 29 - Produto de amplificagdo em gel de agarose 0,8%, transluminado
com luz ultravioleta (negativo). Linha 1: Padrdo de massa molecular (Gene
Ruler T'\"); Linha 2: Macho de Oreochromis niloticus do Rio do Monjolinho; Linha
3: Macho de O. niloticus do Rio do Monjolinho; Linha 4: Fémea de O. niloticus
do Rio do Monjolinho. Setas indicam o fragmento amplificado da vitelogenina.
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Ja faz alguns anos que mensageiros do RNA tém recebido atencéo para
estudos de contaminagdo ambiental, sendo instituido como um teste molecular
confirmatorio da presenga de DE (BOWMAN & DENSLOW, 1999). Este tipo de
biomarcador € especifico para cada gene e espécie de peixe (dependendo da
conservagao do gene entre as espécies) e foi qualificado como uma poderosa
ferramenta em estudos ecotoxicolégicos (BRADLEY & THEODORAKIS, 2002)
aplicado por varios pesquisadores ao redor do mundo para detecgcédo de
alteragdes desencadeadas por compostos estrogénicos (HUTCHINSON et al.,
2006).

Um ponto que deve ser frisado na utilizagdo desta metodologia é a
labilidade do RNA, o qual rapidamente comecga a degradar apos a morte do
animal. Sendo ainda, que as RNases sdo praticamente ubiquas estando
presentes em particulados, vidrarias, reagentes, maos, saliva, etc.. Assim deve-
se sempre utilizar material estéril RNase free e executar os procedimentos em
local e com equipamentos (luva, mascaras) apropriados. Tomando-se estas
precaucdes, o método se mostra bastante adequado na determinacdo da
exposicao/efeitos de peixes a ED, pois requer pequenas quantidades de
amostras de figado (sempre mantidas em nitrogénio liquido) e é executavel

através de técnicas estabelecidas em biologia molecular.

3.5.2-HSI

Estudos demonstram que peixes de locais contaminados tém HSI mais
elevados quando comparados a peixes de locais relativamente sem
contaminagao (YANG & BAUMANN, 2006).

A Tabela 5 mostra alguns indicadores morfométricos e os indices
hepato-somaticos calculados para exemplares de O. niloticus provenientes da
amostragem direcionada para estudos em RT-PCR (Fevereiro/2006). As
médias para os valores do rio e do controle foram 2,00 +0,16 e 1,67 0,03
respectivamente. A aplicacdo do teste-t de Bonferroni (P<0,05) indicou
diferenca significativa entre os dois grupos. Conquanto o numero de
exemplares amostrados n&o possa ser considerado representativo para toda a
populacdo existente no ambiente, a pré-selecdo em campo quanto ao tamanho
(médias de 26,3 cm e 23,6 cm para o rio e area controle respectivamente)

permitem visualizar uma diferenga de condi¢gdo entre os organismos de cada
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localidade. Considerando ainda os HSI para amostras obtidas anteriormente
(Janeiro de 2005), temos para o Rio do Monjolinho 1,99 £ 0,18 e para a area
controle 1,65 * 0,13, estes valores parecem enfatizar a existéncia de um
padrdo, ou seja, um estado de saude inferior para os peixes que habitam

(transitam) o rio.

Tabela 5 — Dados morfométricos para Oreochromis niloticus capturadas no Rio

do Monijolinho e na Estagcado Controle
Comprimento Total

Sexo Peso (g) (cm) Peso do Figado (g) HSI % Observacao
M 337,00 25,30 6,30 1,91
M 198,35 21,54 4,37 2,25 *
M 331,45 26,54 6,10 1,87
M 403,04 28,10 7,96 2,01
M 252,41 24,23 5,88 2,39 *
M 236,55 24,81 4,71 2,03
M 596,13 30,00 11,45 1,96
M 244,00 23,50 5,00 2,09 *
M 231,00 25,60 4,68 2,07
M 183,20 19,50 3,45 1,92 *
M 687,10 31,70 12,59 1,87
M 459,00 28,81 7,99 1,77
F 851,35 37,50 17,68 2,12 *
F 333,00 28,64 6,18 1,89
F 182,14 20,00 3,39 1,90
F 189,12 20,11 3,16 1,70
M 275,29 24,30 4,43 1,64
F 172,12 21,22 2,90 1,71
M 314,71 27,24 5,23 1,69
M 288,10 25,30 4,68 1,65

Dados em azul referentes a area controle
* Exemplares marcados com asterisco apresentaram figado com coloragao
desbotada (do inglés: tan or “coffee with cream”)

A verificacdo da relagao entre ED e HSI é importante, pois de acordo
com MUKHERJEE et al., 1991 o aumento do HSI devido a exposi¢cdo a
poluentes pode provocar disfungdo hepatica capaz de interferir com o
desenvolvimento normal e outros processos reprodutivos. Sendo justamente os
processos reprodutivos principalmente afetados pelas substancias
estrogénicas.

Embora o aumento do HSI possa ser relacionado a exposicdo a
estrogenos (HUANG et al.,, 2003; KORSGAARD, 2005), substancias como
metais (MARTIN-DIAZI et al., 2005), hidrocarbonetos aromaticos (PINKEY,

2001) e microcistinas (BURY, 1997) dentre outras, também podem provocar o
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aumento deste indice. Portanto os estrogenos em relagdo aos HSI para o Rio
do Monjolinho atuam como um cofator para elevacdo deste parametro

meristico.
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CAPITULO 4:
ENSAIOS
ECOTOXICOLOGICOS
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4.1 - INTRODUGAO

A ecotoxicologia como ciéncia estruturada teve seu reconhecimento a
partir do final da década de 1960 quando o toxicologista francés Dr. R. Truhaut
designou por este nome a ciéncia que versava sobre os impactos da poluigdo
quimica na qualidade ambiental (KOEMAN, 1998). Nesta época estava em
curso uma mudanga de arquétipos, iniciada apdés a Segunda Grande Guerra,
com o paradigma da diluigdo (“a solugdo para a poluigao é a diluicado”) sendo
substituido paulatinamente pelo paradigma do bumerangue (“o0 que vocé langa
fora pode voltar e causar injurias”) (NEWMAN & UNGER, 2003). Desde entéo a
ecotoxicologia vem se desenvolvendo e incorporando diversas disciplinas em
seu conteudo (Figura 30) tornando-se cada vez mais uma ciéncia de destaque

no mundo atual, onde as preocupagbes com a degradagdo do meio s&o

imperiosas.
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Figura 30 — Disciplinas que contribuem para a abordagem ecotoxicolégica em
avaliacbes ambientais. Adaptado de LANDIS & YU 1995 e NEWMAN &
UNGER, 2003.
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No Brasil a ecotoxicologia vem se consolidando como uma area da
ciéncia imprescindivel para a real caracterizagdo dos impactos impingidos ao
meio, tanto que a legislacdo federal através da resolugdo CONAMA 357/05
contempla a exigibilidade de ensaios ecotoxicologicos para determinagdo de
condigbes e padrbes dos efluentes a serem langados nos corpos de agua (§2°
do Art. 34).

Reconhecimento sempre traz associados responsabilidades e desafios.
Dentre muitos, talvez os dois maiores da ecotoxicologia brasileira sejam a
incorporagdo de espécies nativas com potencial de aplicagdo em testes
padronizados e o desenvolvimento de novas abordagens visando a
“esclarecer” os efeitos dos poluentes sobre as complexas relagbes que regem
as interacdes entre os seres vivos.

Nesta linha de pensamento, duas abordagens distintas foram efetuadas
com o intuito de avaliar os efeitos de concentracbes do EE2 para espécies
nativas. A saber, o invertebrado Ceriodaphnia silvestri e o vertebrado

Hyphessobrycon eques.

4.2 - OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Executar ensaios ecotoxicologicos em concentragdes ambientalmente
relevantes do horménio EE2 presente no Rio do Monjolinho, visando a obter
respostas com o cladécero Ceriodaphnia silvestrii quanto a interferéncias

reprodutivas e a exposi¢cao a predacgao por larvas de Chaoborus sp.

- Executar ensaios ecotoxicologicos em concentragbes ambientalmente
relevantes do horménio EE2 presente no Rio do Monjolinho, visando a obter
respostas com o peixe Hyphessobrycon eques quanto a produgéo da proteina
vitelogenina (Vtg) quando comparado a espécie internacionalmente

padronizada Danio rerio.
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4.3 — MATERIAIS E METODOS

4.3.1 — Ensaios com Ceriodaphnia silvestrii

- Desenho experimental

Dois tratamentos complementares foram efetuados, primeiramente
foram executados ensaios padronizados com o claddcero nativo Ceriodaphnia
silvestrii aplicando-se a norma da Associagdo Brasileira de Normas Técnicas
(ABNT NBR 13373/2005) para ensaios de toxicidade crénica com Ceriodaphnia
spp. Nesta etapa, em duas baterias de testes se procurou avaliar os possiveis
efeitos desencadeados pela concentracdo de EE2 encontrada no Rio do
Monjolinho (Coleta 1 / Ponto 2). Para tanto foi feita a seguinte série de
diluigdes: (22,0 ng.L™ / 100 %); (16,5 ng.L™" / 75 %); (11,0 ng.L™ / 50 %); (5,5
ng.L" / 25 %); (2,75 ng.L™" / 12,5 %). O CENO (Concentragdo de Efeito Nao
Observado) foi calculado através de comparagdes multiplas entre as médias
das concentragbes e dos controles. A montagem abaixo (Figura 31), ilustra

etapas de desenvolvimento dos testes:

Figura 31 - A: cristalizadores onde sao mantidas as culturas dos
organismos; B: disposigdo dos recipientes-testes; C: manutengdo dos
ensaios em temperatura controlada; D: Ceriodaphnia silvestrii adulta
(Desenho extraido de Tavares & Odete, 2003).
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A partir das respostas e observagoes obtidas nestes ensaios
monoespecificos, foi decidida a elaboracdo de um conjunto de testes né&o
tradicionais que levasse em consideracao relagdes entre espécies
(interespecifico), no caso a relagcdo predador-presa. Valendo-se de
experimentos prévios onde foram determinadas preferéncias alimentares entre
a fauna zooplancténica existente no ripado (area experimental da Universidade
Federal de Sao Carlos), foram montados experimentos para avaliar possiveis
diferengas na resposta predatéria de larvas de Chaoborus sp (diptera) sobre o
cladécero nativo C. silvestrii quando expostos a concentracdo ambientalmente
relevante de EE2.

A principio foram realizados testes preliminares para determinagao das
condicbes ideais dos ensaios. Nestes primeiros experimentos quatro
tratamentos foram aplicados em cinco réplicas. A Figura 32 exemplifica este

primeiro conjunto de testes.
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Figura 32 - Esquema demonstrando tipos de tratamentos desenvolvidos para
avaliacdo das taxas de predacdo das larvas de Chaoborus sp. sobre
Ceriodaphnia silvestrii. Frascos com 150 mL de agua de cultivo. Sl = 1 larva de
Chaoborus mantida sem alimento (starvation) e incubada com 10
microcrustaceos; SP = 2 larvas de Chaoborus mantidas sem alimento e
incubadas com 20 microcrustaceos; FI = 1 larva de Chaoborus pré-alimentada
e incubada com 10 microcrustaceos; FP = 2 larvas de Chaoborus pré-
alimentadas e incubadas com 20 microcrustaceos. Desenho fora de escala
com funcdo meramente ilustrativa.
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Decorridas 24 horas os experimentos eram cessados e o0 numero de
microcrustaceos em cada recipiente teste era registrado, seguido da aplicagao
de férmula para calculo da taxa de predacgao.

Férmula:

Tp = (Ti-Tf)
Ti

x 100

Onde: Tp = Taxa de Predacgao
Ti = N° de C. silvestrii no tempo inicial

Tf = N° de C. silvestrii no tempo final.

A préxima etapa consistiu em submeter os organismos ao EE2 na
configuracdo do tratamento que se apresentou mais adequado. Assim trés
novas baterias de ensaios foram efetuadas. A primeira bateria foi realizada com
os organismos submetidos & concentragdo de 22,0 ng.L' de 17 alfa-
etinilestradiol (EE2) e comparados com controles. Em fung&o das diferencas
observadas a segunda e terceira baterias foram desenvolvidas em ordens
decrescentes de EE2 para avaliagao de possiveis respostas discrepantes nas

taxas de predacao em relacéo as quantidades de hormdnio no meio.
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4.3.1 — Ensaios com Hyphessobrycon eques

- Desenho experimental

Cento e cinquenta exemplares adultos de Danio rerio (Paulistinha) e de
Hyphessobrycon eques (Mato Grosso) foram obtidos de criador comercial
credenciado e adaptados as condicdes laboratoriais por um periodo de 25 dias.
Decorridos este intervalo foram transferidos para os aquarios testes (Figura 34)

e dispostos na configuragdo mostrada na Figura 35.

Bancada com a disposi¢ao dos aquarios durante os experimentos

Figura 33 — Aquarios experimentais com os peixes D. rerio e H. eques.
Relagdo maxima de massa/volume de 1 g.L™" (D. rerio) e 1,3 g.L™" (H. eques).
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Figura 34 — Configuragdo dos testes de ciclo de vida parcial para as espécies
D. rerio e H. eques expostas ao horménio sintético etinilestradiol (EE2).

Os experimentos tiveram a duragdo de 60 dias (testes cronicos) com
trocas de agua semanais, ou seja, condicdo semi-estatica com renovagao de
25% do volume total a cada semana. A agua utilizada nos experimentos foi
preparada de acordo com as recomendacgdes da Associagao Brasileira de
Normas Técnicas (ABNT, 2004). A cada troca de agua eram medidos o pH
(~7,2), a dureza (~ 40 mg CaCOs.L"), a temperatura (~ 24 °C) e a
concentracdo de O, dissolvido (~ 6 mg.L™) para assegurar a qualidade do meio.
A alimentacéao (Tetra®Min) foi administrada diariamente pelo periodo da manha
(0,2g por individuo) e o foto periodo estabilizado em 12/12. Nestas condigbes
foram observadas possiveis alteragdes nas concentracbes da proteina
vitelogenina (Vtg) entre os peixes expostos a concentragdo nominal de EE2 30
ng..L”" e os peixes controle através da aplicacdo de imunoensaios (Teste
Elisa).

- Aplicagao do protocolo para o teste Elisa

Decorridos os 60 dias, os peixes testados em ciclo de vida parcial foram
anestesiados (100 mg.L™" benzocaina), medidos, pesados, embalados em
filmes plasticos e etiquetados, para entdo serem imersos em nitrogénio liquido.

A preparagao dos homogenados (Figura 35) obedeceu a seguinte ordem:
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1) Adicdo individual dos peixes em tubos proprios para homogenizagao
juntamente com o tamp&o da amostra (Proporgao 1:2 peso: volume). O tampéo
da amostra deve estar resfriado e ser constituido por: PBS (pH 7,2) + 1% BSA
+ 2 TIU de aprotinina /mL (~0,2 pL/mL);

2) Homogenizagao das amostras sempre mantidas em gelo;

3) Transferéncia do homogenado para tubos eppendorf (previamente
rotulados). Mantidos no gelo;

4) Centrifugagao das amostras em 4 °C , 16000xG por 45’. Colocar os tubos no
gelo;

5) Coletar o sobrenatante evitando gorduras que possam estar presentes no
topo do centrifugado e transferir para novos tubos;

6) Executar analise ou estocar a -80 °C.

Figura 35 — Sequéncia de passos que conduzem a obtengdo de amostras para
serem aplicadas ao teste Elisa.
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A proposta de um teste ELISA do inglés “Enzyme-Linked
ImmunoSorbant Assay”, € determinar se uma proteina em particular esta
presente em uma amostra e se, em qual quantidade. Para tanto um
‘sanduiche” é feito com as amostras, onde ligagdes especificas entre
anticorpos e proteinas sao realizadas, sendo a ultima camada composta por
um substrato enzimatico que permitira a formacado de cor cujas gradagdes
serao detectadas por absorbancia.

Portanto de posse das amostras preparadas, os procedimentos para a
analise da Vtg seguiu uma série de etapas meticulosas, procurando evitar a
degradagéo e contaminagdes que possam gerar resultados falsos positivos ou
negativos. Uma apostila detalhada da metodologia empregada pode ser obtida
no sitio do fornecedor dos padrées de vitelogenina. Acessar

www.biosense.com e buscar por “Zebrafish Vitellogenin Elisa Kit” (Prod. no.

V01008402). A ilustracdo abaixo (Figura 36), demonstra, de forma geral, os

passos executados neste experimento.
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Figura 36 — Esquema representativo da producédo de vitelogenina por peixe
macho exposto a substancia DE e sequéncia de passos do ensaio Elisa que
leva a deteccdo das quantidades de Vitg presente. (Montagem com desenhos
Amersham Biosciences, http://www.enbiotec.co.jp)
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Sendo a descrigdo dos passos a seguinte:
A — Placa pré-revestida com anticorpo de captura;
B — Adicado de 100 yL de amostra’ para cada pogo e incubar por 1 hora em
temperatura ambiente (20-25 °C). Apos este periodo lavar a placa 3x com 300
ML do tampéo de lavagem (PBS, 0,05% Tween-20);
C - Adicao de 100 uyL do anticorpo de detecgdo e incubar por 1 hora em
temperatura ambiente. Apds este periodo lavar a placa 3x com 300 pL do
tampao de lavagem,;
D - Adigao de 100 uL do anticorpo secundario no qual esta aderida a enzima
HRP (Horse Phosphatase) e incubar por 1 hora em temperatura ambiente.
Apos este periodo lavar a placa 5x com 300 uL do tampao de lavagem;
E — Adicdo de 100 pL da solugdo contendo o substrato crdmico (Perdxido de
uréia, OPD) e incubar por 30’ ao abrigo da luz em temperatura ambiente. Apos
este periodo adicionar 50 pyL de 2M H,SO4 (solu¢do de parada) aguardar 5’, ler

a absorbancia em 492 nm e calcular os resultados.

Como a placa de poliestireno para o teste Elisa € constituida por 96
pocos marcados horizontalmente por numeros e verticalmente por letras foi
preciso elaborar um mapa para ordenar as amostras a serem aplicadas e evitar
confusdo na identificagcao das mesmas (Figura 37).

O calculo das concentragbes da Vig nas amostras seguiu as
recomendagdes do protocolo supracitado. Assim as absorbancias dos padrbes
de vitelogenina (P1 — P11) foram plotadas contra as suas respectivas
concentragbes e executada uma analise de regressao. A partir da equacéao
gerada na regressao desta curva padrdo, foi inserido as absorbancias das
amostras geradas no leitor de microplaca Elisa TP-READER (Thermo plate).
Sendo o resultado de cada calculo obtido multiplicado pelos fatores de diluicao
correspondentes (1:500, 1:30 000, e 1:1 800 000), para entao, finalmente as
concentragbes médias de Vitg serem identificadas. A aplicagdo do teste de
comparacgdes de Bonferroni (Software Bioestat 2.0) foi executada para verificar

possiveis diferengas significativas entre os tratamentos.

" Amostras preparadas em 3 diferentes diluigdes: 1:500, 1:30 000, e 1:1 800 000.
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MAPA DA PLACA ELISA

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A Br Pl P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9 P10 P11
B \ \ \ \ \ \ \ \ \ \ \ \
C DCla | DClb | DCle | DC2a | DC2b | DC2c | DC3a | DC3b | DC3¢c | DEla | DEIb | DElc
D \ \ \ \ \ \ \ \ \ \ \ \
E DE2a | DE2b | DE2c | DE3a | DE3b | DE3¢ | MCla | MClb | MClc | MC2a | MC2b | MC2c
F \ \ \ \ \ \ \ \ \ \ \ \
G MC3a | MC3b | MC3c | MEla | MElb | MElc | ME2a | ME2b | ME2c | ME3a | ME3b | ME3c
H \ \ \ \ \ \ \ \ \ \ \ \

Br = Branco P1—PI11 =Padrdes DCn(a,b,c) = D.rerio Controle (1° Dilui¢do, 2° D, 3* D)
DEn(a,b,c) = D.rerio exposto a EE2 (1* Diluigédo, 2 D, 3* D)
MCn(a,b,c) = H.eques Controle (1* Dilui¢ao, 2* D, 3* D)
MEn(a,b,c) = H.eques exposto a EE2 (1° Dilui¢do, 2* D, 3* D)

Figura 37 — Localizagédo das amostras do homogenado de D. rerio e H. eques aplicadas na placa de Elisa.
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4.4 - RESULTADOS E DISCUSSAO

4.4.1 — Ensaios com Ceriodaphnia silvestrii

Os resultados em relacdo ao numero médio de neonatas nascidas
durante os dois experimentos estdo plotados na Figura 38, onde pode ser

observada a similaridade das respostas entre as duas baterias de testes

realizados.
o Teste 1 mTeste 2
s 25
2] 20 i
gE15
c o
8 = 10
S = 10 |
o
£ 0 I
S
oz 0 T T T 1
CcC CM 22 16.5 11 55 2.75
Concentragdes EE2 (ng.L™")

Figura 38 - N° médio de neonatas produzidas durante testes de toxicidade
cronicos com concentragbes de 17 a-etinilestradiol (EE2). CC (Controle do
cultivo/branco); CM (Controle do solvente/MeOH); A (22,00 ng.L™"); B (16,50
ng.L"); C (11,00 ng.L™"); D (5,50 ng.L™"); E (2,75 ng.L™"). Linha tracejada une os
tratamentos onde n&o ha diferencga significativa (o = 0,05)

Visualmente ao se observar a inflexdo da linha de tendéncia tracada
entre as médias de neonatas para ambos os testes, ja pode ser notada a
existéncia de diferencas entre os controles e concentragdes teste.
Estatisticamente, primeiramente foi executado um teste t entre o controle do
solvente (CM) e o controle do cultivo (CC) onde foi mostrada a ndo existéncia
de diferenga significativa (a = 0,01). Desse modo os dois controles foram
combinados e comparados com as concentragdes utilizadas. A analise de
variancia rejeitou a hipotese Ho: todos os grupos sao iguais, e a aplicagdao do
teste de Kruskal-Wallis revelou que somente na concentragdo de 2,75 ng.L”

(para os dois testes) nao houve diferenga significativa em relagdo aos controles



107

(a = 0,05). Estes dados sao de interesse ao se considerar a ndo existéncia de
efeitos somente para a concentracdo que € 87,5 % diluida em relagdo a
concentracdo ambientalmente relevante encontrada no Rio do Monjolinho.
Ovos de resisténcia ou efipios ndo foram detectados em nenhuma das
concentracdes testadas, sendo aparentemente “apenas” a fecundidade dos
organismos afetada.

Mesmo com os invertebrados representando mais que 95% de todas as
espécies conhecidas do reino animal (OETKEN et al., 2003), o conhecimento
da fisiologia hormonal principalmente das espécies aquaticas ainda € muito
limitado (SANCHEZ & TARAZONA, 2002). De acordo com KASHIAN &
DODSON 2004 varios estudos tém indicado a existéncia de reatividade entre
hormonios de vertebrados e sitios receptores de invertebrados com potencial
para desencadear efeitos deletérios. RODRIGUEZ et al. 2007 recentemente
revisaram os efeitos de poluentes estrogénicos para crustaceos.
Particularmente para cladoceros que sao extensivamente utilizados em estudos
ecotoxicolégicos, embora avangos tenham ocorrido, existem ainda muitas
controvérsias e certa nebulosidade em relagcdo aos processos € mecanismos
de ativagcdo e regulagdo neuro-enddcrinos, sendo muitas de suas fungdes
meramente presumiveis (PINDER et al., 1999; LeBLANC, 2000; KASHIAN,
2002; OLMSTEAD, 2003).

Para o género Ceriodaphnia, O'CONNOR et al. 1992, encontraram
reducdo da fecundidade para organismos expostos a efluentes oriundos de
processos de producdo de papel e celulose em concentracbes tdo baixas
quanto 0,005 %. Este tipo de efluente constitui uma das principais misturas
com agao desreguladora enddcrina (SERVOS et al.,, 1996) logo demonstra a
susceptibilidade do género frente a substancias que induzem efeitos através
das vias hormonais. Pesticidas (BANKS et al. 2005) comprovadamente
estrogénicos e horménios analogos aos juvenis (ODA et al., 2005) também
desencadearam efeitos negativos (mortalidade, baixa fecundidade, geracao de
machos) para espécies de Ceriodaphnia.

Especificamente para EE2 o trabalho de JASER et al. 2003, apontou
efeitos agudos para C. reticulata em 1814 pg.L™' sendo que em experimentos
cronicos exposicdes acima de 200 ug.L™" levaram ao encurtamento da fase

reprodutiva e alta mortalidade para a prole. Porém a faixa de concentragdes de
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EE2 investigada nesse estudo (410 — 4100 pg.L™" para teste agudo e 10-500
ng.L™ para teste cronico) estdo muito acima das concentragdes testadas neste
estudo o que infelizmente impossibilita comparagées discriminatérias. Assim
deve ser salientada a necessidade de estudos que englobem faixas de
concentracdo amplas para que seja compreendido o comportamento do género
frente ao estresse imposto pelo EE2. Também n&o devem ser desconsideradas
as diferencas de sensibilidade apresentadas dentre espécies do mesmo género
conforme ja verificado com outras classes de poluentes por VERSTEEG et al.,
1997 e BOSSUYT & JANSSEM 2005.

Uma observacao importante notada durante os experimentos foi que nas
réplicas expostas a maior concentragdo de EE2 (22,0 ng.L™) os organismos se
movimentavam muito mais ativamente que nos controles e demais
concentracoes. Este fato empirico e aparentemente sem importancia para a
conformidade do ensaio padrédo, gerou questionamentos quanto a possiveis
efeitos secundarios que a presenga de hormonios poderia originar nas relagdes
entre espécies, e levou a elaboracéo de testes predador-presa (PP).

O predatismo, assim como o herbivorismo, é a maneira pela qual
a energia € transferida entre os niveis tréficos nos ecossistemas. Do ponto de
vista individual existe prejuizo para as presas, porém considerando-se o
aspecto populacional as populagdes de predadores e de presas geralmente
mantém um equilibrio dindmico, fundamental a sobrevivéncia de ambas. O
primeiro conjunto de testes realizados avaliou qual configuragao seria a mais
adequada para divisar possiveis disturbios nesta relagdo PP. A Figura 39
apresenta as respostas obtidas neste ensaio preliminar. Através de analises
estatisticas (Teste de Tukey) foi confirmada a n&o diferenga significativa entre
os tratamentos com e sem alimento e existéncia de diferencas entre os
tratamentos individuais e pareados (p = 0,05). Para a continuidade dos ensaios
foi optado pelo uso dos tratamentos Fl, ou seja, uma larva de Chaoborus pré-
alimentada para 10 Ceriodaphnia silvestri em cada recipiente teste. Esta
configuracdo (mais restritiva) possibilita uma analise mais direcionada dos
possiveis efeitos, pois desconsidera as influéncias como estimulos e
competicdo entre as larvas de Chaoborus, as quais parecem elevar a taxa de
predacdo e necessitam ser melhor observadas em experimentos futuros

voltados exclusivamente para esse objetivo.
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Figura 39 - Taxas de predacgédo entre os diferentes tratamentos preliminares
para as relacbes Chaoborus sp — Ceriodaphnia silvestrii. SI = 1 larva de
Chaoborus mantida sem alimento (starvation) e incubada com 10
microcrustaceos; SP = 2 larvas de Chaoborus mantidas sem alimento e
incubadas com 20 microcrustaceos; FI = 1 larva de Chaoborus pré-alimentada
e incubada com 10 microcrustaceos; FP = 2 larvas de Chaoborus pré-
alimentadas e incubadas com 20 microcrustaceos.

Assim trés novas baterias de ensaios foram efetuadas. A primeira
bateria foi realizada com os organismos submetidos a concentragao de 22,0
ng.L'1 de 17 alfa-etinilestradiol e comparados com controles. Em funcédo das
diferengcas observadas (Figura 40) a segunda e terceira baterias foram
desenvolvidas em ordens decrescentes de EE2 para avaliagdo de possiveis

respostas discrepantes nas taxas de predacao (Figuras 41).

Tx Predagao

Tratamentos

Figura 40 - Taxas de predacdo de Chaoborus sp sobre C. silvestrii. EE2
equivale a 22,0 ng.L”" de 17 alfa-etinilestradiol e C equivale aos controles.
(Diferenca significativa p=0,05 teste de Tukey)
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Figura 41 - Taxas de predagdo de Chaoborus sp sobre C. silvestrii. A —
experimento em ordem decrescente de concentracbes de EE2 (Diferenga
significativa p=0,05 teste de Tukeys entre EE2 22,0 ng.L"' e controles). B -
experimento em ordem decrescente de concentracbes de EE2 (Diferenga
significativa p=0,05 teste de Tukeys entre EE2 22,0 ng.L”" e controles).

Para ambos os ensaios apenas na concentragdo mais elevada de EE2
ocorreram diferencas nas taxas de predagcdo em relagcdo aos controles,
corroborando experimento anterior. Como as larvas de Chaoborus localizam
suas presas através de estimulos tacteis (mecanoreceptores) (ESTEVES,
1998), as vibragdes na agua ocasionadas pela mudanga de comportamento
das Ceriodaphnia expostas ao EE2 (movimentagcdo acelerada) podem estar
desencadeando este efeito. Conforme abordado em NEWMAN & UNGER
2003, desde a década de 1970 existem trabalhos relatando alteracées nas
relagdbes PP envolvendo a exposicdao de diversos organismos a variadas
classes de substancias. PARMIGIANI et al. 2000, denominam o estudo destes

desvios comportamentais de “eto-toxicologia”.
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Muitas vezes o comportamento dos organismos (comportamento
alimentar, de defesa, de migragdo, acasalamento, etc.) € iniciado por estimulos
quimicos denominados de “infochemicals” sendo os “kairomones” (substancias
emanadas pelo predador) uma “pista” (“cue”) que possibilita a presa se
adequar a presencga do predador (BRONMARK & HANSSON, 2000; BURKES
& LODGE, 2002; VOS et al., 2006; VAN DONK, 2006), o hormdnio sintético
pode estar interferindo nestas mediagcdes. O'KEEFE et al. 1998 e WEBER &
Van NOORDWIJK 2002, através de registros em video confirmaram que o
decréscimo da atividade é o principal fator que permite a Daphnia diminuir sua
vulnerabilidade a predadores (peixes e Chaoborus respectivamente).

Neste sentido, € de grande importancia avaliar “endpoints” de relevancia
ecolégica que possibilitem mensurar desequilibrios causados por DE que
venham a interferir na dinamica das relagbes entre as espécies. A predagao
promovida por invertebrados é uma importante forga seletiva nos ambientes
pelagicos. Pela alimentagcdo seletiva sobre o zooplancton, os invertebrados
planctivoros afetam caracteristicas dos individuos, das populagdes e por
consequéncia das comunidades e ecossistemas (SVENSSON, 1997).

Analisando em conjunto os resultados dos testes cronicos e de
predacao, infere-se que na presenca de concentracdes de EE2 as populacdes
dos microcrustaceos podem estar sendo direcionadas para uma “zona de
perigo” tanto em funcdo do menor nimero de neonatas geradas quanto da
predacdo maior a que sao submetidos. Em contrapartida, observando pelo
angulo do predador, ao longo do tempo havera menos alimento o que vai levar
o Chaoborus a redirecionar sua pressao predatéria a outros organismos, com
possibilidade de gerar desequilibrio nas teias troéficas que podem perturbar todo

0 ecossistema.
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4.4.2 — Ensaios com Hyphessobrycon eques

Devido ao seu elevado poder de deteccdo e especificidade, reacao
cruzada extremamente baixa com outros compostos a ndo ser a proteina alvo,
além de propiciar a analise de varias amostras ao mesmo tempo, as respostas
dos ensaios com Elisa permitiram um excelente discernimento entre os testes
de toxicidade realizados. Ja durante a leitura das amostras foi possivel
identificar empiricamente a existéncia de diferengcas em razdo da coloragéo
discrepante entre os pogos dos grupos controle e tratamentos (Figura 42).
Sendo posteriormente, os resultados confirmados estatisticamente pelo teste
de Bonferroni, com um nivel de significancia de 99% para a espécie D. rerio e
de 95 % para a espécie H. eques, aplicado as concentragdes determinadas

pelo ajuste de uma regressao logaritima (Figura 43).

Figura 42 — Leitora de microplaca Elisa TP-READER (Thermo plate) e
resultados dos ensaios sendo impressos. Destaque: Placa do teste Elisa apos
a aplicacao da solugao de parada com coloragdes divergentes entre os pogos
analisados.
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Concentagdo Média VTG [mg/mL

D. rerio D. rerio H. eques H. eques
controle EE2 controle EE2
Figura 43 - Concentragbes meédias de Vvitelogenina analisadas em

homogenados de peixes mantidos em condigbes semi-estaticas por 60 dias.
Concentragao teste de EE2 de 30 ng/L. Barras representam os valores
maximos. & Representa diferenca significativa em relacédo ao controle (99%

para D. rerio, 95% para H. eques). D. rerio controle (n=16), D. rerio EE2 (n=12), H.
eques controle (n=15), H.eques EE2 (n=9).

Para a espécie nativa Hyphessobrycon eques nao existem relatos na
literatura, até o presente momento, quanto aos efeitos de substancias
estrogénicas. A elevacao da indugcdo de vitelogenina para o Danio rerio
encontrada neste trabalho, corrobora valores encontrados por outros
pesquisadores em situacdes experimentais diversas. Como principais estudos
temos Van Den BELT et al.,, 2003 que determinaram uma relacdo dose-
dependente de acregao da Vtg no plasma de D. rerio expostos a EE2
encontrando uma significante inducdo (7 mg/mL) ja a partir de 5 ng EE2.L™".
Neste mesmo trabalho os autores relatam as dificuldades em se compararem
medidas de Vtg entre estudos distintos, tanto para diferentes espécies quanto
para a mesma espécie a fim de se estabelecer uma concentragdo de efeito
minima (LOEC). NASH et al., 2004 ao examinar o sangue de danios expostos
a EE2 por 40 dias encontrou valores muito proximos de Vtg aos determinados
neste estudo (~1 mg/mL); aferindo um aumento de até 5000 vezes nas

quantidades de Vtg em relagdo aos controles ja a partir de doses minimas de
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EE2 (0,5 ng.L'1), porém estas quase ndo variaram quando os peixes foram
submetidos a concentragdo 100 vezes maiores de EE2 ( 50 ng.L").
Observando em distintas fases do ciclo de vida as variagbes de Vtg em
homogenados para danios submetidos continuamente desde a fertilizacdo a 3
ng EE2.L™", FENSKE et al., 2005 encontraram apds 75 dias concentragdes de
Vtg de até 1,36 mg/mL. Valores esses semelhantes aos encontrados neste
estudo, embora os peixes tenham sido expostos a concentracées 10 vezes
maiores ja na fase adulta.

Inumeros outros trabalhos registram aumento de Vitg para diversas
espécies expostas a EE2 em quantidades variadas e em tempos diversos do
ciclo de vida, porém para efeito de comparacdes atencdo deve ser dada a
matriz em estudo. Pois analises de plasma tendem a apresentar valores mais
elevados do que as realizadas com sangue completo e homogenados, devido
as diluicbes implicitas nos estudos (quantidades de tecidos que compde o
volume a ser analisado). Ainda deve ser frisado que as concentragdes de Vtg
em peixes expostos a desreguladores endocrinos podem variar milhares de
vezes desde poucos ng/mL até mg/mL (TYLER et al.,, 1990, ARUKWE &
GOKSJYR, 2003), também dependendo da fase do ciclo de vida, sexo e
espécie avaliada.

Neste experimento, as variagdes das concentragdes de Vtg entre os
individuos expostos a EE2 ndo foram significativamente diferentes (o = 0,05)
entre H. eques e D. rerio. Este € um fato de relevante importancia, pois embora
o teste Elisa aplicado nao seja destinado a espécie nativa de aguas brasileiras,
e por isso a analise para H. eques deve ser considerada semi-quantitativa, o
anticorpo de detecgdo reagiu positivamente ao tipo de Vtg existente na
espécie. Portanto enquanto ndo for desenvolvido algum ensaio especifico para
H. eques, como estudos de purificagdo da Vtg, o teste Elisa existente no
mercado para a espécie D. rerio pode ser adaptado para H. eques na avaliagao
do potencial de desregulacdo enddcrina de amostras ambientais. Enfatizando
que o emprego de uma espécie da fauna silvestre confere maior

representatividade ecoldgica as investigagdes realizadas.
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5.1 — Introducgao ao Tépico

As fotografias que ilustram o inicio deste capitulo foram obtidas ou séo
produtos de analise do proprio Rio do Monjolinho. Elas visualmente ressaltam a
premissa que a avaliagdo de risco para a saude humana e ecossistemas,
transcende em muito as concentragdbes de uma determinada classe de
poluentes presentes na area de estudo. Estas concentragbes sao sinais, o
ponto de partida que se relaciona com toda uma série de fatores, muitos dos
quais indiretos e de dificil discernimento, responsaveis em conjunto pelos
impactos negativos.

BIKSEY & BERNHARDT 2000, apontam a evolugdo das abordagens
metodoldgicas ao se conduzir uma avaliagado de risco ambiental, destacando a
importancia do fluxo de informacdes entre técnicos, politicos e a comunidade. A

Figura 44 representa as relagdes e fungdes de uma analise integrada.

Levantamento Fatores Sociais,
dos dados Econbémicos e Politicos
<
Informacgdes
Avaliacs Necessarias ]
vallagao Gerenciamento
de Risco -
Riscos de Risco
Resultantes
-
A A
Locais Planos
de Risco para Agao

Comunicagao
Preocupagdes Sociais de Risco Aceitacéo Social

Figura 44 - Componentes e inter-relagdes de uma analise de risco. (Modificado
de BIKSEY & BERNHARDT, 2000).
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5.2 — Percepgao Ambiental

Pensar em analisar a existéncia de algum risco que comprometa a
qualidade ambiental, deve antes de tudo passar pela compreensido de como a
populagdo humana inserida e/ou usuaria do espagco comprometido percebe
(preocupa-se) com o estado vigente. A percepgao da situagdo ambiental local é
muita, se nao a maioria das vezes suprimida pela midiatica apresentacao de
problemas globais. O local deve ser retirado da margem e colocado no cerne
do interesse, se tornar o ponto de partida e chegada para o conhecimento e
incorporagdes das questdes ambientais associadas a geréncia do meio vivente.

Muitas das dificuldades encontradas nas tentativas de resolucdo de
problemas ambientais residem na nao percepcgao (ou percepgao superficial)
destes problemas pela populagdo. Uma avaliacdo de risco para ser completa
deve conter em seu escopo a percepgado da populacdo do objeto em estudo
(WILLIS et al. 2005; GRASMUCK & SCHOLZ 2005). Sendo a participacéo
publica recomendada como um modo efetivo de abordar questdes ambientais
(TRAN et al. 2002).

Embora a visdo humana da qualidade ambiental dependa da histéria de
vida e formagao socio-cultural do individuo, foi desenvolvido um questionario
reunindo questdes direcionadas (optativas) e abertas buscando avaliar o grau
de conhecimento em relagao aos problemas do Rio do Monjolinho, de modo
que a linguagem empregada fosse bem aceita nas diferentes camadas sociais.
Sendo que em algumas questbes, a percepgao sensorial das pessoas em
relagdo ao meio em que estao inseridas também é perscrutada.

Um total de 220 copias foi distribuido para os residentes e comerciantes
da bacia do Monjolinho, incluindo o shopping da cidade, com o retorno de 70%
(154) dos questionarios.

Para as questbes abertas, a atribuicdo de escalas se baseou no
comprometimento das respostas considerando a seriedade e o grau de
conhecimento em relagcdo as perguntas. Assim, modificando WHITE &
HUNTER 2005, foram atribuidas as seguintes classes as respostas obtidas: -1

= fraco, 0 = nado sei, 1 = bom, 2 = muito bom.



123

Projeto de Doutorado FAPESP 03/05772-0
Questoes sobre o Ambiente e o Rio do Monjolinho

Por favor, responda as questdes abaixo. Elas foram elaboradas com a intencéo
de observar importantes opinides sobre aspectos do meio ambiente urbano.

Idade:
(1 Até 15anos [1 15-25 [0 25-40 [ 40-60 [1 Superior a 60

Profissao:

Escolaridade:

1 Ensino Basico [ Ensino Médio [ Ensino Técnico [1 Ensino Superior

1) Qual sua sensagao visual ao passar pelas vias marginais do
Rio do Monjolinho (Trajeto USP- Shopping) ?

1 Agradavel [1 Ruim [ Indiferente

2) Vocé acha importante a existéncia da mata ciliar (mata ao
redor das margens) em rios urbanos?

] Sim [0 Nao U Indiferente Por qué?

3) Como voceé classificaria o cheiro préximo as marginais?
O Otimo O Bom O Ruim O Péssimo [ Indiferente

4) Qual (is) a(s) causa(s) desse cheiro?

5) Vocé se preocupa com o destino de esgotos?

1 Sim O Nao [ Indiferente
Vocé acha que as outras pessoas tém esta preocupacao?

0 Sim O Nao
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Sabe onde os esgotos sao atualmente langados?

6) Em relacao a ETE (estacao de tratamento de esgotos) que
esta sendo construida em nossa cidade, qual a sua
importancia?

7) Vocé comeria um peixe pescado no Rio do Monjolinho?
0 Sim O Nao Por qué?

8) Como vocé descarta os remédios vencidos ou nao usados?

[ Lixo comum [ Vaso sanitario [ Lixo e Vaso sanitario L1 Outra forma:

9) Em sua opiniao, a populagao é esclarecida em relagao aos
problemas ambientais da cidade? Cite alguns problemas que
vocé considera importante!
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10) Comente esta fotografia tirada no Rio do Monjolinho no
comecgo deste ano.

OBRIGADO PELA SUA COLABORAGAO!
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A série de graficos abaixo é o resultado final do tratamento dos questionarios.
Perguntas Optativas:

Pergunta 1: Qual a sua sensacao visual ao passar pelas vias marginais do Rio
do Monjolinho?

85%

6%

ruim agradavel indiferente

Pergunta 2: Vocé acha importante a existéncia da mata ciliar (mata ao redor
das margens) em rios urbanos?

73%

sim nao indiferente

Pergunta 3: Como vocé classificaria o cheiro proximo as marginais?

59%

péssimo ruim indiferente




Pergunta 5a: Vocé se preocupa com o destino dos esgotos?

94%

indiferente

2%

Pergunta 5b: Vocé acha que as outras pessoas tém esta preocupacgao?

68%

Pergunta 7: Vocé comeria um peixe pescado no Rio do Monjolinho?

88%

12%
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Pergunta 8: Como vocé descarta os remédios vencidos ou ndo usados?

52%

LC

LC = Lixo Comum
VS = Vaso Sanitario

LC+VS VS Qutra

Questdes Abertas:

Questao 2: Importancia da mata ciliar?

%

80+
70+
60
50+
40+
30+
20+
10

-1 fraco
0 A sei
1 bom
2 mbom

-1 0 1 2

Classificagdo das Respostas

Questao 4: Causas do cheiro junto as marginais?

%

70,
60-
50
40|
301
201
10+

-1 fraco
0 nsei
1 bom
2 mbom

Classificagéo das Respostas




Questao 5: Sabe onde os esgotos sédo atualmente langados?

%

80+
70+
60+
50+
40+
30+
20+
10+

Classificacéo das Respostas

-1 fraco
0 A sei
1 bom
2 mbom

Questao 6: Qual a importancia da ETE?

%

80"
701
60
50
40 |
301
201
10+

Classificagao das Respostas

-1 fraco
0 A sei
1 bom
2 mbom

Questao 7:
Monjolinho?
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Motivos para comer ou ndo um peixe pescado no Rio do

80-
70-
60-
50-
40|
30+
20|
10+

%

Classificagao das Respostas

-1 fraco
0 A sei
1 bom
2 mbom
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Questao 9: Problemas ambientais da cidade?

80+

-1 fraco
70+ 0 A sei
60+ 1 bom
50 2 mbom

%

40+
30+
20+
10

Classificagao das Respostas

Questédo 10: Comentario sobre fotografia tirada no rio do Monjolinho.

-1 fraco
701 0 fisei
60 1 bom
50 2 mbom

Classificagdo das Respostas

Os dados gerados sao indicativos da postura da populagdo amostral em
relacdo aos problemas relacionados com o Rio do Monjolinho. Na analise das
questdes abertas deve-se atentar para diversas variantes a fim de evitar erros
conceituais e/ou interpretativos. Exemplo: Nivel de escolaridade do
respondente. Considerando apenas quem apontou nivel basico de ensino ou
nao assinalou este item, o somatoério das respostas -1 e 0 s&o perceptivelmente
elevados para algumas questdes. Para a pergunta sobre as causas do cheiro
préximo as marginais, estes valores saem de 11 % e atingem o patamar de
19,5%. Porém para algumas questdes houve certa uniformidade nas respostas,

talvez as fornecidas para as questdes 5b e 8 tenham um significado maior para



131

esta analise. A primeira denota uma tendéncia a subestimacao do interesse
alheio para com o ambiente, e a segunda ao somarmos as quantidades de
farmacos dispostos erroneamente no ambiente alcangamos no minimo 52%.

De acordo com a diretoria geral do meio ambiente dos paises da
Comunidade Européia (EC, 2001), iniciativas que atinjam a populagdo com o
propésito de promover a minimizacdo de poluentes gerados através da
disposicdo de compostos “down the sink or the toilet” devem ser
incentivadas. Sendo que no Reino Unido e na Franga existem exemplos de
“boas praticas ambientais” com programas de divulgagao e incentivo ao retorno
de medicamentos ndo utilizados. Exemplo este, que € recomendado a ser
adotado pelos demais paises membros.

Nos Estados Unidos a agéncia de protecdo ambiental (USEPA) mantém
na internet um enderegco permanente sobre os produtos de uso pessoais e

poluentes (http://www.epa.gov/nerlesd1/chemistry/pharmal/index.htm), porém

iniciativas presenciais ainda sdo pouco desenvolvidas. No estado da Califérnia
na regido de San Rafael existe um programa inovador onde as préprias
farmacias recebem os medicamentos ndo usados ou vencidos e encaminham
para disposi¢ao correta, usualmente incineragéo (On Tap, 2006).

Transportando esta questdo para a realidade local do municipio de Sao
Carlos, e procurando um meio de esclarecer a populagao sobre esta questao
(considerando também as respostas obtidas na questdo 8 do questionario), foi
elaborada uma pequena cartilha para ser usada como instrumento educacional
e de alerta sobre o descarte incorreto de farmacos (incluindo-se os horménios).

Esta iniciativa foi apresentada em reunides para a empresa UNIMED e
para as secretarias de saude e de desenvolvimento sustentavel, ciéncia e
tecnologia. Surgindo uma parceria entre a academia (desenvolvimento da
idéia), a empresa (custos de elaboragcédo e divulgacdo) e o poder publico
(recolhimento e destinacgao final). Inicialmente foram elaboradas 3,000 cépias
(com previsdo de segunda tiragem), as quais foram distribuidas para a
populagcdo nos postos de saude da rede municipal.

Versao final da cartilha:
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RETORNO E'DESCARTE
CORRETO DE MEDICAMENTOS
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Nossos rios agradecem!
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lf./_

Vocé sabia que muitos
medicamentos padam
contribiir para poluir
rios e lagos?

Com cerfeza, pols com o passar do fempo
menaos fithotes irBo nascer e até pode
ocorrer a diminwigao dos lipos de peixes
am certos locals. O que provoca
desequilibrio nos mﬁm_.wh__ﬁm agualicos!

E que o efeito combinado

de anfibidticos, hormanios,
antiinflamatonos, calmantes,
analgésicos, anfefaminas efc.
prejudicam os seres

que vivern na dgua?

E como podemos ajudar
para gue isto ndo ocorra? P .._./

\/ﬁ - ~

Acontece em
duas ocasides.
As medidas
sdo simples!

/

| 1*, Quando os remédios sdo jogados fora de forma errada, coma, por exemplo,
quando sao descartados em vasos sanitarios e pias.

=

B 22 Quando tomamos um remédio, a parte que nao foi absorvida
sai do nosso corpo pela uring e fezes,

_|mr "_ 1 " L =~ | * by

®m NAO TOME MEDICAMENTO POR CONTA PROPRIA.

= NAO JOGUE FORA PELA DESCARGA MEDICAMENTOS VELHOS
OU NAO USADOS.

B RETORNE OS MEDICAMENTOS QUE VOCE NAO USA MAIS
NOS LOCAIS INDICADOS:

: j isi ] O IMPORTANTE E QUE A
Vocé sabia? Unidade Basica de Saude g A
Receniemente, cientistas descobriram que a reproducdo dos peixes Unidade de Satde da Familia DIRETAMENTE AO

FARMACEUTICO.

é prejudicada em locals onde hd despefo de esgotos com medicamentos!
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5.3 — Avaliagao de Risco e Desregulagao Endécrina

Em 1996, o National Research Council (NCR 1996) normalizou o
emprego de dois termos (Perigo e Risco) que causavam certa confusao devido
a sua aplicagao conceitual equivocada. Assim, Perigo foi definido como uma
acao ou fenbmeno que potencialmente possa gerar dano; e Risco como a
possibilidade de ocorrer um dano devido a exposigdo ao perigo.
Algebricamente o0 risco pode ser expresso como o0 produto de duas
probabilidades (NRC 2002):

RISCO=P (E)xP (P/E),
P (E) é a probabilidade de exposicéo,
P (P / E) é a probabilidade de dano devido a exposigéo.

O risco sendo uma probabilidade, frequentemente € desprezado em
varios setores da sociedade humana. Na questdo ambiental, devido ao falso
isolamento homem-natureza, este fator desencadeia graves dificuldades tanto
na identificagdo quanto na remediagao de problemas reconhecidos.

As etapas para realizagdo de uma avaliagdo de risco ecoldgica
envolvem quatro grandes passos (NRC 1994):

1) Formulagdao do Problema, o qual envolve identificagdo dos
contaminantes, exame do movimento dos contaminantes, identificacdo das
comunidades sob risco, e as vias de exposi¢ao;

2) Design do Estudo, o qual avalia as caracteristicas do local;

3) Investigagcdo do Local, que inclui tomada de amostras (quimicas,
fisicas e biolégicas) e realizacéo de testes;

4) Caracterizagao do risco, que envolve uma avaliagdo dos riscos
cumulativos e uma discussao sobre as incertezas relacionadas a estimativa do
risco.

Em um excelente texto sobre gestdo e avaliagdo de impactos e riscos
desencadeados pela poluigdo, BRILHANTE 1999, apresenta o modelo geral do
risco (Figura 45). Trata-se de um fluxograma que permite visualizar
estruturalmente os processos envolvidos na analise de riscos, facilitando o

dimensionamento do trabalho a ser aplicado neste tipo de abordagem.
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FIGURA 45 - Modelo Geral do Risco (BRILHANTE 1999).
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O trabalho de BRIDGES & BRIDGES 2004, aponta como insustentaveis
os procedimentos nao integrativos de avaliagdo de risco para desreguladores
endocrinos, destacando que devido a rapida expansdo do numero de agentes
quimicos com capacidade desreguladora, somente uma avaliagdo de risco
integrada é capaz de fornecer resultados confiaveis.

Neste contexto, a avaliacdo de risco para os DE deve levar em
consideragdo algumas particularidades agravantes destas classes de
poluentes: 1) A ndo existéncia (nem sempre) de linearidade nas curvas dose-
resposta; 2) A possibilidade de efeitos serem detectados em fases posteriores
a da exposicao; e 3) A transmissdo e/ou manifestacdo dos efeitos para as
geracgdes posteriores (MORI et al. 2003; CONOLLY & LUTZ 2004; PRAGUE
WORKSHOP 2005).

Os riscos representados por estas substancias envolvem muitos
aspectos e atributos e podem ser classificados em varias dimensées (Tabela
6).

Portanto, devido a complexidade originada da interacdo entre multiplos
fatores, o programa internacional de seguranga quimica (IPCS 2004) e o centro
europeu para avaliagdo de risco de desreguladores enddcrinos (EURISKED
2005) recomendam a adogédo da abordagem integrativa para o delineamento

da avaliagdo de risco relacionada aos desreguladores endocrinos.
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TABELA 6 - Dimensoes, divisbes e caracteristicas dos riscos associados aos
desreguladores enddécrinos (Modificado de ASSMUTH & LOUEKARI 2001)

Dimensao Subdivisoes Interpretag6es/Exemplos
Causa atribuicbes causas e agbes podem ser
singularidade (unica/multipla) obscuras
origem variadas, efeitos diretos e indiretos
horménios naturais ou sintéticos
Exposigéo intencionalidade terapias, acidentes
continuidade exposigdes transitérias, rapidas ou
lentas
meios (compartimentos) ocupacional, ambiental, alimentar,
etc.
Alvo grupos de organismos Variados
niveis de atuagao moléculas até populagdes
ConseqUénCia adversidades diferengas qualitativas,

reversibilidade

desregulagdes acentuadas ou sutis

detoxificagdo, irreversibilidade em
estagios sensiveis

Escala de Tempo

duragao

imediatismo

passado/futuro

efeitos  cronicos ou agudos,
catastroéficos ou néo

efeitos imediatos ou retardados
(trans-geragoes)

analises retrospectivas

Escala Espacial

local / regional / global

modos de dispersao, migragdo das
substancias e/ou organismos

Controle prevengéo agentes ja dispersos / novos
regulamentagéo agentes
redugao, banimento, veto
Beneficio nenhum / diretos / indiretos compensagdes dos danos podem
existir ou serem criadas
Concepgao subjetiva / objetiva percepgdes, fatores psicologicos

(mesmo nas medidas)
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5.4 — Etapas Adotadas

Fase 1
Etapas para Distribui¢do do EE2
a avaliacao Rio do Monjolinho
de risco
Fase 2 t
Avaliacao dos resultados da
fase 1
Fase 5 Fase 3.1 Fase 3.2
Informagdo == | Lab. Efeitos Campo Efeitos
e
Comunicagao
Fase 4
Caracterizagao do Risco

Figura 46 — Estratégia para efetuar a avaliacdo de risco ambiental associada a
presencga de estrogenos no Rio do Monjolinho

O organograma acima (Figura 46), representa a estratégia posta em
pratica para a avaliagao do risco associado a presencga de estrégenos no Rio
do Monjolinho. As fases de 1 a 3 foram desenvolvidas nos capitulos anteriores
e subsidiaram as fases 4 e 5. A fase 5 refere-se ao processo de comunicacao
de risco, e foi conduzida através da analise de percep¢ao ambiental e
confecgao da cartilha informativa sobre o descarte de farmacos. A fase 4, que
representa a integragcéo de todo o trabalho e fornece a resposta que qualifica o
ambiente em estudo de acordo com o grau de risco, foi executada nos moldes
recomendados pelo modelo europeu (EMEA, 2005). Neste modelo, as
informacgdes sdo analisadas e integradas em uma probabilidade de ocorréncia

de efeitos (numérica) a partir de uma concentragdo ambiental predita (Figura
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47). Assim temos a concentragcdo ambiental predita (do inglés Predicted
Environmental Concentration — PEC) e a concentragdo que nao causa efeitos
(do inglés Predicted No Effect Concentration — PNEC). O quociente PEC /
PNEC fornece uma estimativa do risco ambiental da area avaliada (WALKER et
al. 2007).

Avaliacéo da Avaliacao dos
Exposigao Efeitos
PEC PNEC

Caracterizacao do Risco
PEC /PNEC

Quociente:
Valor bem abaixo de 1 — risco baixo

Valor 1 ou acima — risco substancial

Figura 47 — Esquema simplificado de uma avaliagao de risco ambiental.

Para farmacos onde PEC seja inferior a 0,01 pg.L™" e ndo houver algum atributo
gue cause preocupacao € assumido que o produto ndo representa risco para o
ambiente e a avaliacdo de risco € cessada. Porém para ED o risco deve ser
avaliado independentemente da quantidade disposta para o ambiente (EMEA,
op.cit.). Principalmente devido a suas agdes sobre os eixos hormonais e
consequentes inumeros disturbios desencadeados (MANAHAN 2003,
FALCONER et al. 2006), incidéncia de efeitos em raz&o da interacdo de
compostos em pequenas doses (KORTENKAMP 2007), além dos estrégenos

serem reconhecidamente substancias carcinogénicas (NELSON 2002).
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5.4.1 — Modelo e Analise

A avaliagdo da carga de estrégenos disponibilizada por uma cidade de
porte médio como Sao Carlos (~ 250.000 habitantes) foi computada a partir de
um modelo fundamentado em dados estatisticos populacionais propostos por
JOHNSON & WILLIAMS 2004. Este modelo permite estimar quantidades de
horménios diariamente excretados por uma determinada populagdo, se
ajustando as faixas etarias que a compode.

A excrecgao per capita média, assim como o montante populacional, para
os hormoénios naturais estrona (E1), estradiol (E2) e o sintético etinilestradiol
(EE2) sdo sumariadas na tabela 5b. Sendo na tabela 5¢ mostradas as
quantidades dispostas para o ambiente (Rio do Monjolinho). A vazdo média de
esgotos langados para o rio e utilizada nos calculos foi de 54864 m?.dia™ (Prof.
Luiz Daniel comunicacao pessoal). Para efeito de comparagao, também foram
utilizadas as taxas de remocédo média para estrogenos, obtidas de DE MES et
al. 2004 em ampla avaliagao feita sobre estudos realizados em varias esta¢gdes
de tratamento ao redor do mundo, considerando ainda distintas estagdes

climaticas.

Tabela 7 - Quantidade média de estrogenos naturais (E2 e E1) e sintéticos
(EE2) diariamente excretados

Estrégeno Excrecdo (ug.dia™) Excregdo X poPuIagéo
(pg.dia”)
17 B-Estradiol (E2) 3,3 825.000
Estrona (E1) 13,8 3.450.000
17 a-Etinilestradiol (EE2) 0,89 222.500
Carga Total 4.497.500

Tabela 8 - Concentracdo de estrégenos disponibilizada para o ambiente.
Caso1: Nao existéncia de tratamento. Caso 2: Quantidades apds remogao em
ETE.

Estrégeno (ng.L™) Caso 1* Caso 2**
17 B-Estradiol (E2) 15,03 3,31
Estrona (E1) 62,88 25,15
17 a-Etinilestradiol (EE2) 4,06 1,99

*Concentragao obtida pela razao entre a quantidade populacional excretada em pg.dia®
' e a vazdo média considerada 54864 m®.dia™.

** Taxas médias de remogao (E2 78%, E1 60% , EE2 49%) obtidas de DE MES et al.
2004.
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A Figura 48 representa a carga poluidora predita total de hormbnios

estrogénicos chegando diariamente no corpo hidrico receptor.

Carga

Lancada

SemTratamento ApésTratamento
81,97 ng.L" 30,45 ng.L!

Figura 48 — Representacéao hipotética da carga poluidora total de compostos
estrogéncos imposta diariamente ao Rio do Monjolinho. Baseada em modelo
explicado no texto.

Considerando-se apenas a concentracdo do farmaco sintético
anticoncepcional EE2 e aplicando a razdo PEC/PNEC, temos para o
Caso1(quantidade langada diariamente no Rio do Monjolinho) um PEC previsto
de 4,06 ng.L”" e um PNEC (obtido dos ensaios com C.silvestrii, Capitulo 4)) de
2,75 ng.L™". Assim:

RISCO EE2 = PEC / PNEC

RISCO EE2 =4,06 / 2,75 = 1,48 situacao de risco.

Aplicando a razao para a concentragédo maxima de EE2 determinada no
Rio do Monjolinho (Capitulo 2), obtemos o risco cumulativo em relacédo ao
tempo:

RISCO EE2 = 33,51 /2,75 = 12,19 situagao de risco acentuado.

Porém ao adotar o PNEC de 0,1 ng.L™ ' como recomendado pela agéncia
ambiental britanica (YONG et al.,, 2004), teremos situacbes onde a
classificagao de risco para o Rio do Monjolinho sera extremamente alta, pois
como ja mencionado a partir de 1 o risco ja € considerado substancial. Sendo
os valores de 40,6 para o modelo de carga diaria, e de 335,1 para a

concentracao determinada no préprio rio. Comprovando deste modo, que a
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biota existente no Rio do Monjolinho esta submetida a concentragbes deletérias
de EE2.

Este panorama se torna ainda mais temerario ao examinarmos a Figura
48 e ponderarmos sobre a carga total que é langada ao rio em fungédo das
misturas dos horménios, pois os efeitos podem ser potencializados pelas
interagcbes entre os compostos estrogénicos. Ainda cabe ressaltar que
efluentes sao misturas complexas onde centenas de outras classes de
substancias encontram-se presentes, sendo a diminuicdo da carga toxica de
solugdes com composi¢cdo tdo numerosa um grande desafio a ser vencido
(USEPA 1999, WARNE 2003, SUAREZ et al. 2008).

Além da biota existente no rio, a populacdo humana é exposta a estes
compostos quando interage diretamente no ambiente, no caso de contato
primario e pesca; embora estas ocorréncias sejam esporadicas e representem
a acao recorrente de poucos individuos. Porém o risco maior reside na
interacéo entre bacias, ou seja, no decurso do processo de langamento de
esgotos e captacdo de agua para consumo. Conforme expressa CAMPOS
2000, esgotos de cidades a montante atingem direta ou indiretamente o
abastecimento de agua das cidades a jusante. Assim, se as estagbes de
tratamento de aguas (ETA) ndo possuirem sistemas adequados (avangados)
de eliminacdo destas substancias (TERNES et al 2002, LORAINE &
PETTIGROVE 2006), residuos podem alcangar os habitantes via torneira (“tap
water”).

Registros de EE2 em agua de consumo sdo esparsos, em um
abrangente estudo realizado para o instituto de ecologia aplicada e biologia
molecular da Alemanha (IME) WENZEL et al. 2003, reportam que a
concentracdo maxima de EE2 encontrada na Europa em &guas de
abastecimento foi de 1,4 ng.L™". Os autores desse relatdrio expde calculos Uteis
para uma avaliagao de risco, onde o nivel diario de exposi¢ao pelo consumo de
agua seria de 0,047 EE2 ng.kg” para adultos (60 kg) é de 0,21 EE2 ng.kg™
para bebés (5 kg). Os autores frisam que a relevancia fisiologica destes dados
€ incerta, embora concluam que os estréogenos naturais e sintéticos sejam os
mais potentes desreguladores endocrinos conhecidos e, portanto passiveis de
regulacdo quanto a presenga em agua indicada para consumo. No Brasil, até o

presente momento, ndo existe publicacao cientifica relatando ocorréncia de



143

EE2 em aguas de abastecimento. Todavia, trabalhos comegcam a ser
desenvolvidas por grupos de pesquisa em distintas universidades. GHISELLI
2006, em sua tese de doutoramento encontrou concentracdo bastante elevada
desse horménio sintético na agua destinada para suprir a populagédo da regido
de Campinas-SP (Concentracdo em agua potavel entre 1,6 -1,9 ug.L™"). Esses
valores, atipicos na literatura cientifica mundial, representam uma exposig¢ao
diaria consideravel para adultos e bebés de 0,056 EE2 pg.kg'1 e 0,255 EE2
ug.kg”' respectivamente, servindo desse modo de alerta para os demais
municipios do estado.

Dentro deste quadro, pode-se afirmar que o Rio do Monjolinho € afetado
diariamente pelo despejo de esgotos e, por conseguinte pelos DE entre estes o
potente etinilestradiol (EE2) em elevada concentragdo. Conclui-se que a biota
residente no rio é sujeita aos graves efeitos desreguladores destes compostos,
sendo que a populagdo humana também ndo esta isenta de riscos, ainda que
secundarios, em razao do contato e/ou consumo de agua contaminada.

Como o municipio de Sao Carlos esta na iminéncia de inaugurar a ETE
do Monjolinho, sera de crucial importancia a avaliagdo da eficiéncia das
tecnologias de tratamento a serem empregadas frente a estes problematicos

contaminantes emergentes.
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CONCLUSOES & RECOMENDAGOES

®» As suposi¢cdes de ocorréncia de substancias estrogénicas nas aguas do Rio
do Monjolinho se confirmaram. Embora as técnicas analiticas disponiveis nao
fossem as mais avancadas, foi possivel averiguar a existéncia de
concentragdes do horménio natural estradiol (E2) e principalmente do sintético
etinilestradiol (EE2) em distintos periodos amostrais. A aplicagdo de técnicas
mais refinadas de analise quimica de futuras amostras, através de
cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrofotdmetro de
massas em sequéncia (LC-MS-MS) é altamente recomendavel para detecgao
de possiveis outras substancias, essencialmente pela capacidade de deteccao

de concentragdes infimas, que coexistam contaminando o meio.

®» A aplicacdo de técnicas de biologia molecular para a detecgcao de efeitos
sobre organismos, € um campo de interesse prioritario. A toxicogenbmica
ambiental, como é denominada, € fundamental para obtencdo de respostas
com peso de evidéncia em analises ambientais. A incidéncia da proteina
vitelogenina (VTG) ou do acido ribonucléico mensageiro (Vig mRNA), em
varios exemplares de peixes machos capturados no Rio do Monjolinho constitui
prova irrefutavel da existéncia de desregulagdo enddcrina afetando a biota
aquatica. A ratificacdo da sequéncia nucleotidica da molécula de Vtg mRNA
existente em outras espécies de tilapias para a espécie de tilapia que é
abundante em rios do Brasil (Oreochromis niloticus) foi uma etapa de grande
importancia neste estudo. Este biomarcador de exposicao/efeito possibilita que
varios outros trabalhos sejam desenvolvidos utilizando uma espécie resistente

e completamente integrada aos ecossistemas I6ticos e Iénticos nacionais.

®» Condicoes desbalanceadas do meio vivente refletem na bioquimica
metabdlica dos organismos sujeitos as alteragdes impostas. A aplicagdo de
ensaios ELISA (imunoensaios) € um modo eficiente e rapido de deteccgéo
especifica de anormalidades. A comparacao de respostas entre uma espécie
internacionalmente reconhecida (Danio rerio) e uma espécie nativa

(Hyphessobrycon eques) quando submetidas a concentracdo ambientalmente
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relevante de EE2 e determinadas por um teste padronizado para a primeira,
indicou semelhangas entre as moléculas da VTG para as espécies. Devido a
praticidade de manutencao destes pequenos peixes em laboratério, H. eques
pode ser empregado, a0 menos, para levantamentos semi-quantitativos de
estrogenicidade em aguas e efluentes; conferindo relevancia ecoldgica aos
estudos desenvolvidos. Porém é recomendado que estudos venham a ser
direcionados para purificagdo de proteinas Vitg desta e de outras espécies

nativas para aprimoramento das respostas obtidas neste estudo

®» Interferéncias sutis nas intrincadas relagdes que regem as espécies, sdo um
campo fascinante de exploragcéo dentro da ecotoxicologia. Devido a existéncia
de “variaveis escondidas” traduzidas pelo conceito de propriedades
emergentes, efeitos inesperados podem surgir a partir de fatos considerados,
pelo olhar antropocéntrico, sem conexdo. Neste contexto a alteragéo
comportamental induzida pelo horménio EE2 sobre Ceriodaphnia silvestrii,
modificando seu padrao natatério permitiu que um dos seus predadores,
Chaoborus sp, tivesse sucesso maior em suas investidas. As utilizagdes deste
tipo de abordagem em estudos ecotoxicoldégicos acrescentam um nivel de
conhecimento necessario na tentativa incessante de discernir os mecanismos
complexos existentes nas teias ftroficas. Assim a identificagdo destas
perturbagdes, emana um grau superior de preocupagdo, vinculando a
desregulacdo enddcrina  como poluentes interferentes nas relagdes

interespecificas.

®» Riscos ambientais sdo muitas das vezes nebulosos. Este carater enigmatico
é creditado aos inumeros fatores interagentes que resultam em um volume
denso de informagdes e de dificil assercdo nexo-causal. Particularmente aos
hormonios estrogénicos, e em maior consideracdo ao EE2, ndo existe objecao
de que sua presenga no meio ambiente €& passivel de desencadear efeitos
danosos aos mais variados taxa, inclusive causando instabilidade nos sistemas
ecologicos. Conforme evidenciado neste estudo, o risco sécio-ambiental devido
as quantidades de EE2 encontradas no Rio do Monjolinho é expressivo.
Embora para a populagdo humana nao existam dados palpaveis, rege recorrer

ao principio da precaucdo, onde a falta de certezas nao é motivo para a falta de
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acdes preventivas. Assim, considerando que o municipio esta na iminéncia de
inaugurar a ETE do Monjolinho, € primordial a continuidade de pesquisas com
o objetivo de avaliar a presenga e riscos associados aos DE, nas distintas
etapas, e efluente final da estacdo de tratamento. Também avaliagdes em ETA
e novas abordagens ecotoxicolégicas sao recomendadas para gerarem dados

que permitam assegurar um ambiente sadio.
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“... € preciso forea pra sonhar e perceber que a estrada val além do que se VE..”

Los Hermamnos





