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Resumo

A industrializagao apresenta inumeros beneficios, mas também esta associada
a emisséo constante de substancias toxicas no meio ambiente. As atividades
industriais langam diversos produtos quimicos que contaminam os varios meios
fisicos como o solo, o ar e a agua. A industria de refino de petréleo representa
um importante setor da economia, mas, em contra partida, produz efluentes
que podem ser ricos em metais pesados e outros compostos inorganicos
perigosos, além de uma infinidade de substancias organicas com
potencialidade de interagir com os organismos vivos. Dentre os contaminantes
organicos derivados do petréleo, os mais importantes sao os Hidrocarbonetos
Policiclicos Aromaticos (HPA). Os HPAs s&o reconhecidamente estrogénicos,
ou seja, possuem potenciais de agdo no sistema endocrino. Dentre os efeitos
causados pelas substédncias com acédo semelhante a endbcrina estdo a
diminuicdo da capacidade reprodutiva, inversdo sexual, problemas no
desenvolvimento embrionario e cancer. Devido a estes fatores, tem havido um
incentivo ao desenvolvimento e aplicagdo de novas técnicas que possam
avaliar, de maneira eficiente, os contaminantes ambientais, decorrentes das
atividades humanas. Sendo assim, o presente trabalho teve por objetivo avaliar
a genotoxicidade, mutagenicidade de amostras de aguas dos rios Jaquari,
Atibaia e Piracicaba, que estdao em uma regido sob a influéncia da atividade da
refinaria de Paulinia — SP. Para a avaliagdo das aguas destes rios (realizadas
com os extratos obtidos por extracao de fase sélida - EFS), foram aplicadas
técnicas desenvolvidas células de hepatoma humano (HepG2) mantidas em
cultura. Foram desenvolvidos com este sistema teste o ensaio do cometa e o
teste de micronucleo. As analises quimicas realizadas por HPLC indicaram a
presenca de naftaleno nas amostras de dguas destes rios, bem como de outros
compostos capazes de induzir danos, mesmo quando em baixas
concentragdes. Foi possivel observar também, uma relagcdo direta entre
sazonalidade e indugdo de danos no DNA, influenciada pelas diferengcas dos
padrdes de pluviosidade e temperatura. A avaliacdo das amostras foi realizada
com o extrato bruto e diluido (obtido por meio de extracéo de fase soélida), por
meio do ensaio do cometa e do teste do micronucleo com cultura de células de
hepatoma humano (HepG2). Para os extratos brutos das coletas de novembro
de 2011, foi observada, pelo ensaio do cometa, uma alta genotoxicidade das
aguas do rio Jaguari e das aguas do efluente langcado pela refinaria, mas uma
diminuicdo gradativa da genotoxicidade para os pontos abaixo do langamento
do efluente. Para o extrato diluido, foi observado uma redug¢do dos danos,
quando estes resultados foram comparados com os resultados registrados para
os extratos brutos. Na coleta de margco de 2012, extrato bruto, foi observada
uma maior genotoxicidade para as aguas do rio Atibaia. Estes efeitos foram
diminuidos, nos extratods diluidos. Para o més de maio de 2012 (extrato bruto),
os resultados observados indicaram maior genotoxicidade da agua de
captacédo, em relacdo ao efluente tratado. O rio Piracicaba apresentou uma
genotoxicidade menor que a do controle negativo (CN). Ja para as analises do
extrato diluido, ndo foi observada genotoxicidade. O teste de micronucleo,
realizado com o extrato bruto de aguas coletadas em novembro de 2011,
indicou mutagenicidade apenas para P4. Na coleta de maio de 2012 houve um
aumento na frequéncia de micronucleos apenas em P1 e P2. Os extratos
diluidos de maio de 2012 apresentaram uma diminuicdo do numero de
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micronucleos em relagcéo ao extrato bruto. Pelos bioensaios realizados, pode-
se observar que existe uma correlagdo direta entre as mudangas sazonais e a
indugdo de danos no DNA. Pelas analises quimicas, foi possivel inferir um
baixo comprometimento dessas aguas por HPA. Assim sugerimos que seja
realizada, nestes rios, uma avaliagdo mais detalhada, dos seus provaveis
contaminantes e, assim, estimar os reais interferentes na qualidade de suas
aguas.

Palavras-chave: ecotoxicologia aquatica; extracdo de fase solida; disruptores
endocrinos; cultura de células; ensaio do cometa; micronucleo.
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ABSTRACT

Industrialization presents countless benefits, but is also associated to the
constant emission of toxic substances into the environment. Industrial activities
release several chemical products that contaminate the several physical media
such as soil, air and water. Petroleum refinery industry represents an important
sector of the economy, however, in counterpart, produces effluents that can be
rich in heavy metals and other hazardous inorganic compounds, besides
infinitude of organic substances with the potential to interact with living
organisms. Among the organic contaminants derived from petroleum, the most
important are the Polycyclic Aromatic Hydrocarbons (PHA). PHAs are known to
be estrogenic, i.e., have the potential to act in the endocrine systems. Among
the effects caused by endocrine substances are the decrease in the
reproductive capacity, sex inversion, problems in the embryonic development
and cancer. Due to these factors, there has been an incentive to the
development and application of new techniques that can evaluate, efficiently,
the environmental components resulted from human activities. Thus, the
present study aimed to assess the genotoxicity and mutagenicity of water
samples from Jaguari, Atibaia and Piracicaba rivers, which are in a region under
the influence of the activity of a refinery of Paulinia — SP. For the evaluation of
the waters of these rivers (performed with extracts obtained by solid phase
extractions — SPE), it was applied techniques with human hepatoma cells
(HepG2) maintained in culture. The comet assay and micronucleus test were
developed with this test system. The chemical analyses showed the presence
of naphthalene in the water samples of these rivers, as well as other
compounds capable of inducing damages, even when at low concentrations. It
was also possible to observe a direct relationship between seasonality and
induction of damages in the DNA, influenced by the differences in the patterns
of rainfall and temperature. The evaluation of the samples was performed with
the raw and diluted extract (obtained by solid phase extraction) with the comet
assay and micronucleus test with cultured human hepatoma cells (HepG2). For
the raw extractions collection of November 2011, it was observed, by the comet
assay, a high genotoxicity of the waters from Jaquari River and the effluent
discharged by the refinery, but a gradual decrease of the genotoxicity for the
sites below the effluent discharge. For the diluted extract, it was observed a
reduction of the damages, when these results were compared to those
registered for the raw extracts. In the collection of March 2012, raw extract, it
was observed a higher genotoxicity for the Atibaia River waters. In the collection
of March 2012, raw extract, it was observed a higher genotoxicity for the Atibaia
River waters. These effects decreased in the diluted extracts. For May 2012
(raw extract), the results showed a higher genotoxicity for the uptake water in
relation to the treated effluent. The Piracicaba River presented a genotoxicity
lower than the negative control (NC). For the analyses of the diluted water, it
was not observed genotoxicity. The micronucleus test, performed with the raw



extract of the waters collected in November 2011, showed mutagenicity only for
P4. In the collection of May 2012 there was an increase in the frequency of
micronuclei only in P1 and P2. The diluted extracts of May 2012 presented a
decrease in the number of micronuclei in relation to the raw extract. From the
bioassays used, it could be observed a direct correlation between the seasonal
changes and induction of damages in the DNA. According to the chemical
analyses, it was possible to infer a low impairment of these waters by PAH.
Therefore, we suggest the fulfilment, in these rivers, of a more detailed
assessment of their probable contaminants and, thus, estimate the real
interfering in the quality of their waters.

Key-words: aquatic ecotoxicology; solid phase extraction; endocrine disruptors;
cell culture; micronucleus.



Lista de abreviaturas

- OH
17BE2
APEO
APs
BCRJ
BLYES
BPA
CBMN
CEAPLA

CETESB

CHO
CN
CONAMA
CP
DBP
DDT
DE
DEHP
DES
DIBP
DMSO
DNA
E1

E2

E3
EDTA

Hidroxila

17Bestradiol

Alquilfenéis etoxilados

Alquilfenois

Banco de células do Rio de Janeiro
Bioluminescent yeast estrogen assay
Bisfenol A

Teste do micronucleo com bloqueio de citocinese
Centro de Analise e Planejamento Ambiental da
Unesp de Rio Claro

Companhia de Tecnologia de Saneamento
Ambiental

Células de Ovario de Hamster Chinés
Controle Negativo

Conselho nacional do meio ambiente
Controle positivo

Dibutil ftalato

Dicloro-Difenil-Tricloroetano

Disruptor endécrino

Di-(2-etil-exil) ftalato

Dietilestilbestrol

Diisobutilftalato

Dimetilsulfoxido

Acido desoxirribonucleico

Estrona

Estradiol

Estriol

Acido Etilenodiamino tetra-acético



EE2
EEQ
EFS
ER
ETEs
FG
FSH
GST

HepG2
HPA
HPLC

HTC
LE

LH
MCF-7
MEHP
MELN

MEM
MMS
MN
MVLN

NaCl
NaOH
NP
oP
P.A
PBB
PBS
PCB
PCJ

Etinilestradiol

Equivalente estradiol

Extracdo de fase solida

Estrogen receptor (Receptor de estrégeno)
Estacbes de tratamento de esgoto

Células de branquias

Hormonio Foliculo Estimulante

Glutationa S-tranferase

Hidrogénio

Célula de hepatoma humano
Hidrocarboneto policiclico aromatico
High-Perfomance Liquid Chromatography
(Cromatrogafia liquida de alta performance)
Células de Figado de Rato

Lagoa de estabilizacao

Hormdnio Luteinizante

Células de cancer de mama

Mono- (2- etil-exil) ftalato

Células MCF-7 com transfeccgéo de regulador de
estroégeno

Meio minimo essencial

Metilmetano sulfonato

Micronucleo

Célula MCF-7 com transcrigdo de estrégeno
especifico

Cloreto de Sédio

Hidroxido de sodio

Nonilfenois

Octilfendis

Para analise

Polibromobifenilo

Solug¢ao Salina tamponada com Fosfato
Bifenilas policloradas

Bacia do Piracicaba, Capivari e Jundiai

Xii



pH

PVC
gRT-PCR
Replan
RNA
RYA

USEPA
VTG

YES

Xii

Potencial Hidrogenidnico

Cloreto de polivinila

PCR de transcriptase reversa em Tempo Real
Refinaria do Planalto Paulista

Acido ribonucleico

Teste da levedura recombinante

Latitude

United States Environmental Protection Agency
Vitelogenina

Longitude

Yeast estrogen assay



Xiii

Sumario
I 1Y oo (U o To SRS 14
2 ODJEEIVOS. ...ttt bbbttt bbb 16
3 REVISAD 08 LITEIAtUIA.......c.eeieeieiieieeie et e e nee e e sneeneenrees 17
3.1 Poluicdo ambiental...........c.cooveiiiiiiiiie e 17
3.2 Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos (HPAS) ........ccccevvveveivevecieciene 18
3.3 Atividade bioldgica dos HPAS..........cccoceiiieieece e 19
I =] [0 1<) 7. [ SO P TP 20
3.4.1 Cultura de CEIUIAS .......c.oiiiiiiiiceeee e 20
3.4.2 ENSAI0 O COMELA.....coiiieiiiiiiie sttt 21
3.4.3 Teste dO MICTONUCIEO.........ciiiiiiiieiee e 22
3.5 ClassifiCagao das AQUAS.........cueruereerieerieiiesieaieseeseesree e eeesrae e eneesraesaeeneees 23
4 Material @ IMETOUOS. ......c.coieieiiie et 25
O R V- (= ¢ T USSR 25
4.1.1 Material de eStUO.........ccueiieiieeciere e 25
4.1.2 Localizacdo da area de estudo e coleta das amostras de agua..................... 25
4.1.3 Material bioldgico usado N0 bIOENSAI0...........cccvveiieieeiiiiiece e, 27
4.2 MEBLOUOS ... 27
4.2.1 EXtracao de fase SOlda .........cccoveiieiiiiciicc e 27
4.2.2 EIUICAO das @mMOSIIAS........ccuveieiiieieeie e esie s ae e sre e e 29
4.2.3  BIOBNSAIDS. .....eiuiiiieiieiieie ettt sttt bbb 30
5 RESUITATOS ...ttt ettt sttt e st b e st e sbeeteeneesbeebeeneenre s 35

ARTIGO I: Compostos estrogénicos : caracteristicas quimicas, métodos de deteccdo,

efeitos bioldgicos € amMbIENLAIS. .........cccvveiieiiee e 35

ARTIGO I1: Avaliacdo da genotoxicidade e mutagenicidade das aguas dos rios
Jaguari, Atibaia e Piracicaba na regido de influéncia da refinaria de Paulinia............... 35

6 CONSIAEraCOES FINAIS......ccveiieeieeiee et enes 102

7 Referéncias BibliografiCas ... s 108



Introducdo 14

1 Introducao

As atividades humanas tém gerado uma grande quantidade de
residuos que, por descaracterizarem o ambiente, sdo chamadas de poluentes
ambientais. Por esta razéo, atualmente tem sido dado um destaque especial as
consequéncias desta poluicédo, que afeta tanto o ar, como a agua e o solo. As
principais atividades responsaveis pela poluicdo ambiental, por gerarem grande
quantidade de residuos langcados no ambiente, sdo decorrentes da
urbanizacdo, agricultura e do setor industrial. O aumento da producdo das
industrias levou também ao aumento da quantidade de efluentes langados no
ambiente. Por esta razdo, existe hoje a necessidade de constante
monitoramento dos locais onde seus efluentes sao langados.

Dentre as industrias com maior potencial poluidor, esta a industria do
petréleo. O processo de refino de petréleo utiliza grande quantidade de agua
que, apo6s a sua utilizacdo contém residuos que acabam sendo langados no
ambiente. Assim, grande quantidade de substancias toxicas geradas por este
setor acaba alcancando, principalmente, os recursos hidricos, podendo ent&o
comprometer toda a biota associada a este sistema. Esse comprometimento
pode acontecer mesmo apoOs o tratamento dos residuos de uma determinada
empresa, quando esta ndo faz o tratamento adequado do seu efluente ,
levando assim a persisténcia de algumas substancias téxicas, préprias das
atividades desenvolvidas. Muitas das substancias presentes no efluente podem
apresentar efeitos genotdxicos e/ou mutagénicos, mesmo quando em baixas
concentragdes, colocando em risco 0s ecossistemas aquaticos e terrestres
associados ao seu despejo.

Entre as substancias presentes no efluente da industria do petréleo,
destacam-se os Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos (HPAs), que sé&o
compostos capazes de causar danos celulares, por interagirem com as
macromoléculas da célula. Diante disso, hd uma necessidade eminente de
estudos, geralmente desenvolvidos pela aplicacdo de bioensaios, que possam
avaliar a presenca e os efeitos desses contaminantes sob os organismos
expostos. Dentre os bioensaios considerados eficientes para uma avaliagao
dos potenciais genotoxico e mutagénicos, estdo os ensaios do cometa e o do
micronucleo (BARBEE et. al., 2008; SANCHEZ-GUERRA et. al., 2012). Porém,
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ainda torna-se necessario buscar novos testes e organismos sensiveis, que
possam ampliar o conhecimento sobre o préprio poluente e também avaliar os
possiveis impactos que este possa causar no meio e nos organismos a ele
expostos.

Os testes com cultura de células in vitro tém ganhado maior
popularidade, principalmente por serem alternativas aos testes in vivo, mas
também por serem simples e faceis de reproduzir. Dentre os testes realizados
com cultura celular, destaca-se o ensaio do cometa, por ser um teste rapido,
sensivel, por necessitar de pequeno numero de células e por ser capaz de
detectar baixos niveis de danos no DNA.

Outro teste muito utilizado em cultura de células é o teste do
micronucleo com bloqueio de citocinese, modelo este muito utilizado pela
facilidade de se observar micronucleo em células binucleadas. O micronucleo
observado é decorrente da indugdo de quebras ou perdas cromossdmicas que
aconteceram em células expostas a um agente mutagénico, durante o evento
de divisao celular.

O Rio Jaguari, localizado na regiao de Paulinia — SP é fonte de
captacdo de agua da maior Refinaria de Petréleo do Brasil e pertencente ao
sistema PETROBRAS. Esta atividade industrial produz efluentes que sao
langados no Rio Atibaia, que, cerca de 1 Km apds o recebimento do efluente se
junta com o Rio Jaguari, formando o Rio Piracicaba. O Rio Piracicaba, por sua
vez, possui grande importancia para a regiao.

Assim, no presente estudo, foram realizados os testes do cometa, do
micronucleo, aplicados em cultura de células de hepatoma humano, para se
avaliar o potencial genotdxico e/ou mutagénico de extratos puros e diluidos das
aguas dos rios do entorno da refinaria de Paulinia — SP (Atibaia, Jaguari e
Piracicaba), bem como do efluente gerado pela prépria refinaria de petroleo.
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2 Objetivos

Diante do exposto acima, existe uma necessidade de se estabelecer
metodologias que possam melhor avaliar os impactos sofridos por rios que
recebem efluentes de atividades relacionadas com a industria do petréleo.
Desta forma, o presente projeto tem com o objetivo:

- Isolar, por meio da Extracdo de Fase Sodlida (EFS), os HPAs
presentes em amostras coletadas nos Rios Jaguari, Atibaia, Piracicaba e no
efluente da refinaria de Paulinia, durante 3 diferentes periodos sazonais
distribuidos entre os anos de 2011 e 2012;

- Analisar, por métodos quimicos, a presenca de HPAs nos extratos
obtidos por meio da ESF das amostras coletadas nos Rios Jaguari, Atibaia e
Piracicaba, e no efluente da refinaria;

- Avaliar os efeitos genotoxico dos extratos brutos e diluidos das
amostras de agua dos Rios Atibaia, Jaguari, Piracicaba e no efluente da
refinaria, por meio do ensaio do cometa e do teste de anormalidades nucleares
em células HepG2;

- Avaliar os efeitos mutagénicos dos extratos brutos e diluidos de
amostras de agua dos Rios Atibaia, Jaguari, Piracicaba e do efluente da
refinaria, por meio do teste do micronucleo, realizados em células HepG2;

- Avaliar os efeitos sinergisticos e aditivos de contaminantes presentes
nos Rios Atibaia, Jaguari e Piracicaba, quando associados com os poluentes
do efluente da refinaria de Paulinia;

- Avaliar o comprometimento causado pela associacdo dos
contaminantes presentes nos Rios Atibaia e Jaguari por meio de ensaios
realizados com amostras de agua coletadas no inicio do curso do rio

Piracicaba.
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3 Revisao de Literatura

3.1 Poluicdo ambiental

O termo poluicdo €, muitas vezes, utilizado de forma incorreta, por
considerar poluicdo qualquer descarte de residuo no ambiente. Porém,
poluicdo € uma alteragdo ecoldgica provocada pelo homem, que induz um
prejuizo, direto ou indireto, sob o bem-estar dos seres vivos, como, os danos
nos sistemas naturais relacionados a agua, ao solo e ao ar, e/ou ainda por
comprometer as atividades econémicas, como a pesca e a agricultura (NASS,
2002). Segundo Fellenberg (1980), s6 é considerada poluigdo ambiental fatores
que comprometam a saude ou a sobrevivéncia humana.

De acordo com a Companhia de Tecnologia de Saneamento Ambiental
- CETESB (2001), um local ou area que esteja comprovadamente impactada
pela introdugao, acidental ou natural, de qualquer substancia ou residuo, pode
ser considerada como uma area contaminada. Os poluentes ou contaminantes
podem agir alterando as caracteristicas naturais do local e causando impactos
negativos sobre os organismos expostos. Por isso, os poluentes ambientais
tém sido muito investigados quanto a sua ag¢ao, sob seres humanos e sob
outras espécies, por meio de diversas avaliagdes, como as de teratogenicidade
e carcinogenicidade (FONTENELE et al.,2010).

Historicamente, sempre houve a preocupac¢ao com a poluigdo aquatica.
Inicialmente, havia apenas uma preocupacado com a estética da agua utilizada
no a consumo humano (MORITA, 2010), mas hoje existe uma preocupacao
maior com relacdo a presenca de substancias toxicas em recursos hidricos, até
mesmo quando estes apresentam aguas aparentemente limpas.

O descarte indiscriminado ou a liberagdo acidental de compostos
quimicos nocivos para 0 meio aquatico podem levar a uma perturbagao tanto
na estrutura como no funcionamento dos ecossistemas (VANZELLA et al.,
2007). Os ambientes aquaticos vém recebendo uma grande variedade de
quimicos toxicos provenientes de escoamento de aterros sanitarios, efluentes
domésticos, atividades agricolas e industriais. Segundo Deguchi et al. (2007) e
Alexandre et al. (2012), como a agua é extremamente importante para o
desenvolvimento das atividades humanas, a presenga destes quimicos em

ambientes aquaticos pode interferir, diretamente, na vida do homem. Como
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grande parte dos contaminantes aquaticos sao substancias potencialmente
genotodxicas e carcinogénicas, a poluicdo da agua pode se caracterizar em um
grave problema para a saude publica (OHE et al., 2004; VANZELLA et al.,
2007). Os agentes carcinogénicos encontrados em ambientes aquaticos s&o
classificados em dois grupos: os compostos persistentes, que incluem metais e
HPAs, e os compostos volateis (NAKAGAWA, 2003).

As atividades industriais sdo as grandes responsaveis pela poluicdo
ambiental, principalmente porque alguns processos deste setor produzem
grande quantidade de efluentes ou utilizam grandes quantidades de recursos
naturais durante as suas atividades. No Brasil, existem estudos que
demonstram que alguns setores industriais sdo mais poluentes que outros,
como, por exemplo, as industrias de ferro e aco; de celulose e papel; e do setor
de petroleo e gas (DASGUPTA et al., 1998; SANTOS, 2005).

As atividades das refinarias de petroleo sdo consideradas altamente
poluidoras, por exigirem uma grande quantidade de agua para seu
processamento e por seus efluentes possuirem diversos poluentes perigosos,
como metais, fenéis, 6leos e gorduras, ambnia e HPAs (HOSHINA et al., 2008).
Segundo Wake (2005), os efluentes das refinarias ttm menos hidrocarbonetos
leves do que o o6leo bruto, mas possuem hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos (HPAs) em maior quantidade. Estes HPAs apresentam maior
toxicidade e persisténcia no ambiente. Mesmo que haja um tratamento desses
efluentes, uma grande quantidade de compostos toxicos pode persistir no

efluente e, assim, comprometer o sistema receptor (AVCI et al., 2005).

3.2 Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos (HPAs)

Os hidrocarbonetos sdo compostos de carbono e hidrogénio que,
quando submetidos a altas temperaturas, podem sofrer processos piroliticos e
de combustdo incompleta (ZANDER, 1980; LIMA, 2006). Sdo considerados
como um dos componentes mais abundantes do ambiente aquatico,
decorrentes da presenca de material organico nestes ambientes (MAIOLI et al.,
2010). Os HPAs sao contaminantes ambientais persistentes, presentes em
misturas complexas e introduzidos no ambiente por processos naturais ou por

atividades antropogénicas (RAMDINE, 2012). Porém, segundo Maioli et al.
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(2010), os HPAs séo originados, principalmente, de fontes antrépicas, oriundas
do processo de refino do petréleo, de combustdes incompletas de combustiveis
e de queimadas de cana-de-agucar e de capim. Apesar das fontes
antropogénicas citadas, os HPAs também tém varias fontes naturais, como,
combustdo de biomassa e de transformagdo diagenética de rochas
sedimentares.

O numero de anéis dos HPAs, a presenca de grupos ligados ao anel e
0 arranjo espacial destes anéis dependem da temperatura envolvida no
processo de sua formacéo, do tempo de reacéo e da matéria organica original.
De acordo com Blumer (1976), processos lentos e desenvolvidos em baixas
temperaturas, como a formacéo de petrdleo (100 a 150°C), favorecem a
formagcdo de alquilderivados de HPAs. Ja os processos decorrentes de
temperaturas muito elevadas, como o coqueamento do carvao (2000°C), levam
a quebra das cadeias alifaticas e favorecem a formacédo de HPAs nao-
alquilados. Em temperaturas intermediarias, como na queima de lenha (400 a
800°C), pode ocorrer a formacdo de ambas as espécies quimicas citadas
acima.

Entre os HPAs, alguns deles, bem como os seus derivados,
representam grande risco a saude dos seres humanos. Este risco esta
vinculado a sua capacidade de interagir com o DNA e poder induzir, por
exemplo, varios tipos de canceres (BLUMER, 1976; ZANDER,1980; BAIRD,
1995; FINLAYSON-PITTS; PITTS JR.1997; PERERA, 1997; PEREIRA NETTO
et al., 2000; DING et al., 2005).

3.3 Atividade biolégica dos HPAs

Os HPAs podem entrar em contato com os seres vivos por inalagéo,
contato ou ingestdo. Estes compostos sdo, como a maioria dos poluentes
organicos, lipofilicos. Como as membranas biolégicas sao principalmente
compostas por lipidos, a taxa de absorcdo destes poluentes pelas células
torna-se ainda mais facilitada. Apds o contato com essas substancias, grande
parte dos seres vivos pode metaboliza-las, pelo processo de biotransformacéo.
Esse processo consiste em uma sequéncia de reagdes enzimaticas,
responsaveis pela conversao das substancias lipossoluveis em hidrossoluveis,
facilitando o processo de excregcdo (TUVIKENE, 1995; LOPES & ANDRADE,



Revisdo de Literatura 20

1996; MARIN-MORALES et al., 2009). Entretanto, apesar do resultado
esperado na biotransformacéo ser a desintoxicagdo, nem sempre o metabdlito
gerado € igual ou menos téxico que o composto original. Assim, o metabdlito
pode apresentar uma toxicidade aumentada, por ser mais eletrolitico e mais
reativo com as macromoléculas (DNA, RNA e proteinas) (TUVIKENE, 1995;
MARIN-MORALES et al., 2009).

Os HPAs nao sao, de maneira geral, agentes carcinogénicos diretos.
Sua acédo € atribuida as substancias geradas pelo metabolismo, que leva a
formacdo de compostos polares e hidrofilicos, que depois de permanecer por
um periodo no organismo sao facilmente excretados pela urina (PEREIRA-
NETTO, 2000; LIMA, 2006; MAZZEO, 2009). Ap6s a entrada do HPA no
organismo ocorre a formagdo de um anel epdxido sobre uma ligacao dupla de
carbono (C=C), que, em seguida, sofre uma reagdo com uma molécula de
agua, produzindo dois grupos hidroxila, formando assim compostos poli-
hidroxilados. Uma ligacdo dupla, que contém o grupo -OH, sofre nova
epoxidagdo, produzindo a molécula que realmente possui potencial
carcinogénico. Esta molécula pode interagir com um H*, tornando-se estavel e
capaz de se ligar com o DNA, induzindo muta¢des (LOPES E ANDRADE,
1996; LIMA, 2006; MAZZEO, 2009).

3.4 Bioensaios

3.4.1 Cultura de células
Diante do controle mais rigido do uso de animais de laboratério em

experimentos biolégicos, tem sido cada vez mais incentivados o
desenvolvimento e padronizagao de testes in vitro (ROGERO et al., 2003).
Varios métodos in vitro, que sdo capazes de detectar e avaliar a toxicidade de
materiais bioldgicos, foram padronizados com células mantidas em cultura. Os
ensaios in vitro podem ser desenvolvidos com varias linhagens celulares,
dentre elas as células de roedores (CHO) e humanas (metabolizadoras como
HTC e HepG2) . A linhagem das células HepG2 (Human Hepatocellular
Carcinoma), muito utilizada em bioensaios de avaliacdo ambiental, foi obtida de
um hepatoblastoma humano de um menino argentino de 11 anos (VALENTIN-
SEVERIN, 2003; TSUBOY,2007; MOORE, 2009).
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Durante anos, a grande limitacdo em se realizar testes para avaliar
efeitos de drogas em cultura células ou de bactérias, foi a falta de enzimas
metabolizadoras destes sistemas. Por isso, foi necessario introduzir nestas
células enzimas metabolizadoras. As células HepG2, sdo células que ja
possuem a capacidade de metabolismo por enzimas, por serem hepatocitos.
Essa fungao tem papel chave na biotransformacéo de xenobibticos, sendo uteis
para avaliar o efeito de quimicos que tem tanto acao direta (do proprio agente
estudado) como indireta (de seus metabolitos) (KNASMULLER et. al. 1998;
OLIVEIRA, 2010). Como estas células possuem essa capacidade de
metabolizacdo, acredita-se ser uma boa opg¢ao para serem usadas em testes
de mutagenicidade e genotoxicidade de drogas ou de amostras ambientais
contaminadas (KNASMULLER et al.; 2004; JIANG et al, 2007; OLIVEIRA,
2010).

3.4.2 Ensaio do Cometa
Ostling e Johanson (1978) desenvolveram, na década de 80, um

método de analise de danos no DNA, realizado com células uUnicas dispostas
em gel e submetida a eletroforese. Este método passou a ser chamado de
ensaio do cometa, ensaio de eletroforese em gel de célula unica ou
eletroforese de microgel (LIAO, 2009). Nestes ensaios, as células dispostas em
laminas cobertas de agarose, sao lisadas e tratadas com sal. Apds esses
processos, obtem-se nucleoides, que sdo nucleos sem envoltorios nuclear mas
com proteinas que mantém a sua forma. Assim, o DNA é submetido a uma
corrida eletroforética em condi¢cbdes neutras e corado com gel red (OSTLING &
JOHANSON,1984). Depois de alguns estudos, Singh e colaboradores (1988)
modificaram esta técnica, utilizando-se um tampao alcalino na corrida
eletroforética, sendo esta a forma mais utilizada hoje para este ensaio. Esta
técnica, considerada um “endpoint” de genotoxicidade, permite detectar os
danos ao DNA em células individuais, e quantificar quebras na fita desta
macromolécula, tanto induzidas por agentes fisicos como quimicos
(BELPAEME, 1998; Di PAOLO, 2006; LIAO et al., 2009). O teste se baseia na
quantificacdo de fragmentos de DNA, que migram para fora do nucleoide,

durante a corrida de eletroforese, decorrentes tanto de danos ao DNA, como de
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processo de reparo celular feito por excisdo de bases (FRENZILLI et al., 2009;
LIAO et al., 2009). Por esta razao, tem crescido o interesse cientifico em utilizar
o teste do cometa para avaliar as possiveis quebras no DNA induzidas por
contaminantes e, portanto, para a realizagcdo de biomonitoramento ambiental e
avaliacao de genotoxicidade de substancias, tanto em testes in vivo quanto in
vitro (FRENZILLI et al., 2009; HARA, 2012; AZQUETA et al., 2013).

O ensaio do cometa ganhou popularidade por detectar baixos niveis
de danos e de reparos no DNA, além de também possuir vantagens de poder
ser aplicado em diversos tecidos e diferentes tipos celulares. Esta técnica
requer um pequeno numero de células e ndo necessita que estas estejam em
divisdo, podendo ser aplicada em qualquer fase do ciclo celular (PAVLICA et
al., 2001; SPEIT et al. ,2009; BERTHELOT-RICOU et. al., 2011; HASPLOVA et.
al. , 2012). De acordo com He et al. (2000), parte dos danos que ocorrem nas
células pode ser reparada, dependendo do estagio do ciclo celular ou do tipo
do mutageno indutor do dano pois apenas uma pequena parte dos danos néo
sao passiveis de reparo, e portanto, podendo levar a eventos de

transformacao do DNA e consequentemente a uma mutacéo.

3.4.3 Teste do micronucleo
Micronucleos (MN) sdo massas de cromatina com aparéncia de um

pequeno nucleo, que se originam a partir de fragmentos de cromossomos ou
de cromossomos inteiros que se perdem durante o processo de diviséo e,
portanto, ndo se incorporam ao nucleo principal das células-filhas, durante a
divisdo celular (SCHMIDT, 1976; AL-SABTI; METCALFE, 1995; FENECH,
2007). Estas perdas de material nuclear podem acontecer ou pela auséncia de
centrébmero nas porgdes cromossdmicas, por danos no aparelho mitético ou por
defeito na citocinese (BOLOGNESI et al., 2004; ERGENE et al., 2007). Os MN
classicos sao estruturas circulares, de mesma refringéncia do nucleo e néao
ligadas a ele, que apresentam tamanhos variando de 1/3 a 1/16 do didmetro do
nucleo principal (FENECH et al., 2003).

O teste do MN realizado in vitro, que se utiliza da citocalasina B
(inibidor de polimerizagao da actina, que impede a citocinese, mas nao impede

a cariocinese), também é conhecido como teste micronucleo com bloqueio de
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citocinese (CBMN). Neste teste as células passam por apenas um ciclo de
divisédo, ficando com dois nucleos. S6 sdo contabilizadas as células
binucleadas, o que garante que este MN apareceu em decorréncia da
exposicado dessas células ao agente mutagénico (FENECH; KIRSCH-
VOLDERS, 1997; FENECH, 2000; FENECH, 2007; CAVAS et. al.,, 2012).
Diante disso, essa técnica tem sido frequentemente utilizada para detectar a
potencialidade genotdxica e mutagénica de agentes diversos, pela sua
capacidade de promover quebras cromossOmicas (agédo clastogénica) ou
perdas de cromossomos inteiros (acao aneugénica) (FENECH, 2000; TILMANT
et al., 2013).

O teste do MN é uma das técnicas mais populares e promissoras
usadas no monitoramento ambiental, por avaliar a potencialidade mutagénica
de contaminantes ambientais, funcionando assim como um bom bioindicador
de mutagenicidade (FENECH et al., 2003; BARSIENE et al., 2006; SOUZA;
FONTANETTI, 2006).

Alguns trabalhos demonstram ainda a aplicabilidade do teste em
avaliar a extensdo da poluicdo aquatica, testando a genotoxicidade de
poluentes, por meio de testes in vivo (AYLLON; GARCIA-VAZQUEZ, 2000;
BOETTCHER et al., 2010).

Estudos recentes demonstram também que esta técnica pode ser
aplicada para avaliar, a presenga de brotos e pontes nucleares estabelecidas
entre o0s nucleos das células binucleadas. As pontes nucleoplasmaticas,
provavelmente, s&o decorrentes de cromossomos dicéntricos, cujos
centrdbmeros sao tensionados para os polos opostos da célula, resultando em
uma estrutura semelhante a ponte, que acaba sendo revestida pela membrana
nuclear. Assim, a presenca dessas pontes em células binucleadas sao
“‘endpoints” de genotoxicidade, que devem ser considerados conjuntamente
com o teste de MN (FENECH, 2000; FENECH, 2007; DONMEZ-ALTUNTAS;
BITGEN, 2012).

3.5 Classificagdo das aguas
Os rios Atibaia e Jaguari pertencem a bacia do rio Piracicaba, bacia

esta que possui uma area total de 8.852,97 Km2. Os rios Atibaia e Jaguari
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passam pelo municipio de Paulinia-SP, cidade esta que abriga 107 industrias,
entre elas a Refinaria de Petréleo de Paulinia. O Rio Jaguari € utilizado como
fonte de captacdo de agua destinada as atividades desta Refinaria que gera,
apos tratamento, efluentes que sdo langcados no Rio Atibaia.

O comité das Bacias Hidrograficas do Piracicaba, Capivari e Jundiai
(comité PCJ), em um relatério da situagdo dos recursos hidricos descreveu a
situacao atual do rio Jaguari como rio de Classe 2 e do rio Atibaia como rio de
classe 4. Esses dois rios se unem para formar o rio Piracicaba que, segundo o
mesmo comité, é caracterizado como pior que classe 4. A classificacdo das
aguas doce segue a resolugcdo do CONAMA N° 357/Cap Il- Secgao I/ Artigo 4°

(2005), conforme descrito na tabela abaixo (Tabela 1):

Tabela 1. Classificacédo dos rios de agua doce (CONAMA, 2005)

CARACTERIZAGAO DA
CLASSE

CLASSE DO RIO

_ Aguas que podem ser utilizadas
Classe especial ) B
para consumo humano, com desinfecgéo.

Aguas que podem ser utilizadas

para consumo humano apds tratamento

Classe 1 simplificado, para recreagdo, natagéo,
mergulho, irrigacdo de hortaligas de

consumo cruas ou com casca.

Aguas que podem ser utilizadas

para consumo humano apds tratamento

Classe 2 convencional, para recreagdo de contato,
natac&do, mergulho, pesca e para irrigagao

de hortalicas e arvores frutiferas.

Podem ser utilizadas para
consumo humano apds tratamento

convencional ou avangado, e para a

Classe 3
irrigacdo de pastos, arvores e cereais,
para recreacdo de contato secundario e
para pesca amadora.
Aguas que podem ser utilizadas
Classe 4 apenas para havegacdo e harmonia

paisagistica.
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4 Material e Métodos

4.1 Materiais

4.1.1 Material de estudo

Foram avaliados extratos brutos e diluidos obtidos de amostras do
efluente da refinaria de Paulinia e dos Rios Jaguari, Atibaia e Piracicaba,
coletadas em 3 periodos novembro de 2011, margo de 2012 e maio 2012.

4.1.2 Localizagdo da area de estudo e coleta das amostras de agua
A area de estudo esta localizada no municipio de Paulinia-SP.

Figura 1. Mapas do Brasil e do Estado de Sao Paulo, indicando a localizagao
da bacia hidrografica do PCJ, que abriga os Rios Jaguari, Atibaia e
Piracicaba, avaliados neste estudo.

As amostras de agua foram coletadas em 5 (cinco) pontos distintos de
trés rios que sofrem influéncia das atividades da Refinaria de Petr6leo de

Paulinia-SP (Figura 2), como segue:

FONTE: Adaptado de Comite PCJ e ANA.gov

Fonte: Adaptado de Comite PCJ e ANA.gov

As amostras de agua foram coletadas em 5 (cinco) pontos distintos de
trés rios que sofrem influéncia das atividades da Refinaria de Petréleo de

Paulinia-SP (Figura 2), como segue:
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Figura 2. Esquema representativo dos cinco pontos de coleta na
area de influéncia da Refinaria de Paulinia - SP

1. P1: Agua de capacitacéo pela refinaria — Rio Jaguari;

2. P2: Saida da lagoa de estabilizagdo — LE, (dgua destinada aos despejos
no Rio Atibaia, municipio de Paulinia-SP), efluente propriamente dito;

3. P3: Agua do Rio Atibaia — montante, 200 metros acima do descarte do
efluente industrial tratado, proveniente da LE;

4. P4: Agua do Rio Atibaia — jusante, cerca de 500 metros abaixo da
descarga do efluente industrial tratado, proveniente da LE;

5. P5: Rio Piracicaba — cerca de 1500m apds a confluéncia dos rios Jaguari
e Atibaia.
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Tabela 2. Coordenadas geograficas dos pontos de coleta.

Ponto Latitude (S) Longitude (W)
P1 22° 41’ 48” 47° 08’ 59”
P2 22° 44’ 22" 47° 07’ 03”
P3 22° 41’ 28” 47° 07’ 22
P4 22° 44’ 22,3” 47° 07 40,8”
P5 22° 45 30 47° 18 54”

Fonte: Elaborado por Hara, 2012.

As coletas foram realizadas em trés periodos sazonais distintos, nos
anos de 2011 e 2012, para contemplar as diferentes condi¢des climaticas
tipicas da nossa regido: novembro de 2011, marco de 2012 e maio de 2012.

Neste estudo, utilizou-se extratos, obtidos por extragao de fase soélida,
das amostras dos pontos de coleta acima citados. Estes extratos foram
analisados com relagdo a presenga e niveis de Hidrocarbonetos Policiclicos
Aromaticos (HPA).

4.1.3 Material biolégico usado no bioensaio
Para os teste de genotoxicidade e mutagenicidade, foram utilizadas

células de hepatoma humano (HepG2 — Human-derived hepatoma cell line),
mantidas em cultura e adquiridas junto ao Banco de Células do Rio de Janeiro
(BCRJ).

4.2 Métodos

4.2.1 Extragdo de fase soélida
O processo de extracao de HPAs exige preparo das amostras,

desde antes do momento das coletas até o processamento das mesmas.
Sendo assim, antes da realizacdo da coleta foi feita a lavagem dos frascos de

vidro (4L), como segue: os galdes foram deixados com agua destilada e
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Extran® “overnight”. Posteriormente, foram lavados em agua corrente, até que
nao houvesse mais nenhum residuo do detergente. Os galbées foram secos e,
ap6s a secagem, foi feita uma nova lavagem com agua destilada. Secos
novamente e submetidos a uma desinfecgdo com etanol. Apés nova secagem,
foram passados por um banho em agua destilada e, depois de estarem
totalmente secos, passado acetona P.A. Apds todo procedimento, os galbes
foram levados para estufa para secagem e destinados a coleta.

No momento da coleta das amostras de agua, foi adicionado nos
galdes 8 mL de acido acético glacial P.A., para fixacdo das condi¢cées da
amostra e para evitar a proliferacédo de microorganismos.

Depois de realizada a coleta, as amostras foram filtradas trés vezes em
sistema de filtragdo a vacuo, com filtro de fibra de vidro (Glass-microfibre Discs
MGA 47mm — Sartorius Stedim Biotech®). Apds o processo de filtracdo, as
amostras foram subdivididas em aliquotas de 1L. Essas aliquotas passaram
pelo processo de extracado de fase sdlida, que consiste em passar a agua por
cartuchos poliméricos que retém, em resinas apropriadas, apenas os HPAs
presentes nas amostras.

O procedimento de extragéo foi iniciado com o condicionamento dos
cartuchos Strata-X 200mg/3mL (Phenomenex®). Esses cartuchos foram
acoplados a um aparelho de Manifold (Chromabond® - Macherey Nagel), onde
foi adicionado 6 mL de metanol, em cada cartucho, para a abertura das cadeias
poliméricas dos mesmos. Apos a passagem do metanol foi adicionado 6 mL de
agua milli-Q, para retirar residuos do metanol.

Apds o condicionamento, os cartuchos, foram acoplados as colunas de

vidro, que fazem parte de um sistema de filtragcado, conforme a figura 3.
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Figura 3. Sistema de filtragdo constituido de colunas de vidro acopladas a um
Manifold associado a uma bomba a vacuo.

1. Colunas de vidro onde coloca-se as amostras
2. Cartuchos de Strata-X acoplados as colunas de vidro e ao Manifold
3. Mangueira de silicone que liga o cartucho ao Manifold
4. Manifold
5. Bomba hidrovacuo

Alicotas de 1L de cada amostra foram acondicionadas em colunas de
vidro (1), para serem passadas pelos cartuchos Strata-X (2). Esta passagem foi
facilitada pela agcdo de uma bomba a vacuo (5), que permitiu que os HPAs
presentes na amostra ficassem retidos nas resinas dos cartuchos. As aguas
isentas destes contaminantes foram levadas até o Manifold (4), por mangueiras
de silicone (3) para serem descartados.

Apos esse procedimento, os cartuchos foram acoplados ao Manifold,

para secagem e posterior armazenamento em freezer (-20 °C).

4.2.2 Eluigao das amostras

Para a eluicdo das amostras, os cartuchos foram retirados do
congelador e acoplados ao Manifold, para a retirada do excesso de agua. Uma
vez secos, os cartuchos foram presos a um vidro de aproximadamente 15 mL,

onde foram passados 10 mL de metanol, em sequéncias de 2 em 2 mL. Depois
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de passados os 10 mL de metanol, as amostras foram secas com nitrogénio
gasoso, até restar apenas um pequeno residuo no fundo do frasco. Esse
residuo foi retirado pela lavagem realizada com 1,5 mL de metanol, para ser
transferido para um “vial” de 2 mL. O conteudo do vial (1,5 mL) onde foi seco
até alcancar um volume de 1 mL. Este extrato foi mantido em geladeira, para
posterior uso nos experimentos. Para os experimentos com cultura de células,
foi utilizado o extrato bruto* (para a verificagéo dos efeitos potenciais dos HPAs
presentes nas amostras) e o extrato diluido* (diluicdo de 1000 vezes com
agua destilada, para simular a concentracdo destes compostos nas aguas

amostradas).

4.2.3 Bioensaios

4.2.3.1 Cultura de células HepG2
As células HepG2 sdao armazenadas em tubos criogénicos contendo

solugdo de congelamento [DMSO (Dimetilsulféxido) + soro bovino fetal] e
mantidas congeladas em nitrogénio liquido.

Para o inicio dos experimentos, as células foram descongeladas. O
conteudo do tubo criogénico foi vertido em um tubo Falcon® estéril contendo
10 mL de meio MEM (EARLE), preparado com antibiotico/antimicético
suplementado com 10%de soro bovino fetal (Cultilab) a 37 °C. As células foram
ressuspendidas no meio de cultura e, posteriormente, levadas para centrifuga,
por 10 minutos a 1500 rpm. Em seguida, o sobrenadante foi removido e o pellet
ressuspendido em 1 mL de meio de cultura. O material foi, entdo, transferido
para um frasco de cultura com 9 mL de meio MEM suplementado com soro
bovino fetal (meio completo). O frasco foi levado para a estufa com CO; (5%),
onde foi mantido a 37 °C até que as células atingissem 80% de confluéncia.
Nestas condigbes, o ciclo celular desta linhagem & de aproximadamente 24

horas.

*Extrato bruto: o extrato obtido pelo carreamento dos compostos adsorvidos na resina do
cartucho StractaX por metanol P.A (99,9% de pureza).

** Extrato diluido: diluicdo do extrato bruto (ou eluido), para se obter compostos nas
concentragdes encontradas nas amostras de agua dos diversos pontos coletados (diluicdo de
1:1000mL de extrato bruto em agua destilada)
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4.2.3.2 Repique e preparo de pré-frascos

Apés atingir 80% de confluéncia, os frascos de cultura foram retirados
da estufa, o meio foi descartado, e os frascos lavados com PBS (Phosphate
Buffered Saline — Tampao Fosfato-salino) por 2 vezes. Na sequéncia, foi
removido o excesso de PBS e adicionado ao frasco 500 pL de tripsina 0,5%.
Esses frascos foram levados para a estufa a 37 °C por 5 minutos. Apds esse
periodo a ftripsina foi inativada com 4,5 mL de meio MEM completo e o
conteudo do frasco, passado por uma seringa de 1 mL, para obtengédo de
células isoladas. Foi retirada uma aliquota 20 yL da suspensao celular, para
ser realizada a contagem das células em cadmara de Neubauer. Apos a
contagem, foram realizados calculos para que a quantidade de 5x10° células
fosse semeada em cada frasco. Os frascos de cultura, contendo 5 mL de meio
completo, foram entdo levados para estufa de CO, por 24 horas, para

estabilizagao.

4.2.3.3 Exposigdo aos tratamentos

Para expor as células aos tratamentos, os extratos eluidos (extrato
bruto) foram retirados da geladeira, para alcangarem a temperatura ambiente.

O experimento realizado com o extrato diluido foi feito ap6s diluicao do
extrato bruto: 50 yL em agua destilada em 50 mL H,O milli- Q.

Passado o periodo de estabilizagcado das células mantidas em cultura,
foram transferidos 50 yL da amostra (extrato bruto ou diluido) para os frascos
de cultura. Estes foram levados para estufa de CO, por um periodo de 3h. Apos
esse periodo de tratamento, foram realizados o ensaio do cometa e o teste do
micronucleo. Como controle positivo (CP) foi utilizado Metilmetano sulfonato
(MMS), na concentracéo de 4x10M. Para o controle negativo (CN) foi utilizado
o] PBS.

***Tripsina: € uma enzima proteolitica inespecifica mais utilizada na cultura celular, que
hidrolisa cadeias polipeptidicas nos radicais lisil-arginil formando terminacdes de clivagem,
éster e amida. Essa reacao desestrutura a matriz, impossibilitando a ligagdo dos receptores da
superficie celular, ligados ao citoesqueleto e a matriz, obrigando as células a rearrajarem seu
citoesqueleto. E utilizada para se obter células individualizadas.
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4.2.3.4 Teste de viabilidade com Azul de Trypan

Para o ensaio de viabilidade celular com azul de trypan foi,
primeiramente, realizado a colheita das células, desprezando-se o meio dos
frascos e lavando-os com PBS por duas vezes. Foi retirado o excesso de
PBSe, entado, colocado 500 pL de tripsina*** 0,5%, por 5 minutos sob condi¢gbes
de estufa a 37°C. ApoOs este tempo, os frascos foram retirados da estufa,
submetidos a leves batidas para soltar as células. A seguir, a tripsina foi
inativada com 5 mL de meio MEM completo e o conteudo passado por seringa,
para ser transferido pra tubos Falcon® centrifugado por 5 minutos a 1500rpm.
Apoés a centrifugagado, o sobrenadante foi retirado, deixando no frasco 0,5 mL,
de onde as células foram ressuspendidas, obtendo-se, assim, a suspenséao
celular. Antes da realizacdo do teste do cometa, foi necessario verificar se a
viabilidade celular era de pelo menos 80%. A avaliacdo da viabilidade celular
foi realizado pelo teste do Azul de Trypan. Esse teste consistiu em retirar 5 pL
da suspensao celular e homogeneizar com 5 pyL do azul de Trypan, para
analise em lamina de vidro de 100 células por lamina, para a identificacdo das

células brancas (células viaveis) e das azuis (n&o viaveis).

4.2.3.5 Teste do cometa
Para o ensaio do cometa, foram montadas laminas previamente

cobertas com agarose comum, com 20 pL da suspensao celular + 120 uL de
agarose de baixo ponto de fusédo, a 37°C. Posteriormente, as laminas foram
submetidas a solugéo de lise (1 mL de Triton X-100, 10 mL de DMSO e 89 mL
de solucao de lise estoque - NaCl 2,5 M, EDTA 100 mM , Tris10 mM, pH 10,
aproximadamente 8g de NaOH soélido para 1 L), pH 10, no escuro, em
geladeira a 6° C, por 1 hora. Apds este procedimento, as laminas foram
colocadas em uma cuba de eletroforese, contendo o tampado de corrida
eletroforética (NaOH 300mM + EDTA 1mM, com pH>13), por 20 minutos, para
a denaturacdo do DNA. A eletroforese foi realizada por 20 minutos a 39 V e
300 mA (~ 0,8 V/cm). Em seguida, as laminas foram neutralizadas, com 3
banhos de 5 minutos cada, em tampdo de neutralizacdo (pH 7,2). Apds

neutralizagéo, as laminas foram fixadas, por 10 min, em etanol absoluto.
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As laminas foram coradas com 50 pL de solu¢do de GelRed® (15 pL
de GelRed 10.000X em agua, 5 mL de NaCl a 1M, e 45 mL de agua destilada)
e analisadas imediatamente ap6s a sua coloragdo. Foram analisados em
microscopia de epifluorescéncia Leica, objetiva de 40x, filtro B - 34 (excitacao:
i=420 n - 490 nM, barreira: 1=520 nM) 100 nucledides por lamina, totalizando
300 nucleodides por tratamento. Os nucledides foram classificados, visualmente,
de acordo com a migragao dos fragmentos em classe 0 — nucledide sem danos
€ que nao apresenta cauda; classe 1: nucledide com cauda menor que o0 seu
didmetro; classe 2: nucledide com cauda de tamanho entre 1 a 2 vezes do seu
diametro; classe 3: nucledide com cauda 2 vezes maior que o seu diametro
(SPEIT et al., 1996). Os escores de cada tratamento foram submetidos ao teste
estatistico ANOVA, critério/Dunnett (p<0,05), para comparacéo dos resultados

dos tratamentos com o do controle negativo.

4.2.3.6 Ensaio do micronicleo

Apds a exposicao das células aos tratamentos, o meio de cultura foi
trocado por um novo meio e neste foi adicionado 3 pg/mL de citocalasina B por
frasco, onde as culturas permaneceram, por 28 horas, para obtengdo de
células binucleadas. Passado este tempo de exposicdo a citocalasina, foi
realizada a coleta das células. O meio de cultura foi reservado em tubos
Falcon® e os frascos foram lavados 2x com 5 mL de PBS e tripsinizados. Para
inativar a tripsina, foram utilizados os mesmos meios de cultura anteriormente
reservados. Apos o desprendimento das células, todo o conteudo do frasco foi
transferido, novamente, para os tubos Falcon®, onde foi adicionada 1 gota de
formol 40%. Os tubos foram homogeneizados suavemente e centrifugados a
1500 rpm por 5 minutos. Em seguida, foi retirado o sobrenadante, adicionado 5
mL de solucao hipotdnica de citrato de sodio 1%, seguido de homogeneizacgao.
Novamente, os tubos foram centrifugados a 1500 rpm por 5 minutos e o
sobrenadante descartado. Por fim, o material foi fixado com solugao fixadora
Carnoy (3 etanol: 1 acido acético) e armazenado em geladeira.

Para a confecgéo das laminas, o material foi centrifugado por 5 minutos

a 1000 rpm, e o sobrenadante descartado. Foi adicionado 0,5 mL de fixador
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novo ao tubo. Em seguida, essa suspenséao celular foi gotejada em uma lamina
pré-lavada e coberta com um filme de agua destilada a 4°C. As laminas foram
coradas com Giemsa 5% por, aproximadamente, 10 minutos.

Foram contadas 1.000 células binucleadas com membrana nuclear e
citoplasmatica integras, nucleos de tamanhos similares n&o sobrepostos e com
0 mesmo padrao e intensidade de coloragéo, por réplica, totalizando 3.000
células por tratamento. Foram contabilizadas células binucleadas normais e
células binucleadas portadoras de micronucleos, ponte nucleoplasmaticas e/ou
brotos nucleares (FENECH et al., 2003).

A analise de significancia dos resultados foi feita pelo teste estatistico
ANOVA: critério/Dunnett (p<0,05).
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RESUMO

Muitos compostos quimicos, utilizados em atividades humanas, vém
sendo estudados quanto suas capacidades de causarem desequilibrios nos
mais diversos sistemas. Alguns desses compostos sdo capazes de afetar o
sistema endocrino, sendo conhecidos como disruptores enddécrinos. Dentre
estas substancias, destacam-se os ftalatos, hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos, bisfenol A, agrotdxicos, alquilfendis, além dos horménios
estrogénicos sintéticos e naturais. Muitos efeitos negativos podem ser
induzidos nos organismos, por agdo desses quimicos, destacando-se a
capacidade de causar diminuicdo na taxa de fecundidade, inversdo sexual,
problemas de desenvolvimento embrionario e até cancer em humanos. Esses
efeitos sdo decorrentes da acao destes agentes quimicos, pela capacidade de
agir por mimetizagdo, bloqueio, estimulacdo, aceleracdo endodcrina, acéo
enzimatica e destruicdo. Esses contaminantes podem ser encontrados nos
mais diversos ambientes, nas aguas subterraneas, nos sedimentos, nas aguas
residuais, em lodos e até mesmo na agua potavel. Desse modo, muitos
estudos tém sido desenvolvidos para verificar a presenca e a acdo destes
contaminantes, nos organismos. Diversos ensaios vém sendo desenvolvidos
para esse fim, entre eles, técnicas com leveduras recombinantes, com células
geneticamente modificadas e técnicas de dosagem de vitelogenina em peixes.
Os estudos apresentados nessa revisdo demonstram a eficacia destas técnicas
no monitoramento ambiental. Diante dos dados encontrados, observa-se a
necessidade de desenvolver mais estudos e aprimorar técnicas para que se
possa conhecer, efetivamente, os mecanismos de agédo desses contaminantes
e, assim, estabelecer estratégias apropriadas para a sua remog¢ao do ambiente
e diminuicado das suas acgdes sobre 0s seres Vivos.

Palavras-chave: estrogenicidade ambiental; ensaio com levedura
recombinante; disruptores endoécrinos; horménios estrogénicos.
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ABSTRACT

Several chemical compounds, used in human activities, are being
studied for their capacities of causing imbalances in several systems. Some of
these compounds are able to affect the endocrine system and are known as
endocrine disruptors. Among these substances, it is highlighted the phthalates,
polycyclic aromatic hydrocarbons, bisphenol A, agrochemicals, alkylphenols,
besides the synthetic and natural estrogenic hormones. Many negative effects
can be induced in the organisms, by the action of these chemicals, highlighting
the capacity of causing decrease in the fertility rate, sex inversion, problems in
the embryonic development and even cancer in humans. These effects are
resulted from the action of these chemical agents, due to the capacity of acting
by mimicking, blocking, stimulation, endocrine acceleration, enzymatic action
and destruction. These contaminants can be found in many different
environments, in groundwaters, sediments, residual waters, sludges and even
in drinking water. Thus, several studies have been conducted to verify the
presence and the action of these contaminants in the organisms. Several
assays have been developed with this purpose, among them, techniques with
recombinant yeasts, genetically modified cells and techniques of dosing
vitellogenin in fishes. The studies presented in this review show the efficiency of
these techniques in the environmental monitoring. According to the data found,
it is observed a need to develop more studies and improve the techniques in
order to know, effectively, the mechanism of action of these contaminants and,
thus, establish appropriate strategies for their removal from the environment
and reduction of their actions on living beings.

Key-words: environmental estrogenicity; recombinant yeast assay;
endocrine disruptors; estrogenic hormones
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1. INTRODUCAO

A grande variedade de compostos quimicos encontrados no ambiente,
além de poderem induzir diversos problemas de carater genético e até mesmo
herdaveis nos organismos vivos em decorréncia de sua interagdo com o DNA,
podem também causar a inducdo de respostas hormonais, semelhantes
aquelas produzidas naturalmente pelo organismo.

Muitos compostos naturais e sintéticos possuem a capacidade de se
ligar a receptores estrogénicos, interferir no sistema enddécrino, bem como
causar alteragdes hormonais (RAISER et al., 2006). Diversos poluentes
ambientais como as drogas farmacéuticas, os agrotoxicos, misturas complexas
derivadas de efluentes, alguns compostos industriais, além de diversos metais,
sdo conhecidos por sua capacidade de desregular o sistema endocrino dos
organismos (GIESY et al., 2002). Nestes casos, os poluentes ndo estéo
interagindo diretamente com o DNA dos animais expostos, mas interferindo na
sintese, secrecéo, transporte, ligagcdo, acdo ou eliminacdo dos horménios
naturais, prejudicando a homeostase celular, os processos reprodutivos,
comportamentais e de desenvolvimento. Estes compostos sdo denominados de
disruptores endocrinos (DEs) (USEPA, 1997).

Em um trabalho de revisdo realizado por Campbell et al. (2006), os
autores compilaram diversos trabalhos que exemplificam alguns compostos
naturais e sintéticos que atuam como DEs, entre eles os agrotoxicos (atrazina,
dieldrin e toxafeno), surfactantes (alquilfendis etoxilados - APEO), horménios
naturais (17B-estradiol — 17BE2, estrona — E1 e estriol — E3), hormdnios
sintéticos (17a-etinilestradiol — 17aEE2, dietilestilbestrol - DES) e fitoestrogenos
(isoflavondides e coumestrol). Além destes, compostos industriais como
bisfenol A (BPA), dioxina (2,3,7,8-TCDD), nonilfenéis (NP), octilfendis (OP),
ftalatos, estirenos, polibromobifenilo (PBB), bifenilas policloradas (PCB)
(COLBORN et al., 1993) e metais como cadmio, litio, bario, cromo e antiménio
também sé&o indutores de alteragdes no sistema enddcrino (CHOE et al., 2003).

Segundo Snyder et al. (2003), os DEs podem ser separados em trés
classes: a dos compostos estrogénicos, que mimetizam ou bloqueiam o

estrbgeno natural; a dos compostos androgénicos, que mimetizam ou
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bloqueiam a testosterona natural e os compostos tireoidais, que causam efeitos
diretos ou indiretos na glandula tiredide.

Nesta revisdo, serdo abordados apenas os DEs estrogénicos. As
substancias estrogénicas séo aquelas que se comportam como hormoénios, se
ligando ao receptor de estrogénio. Estes compostos, apesar de nem sempre
possuirem estrutura quimica semelhante a do 17BE2 (principal estrégeno
natural produzido pelos ovarios), causam respostas agénicas e antagbnicas,
possivelmente, por meio de mecanismos que ocorrem via receptores
hormonais. A identificacdo destas substancias se da por sua capacidade de se
ligar ao receptor de estrogénio e induzir ou atenuar uma resposta hormonal
(ZACHAREWSKI, 1997).

2. PRINCIPAIS AGENTES ESTROGENICOS

2.1. Ftalatos
Os ftalatos sao diésteres do acido ftalico muito utilizados na produgéao

de materiais poliméricos como, por exemplo, o cloreto de polivinila (PVC), por
conceder flexibilidade e facilitar a manipulacdo do material desde o processo
de producao até o produto final. Este quimico também tem sido utilizado, em
menor escala, em tintas, cosméticos e repelentes (FATOKI; VERNON, 1990;
HARRIS et al. 1997).

Nao existem restricbes quanto a presenca de ftalatos em efluentes
industriais e, por isso, grandes quantidades deles s&o langadas no ambiente,
causando efeitos prejudicais significativos aos ecossistemas (AUTIAN, 1973).

Dentre os ftalatos, o DEHP (di-(2-etil-exil) ftalato) € um dos mais
encontrados no ambiente, em especial na agua e no ar, podendo também estar
presente nos alimentos. Dessa forma, os organismos podem entrar em contato
com esse contaminante a partir de diferentes fontes.

Apds exposicao oral, o processo de metabolizagcdo deste composto,
inicia-se no intestino, onde é hidrolisado pelas lipases intestinais, sendo
absorvido, em sua maior parte, na forma de MEHP (mono- (2- etil-exil) ftalato),
que é o seu metabdlito ativo (ALBRO; MOORE, 1974; ALBRO et al.,1973;
WHITE, et al. 1980).
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Segundo Harris et al. (1997), embora os ftalatos sejam considerados
um grupo unico, eles podem atuar de formas diferentes, sendo que alguns ja
sdo considerados estrogénicos e outros ainda n&do tém essa acéo comprovada.
De acordo com os mesmos autores, a acao estrogénica dos ftalatos parece
estar diretamente ligada com a sua massa molecular, onde quanto maior for a
massa molecular maior a sua atividade estrogénica, porém o caminho

metabdlico seguido por este contaminante ndo € totalmente conhecido.

2.2. Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos (HPAs)
Os HPAs sdo compostos gerados a partir de atividades antropicas

decorrentes da combustdo incompleta de combustiveis e de algumas
atividades industriais ou ainda a partir de fontes naturais, como por exemplo, a
formacgao de rochas sedimentares (HARVEY, 1981; LOPES; ANDRADE, 1996).

Estes compostos sdo considerados altamente toxicos, principalmente
devido as suas caracteristicas fisico-quimicas. Sdo compostos lipofilicos que,
para serem eliminados do corpo humano, necessitam ser metabolizados em
metabdlitos hidrofilicos. Porém, o metabdlito gerado geralmente é mais téxico
que o proprio componente (BAEK et al.,, 1991; TUVIKENE; 1995; LOPES;
ANDRADE, 1996).

De um modo geral, as atividades estrogénicas ocorrem por meio da
ativacdo do fator de transcricdo, o receptor de estrogeno (ER — estrogen
receptor), que interage com genes de resposta sensiveis a horménios. Apenas
alguns HPAs e seus derivados hidroxidos foram estudados, quanto a
capacidade de interagir com o ER, por possuirem estruturas semelhantes ao
estrogénio (NESARETNAM; DARBRE, 1997; FONTENELLE et al., 2010).

Existem discussdes sobre algumas possibilidades da forma como os
HPAs agem como substancias estrogénicas: agem da mesma maneira que 0s
horménios estrogénicos, duplicando o efeito fisioldgico; agem competindo com
os hormonios, inibindo assim os seus efeitos e atuam indiretamente
modificando a disponibilidade do estrogénio em tecidos alvos
(SANTODONATO, 1997).

2.3. Bisfenol A (BPA)
O BPA possui uma estrutura quimica de difenil alcano hidroxilado, que

contém dois anéis aromaticos unidos por uma ligagdo de carbono. Em
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temperatura ambiente, caracteriza-se por ser um composto sélido em forma de
flocos, cristais ou pérolas. Sua acédo desreguladora enddcrina € observada até
mesmo em concentragdes muito baixas (KRISCHNAN et al., 1993; STAPLES
et al., 1998).

Esta substancia é gerada pela condensacao do fenol com a acetona,
em pH acido e em alta temperatura. Na presenca de catalisadores, é destilado
e, apos ser filtrado e seco, utilizado como monémero na produgéo de plasticos
e policarbonatos, usados na fabricacdo de garrafas plasticas, os CDs e DVDs
(STAPLES et al., 1998; KAWAHATA, 2004; VOGEL, 2009; CHEN et al., 2010).

Diversos estudos constataram a capacidade do BPA em reduzir a
esteroideogénese, ou seja, a sintese dos horménios esteroides (progesterona,
testosterona e E2) pelo cértex da glandula adrenal (MANDICH et al., 2007).

O BPA age principalmente interagindo com os receptores de
estrogénio, mimetizando e impedindo a atividade dos horménios estrogénicos
naturais da célula (BERGERON et al. ,1999; LEVY et al., 2004; LETCHER et
al., 2005).

2.4. Agrotoxicos
Os agrotoxicos podem ser subdivididos quimicamente em dois grupos

principais, organicos e inorganicos. Estes ultimos, que tém como base o
chumbo, arsénio e mercurio, foram muito utilizados no passado, porém
substituidos pelos organicos, por estes serem biodegradaveis. Dentre os
organicos, estdo: os de origem animal com base de 6leos animais; os de
origem petrolifera, que compreendem os 6leos mineirais; os de origem vegetal
(oléos vegetais, nicotina, piretrinas); e os organo-sintéticos (clorados,
fosforados, piretroides, etc.), os quais sdo muito persistentes no ambiente e
causam danos severos a saude humana (ETO,1974).

Embora os agrotéxicos sejam amplamente utilizados no controle de
pragas agricolas ou domésticas, muitos deles possuem uma comprovada
atividade estrogénica. Como este grupo abrange uma grande variedade de
compostos quimicos, os mecanismos de acado de interferéncia enddcrina sao
bastante diversos (WALTERS et al.,, 1993; OSTBY,1999; ANDERSEN et al.,
2002; CHEN et al., 2002). Alguns agrotoxicos podem atuar interagindo com os

receptores hormonais, outros podem inibir a atividade das enzimas
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responsaveis pela sintese de hormoénios esteroides ou ainda induzir as
enzimas responsaveis por este processo, causando aumentos ou diminuigéo
dos niveis de horménios. Essas interagbes podem levar também a formacéao de
produtos metabdlicos interferentes endécrinos mais potentes que os compostos
originais (ANDERSEN et al. 1999; ANDERSEN et al. 2002).

2.5. Alquilfenodis (APs)
Os APs sao compostos de origem antropogénica constituintes dos

antioxidantes, poliestireno modificado, surfactantes e cloreto de polivinila
(PVC), estando geralmente presentes em langamentos de efluentes. Essas
substancias sao formadas por grupos alquilas de diferentes tamanhos, ligados
a um anel aromatico que contém uma ligagcéo hidroxila. Quanto maior a parte
lipofilica deste composto, maior o seu efeito toxico. J& a estrogenicidade
dessas substancias esta ligada a diminuicdo do tamanho da cadeia alquilica,
ou seja, quanto menor a cadeia, maior a estrogenicidade. Sendo assim, o
composto que apresenta maior estrogenicidade é o Nonil fenol (NP), que é
formado por um fenol e uma cadeia de nove carbonos (WHITE, et al., 1994;
SERVOS, 1999; OLIVEIRA et al., 2007; USEPA, 2010)

Devido a sua reconhecida atividade estrogénica, os APs e seus
derivados, como os APEO, sao capazes de afetar a reprodugéo pela sua
capacidade de mimetizar os hormdnios estrogénicos responsaveis pelo
desenvolvimento e comportamentos sexuais. Essa capacidade de imitar os
estrogénios leva a ligacdo dessas substancias aos receptores de estrogenos,
diminuindo a atividade dos horménios e causando a perturbacdo do sistema
hormonal (COX, 1996; SONNENSCHEIN; SOTO, 1998).

2.6. Hormoénios estrogénicos naturais e sintéticos
Os hormdnios sao definidos como substancias quimicas sintetizadas

pelas glandulas endocrinas, os quais, ao serem lancados na corrente
sanguinea, mantém um equilibrio no funcionamento de todo o organismo
(SHIMADA et al., 2001; DIAZ-CRUZ et al.,2003; BILA; DEZZOTI, 2007;
GHISELI; JARDIM, 2007). Dentre os horménios, os androgénios, corticoides,
progestagénios e estrogénios compdem um grupo conhecido como hormdnios
esteroides (GHISELI; JARDIM, 2007). Os principais horménios estrogénicos

naturais sdo o 17aE2, E1, E3 e 0 17BE2. Estes hormbnios apresentam em sua
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estrutura um grupo fendlico e, em alguns casos, um grupo hidroxila alifatico.
Entre os sintéticos destacam-se, principalmente, o levonorgestrel e o 17aEE2,
que correspondem ao hormoénios sintéticos frequentemente presente em pilulas
contraceptivas. Os estrogenos nao naturais séo sintetizados a partir de reacdes
de metilacao e etilagdo ou por esterificagcdo dos horménios naturais (SHIMADA
et al., 2001; LINTELMANN et al., 2003; GHISELI; JARDIM, 2007).

Dentre os efeitos ocasionados pela exposicdo a esses compostos
destacam-se as alteragbes na saude reprodutiva, como infertilidade,
irregularidades menstruais, abortos espontaneos e céncer de mama. Nos
ecossistemas, podem causar reversdo sexual em peixes e em outros animais
(BHATT, 2000).

Os horménios naturais e sintéticos sofrem biotransformacédo antes de
serem excretados pelo organismo pelas fezes ou urina. O horménio sintético
17aEE2 forma, por meio de hidrolise aromatica, uma grande variedade de
metabdlitos metilados e hidroxilados. Sabe-se que cerca de 60% desses
farmacos sao excretados pela urina por meio de conjugados e por varios
metabdlitos polares. As vias de disseminagdo mais comuns desses hormonios
sdo os efluentes domésticos descartados em rios e mares, pela deficiéncia na
infraestrutura de saneamento ou pela ineficiéncia do tratamento destes
efluentes, acarretando em uma grande contaminacdo ambiental por estes
horménios (ERICKSON, 2002; GILMAN et al. 2003).

3. EFEITOS INDUZIDOS PELOS AGENTES ESTROGENICOS E
MECANISMO DE ACAO

Os compostos estrogénicos podem se acumular nos organismos por
serem bioativos e persistentes no solo e nos recursos hidricos. Por esta razéo
podem interferir nos ecossistemas aquatico e terrestre e, assim, afetar toda a
cadeia trofica (HALLING-SORENSEN et al.,, 1998; MEYER et al., 1999). De
acordo com Guillette Jr. et al. (1994), a exposi¢do aos compostos estrogénicos
pode causar alteragbes sexuais no desenvolvimento embrionario e,
consequentemente, insucesso reprodutivo, tanto em decorréncia da
mortalidade dos individuos quanto pela modificagdo da capacidade estrogénica
das gbnadas. Além disso, quando estas substancias entram em contato com o

organismo das fémeas, as consequéncias podem ser ainda piores, uma vez
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que tais substancias podem ser transmitidas aos descendentes por meio dos
ovos, placenta ou leite materno, podendo causar problemas no seu
desenvolvimento (BILA; DEZOTTI, 2007).

Muitos autores (FRY; TOONE, 1981; BERGERON et al., 1994;
GUILLETTE Jr. et al., 1999; KNORR; BRAUNBECK, 2002; BLAISE et al., 2003)
tém demonstrado que os DEs causam uma reduc¢ao nas taxas de fecundidade,
mudancgas de sexo, problemas no desenvolvimento de embrides humanos e
nao-humanos, além de induzir processos carcinogénicos em humanos
(COLBORN et al., 1993; GIWERCMAN et al., 1993; SHAPE; SKAKKEBAEK,
1993; TOPPARI et al., 1996).

Segundo Snyder et al. (2003), os efeitos dos estrégenos presentes na
agua sobre os organismos dependem do seu tempo de exposicao. Os peixes,
por exemplo, sdo mais afetados por estes horménios do que os seres
humanos, porque s&o organismos que estdo constantemente em contato com a
agua. No entanto, segundo Bila e Dezotti (2007), a exposicdo aos DEs em
baixos niveis pode afetar também os organismos que se encontram no topo da
cadeia alimentar, em decorréncia do carater bioacumulativo destas
substancias. Em peixes fémeas, a presenca de estrogénio na agua pode ser
identificada por meio da vitelogénese prematura (JONES et al., 2000) ou por
meio de alteracdo dos niveis plasmaticos de vitelogenina (proteina precursora
do vitelo, cuja produgéo no figado € estimulada pelo estrogeno). Tanto os
peixes machos quanto as fémeas e os individuos jovens possuem receptores
estrogénicos, mas, somente as fémeas estdo normalmente expostas ao
estrogeno natural. Desta forma, quando s&o encontrados peixes machos e
peixes fémeas nao vitelogénicas que produzem vitelogenina, ha indicios da
presenca de estrédgenos no meio ambiente (KIME et al., 1999). A inducéo de
vitelogenina em peixes machos estad relacionada com o decréscimo da
testosterona plasmatica, anormalidades gonadais (HASHIMOTO et al., 2000;
MILLS et al., 2001), patologia renal e gonadal e presenca de foliculos ovarianos
nos testiculos (SIMPSON et al., 2000). Segundo Okoumassoun et al. (2002) e
Anderson et al. (2003), estas alteragbes, decorrentes da presenca de
vitelogenina em peixes machos, podem levar a problemas reprodutivos como

reducéo da fertilidade e interferéncia na populagao de peixes dos rios.
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Outro parametro indicativo da existéncia de compostos com atividade
estrogénica no ambiente é a presenga de animais que apresentam
intersexualidade (LINEY et al., 2006), ou seja, individuos didicos que
apresentam caracteristicas sexuais de macho e de fémea simultaneamente
(KELLY et al, 2004). De acordo com Jobling et al. (2002), a ocorréncia de
intersexo pode diminuir a fertilidade de peixes machos da espécie Rutilus
rutilus e interferir na sua reprodugao, por apresentarem gametas com baixa
motilidade e, consequentemente, baixa habilidade de fertilizagdo e de produgéo
de descendentes viaveis.

Carpas (Cyprinus carpio) coletadas em rios da Espanha, poluidos com
compostos estrogénicos, apresentaram disturbios hormonais de estrogeno e
testosterona e, consequente aumento de vitelogenina no plasma. Como né&o
foram observados aumentos significativos de estrégeno plasmatico em peixes
machos, a produgao de vitelogenina foi atribuida aos efeitos de contaminantes
que mimetizam o estrégeno ou causam diminuicdo dos niveis de testosterona.
Além disso, os efeitos da poluicdo também induziram o aparecimento de
oocitos nos testiculos de peixes machos. No entanto, estas alteragdes,
aparentemente, ndo afetaram a espermatogénese (SOLE et al., 2003).

Exemplares de salmonete-da-vasa (Mullus barbatus) expostos as aguas
do noroeste do Mediterraneo, impactadas por efluentes de estacdes de
tratamento de esgoto (ETEs), apresentaram altas concentracées de NP (média
de 0,34 a 28,31 ug/g) e OP (0,03 a 0,25 ug/g) na bile. Estes individuos também
apresentaram alteragbes gonadais como hipertrofia do tecido conectivo,
fibrose, necrose, intersexualidade e atraso nos processos de maturacdo de
gametas (MARTIN-SKILTON et al., 2006). Varios autores tem relacionado a
presenca de altos niveis de NP na agua com a intersexualidade e a indugéo de
vitelogenina em peixes machos (JOBLING et al., 1998; LAVADO et al., 2004).
No entanto, algumas alteragbes gonadais observadas por Martin-Skilton et al.
(2006) nao eram decorrentes apenas da presengca dos polifendis, mas
provavelmente de uma mistura de contaminantes urbanos e industriais,
incluindo os PCB, que segundo Jansen et al. (1993) e Krishnan e Safe (1993),
possuem a capacidade de se ligar a receptores de estrégeno e produzir efeitos

estrogénicos e antiestrogénicos.
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Peixes de varias espécies, incluindo Cyprinus carpio, Micropterus spp. e
Ictalurus punctatus, que foram coletados em diferentes pontos do rio Colorado,
nos EUA, apresentaram desordens reprodutivas como intersexo (machos com
oaocitos testiculares e fémeas com espermatozoéides nos ovarios), alteragdes de
vitelogenina plasmatica em machos e fémeas e génadas pouco desenvolvidas
em machos. Em uma regido do rio Colorado, a porcentagem de machos
apresentando intersexualidade chegou a 70% (HINCK et al., 2007). De acordo
com os autores, varios trabalhos tém relatado a presengca de elevadas
concentracdes de metais e pesticidas organoclorados, como o DDT e seus
metabdlitos, na agua, no sedimento e na biota associada a bacia do rio
Colorado. A estrogenicidade de agrotéxicos organoclorados, como o lindano, o
dieldrin e o heptacloro, foi confirmada por Okoumassoun et al. (2002), que
verificarem a producdo de vitelogenina em peixes machos da espécie
Sarotherodon melanotheron que vivem no rio Ouémé, na Republica de Benin,
na Africa, contaminado com estes poluentes.

Em regidbes do Mar Mediterraneo nas proximidades da Espanha e do
Golfo de Taranto (Mar Jénico), onde ha intensa atividade comercial, De Metrio
et al. (2003) coletaram espécimes de peixe-espada (Xiphias gladius) e
verificaram que 25% dos individuos analisados apresentavam intersexualidade,
com presenca de odcitos nos testiculos. Além disso, a analise do figado
revelou ainda a producgé&o de vitelogenina, tanto nos peixes machos quanto nos
intersexo.

Estudos realizados por Guillette Jr. et al. (1994), registraram uma
diminuicdo populacional de jacarés em um lago na Florida, entre os anos 1980
e 1987. Este declinio populacional, segundo os autores, ocorreu,
provavelmente, em decorréncia dos efeitos estrogénicos de poluentes como o
dicofol, o DDT e de despejos domésticos da cidade de Winter Garden
realizados ao redor do lago. De acordo com McLachlan et al. (1992), o dicofol,
o DDT e seus metabdlitos possuem a capacidade de induzir efeitos
estrogénicos, por meio da sua ligagdo com os receptores de estrégeno.
Alteragcdes gonadais, como presenca de foliculos poliovulares e o0citos
polinucleados em fémeas e tubulos seminiferos pobremente organizados em
machos, provavelmente estdo ligadas a alteragbes nas concentragbes dos

horménios testosterona e E2, como visto nos jacarés estudados por Guillette jr.
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et al. (1994). De acordo com Reeder et al. (2005), substancias como os PCB e
o inseticida DDT também podem ter sido os responsaveis pelo
desenvolvimento de gbnadas intersexo em sapos Acris crepitans e seu
consequente declinio populacional. O desenvolvimento de leiomiomas e a
diminuicdo da atividade reprodutiva de animais como a foca cinza, por
exemplo, podem também estar relacionados a presenca de pesticidas
organoclorados nas aguas do mar (BACKLIN et al., 2003).

A relacdo entre a saude humana e os DEs presentes no meio ambiente
se da, principalmente, por meio do consumo de animais aquaticos que podem
ter bioacumulado os DEs, bem como pela ingestdo de &agua potavel
proveniente de rios que recebem residuos quimicos que mimetizam os efeitos
do estrégeno (MAURICIO et al., 2006).

Embora o homem ocupe o topo da cadeia alimentar, podendo ingerir
grandes quantidades de compostos estrogénicos que se bioacumulam nos
organismos, os efeitos estrogénicos a que estdo sujeitos dependem das
propriedades toxicoldégicas dos contaminantes, de seus efeitos sinergisticos ou
antagonisticos in vivo, da sua concentracdo e da taxa de consumo de
organismos diretamente expostos, como por exemplo, os peixes (PINTO et al.,
2008).

Nos seres humanos, os principais efeitos dos compostos estrogénicos
incluem a reducédo da quantidade de esperma, o aumento da incidéncia de
cancer de mama, testiculo e préstata e a endometriose (BILA; DEZOTTI,
2007). De acordo com Miuller (2004), receptores de estrégeno no corpo
humano podem ser expressos no sistema reprodutor, nas glandulas mamarias,
nos rins, figado, ossos, tecido adiposo, sistema imune, cardiovascular, cérebro
e nos pulmoes.

Embora a exposicdo humana aos estrdgenos sintéticos geralmente
ocorra em baixos niveis, estes compostos tendem a se acumular no tecido
adiposo do organismo, em decorréncia de seu carater lipofilico e de sua nao
metabolizagdo imediata. Dessa forma, células da mama, que estdo localizadas
em regido gordurosa, tornam-se alvos para o desenvolvimento de cancer
(DARBRE, 1998).

Apesar de muitos estudos terem detectado a presenca de

estrogenos sintéticos em tecido adiposo de células mamarias e no leite



Artigo I 49

humano (HOLFORD et al., 2000; MUSCAT et al., 2003; PETREAS et al., 2003;
PETREAS et al., 2004; IBARLUZEA et al., 2004; SONAWANE, 1995), ainda
nao ha dados consistentes que relacionem a presenca destes compostos e a
incidéncia de cancer de mama.

Segundo Rasier et al. (2006), a extrapolacdo de dados obtidos em
laboratério sobre os efeitos de substancias quimicas nos seres humanos tem
sido bastante controversa. Tais resultados geralmente nao apresentam as
doses e o tempo de exposigao reais a que o homem se expde durante sua
vida. No entanto, quando populagbes humanas estdo expostas as mesmas
substancias testadas, o risco potencial de desenvolvimento de certas doencas,
como evidenciado em estudos laboratoriais, como a dosagem de FSH
(Hormoénio Foliculo Estimulante) e LH (Horménio Luteinizante) em mulheres,
deve ser levado em consideragéo.

Embora seja conhecido que os efeitos induzidos pelos compostos
estrogénicos ocorram por meio da sua ligacdo direta com os receptores
hormonais (ZACHAREWSKI, 1997), os mecanismos especificos pelos quais a
desregulagéo endocrina ocorre ainda séo desconhecidos (CRAIN et al., 1997).

A acdo dos DEs por xenobidticos pode ser mediada por meio de
receptores. Estes receptores estrogénicos séo grandes moléculas de proteinas
que possuem sitios de ligagcdo especificos para estrogenos. Quando esse
receptor interage com o estrogénio, um sinal é enviado para o nucleo da célula,
que estimula a sintese de proteinas especificas (HARVEY; JOHNSON, 2002;
SHAW; MCCULLY, 2002). Esses sitios podem ser ocupados por xenobioticos
que possuem caracteristicas quimicas semelhantes a dos estrégenos, agindo
assim por mimetizacdo ou bloqueio dos horménios naturais, ligando-se aos
sitios especificos causando respostas indevidas, como o excesso ou a falta de
certas proteinas (JACOBS, 2001; SHAW; MCCULLY, 2002). Outra forma de
acéo dos DE é a interferéncia na sequéncia enzimatica, que leva a eliminagao
prematura dos hormodnios, desativacdo de enzimas de degradacdo ou
incapacitacéo (por destruicdo ou inativagdo) da execucao das funcdes das
atividades hormonais (HARVEY; JOHNSON, 2002; SHAW; MCCULLY, 2002;
JANOSEK et al., 2006).
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4. ESTUDOS PARA DETECGAO DE ESTROGENICIDADE EM AMOSTRAS
AMBIENTAIS

Assim como muitos contaminantes quimicos, os compostos estrogénicos
muitas vezes alcangam o meio ambiente, podendo ser encontrados nas aguas
superficiais (PENG et al., 2008; MIEGE et al., 2009), nas aguas subterraneas
(BENNIE, 1999; CAMPBELL et al., 2006), nos sedimentos (MURK et al., 2002;
FENET et al., 2003; LEGER et al., 2003), nas aguas residuais (MA et al., 2007,
MIEGE et al., 2009), em lodos (LORENZEN et al., 2004; GIUDICE; YOUNG,
2011) e até mesmo na agua potavel (KUCH; BALLSCHMITER, 2001).

Os rios, e consequentemente seus sedimentos, s&o um dos principais
reservatorios dos interferentes endoécrinos, sendo responsaveis por muitas
alteracdes nos ecossistemas aquaticos, pois agem desestabilizando as fungdes
normais dos organismos. Diversos estudos comprovam que esses
contaminantes tém sido amplamente encontrados nas aguas superficiais de
rios, nas aguas subterraneas e em sedimentos (MEYBECK; HELMER, 1992,
PETERS; MEYBECK, 2000; MEYBECK, 2003; WANG et al., 2011; ZHAO et al.,
2011). Diante disso, muitas pesquisas vém sendo realizadas para identificar e
avaliar a presenca desses interferentes.

Amostras de aguas superficiais e subterraneas de dois aquiferos na
Espanha, localizados em areas de produgdo agricola e de alta atividade
industrial, foram analisadas por Latorre et al. (2003). Os autores encontraram
altos indices de NP, seguidos de indices menores de OP e BPA em todas as
amostras, indicando que as aguas subterraneas podem constituir grandes
reservatorios de poluentes orgénicos e, devido a alta persisténcia de tais
poluentes, eles representarem um perigo para a qualidade das aguas. Os
APEO e seus derivados NP e OP podem alcancar as aguas subterrédneas por
meio da lixiviagdo ou pela sua difusdo e transporte ao longo do aquifero. A
presenca de APEO, NP e OP no ambiente esta relacionada ao seu intenso uso
como ingredientes inertes de pesticidas (LABEL REVIEW MANUAL, 1996),
enquanto que o BPA €& usado como intermediario na producgéo industrial de
resinas epoxi e plasticos do tipo policarbonato (FURHACKER et al., 2000).

Em Guangzhou, na China, Peng et al. (2008) verificaram que as aguas
superficiais do rio Major Pearl, localizado em area urbanizada, estéo

contaminadas com compostos estrogénicos provavelmente originados de
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despejos esporadicos de efluentes domésticos e industriais. De acordo com os
autores, em 60% das amostras de dgua analisadas havia presenca de E1 em
concentragdes que variaram de 8 a 65 ng/L, aléem de NP, BPA, triclosan, 2-
fenilfenol, metilparabeno e propilparabeno em altas concentragdées. Segundo
Krishnan et al. (1993), apesar do BPA possuir capacidade de se ligar ao
receptor de estrogeno, sua afinidade a este receptor é mais fraca que a do
estrogeno natural (KWON et al., 2000). Além da presengca de compostos
estrogénicos na agua, alguns lagos de regibes subtropicais da China
apresentaram também APs nos sedimentos (WU et al., 2007).

Mais recentemente, Zhao et al. (2011) relataram multiplas atividades
hormonais, dentre elas a atividade estrogénica para agua de superficie e para
sedimentos da bacia do rio Pearl (rios Liuxi, Zhujiang e Shijing) no sul da
China. Os autores encontraram niveis de atividade estrogénica que variaram
entre 0,23 a 324 ng/L EEQ em aguas superficiais e 0 a 101 ng/g EEQ em
sedimentos. O rio Shijing apresentou niveis mais altos de atividades hormonais
que os rios Zhujiang e Liuxi, indicando que aquele rio tem recebido grande
influéncia de produtos quimicos com acéo de DEs. As concentragdes de EEQ
observadas neste estudo sdo maiores que as observadas na literatura e que
sdo consideradas responsaveis por efeitos adversos sobre organismos
aquaticos.

Compostos como NP, OP, E1, E2 e BPA também foram encontrados no
rio Tama, em Toquio. Este rio recebe efluentes de ETEs que recebe
predominantemente compostos de origem doméstica. A estrogenicidade destes
compostos foi medida pelo ensaio de MVLN com transcrigdo estrogeno-
especifico, que utiliza a linhagem de célula MVLN (derivada da célula MCF-7),
como gene reporter, produzindo luciferase na presenca de estrégeno. As
quantidades detectadas de NP (51,6 a 147 ng/L) e OP (6,9 a 81,9 ng/L) foram
muito baixas para induzir estrogenicidade nas células testadas. Por outro lado,
as quantidades de E1 (6,4 a 85,6 ng/L), E2 (0,5 a 12,3 ng/L) e BPA (4,8 a 76,3
ng/L) foram suficientes para induzir resposta estrogénica nos ensaios
realizados (FURUICHI et al., 2004). De acordo com Fenet et al. (2003), baixas
concentragbes de APs em amostras de agua n&o excluem seu potencial
estrogénico, uma vez que estes compostos podem se bioacumular em

organismos aquaticos, mesmo em baixas concentragdes.
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As aguas superficiais e os sedimentos do rio Amarelo, na China, foram
coletadas em 15 pontos e analisadas por Wang et al. (2011) quanto a
estrogenicidade por meio do teste in vitro com levedura recombinante (YES).
Os resultados encontrados pelos autores indicam os maiores indices de
estrogenicidade nas aguas superficiais do ponto Y4 (ponto referente a coleta
realizada no rio Amarelo — Yellow) na estagédo seca (EEQ = 9,44 ng/L) e em
sedimento no ponto Y7 na estacdo umida (EEQ = 1,29 ng/g). Em uma visao
geral, os compostos estrogénicos das aguas e dos sedimentos do rio Amarelo
apresentaram-se em baixos niveis, mostrando assim baixo potencial
estrogénico, exceto para o ponto ao leste de Lanzhou, que apresentaram com
altos niveis estrogénicos.

Gagné et al. (2012) avaliaram a estrogenicidade dos extratos das
aguas de rio, lago e de areias betuminosas encontradas na regido do rio
Atabasca em cultura primaria de hepatocitos de truta arco-iris. Os autores
investigaram as alteracdes causadas na expresséo dos genes receptor de
estradiol B2 (ER) e vitelogenina (VTG). Eles observaram que a exposi¢cao as
amostras de rio e lago ocasionou a maior expressdo de ambos 0s genes,
sendo que o que apresentou maior expresséao foi o VTG.

Garcia-Reyero et al. (2005) avaliaram extratos de amostras de
sedimentos de 83 lagos de montanhas europeias, quanto a atividade
estrogénica. Os autores utilizaram o ensaio de levedura recombinante com
Saccharomyces cerevisiae (RYA — Recombinant Yeast Assay). Dentre todas as
amostras avaliadas pelos autores, vinte e seis ndo apresentaram potencial
estrogénico, pois estiveram abaixo do limite de detecgao do teste (1 pg/g EEQ),
enquanto 13 amostras apresentaram niveis muito elevados de estrogenicidade,
alcangando 350 ng/g EEQ. A analise quimica realizada pelos autores revelou
uma grande correlacdo entre a atividade estrogénica e a presenca de
contaminantes de origem antropogénica.

A analise dos sedimentos da bacia de Tokyo , que recebe despejos de
efluentes de ETE, revelou a presenca de elevados niveis de NP nas amostras
(142 a 20.700 ng/g peso seco). Além de apresentar atividade estrogénica,
como constatada pelo bioensaio com sistema de duplo-hibrido em levedura
(Saccharomyces cerevisiae Y190 com receptor de estrogeno humano - ERa e

um coativador - TIF2), o NP também foi o principal responsavel (mais de 90%)



Artigo I 53

pela inducdo de vitelogenina plasmatica em peixes machos da espécie
Fundulus heteroclitus (KURIHARA et al., 2007).

Louiz et al. (2008) coletaram amostras dos sedimentos da lagoa
Bezerta, lagoa na Tunisia e da lagoa Ghar el Melh, mas foram nas estacdes de
verdo e inverno. Os extratos desses sedimentos foram avaliados quanto ao
potencial estrogénico utilizando-se a linhagem celular MELN (células MCF-7
com transfeccao do plasmideo ERE-BGlob-Luc-SVNeo), modificadas com gene
da enzima luciferase regulador de estrogénio. Este ensaio permite a deteccao
da atividade estrogénica em relacdo a todos os poluentes, por meio da
deteccdo da atividade da luciferase, verificada com auxilio de um luminédmetro.
Os autores encontraram atividade estrogénica apenas na amostra do ponto MB
(Menzel Bourguiba, area de influéncia urbana, de atividades metalurgicas,
construgdo naval e aterros de residuos sélidos) tanto no inverno quanto no
verao (0,22 e 0,29 ng EEQ/g, respectivamente). Todas as outras amostras
apresentaram valores abaixo do nivel de detecgdo. O ponto MB foi o mais
contaminado por HPAs, por isso esses compostos também foram considerados
como contribuintes para a estrogenicidade observada, ja que os HPAs,
produzidos por biotransformacgéo de fase I, podem induzir a ligagdo ao sitio
receptor de estrogeno da linhagem celular empregada. A presenca destes
contaminantes é explicada por MB receber residuos de grandes zonas urbanas
e industriais. Assim, as atividades estrogénicas eram esperadas devido a
presenca de horménios naturais e sintéticos, liberados a partir de efluentes
antropogénicos, além da presenca de outros DEs, como por exemplo, os
HPAs.

Locais que abrigam espécies ameacadas de extingdo, como € o caso
dos peixes Girardinichthys viviparus, merecem atengao especial com relagéo
ao despejo de contaminantes que possam dificultar a reproducao das espécies
e, consequentemente, contribuir para a sua extingdo. Os lagos mexicanos
Texcoco e Zumpango, que recebem efluentes oriundos de ETE, s&o os unicos
locais onde estes peixes sdo encontrados (VEGA-LOPEZ et al., 2007). Por
meio de testes in vitro, realizados com células de mama MCF-7, os autores
constataram a presencga de estrogenicidade nas aguas desses lagos e, por
meio de testes in vivo, constataram inducdo de vitelogenina em ambos os

sexos de descendentes de peixes G. viviparus reproduzidos em laboratério,
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sendo que a vitelogenina produzida em machos alcangou niveis superiores a
produzida nas fémeas. O aumento de vitelogenina plasmatica em peixes
machos é um dos biomarcadores mais comuns para deteccdo de compostos
estrogénicos em ambientes aquaticos (SNYDER et al., 2003).

A estrogenicidade verificada nas aguas e nos sedimentos dos sistemas
aquaticos estd relacionada, em grande parte, aos despejos de efluentes
originarios de atividade doméstica, industrial, agricola e pecuaria (LI et al.,
2008). Os efluentes domésticos, por exemplo, sdo compostos por uma grande
diversidade de substancias quimicas presente em produtos de limpeza e
farmacos, bem como por horménios naturais que sao liberados ou excretados
diretamente no meio ambiente (HALLING-SORENSEN et al., 1998). Nos EUA,
muitas drogas farmacéuticas, incluindo os horménios presentes nos
contraceptivos orais, tém sido encontradas em praticamente todos os rios
analisados (KOLPIN et al., 2002) , cujas concentracbes sao suficientes
(normalmente em ng/L) para causar respostas estrogénicas em animais
expostos (PETROVIC et al., 2001). Isto ocorre porque uma grande parte dos
hormdnios sintéticos utilizados nao € totalmente absorvida pelo corpo humano.
Cerca de 30 a 90% do 17aEE2 ingerido, por exemplo, sdo excretados do
organismo (RANNEY, 1977).

Além disso, o potencial estrogénico dos efluentes domésticos de um
determinado local pode ser variavel, de acordo com as flutuagbes
populacionais em diferentes periodos, principalmente com relagado a presenca
de estrogenos sintéticos como o EE2. Além disso, fatores como temperatura e
atividade microbiana também podem alterar a atividade estrogénica de um
ambiente (HEMMING et al., 2004), uma vez que compostos como estrégeno e
NP podem ser degradados por microrganismos em rios, sedimentos e solo
(YING et al., 2002a, b; HSEU, 2006).

As aguas residuarias decorrentes do tratamento de agua e esgoto
constituem wuma grande preocupacdo em relagdo a introdugédo de
contaminantes estrogénicos no ambiente, principalmente porque os métodos
tradicionais convencionalmente utilizados pelas Estagdes de Tratamento, como
a dragagem (remocao de flotantes e so6lidos de maiores dimensdes), adsorgao
e decantagao (remocéo do lodo primario resultante) e degradagéo aerébia e/ou
anaerobia (LESTER; EDGE, 2001; ROSA, 2008), s&o ineficientes e precisam
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ser reavaliados (ROSA, 2008). Além disso, nas ETEs, a transformacédo de
substancias presentes nos efluentes, muitas vezes origina compostos mais
reativos do que o original e, ao serem descartados no ambiente aquatico, sao
capazes de induzir respostas estrogénicas em muitos animais (FOLMAR et al.,
2002). Surfactantes nao ibnicos, como os alquifendis polietoxilatos, por
exemplo, ao serem degradados por processos metabdlicos em ETEs,
transformam-se em NP e OP (MAGUIRE, 1999; ARUKWE; GOKS@YR, 2000)
que, segundo Schwaiger et al. (2000) e Jobling et al. (1996), induzem a
producdo de vitelogenina em individuos machos de diversas espécies de
peixes.

No entanto, novas técnicas adicionais, como os processos oxidativos e
de ozonizagdo, tem mostrado resultados promissores na remoc¢éao dos DEs da
agua (ESPLUGAS et al., 2007; GUEDES MANIERO et al., 2008).

Reungoat et al. (2012) demonstraram que o uso de ozonizag&o seguido
por filtracdo bioloégica com carbono ativado em uma ETE na Australia
possibilitou a remocdo de mais de 95% da estrogenicidade do efluente,
segundo o ensaio de E-screen, o qual quantifica a proliferacao de células
cancerosas de mama MCF7 induzidas por DEs. Esse estudo concluiu que esse
tipo de tratamento foi eficiente na diminuicdo de estrégenos e xenoestrogenos
do efluente, devendo ser incorporado aos sistemas tradicionais de tratamento,
para garantir a preservacao dos recursos hidricos em relacéo a esse tipo de
efeito. Além disso, os autores afirmaram que a incorporagdo de ensaios
biolégicos pode complementar as informagbdes fornecidas pelas analises
quimicas, permitindo uma avaliagdo mais satisfatoria da eficiéncia do
tratamento. Entretanto, embora mais eficiente, esses tipos de tratamentos
apresenta maior custo quando comparado com os métodos tradicionais
comumente presentes nas plantas das ETEs e por isso dificimente sé&o
utilizados, como podem ser observado nos trabalhos abaixo, onde a eficiéncia
da remocéao é bastante inferior.

Efluentes de esgoto doméstico, provenientes de duas ETES, foram
testados quanto a sua atividade estrogénica em diferentes estagbes do ano
(TILTON et al., 2002). Dentre os bioensaios realizados, o ensaio YES revelou
um valor maximo de 147 ng/L de EEQ, sendo o E2 o principal agente indutor

de estrogenicidade presente nesses efluentes. Os niveis de vitelogenina em
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bagres machos sexualmente maduros (/ctalurus punctatus) apresentaram-se
muito acima dos valores de referéncia, durante o outono de 1996 e a primavera
de 1997 para a ETE-A (220% e 480%, respectivamente) e, durante a primavera
e outono de 1997 para o efluente da ETE-B (370% e 480%, respectivamente).
De acordo com os autores, esses resultados indicaram a presenca de
compostos de acao estrogénica em quantidades suficientes para interferir
negativamente na reprodugdo da espécie. Outro parametro avaliado pelos
autores, sobre os peixes expostos aos efluentes, indicou um aumento
significativo nos niveis séricos de E2 no outono de 1997 e verdo de 1998, para
o efluente da ETE-A, e no outono de 1997, para o efluente da ETE-B. Dessa
forma, os autores concluiram que a atividade estrogénica de efluentes
domésticos é variavel e que esta pode sofrer interferéncia das condi¢des
ambientais relativas a cada estagéo do ano.

Ao analisarem sete diferentes efluentes de ETEs industriais da cidade
de Madri (Espanha), Aguayo et al. (2004) identificaram os compostos
estrogénicos BPA, OP, DEHP, DBP, DIBP, E1, E2 e EE2, sendo que os 4
primeiros foram os mais frequentemente presentes entre os cerca de 50
compostos organicos encontrados. A atividade estrogénica das amostras,
avaliada por meio de ensaios com levedura recombinante (Sacharomyces
cerevissae), revelou-se bastante alta para 5 efluentes, os quais apresentaram
concentragbes elevadas de horménios naturais e sintéticos (E2 e EE2).
Embora as demais substancias detectadas nos efluentes induziram uma
resposta cerca de mil vezes menor, os autores alertam que os efeitos
estrogénicos dessas substancias também devem ser considerados, pois pode
acontecer, no ambiente, um possivel efeito sinergistico entre os contaminantes
presentes.

Salste et al. (2007) verificaram a presenca de estrégenos e a atividade
estrogénica de um efluente doméstico da cidade de Turku/Abo (Finlandia), por
meio de analises quimicas e pelo ensaio com levedura bioluminescente
(contendo receptor de estrogeno a — ERa; e o gene constitutivo luciferase —
FFluc). Os resultados indicaram valores de estrogenicidade de 4 a 7 ng/L de
EEQ. Esse efeito foi atribuido, principalmente, a presenca de E1, ja que este foi

o estrogeno mais abundante encontrado nas amostras estudadas.
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Bicchi et al. (2009) também avaliaram a influéncia do descarte de
efluentes em um rio localizado no norte da Italia, sobre as possiveis alteracdes
na atividade estrogénica deste corpo receptor. Os autores realizaram analises
quimicas e biolégicas para monitorar a estrogenicidade em amostras de um
efluente de ETE urbano e em &guas superficiais do rio que recebe este
efluente, antes e apds o descarte. As principais substancias presentes nas trés
diferentes amostras estudadas foram BPA, DEP, DBP, DEHP, E1 e 4-t-BP. Em
relacdo a atividade estrogénica, avaliada por meio do ensaio E-screen, os
valores encontrados foram cerca de 57% e 60% menores na montante e
jusante do rio, respectivamente, do que nas amostras do efluente. Esses
resultados sugerem que o efluente n&o contribuiu para um aumento
significativo da estrogenicidade no recurso hidrico estudado, possivelmente
pela capacidade de autodepuragao do rio e pela diluicdo do efluente ao longo
de seu curso. No entanto, os autores alertam que embora o efluente contribua
para um pequeno aumento na estrogenicidade das aguas do rio, a atividade
estrogénica presente nessas aguas indicam que o processo de depuragdo néao
€ suficiente para remover completamente os DEs, podendo prejudicar a biota
associada a esse ambiente.

Os influentes e efluentes de 4 diferentes ETEs doméstico e o efluente
de uma industria de branqueamento de celulose foram avaliados por
Fernandez et al. (2007), quanto as suas composi¢ées quimicas e atividade
estrogénica. Dentre as substancias encontradas, o 19-Noretindrona foi o
hormdnio sintético mais abundante presente nas amostras dos influentes,
enquanto que o 17aEE2 foi o horménio sintético mais frequente nos efluentes
estudados. Os compostos sintéticos nado-esteroides NP e o DEHP estavam
presentes em altas contragdes tanto nas aguas residuarias tratatas (efluentes)
como nas nao-tratadas (influentes). Os efluentes domésticos apresentaram
quantidades superiores de estrogenos esteroides, quando comparados com o
efluente industrial, no qual foi detectado, principalmente, o esteroide vegetal
estigmasterol. A variagdo nos DEs encontrados nas amostras, refere-se as
diferencas nas substéncias que estdo sendo langadas para o tratamento. No
caso das ETEs doméstico, o 19-Noretindrona estava presente porque € o
hormoénio sintético de controle de natalidade mais utilizado no Canada e, no

caso do efluente da industria de branqueamento da celulose, foram
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encontrados esteroides vegetais porque estes s&o liberados durante o
processamento da madeira. Pelo teste com leveduras recombinantes para
deteccdo de EEQ, foram observados valores semelhantes para os efluentes
domésticos e industriais e valores mais altos para os influentes. Os autores
concluiram que embora a atividade estrogénica, principalmente de efluentes
domésticos, esteja relacionada com a presenca de estrdgenos esteroides, os
altos niveis de ésteres de ftalatos e esteroides naturais também podem
contribuir para esse efeito.

A analise dos efluentes de uma industria de produtos provenientes de
combustiveis fosseis (como o plastico) em Taiwan, também indicou a presenca
de compostos com atividade estrogénica, por meio do ensaio de MVLN. Os
valores de atividade estrogénica encontrados variaram de 0,54 a 47,86 ng
EEQ/L, sendo que os mais elevados, provavelmente, estavam relacionados a
presenca de fendis (CHEN et al., 2004). De acordo com os autores, a
quantidade relativa de estrogenicidade encontrada nos efluentes industriais
analisados pode sinalizar risco ambiental se estes efluentes forem descartados
em ambientes aquaticos sem tratamento eficiente prévio.

A estrogenicidade dos efluentes de duas ETEs municipais, bem como
as aguas superficiais do rio Rhine na cidade de Worms (Alemanha), coletadas
apo6s o despejo desses efluentes, foi avaliada por Pawlowski et al. (2004) em
um estudo utilizando o ensaio de YES. A atividade estrogénica dos extratos de
fase soélida, expressa em EEQ, foi cerca de 2 vezes maior (65,96 £ 10,4 ng/L)
para o efluente da ETE 1, em relag&o ao efluente da ETE 2 (34,1 £ 7,18 ng/L) e
cerca de 3 a 5 vezes maior que a agua do rio (11,97 + 0,7 ng/L na margem
esquerda e 19,42 + 2,8 ng/L na margem direita). Dessa forma, os autores
afirmam que, devido as altas quantidades de estrogenos esteroides
(principalmente o E2 e o EE2), assim como a alta atividade biol6gica detectada
pelo YES, os efluentes estudados podem potencializar a concentragcao de DEs
das aguas desse rio, induzindo efeitos estrogénicos sobre os organismos
aquaticos expostos.

A avaliagao da estrogenicidade foi realizada em amostras de influente
e efluente tratado de ETES na regido de Paris, Franga. Cargouét et al. (2004)
realizaram a avaliacdo da atividade estrogénica das amostras utilizando o

bioensaio in vitro com células MELN. Neste estudo, os autores realizaram duas
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formas de concentracdo dos poluentes, uma com afinidade para substancias
polares e outra para substancias apolares. Eles observaram atividade
estrogénica apenas para as amostras concentradas apolares, indicando que a
maioria dos contaminantes com atividade estrogénica é de caracteristica
apolar.

Jugan et al. (2009) utilizaram a linhagem celular MELN, com a qual é
possivel monitorar a atividade transcricional do receptor de estrogénio, para
verificar a estrogenicidade induzida por influentes e efluentes de duas ETEs,
bem como pelas aguas superficiais do rio Sena (Paris — Franga), o qual recebe
esses efluentes. Foi observada eficiéncia superior a 90% para as duas ETEs
estudadas em relagdo a diminuigdo da atividade estrogénica apos tratamento
dos influentes. No entanto, um aumento da estrogenicidade nas aguas do rio
foi detectado ap6s o descarte dos efluentes, sendo de 2,5 ng/L de EEQ para a
ETE-A e de 2 ng/L para a ETE B. Estes valores observados constituem um
risco para os ecossistemas, em especial, o aquatico, pois, nessas
concentragcbes ou até mesmo em concentragdes mais baixas, podem
comprometer as fungdes enddcrinas de organismos expostos.

Céspedes et al. (2005) analisaram amostras de agua do rio Llobregat
(Catalunha, Espanha) e dos efluentes e influentes de diferentes ETEs, com
relacdo a presenca de OP, NP, NP mono- e di-etoxilatos, BPA, ftalatos e
hormdnios naturais e sintéticos e sua atividade estrogénica. De maneira geral,
os resultados do teste de estrogenicidade, realizado pelo ensaio com levedura
recombinante indicaram alta estrogenicidade nos influentes das ETEs e fraca
estrogenicidade nas amostras de agua do rio, exceto para dois locais de coleta
onde as concentragbes de NP (13,9 e 37,3 mg/L) e OP (2,57 e 21,9 mg/L)
foram elevadas. De acordo com os autores, os niveis de NP presentes
contribuiram, em mais de 90%, para a estrogenicidade observada na maioria
das amostras analisadas. Analises anteriores, realizados por Petrovic et al.
(2002), neste mesmo rio, também detectaram presenca de NP, APEO,
nonilfenoxi-carboxilato, E1 e E3 nas aguas e nos sedimentos. A
estrogenicidade destes compostos foi detectada pela producao de vitelogenina
em peixes machos da espécie Cyprinus carpio.

Schilird et al. (2009) quantificaram a atividade estrogénica do efluente

de uma ETE e no rio que recebe este efluente, na regidao do noroeste da Italia.
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Estas amostras foram coletadas durante o periodo de setembro de 2006 a
maio de 2007. Estes autores realizaram testes com uma linhagem da célula
MCF-7 (BUS) com gene receptor de estrogeno, para realizar a técnica de
proliferacdo celular ou E-screen. O ensaio foi realizado com extratos das
amostras pré-concentradas e com as suas diluicées. A proliferacdo celular foi
dependente da dose da amostra, sendo que as diluicbes de 1:10 e 1:100
estimularam a proliferagdo maxima. O teste utilizado se mostrou muito
apropriado para determinacao da atividade estrogénica em extrato ambiental.

Aguas brutas com varios graus de poluicdo e apds serem tratadas,
foram coletadas em quatro pontos distribuidos em rios do Estado de Sao Paulo
— Brasil. Estas aguas foram avaliadas quanto a atividade estrogénica por
Bergamasco et al. (2011), que realizaram a avaliagéo por meio do teste in vitro
de bioluminescéncia com levedura recombinante (BLYES - bioluminescent
yeast estrogen assay). Eles utilizaram Saccharomyces cerevisiae
constitutivamente  bioluminescente. Os maiores indices de atividade
estrogénica foram encontrados nos pontos com maior poluicdo. As aguas
tratadas n&o apresentaram potenciais estrogénicos ou compostos
estrogénicos. O teste BLYES apresentou alta sensibilidade e bom limite de
detecgdo, mostrando ser um instrumento adequado para a avaliacédo e
monitoramento de amostras de agua.

A poluigdo do ambiente por compostos estrogénicos nado se deve
somente aos efluentes resultantes dos processos de tratamento, mas também
das descargas diretas de compostos com acgéo estrogénica ao longo dos rios,
principalmente em decorréncia de atividades domésticas (MA et al., 2007). Por
outro lado, quando nao ha outras descargas de efluentes ao longo do rio, estes
compostos tendem a ser diluidos, ao longo de seu percurso, diminuindo,
consequentemente, sua disponibilidade de absorgdo pelos organismos
aquaticos (MAURICIO et al., 2006) e seus efeitos estrogénicos (HEMMING et
al., 2004).

Aguas residudrias in natura, decorrentes de atividades urbanas e
industriais da cidade de Zagreb (Croacia), foram estudadas quanto ao seu
potencial estrogénico, utilizando a indugdo de vitelogenina em cultura de
hepatécitos de truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss) (GRUNG et al., 2007).

Dentre as 30 fragbes testadas, obtidas por meio de extracdo de fase solida, 9
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apresentaram aumento na quantidade de vitelogenina. Os autores atribuiram o
efeito observado a presenca de E2 e de E3, além de diferentes APs,
benzofenonas e metilparabenos.

A analise de uma amostra de efluente na regidao de Apulia, na lItalia,
antes de seu tratamento em ETE, revelou a presenca de E1, 17BE2, 17aEE2,
BPA e 4-tert-octilfenol. Dentre estes compostos, o BPA (103,4 ng/L) e o 4-tert-
octilfenol (35,2 ng/L) foram os que apresentaram, em média, as maiores
concentragdes seguidos de E1 (32 ng/L), do 17BE2 (23,6 ng/L) e do 17aEE2
(17,6 ng/L). De acordo com os autores (BALEST et al., 2008), embora a
atividade estrogénica de compostos derivados de atividade industrial seja
menor do que a dos esterdides naturais, eles podem induzir efeitos
comparaveis aos estrégenos naturais, devido as altas concentragcbes em que
sdo encontrados no meio ambiente (geralmente ng/L para os estrogenos e
acima de ug/L para compostos industriais). Em comparagdo aos demais
horménios (17BE2 e 17aEEZ2), a maior concentragao de E1, deve-se, segundo
Johnson et al. (2000), ao fato de que este € o estrégeno mais excretado
através da urina, pelas mulheres durante a gravidez ou ciclo menstrual.

Os lodos derivados de Estacdes de Tratamento de Agua (ETAs) e
ETEs, bem como os biossélidos resultantes de processos de estabilizacao
desses lodos, podem constituir outra fonte de introducdo de DEs no ambiente.
Como o lodo e o biossélido sdo compostos ricos em matéria organica, seu uso
como fertilizantes agricolas vem sendo sugerido. No entanto, podem acarretar
em um risco potencial na contaminagdo de solos e aguas subterrdneas com
substancias com agdes estrogénicas, ja que, segundo Yamamoto et al. (2003),
devido aos coeficientes de hidrofobicidade e particdo de carbono orgéanico
moderadamente altos dos compostos estrogénicos, € possivel que grande
parte desses fiquem aderidos na fase sélida durante o processo de tratamento
das ETAs e ETEs.

Diferentes amostras de biossoélidos, provenientes de ETEs municipais
da provincia de Ontario — Canada, foram testadas quanto ao seu potencial
estrogénico, por meio de testes com levedura recombinante BJ3505 e com a
linhagem celular BG1Luc4E, de carcinoma de ovario humano (LORENZEN et
al.,, 2004). Os autores observaram que as amostras derivadas de lodos

aerobios apresentaram valores inferiores aos apresentados pelos derivados de
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digestdo anaerdbia, para ambos os biensaios utilizados, indicando que o
processo de digestdo do lodo empregado pelas ETEs pode ter relagao direta
com a remogao dos compostos estrogénicos. Além disso, o ensaio com
levedura se mostrou cerca de 25 vezes mais sensivel do que o ensaio com
linhagem celular. Assim, este artigo alerta sobre o risco do uso dos biossélidos
na agricultura.

Giudice e Young (2011) estudaram, em escala piloto, a estrogenicidade
de lixiviados e de aguas de escoamento superficial derivados de solos
fertilizados com biossolidos. Entre os DEs, seis diferentes compostos foram
avaliados. Neste estudo, ndo foram detectado, para nenhuma amostra, o
170aEE2 e o BPA né&o foram detectados. O n-NP e o triclosan estavam
presentes apenas nas aguas de escoamento. Apesar das substancias
triclocarban e 4-t-octilfenol serem encontradas em ambas as amostras (aguas
de escoamento e lixiviados), suas concentragcdes foram superiores nas aguas
de escoamento. O bioensaio ER-CALUX realizado, também indicou uma maior
atividade estrogénica para as amostras correspondentes as aguas de
escoamento (43 a 55% nM E2), em relacdo as referentes aos lixiviados (15 a
42% nM E2).
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Tabela 1. Resumo dos estudos ambientais recentes realizados para avaliar a
estrogenicidade nos diversos ecossistemas.

Amostra
ambiental

Sistemas teste

Técnica

Referéncias

Agua superficial

Agua
subterranea

Areia betuminosa

Estacao de
tratamento de
esgoto (ETE)

Levedura

Linhagem celular
(MCF-7
modificada)

Levedura
Linhagem celular
(hepatécitos de
tuta arco-iris)

Linhagem celular
(MCF-7) e peixes
(Girardinichthys
viviparus)

Levedura
(Saccharocyces
cerevisiae
constitutivamente
bioluminescente)

Linhagem celular
(hepatocitos de
tuta arco-iris)
Linhagem celular

(MCF-7)
Levedura e peixes
(Ictalurus
punctatus)
Levedura
(Saccharocyces
cerevisiae)
Levedura
bioluminescente
(com receptor de
estrégeno a)

YES

MVLN

YES

Expressao
génica

Proliferacao

celular e

dosagem de
vitelogenina

E- screen

BLYES

Expressao
génica

E-screen

YES e dosage
de vitelogenina

RYA

Ensaio com
levedura

bioluminescente

Latorre et al. 2003
Peng et al. 2008
Zhao et al. 2011

Furuichi et al.
2004

Wang et al. 2011

Gagné et al. 2012

Veja-Lopez et al.
2007

Bicchi et al. 2009

Bergamasco et al.
2011

Latorre et al. 2003

Gagné et al. 2012

Reungoat et al.
2012
Tilton et al. 2002

Aguayo et al. 2004

Salste et al. 2007
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Estacao de
tratamento de
esgoto (ETE)

Efluente
industrial e/ou
urbano

Lodo

Sedimentos

Solo

Linhagem celular
(MCF-7
modificada)
Linhagem celular
(MCF-7
modificada)

Levedura

Peixe (Cyprinus
carpio)
Linhagem celular
(MCF-7 com
receptor de
estrégeno- BUS)

Linhagem celular
(MCF-7
modificada)
Linhagem celular
(hepatécitos de
truta arco-iris)
Levedura
recombinante
(BJ3505) e
Linhagem cellular
(BG1Luc4E2)
Levedura
Levedura
Levedura
(Saccharocyces
cerevisiae)
Levedura
(Saccharocyces
cerevisiae Y190
com receptor ERa)
Linhagem celular
(MCF-7
modificada)

MELN

MELN
(monitoramento
da atividade
transcricional
do receptor de
estrogénio)
Ensaio da
levedura
recombinante
Producéo de
vitelogenina
Proliferacao
celular

MVLN

Inducéo de
vitelogenina

YES
YES
RYA

Bioensaio com
sistema de
duplo-hibrido
em levedura
MELN
(atividade da
luciferase)
ER-CALUX

Cargouét et al.
2004

Jugan et al. 2009

Céspedes et al.
2005

Petrovic et al.
2002
Schiliro et al. 2009

Balest et al. 2008
Chen et al. 2004

Grung et al. 2007

Lorenzen et al.
2004

Zhao et al. 2011
Wang et al. 2011

Garcia-Reyero et
al. 2005

Kurihara et al.
2007

Louiz et al. 2008

Giudice e Young
2011
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5. CONCLUSAO
A partir da presente revisdo, € possivel concluir que uma grande

variedade de compostos quimicos pode atuar como DEs, mesmo em pequenas
concentragdes, causando problemas reprodutivos e disturbios hormonais em
diversos organismos, inclusive o homem. Entre os efeitos mais comuns
ocasionados por esses quimicos, encontram-se a inversdo sexual e o déficit
reprodutivo das populagdes naturais, principalmente de organismos aquaticos
COMO OS peixes.

A existéncia desses poluentes no ambiente chama a atengado para a
eficiéncia do tratamento de efluentes. Geralmente, os tratamentos comumente
utilizados sado ineficazes na remocédo de substancias que possuem a
capacidade de interferir no sistema endécrino, servindo como fonte desses
contaminantes para o ambiente. Dessa forma, novos métodos devem ser
desenvolvidos e aprimorados para tornar os tratamentos mais satisfatérios e,
assim, possibilitar uma melhor forma de retirar esses poluentes das aguas
residuarias.

O desenvolvimento de técnicas que permitem uma rapida detecgéo da
presenca de DEs em amostras ambientais tornou-se de extrema importancia,
pela frequéncia com que esses contaminantes vém sendo encontrados nos
ecossistemas. Na presente revisdo foram apresentadas diversas técnicas
desenvolvidas para esse fim, as quais foram aplicadas em amostras de aguas
superficiais e subterraneas, efluentes industriais e domésticos, sedimentos e
lodo de esgoto, e os resultados encontrados por meio destas técnicas. Entre
estes ensaios encontram-se os ensaios com leveduras recombinantes (YES,
RYA e BLYES), testes com células geneticamente modificadas com receptor
de estrogénio (MELN e MVLN), testes de expressdo génica (qQRT-PCR) e
dosagem de vitelogenina em peixes. Estes bioensaios se apresentaram como
importantes instrumentos a serem aplicados em estudos de avaliagdo da
estrogenicidade ambiental, pois, além de contribuirem para a identificagcdo da
presenca de compostos com atividade estrogénicas em amostras ambientais,

também permitem detectar o seu efeito biolégico.
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RESUMO

A industria de refino de petréleo produz efluentes que podem conter
diversas substancias capazes de interagir com o0s organismos vivos, dentre
estas podemos destacar os Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos (HPAs).
Para avaliar a extensdo dos impactos que as industrias petroquimicas
promovem no ambiente, vem sendo cada vez mais incentivado o
desenvolvimento de técnicas que sejam capazes de estimar os reais efeitos
que os poluentes derivados deste setor industrial causam sobre os organismos
a eles expostos. No presente trabalho, foram avaliadas a genotoxicidade e a
mutagenicidade das aguas de rios que estdo em uma regido sob a influéncia
da atividade da refinaria de Paulinia — SP. Para isso, foram realizadas coletas
em trés diferentes estagdes sazonais (Novembro de 2011, Margo e Maio de
2012), em cinco pontos distinto, como segue: P1, captacdo de agua pela
refinaria no rio Jaguari; P2, efluente tratado da refinaria; P3, montante do
descarte do efluente no rio Atibaia; P4, jusante do descarte do efluente no rio
Atibaia; P5, rio Piracicaba, a 1500 m da confluéncia dos rios Atibaia e Jaguari.
A avaliagédo das amostras foi realizada com o extrato bruto e diluido (obtido por
meio de extracdo de fase solida), por meio do ensaio do cometa e do teste do
micronucleo com cultura de células de hepatoma humano (HepG2). Para os
extratos brutos das coletas de novembro de 2011, foi observada, pelo ensaio
do cometa, uma alta genotoxicidade das aguas do rio Jaguari e das aguas do
efluente lancado pela refinaria, mas uma diminuicdo gradativa da
genotoxicidade para os pontos abaixo do langamento do efluente. Para o
extrato diluido, foi observado uma reducéo dos danos, quando estes resultados
foram comparados com os resultados registrados para os extratos brutos. Na
coleta de margo de 2012, extrato bruto, foi observada uma maior
genotoxicidade para as aguas do rio Atibaia. Estes efeitos foram diminuidos,
nos extratos diluidos. Para o més de maio de 2012 (extrato bruto), os
resultados observados indicaram maior genotoxicidade da agua de captacao,
em relacdo ao efluente tratado. O rio Piracicaba apresentou uma
genotoxicidade menor que a do controle negativo (CN). Ja para as analises do
extrato diluido, ndo foi observada genotoxicidade. O teste de micronucleo,
realizado com o extrato bruto de aguas coletadas em novembro de 2011,
indicou mutagenicidade apenas para P4. Na coleta de maio de 2012 houve um
aumento na frequéncia de micronucleos apenas em P1 e P2. Os extratos
diluidos de maio de 2012 apresentaram uma diminuicdo do numero de
micronucleos em relacdo ao extrato bruto. Pelos bioensaios realizados, pode-
se observar que existe uma correlagdo direta entre as mudangas sazonais € a
induc&o de danos no DNA.

Palavras — chave: ecotoxicologia aquatica; extracao de fase soélida;
cultura de células; células HepG2 ensaio do cometa; micronucleo.
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ABSTRACT

The petroleum refining industry produces effluents that can contain
several substances that are capable of interacting with living organisms, among
these substances we can highlight the Polycyclic Aromatic Hydrocarbons
(PAHSs). To evaluate the extension of the impacts that petrochemical industries
cause in the environment, it has been increasingly encouraged the development
of techniques that can estimate the real effects of pollutants derived from this
industrial sector cause on organisms exposed to them. In this study, it was
assessed the genotoxicity and mutagenicity of river waters that are in a region
under the influence of a refinery in Paulinia — SP. For this, it was performed
collections in three different seasons (November 2011, March and May 2012),
in five distinct sites, as follows: P1, water uptake by the refinery in Jaguari
River; P2, effluent treated by the refinery; P3, upstream the effluent discharge in
Atibaia River; P4, downstream the effluent discharge in the Atibaia River; P5,
Piracicaba River, 1500 m from the confluence of the Atibaia and Jaguari rivers.
The samples assessment was carried out with raw and diluted extract (obtained
by solid phase extraction), using the comet assay and micronucleus test with
cultured human hepatoma cells (HepG2). For the raw extractions collection of
November 2011, it was observed, by the comet assay, a high genotoxicity of the
waters from Jaguari River and the effluent discharged by the refinery, but a
gradual decrease of the genotoxicity for the sites below the effluent discharge.
For the diluted extract, it was observed a reduction of the damages, when these
results were compared to those registered for the raw extracts. In the collection
of March 2012, raw extract, it was observed a higher genotoxicity for the Atibaia
River waters. These effects decreased in the diluted extracts. For May 2012
(raw extract), the results showed a higher genotoxicity for the uptake water in
relation to the treated effluent. The Piracicaba River presented a genotoxicity
lower than the negative control (NC). For the analyses of the diluted water, it
was not observed genotoxicity. The micronucleus test, performed with the raw
extract of the waters collected in November 2011, showed mutagenicity only for
P4. In the collection of May 2012 there was an increase in the frequency of
micronuclei only in P1 and P2. The diluted extracts of May 2012 presented a
decrease in the number of micronuclei in relation to the raw extract. From the
bioassays used, it could be observed a direct correlation between the seasonal
changes and induction of damages in the DNA.

Key-words: aquatic ecotoxicology; solid phase extraction; cell culture;
HepG2 cells, comet assay; micronucleus.
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1. Introdugao

As intensas atividades humanas desenvolvidas proximas as bacias
hidrograficas vém causando impactos severos nos recursos hidricos
superficiais e subterraneos, principalmente por estes ambientes servirem como
receptores e reservatorios de elevada quantidade de poluentes. Os efluentes
lancados no ambiente aquatico constituem, hoje, a maior preocupacao
ambiental, pois este pode comprometer a manutencdo da integridade do
ambiente e, consequentemente, as propriedades da agua biologicamente
disponivel (MEYBECK; HELMER, 1992; TUNDISI, 1999; KUBISCH et al.,
2012). Os organismos aquaticos podem acumular os poluentes tanto pelo
contato com a agua como pela ingestdo de material particulado ou de
alimentos, o que os torna inclusive veiculo da contaminac&o de outros niveis
troficos. A qualidade da agua € um fator importante a ser considerado para a
saude publica, mas também pode afetar as atividades econémicas, como por
exemplo, as relacionadas com os processos industriais e agropecuarios.
Somado a isso, a contaminagado da agua também pode conferir um significativo
potencial mutagénico para os recursos hidricos (COONEY, 1995; RAND et
al.,1995; DEGUCHI et al., 2007; SQUADRONE et al., 2012), comprometendo,
inclusive, a saude ambiental do local impactado.

De acordo com Stepnowski et al.(2002) e Hoshina et al. (2008), dentre
os diversos setores que contribuem para a contaminagc&o dos corpos hidricos,
as refinarias de petréleo sdo consideradas as atividades industriais mais
relevantes. O processo de refino do petroleo, além de exigir grande quantidade
de agua para o seu processamento, langam no ambiente, efluentes complexos,
compostos por diversos poluentes como metais, fenois, 6leos e gorduras,
aménia e hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs), considerados
extremamente detrimentais para o ambiente. Embora as aguas servidas sejam
tratadas e recuperadas para serem reutilizadas nas refinarias, uma grande
quantidade de compostos toxicos pode estar presente no efluente final da
industria e, consequentemente, ser introduzido no meio aquatico (WAKE,
2005).

Os HPAs séao parte de um grupo de compostos organicos que tém sua
estrutura molecular formada basicamente por dois ou mais anéis aromaticos
condensados (NEFF, 1979; BARROSO, 2010). Entre todos os hidrocarbonetos
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conhecidos, os presentes no petroleo sao considerados os de mais alta
toxicidade, inclusive com efeitos mutagénicos e cancerigenos sobre os
organismos expostos (PAGLIA; VALENTINE, 1967; LEME; MARIN-MORALES,
2008).

Existem algumas formas de se isolarem os poluentes presentes em
amostras ambientais. Dentre elas, a extragdo de fase sélida (EFS) é um dos
métodos mais utilizados. Esta técnica consiste na retencdo dos analitos
presentes em uma matriz aquosa, em um polimero especifico contido dentro de
um cartucho. As maiores vantagens deste método sdo a praticidade, a sua
maior sensibilidade (BARRIONUEVO; LANCAS, 2001) e a efetividade de
armazenamento a longo prazo de amostras ambientais, sem que as mesmas
percam os seus componentes ou sofra degradacao microbiana. O uso da EFS
permite também isolar os diferentes poluentes presentes na amostra,
facilitando a analise da influéncia destes sobre organismos.

Os processos de carcinogénese, teratogénese e de uma série de
outros disturbios podem estar relacionados ao potencial genotéxico de
poluentes ambientais. Em decorréncia disto, torna-se cada vez mais
necessario o desenvolvimento de ensaios, realizados com organismos
sensiveis, que sejam capazes de avaliar as potencialidades toéxicas dos
quimicos ambientais e também a acdo destes quimicos sobre o material
genético dos organismos, mesmo quando estes componentes estejam
presentes em baixas concentracdes (KLOBUCAR et al., 2003; FRENZILLI et
al., 2009).

Inimeras linhagens de células mantidas em culturas vém sendo
utilizadas em ensaios de monitoramento ambiental, principalmente em
avaliacdes aquaticas (DOWLING; MOTHERSILL, 2001). Estes sistemas in vitro
possuem uma série de vantagens, como: facilidade na padronizacdo das
condi¢des do ensaio (densidade populacional, pH, temperatura, composi¢do do
meio de cultivo); realizagdo de tratamentos das células em varias fases do ciclo
celular (RABELLO-GAY, 1991); séo reprodutiveis, pela uniformidade de seu
metabolismo e comportamento celular, além de permitirem testes rapidos,
sensiveis e financeiramente acessiveis (ROGERO et al., 2003).

Muitos estudos de genotoxicidade e mutagenicidade sao realizados

com cultura celular, sendo a linhagem de HepG2 uma das mais utilizadas para
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este fim (NATARAJAN; DARROUDI, 1991; KNASMULLER et al. 1998). Os de
micronucleo (MN) e do cometa sédo ensaios indicados para a deteccao de
genotoxicidade e mutagenicidade de quimicos ambientais, pela sua eficacia e
rapidez na obtencéo de resultados.

O ensaio do cometa é considerado um teste capaz de detectar danos
no DNA de células individuais induzidos por agentes alquilantes, intercalantes e
oxidantes (PAVLICA et al., 2001; ANDRADE et al., 2004; MATSUMOTO et al.,
2006), e ainda detectar reparos de DNA (Speit et al,2009). Este teste requer
um pequeno numero de células e nao necessita que estas estejam em divisao,
podendo, entéo, ser aplicada em qualquer fase do ciclo celular (PAVLICA et al.,
2001). O teste do MN é uma técnica muito importante usada no monitoramento
ambiental, pois avalia a potencialidade mutagénica de agentes presentes no
ambiente (SOUZA; FONTANETTI, 2006). O MN é uma pequena massa de
cromatina delimitada por membrana e separada do nucleo principal, com
aparéncia de um pequeno nucleo. Sdo considerados MN classicos, as
estruturas circulares de mesma refringéncia que o nucleo, desde que né&o
estejam ligadas a este. Assim, a deteccao de um MN em uma célula indica que
houve uma perda de cromatina nuclear (FENECH, 2000; FENECH; CROTT,
2002; BONASSI et al., 2003; FENECH et al., 2003).

A refinaria de Paulinia capta agua do rio Jaguari, para o
desenvolvimento de suas atividades, e despeja os seus efluentes, apos
passagem por tratamentos (fisico-quimicos, biolégicos e lagoa de
estabilizacdo), no rio Atibaia. A Replan possui uma area fisica de 9.125 milhdes
de m? e é a maior refinaria de petréleo do sistema PETROBRAS, responsavel
pelo refino de cerca de 20% de todo petroleo brasileiro (FERRAZ et al.,2001).

Diante do exposto acima, o presente trabalho teve o objetivo de avaliar,
em células HepG2, a genotoxicidade (ensaio do cometa) e a mutagenicidade
(MN) das aguas dos rios Jaguari, Atibaia e Piracicaba, rios estes que sofrem
influéncia de uma refinaria de petréleo do estado de S&o Paulo. As analises
aqui realizadas foram feitas por meio de extratos obtidos pela EFS das

amostras de agua.
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2. Material e Métodos
2.1. Material

2.1.1. Material biolégico

O organismo teste utilizado no presente estudo foi célula de hepatoma
humano (HepG2) mantida em cultura, fornecidas pelo Banco de Células do Rio
de Janeiro (BCRJ).

2.1.2. Area de estudo e localizagdo

Os Rios Atibaia, Piracicaba e Jaguari pertencem a bacia hidrografica
do Rio Piracicaba, localizada na por¢céo sudeste do Estado de S&o Paulo
(Figura 1). Esta bacia recebe grande influéncia de efluentes industriais e
domésticos de uma das mais importantes regides urbanizadas e
industrializadas do estado de S&o Paulo. Os Rios Atibaia e Jaguari passam
pelo municipio de Paulinia-SP, regido que abriga 51.242 habitantes e 107
industrias, dentre elas a Refinaria de Petroleo de Paulinia (Replan). O Rio
Piracicaba é originado pela confluéncia destes dois rios citados acima.

Para a avaliacdo dos impactos ambientais que os efluentes da refinaria
de petréleo possam estar causando sobre estes rios, foram coletadas as
amostras de agua em cinco pontos distintos, como segue:

P1 - Rio Jaguari: local de captacdo de agua da refinaria;

P2 - Efluente da refinaria a ser langado no rio Atibaia;

P3 - Rio Atibaia — 200 metros a montante do descarte do efluente da
refinaria;

P4 - Rio Atibaia — cerca de 500 metros a jusante da descarga do
efluente da refinaria;

P5 - Rio Piracicaba — ponto localizado cerca de 1500 metros, da

confluéncia dos rios Jaguari e Atibaia.
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Foram realizadas coletas em trés periodos distintos para contemplar as
diferentes condi¢des climaticas tipicas de nossa regidao: novembro de 2011,

margo de 2012 e maio de 2012. Os indices de pluviosidade nos meses de

coleta estdo reunidos na Tabela 1.

Figura 1. Mapas do Brasil e do Estado de S&o Paulo, indicando a localizagdo dos
rios na Bacia do rio Piracicaba.

Fonte: Adaptado de Convénio PCJ, 2005 e Arquivos ANA.gov

Tabela 1. Valores referentes a pluviosidade dos periodos de coleta.

Periodo Pluviosidade
Novembro 2011 188,3 mm
Margo 2012 73,1 mm
Maio 2012 61,0 mm

Valores cedidos pelo CEAPLA — Centro de Analise e Planejamento
Ambiental da Unesp de Rio Claro
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2.2. Metodologia

2.2.1. Extracao de Fase Sdlida

As coletas das amostras de agua foram realizadas em frascos de vidro
com volume de 4 litros, previamente lavados com detergente (Extran®) e,
posteriormente, com acetona P.A., para a remocgédo de eventuais residuos
quimicos presentes no frasco. No momento da coleta, foram acrescentados
nos frascos 8 mL de acido acético glacial P.A., para acidificagdo da amostra e,
assim, impedir a proliferagdo de microrganismos que pudessem alterar as
caracteristicas das aguas coletadas. Posteriormente, foram realizadas duas
pré-filtragens em um sistema de filtragédo ligado a uma bomba hidrovacuo, com
um filtro de microfibra de vidro (Glass-microfibre Discs MGA 47mm — Sartorius
Stedim Biotech®), para a retirada de matéria organica e do material em
suspensado. Nesta etapa, as amostras foram subdivididas em aliquotas de 1
litro. Em uma segunda etapa, foram acoplados a um aparelho manifold
cartuchos poliméricos de fase reversa, Strata-X 200mg/3mL (Phenomenex®)
previamente submetidos a um solvente de afinidade com a resina, para
preparar a resina para a adsor¢ao dos quimicos presentes nas amostras das
aguas coletadas e, assim, permitir a adequada realizagdo da extragcédo de fase

solida.

2.2.2. Eluigado dos cartuchos e obtengao dos extratos

Para a eluigédo, foram acoplados a um aparelho manifold cartuchos que
adsorvem os compostos das amostras. Estes cartuchos foram entéo
submetidos a bomba a vacuo, até que a resina presente neles estivesse
totalmente seca. A seguir, os cartuchos foram submetidos a eluigdo em 10 mL
de metanol. Este metanol, que contém entdo os compostos das amostras, foi
colocado em um frasco de vidro de 10 mL para ser reduzido, em Nitrogénio
gasoso (Nzg)) para o volume de 1mL de extrato (extrato bruto).

Os extratos diluidos foram obtidos pela diluigdo de 50 uyL de extrato

bruto em 50 mL de agua (concentracao de 0,001 do extrato bruto).
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2.2.3. Analise de HPAs

Foi realizada a andlise quimica com os extratos brutos, para a
verificagdo da presenca dos HPAs prioritarios (naftaleno, acenaftileno,
acenafteno, fluoreno, fenantreno, antraceno, fluoranteno, pireno,
benzo[a]antraceno, criseno, benzo[b]fluoranteno, benzo[k]fluoranteno,
benzo[a]pireno, indeno[123-cd]pireno, dibenzo[ah]antraceno,
benzo[ghi]perileno). Esta analise foi feita pela empresa “Global Analise e
Consultoria”, por meio do equipamento HPLC Agilent Tecnologies 1200 series,
com detector de DAD.

2.2.4. Cultura de células

Para a realizacdo dos ensaios de MN e cometa, as células HepG2
foram descongeladas e estabilizadas em meio MEM, suplementado com 10%
de soro bovino fetal (Gibco) e antibiéticos (penicilina 100 U/mL e estreptomicina
0,1 mg/mL), sendo mantidas em frascos de cultura descartaveis de 25 cm?, em
estufa incubadora a 37°C, com 5% de CO,. Ap6s a incubagédo, foram
semeadas em frascos de cultura contendo meio MEM, 5x10° células. Os
frascos permaneceram em estufa a 37°C, com 5% de CO, em atmosfera
umida, por um periodo de 24 horas para estabilizagdo das células. Apos este
periodo, foram adicionados aos frascos de cultura os tratamentos realizados

com os extratos brutos e diluidos, para a realizagdo dos ensaios.

2.2.5. Tratamento

Os extratos obtidos na extracdo de fase sdélida foram mantidos em
geladeira, até 20 minutos antes do experimento. Quando atingiram a
temperatura ambiente, foram utilizados nos experimentos (sempre em
triplicata). Nossos ensaios foram desenvolvidos de duas maneiras: 1- células
HepG2 expostas a 50 pyL dos extratos brutos, durante 3 horas; 2- células
expostas a 50 yL de extrato diluido, também por 3 horas. Os ensaios com 0s
extratos brutos foram realizados para se avaliar a existéncia, nas aguas dos
rios, de alguns poluentes que tivessem qualquer potencialidade toxica sobre as

células. O segundo teste (com o extrato diluido), foi realizado na tentativa de
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simular as concentracdes reais dos poluentes encontrados nos rios, onde cada
amostra foi coletada.

Para controle negativo (CN), tanto no ensaio do cometa quanto no teste
do micronucleo, foi utilizado o PBS (Solugdo de tampdo de Fosfato) na
quantidade de 50 uL. Para o controle positivo (CP), foi usado Metilmetano

Sulfonato (MMS) na concentragdo de 4x10 M, também quantidade de 50 pL.

2.2.6. Ensaio com o Azul de Trypan

Previamente ao ensaio do cometa, foi realizado um teste de viabilidade
celular com todas as amostras dos extratos (brutos e diluidos), para se avaliar
a citotoxicidade das mesmas e para a obtengdo de suspensdes celulares que
apresentem uma viabilidade celular superior a 80%. Um dos métodos utilizados
para esta avaliacédo € o ensaio com Azul de Trypan, onde as células viaveis
(vivas) ndo incorporam o corante, apresentando auséncia de coloragao,
enquanto que as células inviaveis (mortas) incorporam o corante e apresentam
a coloracéao azul.

Para a realizagao do ensaio de viabilidade celular, foram utilizados 5 pL
da suspenséo celular mais 5 uL de Azul de Trypan. A contagem das células foi
realizada em uma Iladmina de vidro comum, onde se quantificaram,
percentualmente, as células vivas e as células mortas encontradas (RIBEIRO
et al. 2003).

2.2.7. Ensaio do cometa em células HepG2

Apds o tempo de exposicao aos tratamentos (3 horas), foi realizada a
coleta da suspensao celular. O meio de cultura foi descartado e os frascos
lavados por 2 vezes com 5 mL de PBS. Apds a retirada do excesso de PBS, as
células foram tripsinizadas (Tripsina 0,5%) e levadas a estufa a 37°C por 5
minutos e inativadas com 5 mL de uma mistura de meio novo e soro. A
suspensao celular foi passada por seringa de 1 mL, para obtengédo de células
individualizadas. A suspensdo obtida foi transferida para tubos Falcon® e
centrifugada por 5 minutos a 1500 rpm. O sobrenadante foi desprezado,
deixando-se 0,5 mL para a homegeinizagao do pellet.

Para o ensaio do cometa, laminas previamente cobertas com agarose

comum, receberam 20 uL da suspenséo celular + 120 yL de agarose de baixo



Artigoll 95

ponto de fusdo (37°C), sendo entédo recobertas com laminula. Apés um breve
periodo de solidificagdo a 4°C (15 minutos), as laminulas foram removidas e as
l&minas incubadas em solugao de lise (1 mL de Triton X-100, 10 mL de DMSO
e 89 mL de solugéo de lise estoque - NaCl 2,5 M, EDTA 100 mM, Tris10 mM,
pH 10, ~8g de NaOH sélido para 1 L), pH 10, no escuro, em geladeira a 6° C,
por, no minimo,1 hora. Ap6s este procedimento, as laminas foram colocadas
em uma cuba de eletroforese, contendo o tampéo de corrida eletroforética
(NaOH 300mM + EDTA 1mM, com pH>13), onde permaneceram por 20
minutos, para a denaturacdo do DNA. Na sequéncia, foi realizada a
eletroforese por 20 minutos a 39 V (~ 0,8 V/cm) e 300 mA. Em seguida, as
ldaminas foram neutralizadas com 3 banhos de 5 minutos cada em tampao de
neutralizacédo (pH 7,2). Apds a neutralizacao, as laminas foram fixadas, por 10
min, em etanol absoluto. A coloracao foi feita com 50 pyL de solugdo de
GelRed® (15 yL de GelRed 10.000X em agua, 5 mL de NaCl a 1M, e 45 mL de
agua destilada) por lamina e a analise realizada, imediatamente, ap6s a sua
coloragdo. Foram analisados em microscopia de epifluorescéncia Leica,
objetiva de 40x, filtro B - 34 (excitagdo: i=420 n - 490 nM, barreira: 1=520 nM)
100 nucledides por lamina, totalizando 600 nuclebides por tratamento. Os
nucledides foram classificados, visualmente, de acordo com a migracédo dos
fragmentos em: classe 0 — nucledide sem danos, portanto sem cauda; classe 1:
nucledide com pouco dano - cauda menor que o seu diametro; classe 2:
nucledide com médio dano -cauda de tamanho entre 1 a 2 vezes do seu
didmetro; classe 3: nucledide com grande dano - cauda maior que 2 vezes 0
seu diametro (KOBAYASHI et al., 1995; SPEIT et al., 1996). Os escores foram
obtidos multiplicando-se o numero de nucleodides encontrados em cada classe
pelo numero da classe correspondente (0,1,2 ou 3), com valores variando de O

(auséncia total de danos) a 300 (dano maximo causado).

2.2.8. Teste do micronucleo com bloqueio de citocinese em células
HepG2

Para a realizacdo do teste do micronucleo em células HepG2 foi
utilizada a técnica descrita por Darroudi e Natarajan (1993), com algumas

modificagdes, como segue: as células foram cultivadas por um ciclo celular
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completo (24 horas), antes da adicdo dos tratamentos. Em seguida, foram
realizados tratamentos simultdneos de 3 horas, com a adicdo de 50 uL dos
diferentes extratos brutos e diluidos (trés frascos para cada amostra).

Apdés os tratamentos, as células foram lavadas, por duas vezes, com
PBS. Em seguida foram adicionados 5 mL de meio de cultura completo com 3
pMg/mL de citocalasina B, permanecendo nos frascos por 28 horas. Decorrido
este tempo, as células foram colhidas e fixadas em Carnoy (etanol/acido
acético 3:1 — v: v). A seguir, a suspensao celular foi gotejadas sobre laminas
limpas, geladas e contendo um filme de agua. Apos secagem, as laminas
foram coradas, por 5 min, com Giemsa 5% . Depois de prontas, as laminas
foram analisadas em aumento de 100 x, sendo contabilizadas 1000 células por

frasco, totalizando 3000 células por tratamento.

2.2.9. Analise estatistica
Os resultados do ensaio do cometa e do teste do micronucleo foram
submetidos ao teste estatistico ANOVA: critério/Dunnett (p<0,05), para

comparacao dos dados obtidos entre os tratamentos e o controle negativo.

3. Resultados e discussao

3.1. Analise de HPAs

Pela analise quimica, foi observado dentre todos os HPAs prioritarios
investigados, e, somente o naftaleno foi encontrado. Os resultados da
quantificacdo dos HPAs presentes no extrato bruto estdo apresentados na
tabela 2.

Segundo a USEPA (United States Environmental Protection Agency),
16 HPAs sao considerados essenciais, dentre eles, destaca-se o naftaleno. O
naftaleno € um hidrocarboneto policiclico aromatico formado por 10 carbonos e
8 hidrogénios, distribuidos em dois anéis aromaticos fundidos. Por possuir
apenas 2 anéis, possui maior solubilidade em agua (30 mg/L) e, por ter baixo
massa molecular, possui maior volatilidade (NETTO et. al., 2000; VIJAYAVEL
et al.; 2004). Este composto e seus derivados sdo o0s principais
hidrocarbonetos presentes no petréleo bruto (UNEP, 1992). A maior

solubilidade deste poluente é responsavel pela sua maior toxicidade para
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organismos aquaticos (YUNKER et al., 2002; DE LUCA et al., 2005;
BOONYATUMANOND et al., 2006; CELINO;QUEIROZ,2006). Segundo Aina
et. al. (2006), embora n&o existam muitas evidéncias da genotoxicidade para o
naftaleno, os seus estudos apontaram para uma atividade genotdxica deste
HPAs.

Mesmo diante da alta toxicidade do composto em ambientes aquaticos,
a legislagéo brasileira ndo apresenta parametros para a presencga de naftaleno
em aguas superficiais, mas sim para aguas subterraneas, solo e lodo. Nestes
casos, de acordo com a resoluggo CONAMA 357/05, o valor aceitavel para
aguas subterraneas é de 140 ug/L e para solo e lodo é de até 0,12 mg/Kg.

Os maiores indices de naftaleno foram observados para as coletas
realizadas em novembro de 2011, onde o maior valor foi observado para o Rio
Piracicaba, seguido do préprio efluente da refinaria.

Nossos dados mostraram que deve existir alguma atividade antrépica
que langcou efluentes com este composto no Rio Jaguari, a montante da
captacdo da Replan; que as atividades da refinaria intensificaram as
concentragbes deste HPA pela ineficiéncia do tratamento realizado pela
empresa; e que o Rio Piracicaba teve o maior comprometimento por este
quimico, possivelmente por consequéncia de um fator aditivo decorrente da
presenca deste hidrocarboneto nos Rios Jaguari e Atibaia.

Nos demais periodos avaliados, a presenca de naftaleno ndo parece
estar relacionada com as atividades da refinaria e sim de atividades
desenvolvidas a montante da captacdo da empresa (Rio Jaguari) e a montante

do despejo de seu efluente (Rio Atibaia).

3.2. Azul de Trypan

Neste estudo, foi observado que as células submetidas aos extratos
(brutos e diluidos) de todas as coletas, submetidos ao teste com o Azul de
Trypan, apresentaram valores de viabilidade celular acima de 80%, o que

permitiu a continuidade do ensaio do cometa.

3.3. Ensaio do cometa
As avaliagdes feitas com extrato bruto das amostras de aguas dos rios

estudados neste trabalho indicaram potencial genotdxico para estes extratos.
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Porém, quando se avaliou os extratos diluidos (simulagdo da concentragao real
nas aguas coletadas), muitas vezes, nado foi observada genotoxicidade nas
células expostas (Tabela.3).

Os maiores valores de genotoxicidade foram registrados para o més de
novembro de 2011, corroborando com os valores do naftaleno que também se
mostraram em altos niveis neste periodo (Tabelas 2 e 3). Os resultados de
genotoxicidade deste periodo mostraram que a amostra do efluente teve os
maiores niveis, indicando a existéncia de um potencial genotéxico para este
ponto. Os resultados observados para as amostras dos rios (P1 e P3) podem
ser decorrentes da alta pluviosidade no periodo (Tabela 1), que acarretou em
um carreamento dos poluentes presentes nas margens, para o leito dos rios.

Gagné et al. (2011) também utilizaram extratos de aguas coletadas no
rio Athabasca, Canada, rio este que sofre influéncia de areias betuminosas
(areias com alto teor de HPAs). Neste estudo foi realizado um ensaio de
citotoxicidade e genotoxicidade com cultura primaria de hepatdcitos de truta
arco iris, por meio de metodologia de precipitacdo alcalina modificada para
ensaio de fluorescéncia, para quantificar quebras de fita simples e dupla do
DNA. Os autores observaram altos indices de quebras do DNA, com uma
inducéo significativa de danos para todos os pontos analisados ao longo do rio.
Estes danos podem ter sido causados pelos HPAs, pois foi observado neste
estudo que os extratos foram capazes de induzir a atividade da P4501A e GST,
que s&o enzimas responsaveis pela biotransformacao dos HPAs.

Em outro estudo de genotoxicidade com extratos de sedimentos de
uma zona costeira da cidade de Qingdao na China, realizado por Yang et al.
(2010) quantificaram os HPAs das amostras, e semelhante ao realizado no
presente trabalho, aplicaram o teste do cometa para avaliacdo de
genotoxicidade em células de cultura. Os autores utilizaram como material
biolégico de avaliagado, células de branquias (FG). Foi observado por eles que
das 3 amostras, 2 delas continham HPAs de origem petrogénica e essas
amostras apresentaram os maiores escores no teste de cometa (154,00 + 9,6).

Os resultados do teste do cometa realizado com o extrato diluido da
coleta de novembro/2011 n&o mostraram diferengcas estatisticamente
significativas, como demonstradas na Tabela 3. Estes dados indicam que,

neste periodo avaliado, tanto as aguas dos rios estudados como do efluente
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nao apresentaram genotoxicidade para o material biolégico usado na
investigacdo. Como os extratos diluidos simulam as concentragdes de
poluentes das amostras, podemos inferir que os niveis de poluentes presentes
nos rios, nao sao suficientes para induzir genotoxicidade para células HepG2.

A andlise de genotoxicidade realizada com as amostras coletadas em
marco e maio de 2012 (extratos brutos) apresentaram resultados
estatisticamente significativos para aguas dos rios, mas néo para o efluente da
refinaria (Tabela 3). Estes dados mostram que nestes locais amostrados existia
a presenca de compostos potencialmente genotéxicos, comprovada pela
analise quimica realizada, onde pode se observar a presenca de naftaleno
nestes pontos. Como estas amostras ndo tém relagdo com o efluente da
empresa (montante da captacdo e do despejo do efluente), os resultados
parecem néo ter relacdo com as atividades da refinaria.

Para o més de margco de 2012, foi observado que os P3 e P4
apresentaram potencial genotéxicos, mostrando que o Rio Atibaia sofre
impacto por contaminantes acima do local de recebimento do efluente da
refinaria (Tabela 3). Esses impactos podem ser decorrentes de varias fontes,
tais como, efluente urbano, efluente de outras industrias ou ainda de atividade
agricola, que também sdo muito comuns na regido. Ja& para as coletas
realizadas em maio de 2012, pode-se observar que, neste periodo, apenas as
amostras do rio Jaguari (P1) apresentaram atividade genotdxica, que também
pode ser explicada por emissdes diversas, como citados acima.

Os resultados obitidos corroboram com o estudo realizado por Sacchi
et al. (2013), onde os pesquisadores avaliaram a genotoxicidade das aguas da
lagoa Sacca di Goro do Rio P6 na Italia, por meio de ensaio de anormalidades
nucleares em células isoladas de bréanquias de Ruditapes philippinaraum.
Nesse estudo, os autores também observaram influéncia da sazonalidade na
indug&o de micronucleos.

Os testes realizados com o extrato diluido de margo/2012
demonstraram diminuigdo dos escores de genotoxicidade para todos os pontos
coletados, porém mantendo a diferenca estatisticamente significativa para P3
(montante do descarte do efluente) e P4 (Tabela. 3). Isto indica que os
poluentes presentes na agua do Rio Atibaia (nestes pontos citados),

independente da sua concentragcdo, podem induzir efeitos genotdxicos no
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material biolégico testado. Como o efluente ndo apresentou genotoxicidade
significativa pode-se inferir que a genotoxicidade de P4 esta mais relacionada a
genotoxicidade de P3, porém com um impacto adicional promovido pelo
efluente da refinaria.

Os extratos diluidos utilizados neste trabalho, obtidos das amostras de
agua coletadas em maio de 2012 apresentaram, como todos os outros
periodos amostrados, uma grande diminuicdo nos escores (Tabela 3) e,
consequentemente, resultados néo significativos de genotoxicidade.

Vincente-Hubert et al. (2012) também utilizaram o teste do cometa em
células HepG2, para avaliar a genotoxicidade de material particulado em
suspensao e dos sedimentos do estuario do rio Sena, que sofre influéncia de
varias atividades industriais, inclusive de uma refinaria de petréleo. Os autores
observaram que 12 das 14 amostras estudadas induziram aumento de danos
no DNA, quando comparadas com as células do controle negativo. Os autores
correlacionaram a potencialidade genotdéxica com a presenca de HPAs nas
amostras, visto que todas as amostras com potencialidade genotoxica também

apresentaram niveis significativos de HPAs.

3.3.1. Testes de micronucleo

A andlise da mutagenicidade e genotoxicidade, por meio do teste de
MN com bloqueio de citocinese, foi realizada com células HepG2 mantidas em
cultura.

Foram contabilizadas as frequéncias de MN, de brotos e de ponte
nucleoplasmicas, de acordo com classificagao de Fenech et al. (2003), sendo
MN considerado “endpoint” de mutagenicidade e brotos e pontes “endpoints”

de genotoxicidade (Figura 2).
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Figura 2. A. Célula HepG2 binucleada Normal; B. Célula HepG2 binucleada
com micronucleo (seta); C. Célula HepG2 binucleada com broto nuclear (seta);
D. Célula HepG2 binucleada com ponte (seta).

Os resultados obtidos pela anéalise de MN, com os extratos brutos das
amostras de aguas coletadas em novembro de 2011, mostram indu¢gdo de MN
apenas para P4 (2,56 + 1,37), indicando que o rio ja vem sofrendo agressdes a
montante do ponto de descarte do efluente da empresa que, somada aos
efeitos do efluente da refinaria, levaram a uma agdo mutagénica significativa
para o extrato deste ponto.

As analises relativas a presenca de células com brotos nucleares
(efeito genotoxico), realizadas com o extrato bruto dos pontos de coleta dos
rios, mostraram resultados estatisticamente significativos para P3, P4 e P5

(Tabela 4). A presenca de genotoxicidade nos extratos dos rios Atibaia e
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Piracicaba pode ser justificada pela presenca de poluentes no rio Atibaia antes
mesmo do lancamento do efluente da refinaria. A genotoxicidade aumentada,
apo6s o descarte da refinaria (P4), pode ter sido ocasionada pelo efeito aditivo
entre os HPAs presentes no rio Atibaia e os contaminantes do efluente da
refinaria. Contudo, pode-se observar que as aguas do rio Piracicaba, apesar de
também apresentarem efeitos genotdxicos, apresentam diminuicdo da
genotoxicidade, quando comparado com P4 (Tabela 4). Estes dados estdo em
concordancia com os resultados obtidos no ensaio do cometa. Com relacao a
presenca de pontes, néo foi observada nenhuma diferenca significativa entre
os resultados das amostras e do CN.

Para o ensaio realizado com os extratos diluidos do periodo de
novembro de 2011 (Tabela 4), nado foi observado nenhum valor
estatisticamente significativos de MN e anormalidades nucleares quando
comparado com o CN. Esses dados corroboram os resultados encontrados por
Hara (2012), em experimentos desenvolvidos com cultura de células em CHO-
K1, para aguas dos mesmos rios. A autora observou que as amostras do
efluente bruto da refinaria (antes de passar pelo tratamento bioldgico),
apresentam substancias potencialmente genotdxicas e mutagénicas, mas que
as amostras coletadas do efluente ja tratado n&do apresentaram mais estes
efeitos, indicando assim uma eficiéncia do tratamento realizado pela empresa.

A avaliacao feita com os extratos brutos da coleta realizada em
margo/2012 evidenciou que o P2 foi o unico que apresentou indices
significativos de micronucleos. Dentre as alteragbes observadas, os brotos
nucleares foram os mais frequentes (Tabela 4). O P2 e P3 apresentaram altos
indices de indugdo de brotos, com valores significativamente maiores que os
resultados observados para a coleta anterior e para o CN (Tabela 4). Diante
destes resultados, podemos inferir que a maior incidéncia de queimadas de
cana-de-agucar comuns para este periodo pode ter influenciado na
concentragdo de HPAs nas aguas, o que foi facilmente observado pelos testes
realizados com o extrato bruto (concentracdo dos poluentes presentes nas
amostras) Os contaminantes das amostras podem interferir na diviséo celular,
que, segundo Fenech e Crott (2002) acarretam em amplificacdes do DNA, e
consequentemente maior indugéo de brotos ou em um maior indice de MN. Os

autores ainda afirmam que essas alteragbes ndo sdo passiveis de serem
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detectadas no ensaio do cometa, pois este detecta apenas danos de fita
simples ou dupla, sitios alcali-labeis e crosslinks. Quanto a presenca de
pontes, ndo foram observadas diferencas significativas entre os pontos de
coleta e o CN.

Travassos (1995) destaca que em um periodo de déficit hidrico,
observado para a bacia do rio Cai de novembro a margo, foi registrado uma
maior concentracdo de poluentes do que o periodo de altos indices
pluviométricos. Por outro lado, o autor ressalta que o excedente da agua da
chuva, poderia acarretar em um intenso escoamento, arrastando os poluentes
das margens do rio ou ainda em uma ressuspensao de poluentes presentes
nos sedimentos do leito do rio, aumentando a quantidade de particulas e
poluentes disponiveis.

A analise do efeito do extrato diluido, para o0 mesmo periodo de marco
2012, percebe-se um aumento consideravel na quantidade de micronucleos,
apresentando diferencgas estatisticamente significativas em P1, P2 e P4 (Tabela
4). O alto valor em P1 indica que o Rio Jaguari ja apresenta comprometimento
de suas aguas. O P2 apresentou um valor aumentado de indugédo de MN,
provavelmente devido ao efeito aditivo entre os poluentes do Rio Jaguari e os
derivados das atividades da refinaria. Para o P4 foi observado indices de
inducdo de MN equivalentes aos observados para o P1 (Tabela 4).

Em um estudo realizado com cultura de linfocito, para avaliacdo da
qualidade das aguas do rio Cai, rio este que tem a influéncia de um complexo
de refinaria de petroleo do Rio Grande do Sul, Lemos e Erdtmann (2000)
obtiveram resultados que demonstram uma correlagdo direta entre a indugéo
de MN e a sazonalidade.

Na ultima estacdo avaliada neste trabalho, maio/2012, n&o foram
observadas, para ensaios realizados tanto com o extrato bruto como o diluido,
indugdes significativas de micronucleos, brotos e de pontes, em relagdo ao CN.
(Tabela 3). Provavelmente, esses resultados se devam ao inicio do periodo de
seca, que diminui o carreamento de contaminantes das margens para o leito do
rio. De acordo com Vega et. al. (1998) e Ferreira et al. (1994), varios fatores
podem afetar o grau de poluigdo de um rio, como, por exemplo, as condi¢cdes
hidroldgicas e climaticas dos ecossistemas. Segundo os autores, as variagdes

sazonais sdo fatores que tem grande efeito sobre a concentracdo dos
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poluentes no meio aquatico. Desta forma, pode-se esperar o aumento ou
diminuicdo dos danos causados pelos contaminantes, conforme essas
variacoes.

Os dados aqui apresentados sugerem, assim como os de Hoshina et
al. (2008) e Hara (2012), que o tratamento do efluente da refinaria tem reduzido
a quantidade de residuos langados no rio, embora, em algumas estagbes do
ano podemos observar que este tratamento ndo é eficiente para evitar o
impacto que causam sobre o ambiente. De acordo com as analises realizadas,
pode-se constatar, por meio dos ensaios realizados com o extrato bruto das
amostras dos rios e do efluente da refinaria, que existem substancias presentes
nas amostras que apresentam tanto potencial genotdxico como mutagénico
para aguas de rios. Os extratos diluidos, que simulam as concentragcbes dos
poluentes presentes nas amostras das aguas dos rios e do efluente estudados
neste trabalho, mostram que a concentracdo de poluentes nas amostras,
muitas vezes, € insuficiente para induzir efeitos deletérios sobre o material
genético das células testadas (HepG2).

Diante das evidéncias genotdxicas e mutagénicas encontradas neste
trabalho, pode-se inferir que o naftaleno, conjuntamente com outros compostos
eventualmente presentes nas aguas dos rios e do efluente avaliados sé&o
capazes de induzir danos, mesmo quando em baixas concentragcées. Também
nota-se que a concentragcdo dos contaminantes € um importante fator para a
indugdo de danos, e que pode estar, inclusive relacionada com o volume de
chuvas e as condigbes climaticas locais. Embora ndo haja parametros na
legislagéo para a toxicidade do naftaleno em aguas superficiais, ha evidéncias
de sua acéo genotoxica e mutagénica. Em vista dos resultados encontrados,
pode-se sugerir que seja feita uma avaliagdo mais minuciosa em recursos
hidricos, que possam ser impactados pelo naftaleno, bem como realizar
estudos que possam estabelecer limites seguros para a presenca desse

hidrocarboneto em recursos hidricos e, assim, assegurar a saude do ambiental.
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Tabela 2. Valores referentes as analises de HPAs, presentes nos extratos
brutos.

Amo 2';;’;’9""“” Margo 2012 Maio 2012

stra Naftaleno Naftaleno Naftaleno
(mg.L'1) (mg.L'1) (mg.L'1)

P1 62,2 9,9 44,3

P2 109,1 N.D. N.D.

P3 N.D. 21,7 26,0

P4 63,1 20,7 52,8

P5 111,5 20,6 37,2

Legenda: N.D. — N&o Determinado; Valores obtidos por analise realizada pela empresa
Global Analise e Consultoria.
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6 Consideragoes Finais

Os resultados obtidos neste estudo, tanto para o artigo de revisdo como para
as experimentos realizados com amostras das aguas dos Rios Jaguari, Atibaia,
Piracicaba, bem como dos efluentes gerados pela refinaria de Paulinia-SP, por meio
dos ensaios de genotoxicidade e mutagenicidade, realizados com as células HepG2
permitem inferir que:

- Os HPAs sédo compostos com atividades estrogénicas, embora poucos
estudos tenham sido desenvolvidos com estes compostos;

- pela analise quimica utilizada pode-se comprovar a eficiéncia do método de
EFS em isolar HPAs;

- a analise quimica de HPAs permitiu verificar a presenca de HPAs
prioritarios nas amostras, porém apenas do naftaleno foi encontrado em quantidades
consideraveis.

- a coleta de novembro de 2011 apresentou a maior presenca de naftaleno,
dentre todas as coletas realizadas;

- 0 sistema teste utilizado neste estudo foi a célula de hepatoma humano
mantida em cultura (HepG2), e se mostrou indicado para a essa avaliagdo pois é um
sistema de facil manipulacdo e sensivel aos testes de genotoxicidade e
mutagenicidade realizados;

- 0 teste do cometa realizado em células HepG2 foi eficiente em detectar
danos genotoxico nos ensaios realizados, sendo que demonstrou maior efeito
genotdxico nos testes realizados com a coleta de novembro de 2011. Este ensaio
tem respondido, de forma eficiente, para diagnostico de comprometimento
ambiental, sendo, por isso, considerado uma ferramenta adequada para se avaliar
impactos ambientais;

- 0 teste de anormalidades nucleares, realizado em células HepG2,
apresentou alta sensibilidade para determinar efeito genotdéxico e os resultados
obtidos neste teste, corroboraram com os resultados do teste do cometa;

- o teste do micronucleo com bloqueio de citocinese, realizado com células
HepG2 mantidas em cultura, representa um ensaio facil e sensivel para avaliagdo da
mutagenicidade de amostras ambientais.

- 0 teste do micronucleo com bloqueio de citocinese, em células HepG2, foi

sensivel para avaliar os efeitos da exposicdo ao extrato bruto e diluido das
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amostras, indicando que o naftaleno contido nas amostras apresentou potencial
mutagénico para, pelo menos, um ponto em cada coleta realizada;

- as avaliagcbes dos danos genotoxico e mutagénicos demonstraram tanto
efeito sinergistico como aditivo do naftaleno e outros contaminantes presentes nas
amostras;

- as avaliagdes realizadas com as amostras coletadas no rio Piracicaba e no
ponto a jusante do descarte do efluente da refinaria demonstraram o aumento do
comprometimento das aguas com a associagdo dos contaminantes presentes nas
aguas do rio Atibaia e os contaminantes adicionados pelo descarte do efluente da

refinaria.
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