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RESUMO

Nas ultimas décadas se intensificou o lancamento, no meio hidrico, de
contaminantes com capacidade de desregulacdao enddcrina. Nesse
contexto, a aplicacdo e o aprimoramento de métodos analiticos eficientes
passam a ser cada vez mais requeridos para verificar os potenciais impactos
dessas substancias sobre 0s organismos a elas expostos. Bioensaios
podem ser conduzidos para esse fim, como, por exemplo, 0 ensaio in
vitro yeast estrogen screen (YES), que permite a deteccdo de compostos
estrogénicos e citotoxicos. Este estudo, aplicando tal ensaio, investigou a
atividade estrogénica das aguas e seus potenciais riscos a biota aquatica
de dois corpos hidricos do municipio de Santa Maria Madalena, no estado
do Rio de Janeiro, Sudeste do Brasil. Observou-se atividade estrogénica
apenas no corrego Sao Domingos, com concentragdes de equivalente
estradiol (EQ-E2) de 23 e 104 ng.l." no periodo de estiagem e chuvoso,
respectivamente. Os potenciais riscos desse nivel de atividade estrogénica
foram mensurados por meio de uma avaliacao de risco, que revelou
alto e médio risco nas estacdes seca e chuvosa, respectivamente. Cabe
mencionar que, entre 0s corpos hidricos estudados, a area do corrego
Sdo Domingos € aquela com maior adensamento populacional e menor
cobertura de coleta e tratamento de esgotos. O ensaio YES mostrou ser
uma boa ferramenta para a deteccao da presenca de desreguladores
endocrinos estrogénicos, que pode subsidiar 0 avanco do conhecimento
de corpos hidricos e a formulacao de legislacao e regulamentagoes da
area ambiental.

Palavras-chave: atividade estrogénica; desregulares enddocrinos;

estrogénios; aguas superficiais; efluentes domeésticos.

ABSTRACT

In recent decades, the release of contaminants with endocrine disrupting
capacity into the water environment has intensified. In this context,
the application and improvement of efficient analytical methods are
increasingly required to verify the potential impacts of these substances
on the organisms exposed to them. Bioassays can be conducted with
this purpose, such as the yeast estrogen screen (YES) in vitro assay, which
allows the detection of estrogenic and cytotoxic compounds. This study,
applying the YES assay, investigated the estrogenic activity and its potential
risks to the aquatic biota of two streams in Santa Maria Madalena, Rio de
Janeiro State, Southeastern Brazil. Estrogenic activity was observed only
in Sdo Domingos stream, with estradiol equivalent (EEQ) concentrations
of 23 and 104 ng.l" during the dry and rainy season, respectively. The
potential risks of this level of estrogenic activity were evaluated by a risk
assessment, which revealed a high and medium risk to the local biota in
the dry and rainy seasons, respectively. Among the studied water bodies,
Sdo Domingos watershed has a bigger population density and less sewage
collection and treatment comparatively to Ribeirdo Santissimo stream.
The YES assay presented itself as a useful tool for spotting estrogenic
endocrine disruptors, with the potential to help in expanding knowledge
about water bodies and to create and enforce environmental legislation
and regulations.

Keywords: estrogenic activity; endocrine disruptors; estrogens; surface
water; domestic sewage.
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INTRODUCAO

Dada a grande relevincia dos desreguladores enddcrinos, métodos tém sido
desenvolvidos visando a sua determinagido nas mais variadas matrizes (dgua
superficial, sedimentos, material particulado suspenso, efluente de estagdo de
tratamento de esgoto, esgoto bruto etc.) (WEN et al., 2018; WU et al., 2017;
CUNHA et al., 2017; NIE et al., 2015). Esses novos microcontaminantes
podem causar efeitos adversos em ecossistemas aquaticos, principalmente em
espécies sensiveis, como peixes e anfibios (LIU et al., 2018; NEGINTA]I et al.,
2018; PORSERYD et al., 2017; VALCARCE et al., 2017; ABDEL-KHALEK,
2018; CUNHA et al., 2016; LI; CHEN; QIN, 2016; TAMSCHICK et al., 2016;
GILBERT, 2012). As amostras ambientais sdo em sua maioria complexas e as
substincias de interesse estio normalmente em concentra¢cdes na ordem de
ug.L' e ng.L?, tornando necessério o desenvolvimento de técnicas eficientes de
andlise (GLINEUR et al., 2018; CHORMEY et al., 2017; FERRERA; SANTANA;
RODRIGUEZ, 2013; GE et al., 2010).

Entre as técnicas instrumentais disponiveis para a identificagao e quantifi-
cagdo de desreguladores enddcrinos em amostras ambientais, a analise quimica
¢é a mais utilizada, principalmente por meio da cromatografia. Mas, quando se
objetiva mensurar os efeitos decorrentes de dada exposi¢iao ambiental a uma
substéncia especifica ou mistura de substincias, hd uma variedade de bioen-
saios in vitro que pode ser conduzida, como, por exemplo, os ensaios de tran-
sativagio (KUNZ et al., 2017; DVORAKOVA et al., 2016). Tais bioensaios sdo
baseados em mecanismos de a¢do que induzem respostas pela estimulagio de
receptores hormonais e, posteriormente, com o aumento da expressiao de um
gene reporter. A resposta é observada pela alteragdo de cor ou pelo aumento
da luminescéncia, que indica a presenca da atividade estrogénica da substéncia
ou amostra ambiental (KUNZ et al., 2015).

Desenvolvido por Routledge e Sumpter em 1996, o ensaio Yeast Estrogen
Screen (YES) é um método de andlise in vitro de transativagao que vem sendo
largamente empregado pela sua rapidez, reprodutibilidade e sensibilidade
(ROUTLEDGE; SUMPTER, 1996). Esse bioensaio permite estimar a ativi-
dade estrogénica total de uma mistura de substéncias (FANG et al., 2016;
ALVAREZ et al., 2013; BRIX et al., 2010) e utiliza a levedura Saccharomyces
cerevisiae geneticamente modificada, que possui uma sequéncia de DNA de
receptor de estrogénio humano (REh) no seu genoma, como mostra a Figura 1.
Quando hé a presencga de alguma substéncia estrogénica, esta interage com
o REh, causando a expressdo do gene receptor Lac-Z, que por sua vez pro-
duz a enzima -galactosidase. Essa enzima é excretada no meio, metaboli-
zando o substrato cromogénico (chlorophenol red-B-D-galactopyranoside
— CPRG). A resposta colorimétrica desse bioensaio é entdo mensurada por
espectrofotometria.

Por fim, os resultados obtidos sdo comparados a um padrio (estradiol —
E2), o que possibilita um resultado numérico em termos do equivalente estra-
diol (EQ-E2) (ROUTLEDGE; SUMPTER, 1996). Um dos principais moti-
vos para adotar o E2 como padrao e ndo outros estrogénios, por exemplo o
170-etinilestradiol (EE2) ou estriol (E1), é¢ que o E2 tem uma poténcia in vitro
e in vivo entre EE2 e El. Portanto, é possivel avaliar os efeitos de uma mistura
de forma mais precisa, uma vez que as amostras ambientais podem conter mais
de um tipo de estrogénio (KUNZ et al., 2015).

O EQ-E2, utilizado como unidade universal para medir a atividade cumu-
lativa das substancias estrogénicas presentes na amostra, ¢ ainda empregado na

avaliagdo de risco. Seguindo essa metodologia, podem-se comparar tais resultados
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com padrdes de referéncia, como, por exemplo, o padrdo médio da qualidade
ambiental (annual average environmental quality standards — AA EQS) da
Diretiva-Quadro da Agua da Unido Europeia (Water Framework Directive —
WEFD) que, com base em dados de efeitos ecotoxicoldgicos, adotou a concen-
tragdo limite de 0.4 ng.L"! para o E2 — nivel de efeito adverso ndo observado
para esse estrogénio (CUNHA et al., 2016; KUNZ et al., 2015; SCHER, 2011).

A Comissao do Meio Ambiente do Parlamento Europeu, com a Diretiva
2013/39/EU, incluiu o E2 na primeira lista de vigilancia da WFD. Segundo
a Diretiva, o uso de ferramentas baseadas em efeitos, como o ensaio YES,
pode ajudar na elaboragido e implementagdo de programas de monitora-
mento e fornecer um vinculo entre avaliagdes quimicas e ecoldgicas, ajudando
assim na avaliagdo da qualidade da 4gua (CUNHA et al., 2016; JRC, 2015;
UNIAO EUROPEIA, 2013).

Diante da crescente preocupagio com a qualidade da dgua e a fim de mini-
mizar os riscos causados pela polui¢ao hidrica, paises tém investido no estudo
da contaminagdo de varios compostos no meio ambiente. Nesse contexto, o
presente estudo objetiva analisar a presenga de estrogénios e seus potenciais
efeitos adversos a biota aquética em dois corpos hidricos do municipio de Santa
Maria Madalena. Com essa finalidade, analisou-se a atividade estrogénica das
amostras pelo ensaio YES e realizou-se a avaliagdo de risco, de acordo com a

metodologia proposta por KUNZ et al. (2015).

Fonte: adaptada de Routledge e Sumpter (1996).

1: A forma capaz de acoplar-se aos elementos de respostas de estrogénios
(ERE);

2: ativacdo do receptor; 3: ligagao do estrogénio ao receptor, causando
expressdo do gene receptor da Lac-Z; 4: producao da enzima B-galactosidase,
que é excretada no meio; 5 e 6: A B-galactosidase metaboliza o substrato
cromogénico CPRG (@amarelo) em um produto vermelho (que pode ser
medido pela absorbancia entre 575 e 620 nm).

Figura 1 - Esquema de expressdao da atividade estrogénica pela levedura
Saccharomyces cerevisiae recombinante.
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Atividade estrogénica em aguas superficiais

METODOLOGIA

Area de estudo

O municipio de Santa Maria Madalena esta localizado na regido serrana do
estado do Rio de Janeiro, no Sudeste do Brasil (Figura 2). Esse municipio, prin-
cipalmente a sua drea urbana, foi escolhido para o desenvolvimento deste tra-
balho por possuir corpos hidricos que nascem na prépria drea de estudo, nao
tendo, portanto, influéncia de outros municipios vizinhos.

Além disso, por ser uma regido que nao possui industrias, mineradoras,
agricultura, pecudria etc., pode-se considerar que a ocorréncia de desregu-
ladores enddcrinos nos corpos hidricos locais estd diretamente relacionada
aos efluentes sanitarios ndo tratados langados diretamente nesses corregos,
ou também aos efluentes de estagdes de tratamento de esgoto (ETE), uma vez
que a literatura mostra que as ETE ndo eliminam eficientemente esse tipo de
poluentes (CUNHA et al., 2017; BRANDT et al., 2013; AQUINO; BRANDT;
CHERNICHARO, 2013).

Com relagdo ao esgotamento sanitario, a area urbana de Santa Maria
Madalena possui duas ETE, e ambas aplicam um sistema de tratamento bio-

légico de nivel secundario. Conforme indicado no mapa da Figura 2, a ETE

I esta instalada préximo ao cérrego Sio Domingos e recebe contribuigao de
um unico bairro (Cidade Alta), enquanto a ETE II estd localizada no cor-
rego Ribeirdo Santissimo e recebe esgoto bruto de dois bairros (Largo do
Machado e Arranchadouro). Todos os outros bairros nao sao atendidos por
qualquer ETE (PMSB, 2012), de modo que boa parte dos efluentes sanitarios
da drea estudada nao recebe nenhum tratamento antes de ser descarregada

em corpos de agua.

Amostragem

A coleta das amostras de agua superficial foi realizada nos dois principais
corpos hidricos que drenam a cidade: cérrego Sdo Domingos (21°56'29,87”S
42°0’15,89”W) e cérrego Ribeirdo Santissimo (21°58'1,04”S 41°59°19,65”W).
Esses pontos estdo localizados a jusante de todas as contribui¢des da drea urbana
do 1° distrito de Santa Maria Madalena (Figura 2).

Foram realizadas duas campanhas amostrais, a primeira em agosto de
2014 (fim do periodo da estiagem) e a segunda em novembro de 2014 (inicio
do periodo chuvoso).

A amostragem foi do tipo composta, que consiste na combinagao de amostras

individuais de 4gua (com o0 mesmo volume), tomadas em intervalos de tempo

Fonte: primaria.

Figura 2 - Localizagdo da area de estudo: municipio de Santa Maria Madalena (RJ).
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programados, durante um dia inteiro. Esse tipo de amostragem contribui para
minimizar os efeitos da variabilidade das concentragdes ao longo do dia, dando
uma ideia da concentragao média (VON SPERLING, 2012).

No campo, as amostras foram coletadas com a ajuda de uma garrafade 2 L de
Van Dorn (AFK 34) e transferidas parceladamente para garrafas de vidro 4mbar
de 1 L, em duplicata, que ao fim do dia de coleta estavam cheias. Para impe-
dir a biodegradagdo dos analitos de interesse, foram adicionados 10 mL de
metanol a cada 1 L de amostra. Em seguida, as amostras foram levadas para o
Laboratorio de Toxicologia do Centro de Estudos da Satide do Trabalhador e
Ecologia Humana (CESTEH/FIOCRUZ). Em todo o processo de amostragem
e percurso até o laboratério, as amostras foram mantidas em caixas de isopor

com gelo e depois armazenadas a 4°C.

Reagentes

Preparou-se uma solugido padrdo de E2 (98% de pureza, Sigma-Aldrich®)
em acetona, que foi armazenada a 4°C. Todos os reagentes foram obtidos da
Sigma-Aldrich®, exceto biotina e CPRG, fornecidos pela Merck®. A dgua puri-

ficada foi obtida com o uso de um sistema Milli-Q Biocell (Millipore®).

Preparacao das amostras para

ensaio de atividade estrogénica

No laboratdrio, as amostras foram filtradas em até 48 horas apos a coleta, com
o auxilio de uma bomba a vécuo. Primeiramente, utilizou-se uma membrana
de celulose de 0,45 um (Merck®) e depois um filtro de fibra de vidro de 0,22
um (MFS®). Na sequéncia, o pH das amostras foi ajustado para 2 com a adigio
de uma solugdo de acido cloridrico (3 mol.L?).

Ainda com o auxilio de uma bomba de vicuo e um manifold (Waters®),
efetuou-se o procedimento de extragdo em fase solida (EFS). Os cartuchos Oasis
HLB (Waters®) foram condicionados sequencialmente com 5 mL de acetato de
etila, 5 mL de metanol e 5 mL de 4gua ultrapura, com uma vazao de 5a 10 mL.
min™. Logo depois, 500 mL da amostra foram passados pelo cartucho com a
mesma vazio. Em seguida, os cartuchos foram submetidos a uma limpeza (clean
up), com a percolagio de 2 x 5 mL de dgua ultrapura com pH 2, e foram secos
por aspiragao a vacuo durante 10 minutos.

A eluigdo dos analitos retidos nos cartuchos EFS foi realizada utilizando
4 mL de acetona. Os eluatos foram entdo recolhidos em frascos ambar de
20 mL, evaporados sob uma corrente de nitrogénio e reconstituidos com
2 mL de etanol.

Para a realizagdo do ensaio YES, as amostras reconstituidas foram levadas
para o Laboratério de Engenharia Sanitaria (LES/UER]) em caixas de isopor,

sob a temperatura de 4°C.

Atividade estrogénica pelo ensaio yeast estrogen screen
A metodologia adotada para a determinagdo da atividade estrogénica pelo
ensaio in vitro YES foi baseada em Routledge e Sumpter (1996). O ensaio foi
realizado em microplacas de 96 pogos de fundo plano e preparado em uma
capela de fluxo laminar.

A solugdo padréo de E2 (54.48 ug.L") e os extratos das amostras foram
diluidos em série em etanol, e aliquotas de 10 puL de cada dilui¢ido foram
transferidas para cada pogo das microplacas (em duplicata), onde logo em
seguida foram evaporadas até a secura. Na sequéncia, foram adicionados

a0s pogos 200 UL do meio de analise (meio de cultivo, levedura e CPRG).
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As microplacas foram entdo seladas com fita adesiva e agitadas vigorosamente
durante 2 min em um agitador de placas (IKA MS3®). Posteriormente, foram
mantidas durante 72 horas a 30°C numa incubadora (Nova Etica, 410%). Ap6s o
periodo de incubagao, a absorvéncia foi lida a 575 nm (para cor) e a 620 nm
(para turbidez) com um leitor de placas VersaMax (Molecular Devices®).
Em cada ensaio, foram utilizados etanol e E2 (diluido em série) como
controle negativo e controle positivo, respectivamente. Os valores de absorgdo
das amostras foram corrigidos de acordo com a Equagio 1 e os graficos foram

construidos com as curvas dose-resposta do ensaio.

Abs = Abs

Amostra corrigida

Absgz0 Amﬂstra) (1)

575 Amostra ( AbSBZO Branco

As curvas dose-resposta para o padrdo E2 e para os extratos das amostras
foram plotadas com a concentragao versus a resposta estrogénica (absorvancia
corrigida), resultando em curvas sigmoides que foram ajustadas pelo software
Origem 6.0 (Microsoft®).

Calculou-se a EC,, que ¢ 50% da maior resposta da 3-galactosidase obtida
no ensaio YES, em relagio a curva padrao. Neste estudo, as curvas dose-resposta
para o controle positivo E2 foram feitas na faixa de concentragdo de 2,724 a
1,33 ng.L", e o limite de detecgdo (LD) e o limite de quantificagio (LQ) foram
de 0,02+ 0.01 ng.L" e 0,09 £ 0,04 ng.L", respectivamente.

Além da determinagdo da EC_, 0 EQ-E2 também foi calculado com base na
indu¢do maxima de -galactosidase em cada extrato de amostra, pela interpo-
lagdo dos dados das curvas das amostras com os da curva de controle positivo
E2 (em ng.L*). Para obter o valor real de EQ-E2 da amostra de dgua superfi-
cial (em ng.L"), foi necessdrio dividir o valor EQ-E2 (em ng.L") pelo fator de
concentragao usado na EFS.

Durante o ensaio YES, a presen¢a de compostos citotoxicos nas amostras
pode inibir o crescimento da levedura Saccharomyces cerevisiae. A inibi¢do do
crescimento das células pode ser acompanhada pela redugido dos valores de
absorvancia a 620 nm em cada pogo, e a citotoxicidade pode ser avaliada de
acordo com a Equagio 2, como descrito por Frische et al. (2009).
Citotoxicidade =1 — (m&) 2)

620 Controle Negativo

Avaliacao de risco

A avaliagdo de risco baseou-se nos quocientes de risco (QR, ou em inglés risk
quotients — RQ) conforme os estudos de Kunz et al. (2015), que se baseou
na WED. O QR ¢ expresso como a relagdo analitica entre as concentracdes
ambientais medidas (CAM, ou em inglés measured environmental concentra-
tions — MEC) ou as concentragdes do EQ-E2 e o padrao médio da qualidade
ambiental (PMQA, ou em inglés annual average environmental quality standard

— AA EQS), como mostra a Equagao 3:

_ CAM ou EQ-E2

QR PMQA

3

Segundo o PMQA, a concentragio de E2 para proteger o meio aquatico
em 4guas superficiais é de 0.4 ng.L' (SCHER, 2011; UNIAO EUROPEIA,
2013). Para a interpretacio dos dados, o risco ambiental varia entre: nenhum
(< 1), em risco (1 a 10) e alto risco (> 10), em que efeitos nocivos podem
ser esperados em razao da presenga de compostos estrogénicos na dgua
(KUNZ et al., 2015).

Eng Sanit Ambient | v.26 n1 | jan/fev 2021 | 21-28 0



Atividade estrogénica em aguas superficiais

RESULTADOS E DISCUSSAO

Atividade estrogénica
Inicialmente, observou-se que as amostras dos coérregos Sdo Domingos e
Ribeirdo Santissimo ndo apresentaram citotoxicidade. Ou seja, as substancias
presentes nas amostras de ambos os corpos hidricos nao inibiram o cresci-
mento ou nao mataram a levedura Saccharomyces cerevisiae, organismo base
para conducao do ensaio YES.

Para efeito de validagao do E2 enquanto controle positivo e indutor de ativi-
dade estrogénica, foi tragada e analisada a curva dose-resposta do E2 (Figura 3).
Observou-se que os resultados foram satisfatdrios, uma vez que essa curva apre-
sentou formato sigmoide. Além disso, o controle negativo (branco) também foi
satisfatdrio, ndo apresentando qualquer contaminagio.

Com relagio a atividade estrogénica das amostras de dguas superficiais, as
do corrego Sdo Domingos foram as tinicas que apresentaram resposta positiva,

como mostra a Figura 4. Esse resultado pode estar associado ao fato de a drea de

Fonte: primaria.

Figura 3 - Curva dose-resposta do controle positivo 17p-estradiol no ensaio YES.

Atividade Estrogénica
25
20
O
) 15
210 zh
g
5
0
Sao Domingos  Sao Domingos Ribeirao Ribeirdo
1* Campanha 2* Campanha Santissimo Santissimo
1* Campanha 2* Campanha
Fonte: primaria.

Figura 4 - Atividade estrogénica das amostras de aguas superficiais do cérrego
Sado Domingos e Ribeirdo Santissimo, Santa Maria Madalena (RJ).
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contribuigdo desse corpo hidrico ser mais adensada, abrigando o centro da cidade
de Santa Maria Madalena e uma série de outros bairros. Além disso, quando
comparada com o corrego Ribeirdo Santissimo, a drea drenante ao corrego Sao
Domingos conta com menor cobertura de esgotamento sanitario — apenas um
de seus quatro bairros é atendido por sistema de coleta e tratamento de esgotos.

Estudos corroboram esta associaco: atividade estrogénica e langamento de
efluentes domésticos sem tratamento. Isso porque o E2 e EE2 sdo os principais
contribuintes para os efeitos estrogénicos no meio hidrico, pois sio excretados
pelas fezes e urina através de seus metabolitos (TING; PRAVEENA, 2017; LV et al.,
2016; OMORUYT; POHJANVIRTA, 2015; ZHAO et al., 2015; MANICKUM,;
JOHN, 2014; BALSIGER et al., 2010). Ademais, alguns trabalhos na literatura mos-
tram a ocorréncia de estrogénios na sua forma livre em esgoto bruto e efluentes
de ETE, o que se explica por um processo natural no qual as bactérias presentes
no meio (por exemplo, Escherichia coli) sdo capazes de reativar esses metabdli-
tos estrogénicos em sua forma livre (CUNHA et al., 2017; ESTEBAN et al., 2014;
FENT; WESTON; CAMINADA, 2006; DASCENZO et al., 2003). A concentragao
média de EQ-E2 encontrada no corrego Sdo Domingos foi de 23 e 10,4 ng.L! para
agosto e novembro de 2014, respectivamente. Esse resultado mostra a presenga de
fatores sazonais, uma vez que, no periodo de estiagem (1* campanha), o cérrego
Sao Domingos apresentava baixa vazao, associada a menor capacidade de dilui-
¢do, se comparada ao inicio do periodo chuvoso (22 campanha).

Esse comportamento também foi observado em outros estudos que envol-
vem a determinag¢do de microcontaminantes em aguas superficiais. Montagner
e Jardim (2011) analisaram as variagdes espaciais e sazonais de produtos far-
macéuticos e desreguladores enddcrinos no rio Atibaia, Sio Paulo, Brasil, e
observaram que no periodo de estiagem foram obtidas concentragdes mais
altas dessas substancias. A concentragao maxima de E2, por exemplo, durante
o periodo de maior precipitagio, foi de 6,8 ng.L"!, enquanto o valor de 106 ng.L"!
foi determinado no periodo da seca.

Comparando com a literatura que documenta estudos que também ado-
taram o YES como bioensaio, Osman et al. (2015) investigaram a atividade
estrogénica no rio Nilo, no Egito, e encontraram concentragoes de EQ-E2 em
niveis mais baixos quando comparados com os do presente estudo, sendo a
menor concentragao de 0.036 ng.L"! e a maior de 0,042 ng.L"'. No rio Ebro, na
Espanha, também se observou baixo valor de EQ-E2 em dguas superficiais, de
2ng.L'' (GORGA et al., 2015). Mais recentemente, verificou-se a estrogenicidade
em diversos rios da China, e observaram-se baixas e altas concentragdes, com
valores que variaram de 0,01 a 40,27 ng.L"! em dguas superficiais (YAO et al.,
2018). E no Uruguai, segundo o estudo realizado por Griffero et al. (2018) na
matriz aquatica do rio Santa Lucia, observou-se um EQ-E2 de 2,4 ng.L"' em
apenas um dos trés pontos analisados, no més de janeiro.

No Brasil, mais especificamente no estado do Rio de Janeiro, um estudo rea-
lizado por Dias et al. (2015) analisou a atividade estrogénica no rio Paraiba do
Sul e encontrou valores de EQ-E2 de 0,9, 1,7 e 3,1 ng.L"! nas regioes dos munici-
pios de Resende, Barra Mansa e Volta Redonda, respectivamente. Esse resultado
corrobora os do presente estudo, uma vez que a concentragao de EQ-E2 aumen-
tou para locais a montante e a jusante do rio, mostrando que a contribuigdo de

langamentos de esgoto é um fator importante com relagio a estrogenicidade.

Avaliagdo de risco
O coérrego Ribeirdo Santissimo nao apresentou risco, uma vez que o QR foi

< 1, valor ja esperado, pois ndo foi observado resultado positivo do EQ-E2 no
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ensaio YES. Ou seja, de acordo com a Diretiva 2013/39/EU, esse corpo hidrico
esta em conformidade com os padrdes de qualidade ambiental para substancias
estrogénicas (KUNZ et al., 2015; UNIAO EUROPEIA, 2013; SCHER, 2011).
Entretanto, o cérrego Sao Domingos apresentou alto risco, com QR > 10, sendo
57,5 para agosto e 26,05 para novembro. Segundo a literatura, esses resultados
devem ser considerados ecologicamente relevantes pela possibilidade de ocor-
rerem graves efeitos adversos em espécies aquaticas.

O célculo adotado pela Comissido Europeia para estipular o nivel de efeito
adverso nao observado do E2 levou em consideragao um estudo realizado por
Lahnsteiner et al. (2006), que prop6s o limite de 0,4 ng.L"! para a concentra-
¢a0 do E2 nos corpos hidricos. Esse estudo indica ainda que concentragdes de
E2 > 1 ng.L"! podem reduzir severamente a capacidade reprodutiva de peixes,
por causa da combinagdo negativa da diminuigdo do volume de sémen, densi-

dade, motilidade e fertilidade espermatica (SCHER, 2011).

CONCLUSOES

O ensaio YES forneceu bons resultados sobre a atividade estrogénica em amos-
tras de dguas doces superficiais com contribuigio de efluentes domésticos. Além
disso, confirma-se que a utiliza¢do desse ensaio pode ser de grande valia na
detecgdo da presenga de desreguladores enddcrinos com atividade estrogénica
e na estimativa de seus potenciais efeitos, sendo um importante indicativo de
possiveis riscos a biota aquatica.

Sobre os resultados obtidos nesta investigacdo, cabe ressaltar que apenas

apresentaram atividade estrogénica as amostras do cérrego Sao Domingos, que

apresenta maior aporte de esgoto in natura. Observou-se, ainda, maior ativi-
dade estrogénica no periodo de estiagem, quando ¢ menor a vazdo do corpo
hidrico e, consequentemente, menor sua capacidade de dilui¢ao de poluentes.

O Brasil vem seguindo o caminho da expanséao de estudos sobre essa tema-
tica. No entanto, ainda sdo observadas lacunas significativas no conhecimento
sobre a presenga e os efeitos dessa nova classe de contaminantes nos ambientes
em que sdo liberados. Como se trata de um tema relativamente novo, a investi-
gagdo e 0o monitoramento da presenga de desreguladores endécrinos nos cor-
pos hidricos contribuem para a maior compreensao dos potenciais impactos
desses contaminantes emergentes e, ainda, para a elaboragio de regulamentos

e medidas de controle (CUNHA et al., 2016).
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