DEBORA SANTOS SILVA BEZERRA

Estrogenos na bacia hidrografica Tieté-Jacaré:

ocorréncia e avaliacao do impacto ambiental

Tese apresentada ao Instituto de Quimica,
Universidade Estadual Paulista Julio de
Mesquita Filho — UNESP, como parte dos
requisitos para obtencado do titulo de Doutor

em Quimica.

Orientadora: Profa. Dra. Mary Rosa Rodrigues de Marchi

Araraquara/SP
2014



DADOS CURRICULARES DO AUTOR

DADOS PESSOAIS

Nome: Débora Santos Silva Bezerra

Nome em citagdes bibliograficas: BEZERRA, D. S. S.
Email: dssbezerra@yahoo.com.br

FORMAGAO ACADEMICA/TITULACAO

2007 — 2009 Mestrado em Quimica

Universidade Federal de Sergipe, UFS, Sao Cristévao, Brasil

Titulo: Desenvolvimento de método analitico para determinacdo de residuos de
pesticidas em mel de abelhas Apis mellifera, Ano de obtencao: 2009

Orientador: Sandro Navickiene

Bolsista da: Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior,
CAPES, Brasil.

2003 - 2007 Graduagcao em Quimica Licenciatura

Universidade Federal de Sergipe, UFS, Sao Cristovao, Brasil

Titulo: As propriedades especificas no ensino médio através do tema "Poluigédo e
escassez da agua".

Orientador: Elisabete Lustosa Costa

FORMAGCAO COMPLEMENTAR

2008 — 2008 Curso de curta duracdo em HPLC: dos fundamentos a aplicacao.
Universidade Federal de Sergipe, UFS, Sao Cristévao, Brasil

2008 - 2008 Curso de curta duracdo em Operacao e manuntencédo basica QP2010
Plus Shimatzu. Scientific Instruments Co., SINC, Brasil

2008 - 2008 Curso de curta duracdo em Principios basicos de GC e GC-MS.
Scientific Instruments Co., SINC, Brasil

2008 - 2008 Curso de curta duracao em Operagao e manutengao basica do GC-
2010 Shimadzu. Scientific Instruments Co., SINC, Brasil

2007 - 2007 Curso de curta duracdo em Espectrometria de massas. Universidade
Federal da Bahia, UFBA, Salvador, Brasil

2006 - 2006 Curso de curta duracdo em A eletroquimica como ferramenta na
Quimica Ambiental. Universidade Federal de Sergipe, UFS, Sao Cristévao, Brasil

ATUACAO PROFISSIONAL
1. Governo do Estado de Sergipe - GOVERNO/SE

2009 - 2010 Vinculo: Professor Contratado , Enquadramento funcional: Professor
Contratado , Carga horaria: 25, Regime: Parcial



2. Universidade Federal de Sergipe - UFS

2008 - 2009 Vinculo: Professor Substituto , Enquadramento funcional: Professor
Substituto , Carga horaria: 40, Regime: Integral

2005 - 2007 Vinculo: Livre , Enquadramento funcional: Bolsista/LQA , Carga horaria:
20, Regime: Dedicacao Exclusiva

02/2008 - 04/2009 Conselhos, Comissoes e Consultoria, Centro de Ciéncias Exatas
e Tecnologia, Departamento de Quimica. Especificagdo: Representante dos
discentes do curso de Mestrado

11/2005 - 12/2006 Projetos de pesquisa, Centro de Ciéncias Exatas e Tecnologia.
Participacdo em projetos: Diagndstico e avaliagdo da sub-bacia hidrografica do Rio
Poxim - Qualidade da agua

3. Colégio CEME - CEME

2009 - 2009 Vinculo: Professora , Enquadramento funcional: Professora de Quimica,
Carga horaria: 12, Regime: Parcial

PRODUGAO BIBLIOGRAFICA
Artigos completos publicados em periédicos

1. CARVALHO, P. H. V., JESUS, A. M. D., PRATA, V. M., BEZERRA, D. S. S,,
ROMAOQO, L. P. C., NAVICKIENE, S. Tropical peat as versatile material for solid-
phase extraction of pesticides from medicinal plant Cordia salicifolia. Journal of the
Brazilian Chemical Society (Impresso). , v.21, p.659 - 664, 2010.

1. BEZERRA, D. S. S,, SILVA, M. M. S., CARVALHO, P. H. V., AQUINO, A. MSPD
procedure combined with gc-ms for the determination of procymidone, bifenthrin,
malathion and pirimicarb in honey. Quimica Nova (Impresso), v. 33, p. 1348-1351,
2010.

2. AQUINO, A., BEZERRA, D. S. S., NAVICKIENE, S. A Matrix Solid-Phase
Dispersion Method for the Extraction of Seven Pesticides from Mango and Papaya.
Journal of Chromatographic Science, v. 48, p. 750-754, 2010.

Artigos a serem submetidos

1. BEZERRA, D. S. S.; MARCHI, M. R. R. QUEChERS procedure for determination
of emerging contaminants in solid matrix environmental

2. BEZERRA, D. S. S.; MARCHI, M. R. R. Emerging contaminants in suspended
particulate matter: a quick and simple method



Trabalhos publicados em anais de eventos (completo)

1. BEZERRA, D. S. S., SANTOS, D. B., Costa, A. S., Barbosa, C. A. E. S,
FERREIRA, R. A., AGUIAR NETO, A. O., GARCIA, C. A. B., ALVES, J. P. H.

Rio Poxim:Qualidade da Agua e Suas Variagdes Sazonais In: XVII Simposio
Brasileiro de Recursos Hidricos, 2007, Sdo Paulo. XVII Simposio Brasileiro de
Recursos Hidricos. , 2007.

Trabalhos publicados em anais de eventos

1. BEZERRA, D. S. S.; MARCHI, M. R. R. Influéncia da sazonalidade no efeito matriz
para analise de estrogenos em agua superficial. In: 17° ENQA, 2013, Belo Horizonte.
17 ° Encontro Nacional de Quimica Ambiental.

2. BEZERRA, D. S. S.; MARCHI, M. R. R. Estrogens in suspend particulate

matter: a quick, simple and reliable method. In: ICCE, 2013, Barcelona/Espanha.
14° EuCheMS International Conference on Chemistry and the Environment.

3. BEZERRA, D. S. S.; MARCHI, M. R. R. Método ultrassom para determinacao de
estrégenos em sedimento. In: ECOTOX, 2012, Porto de Galinhas. XIll Congresso
Brasileiro de Ecotoxicologia.

4. BEZERRA, D. S. S.; MARCHI, M. R. R. Comparison of ultrasound and
QUEChERS methods for estrogens analysis in sediment. In: SETAC North America,
2012, Long Beach/Califérnia. SETAC North America, 33" Annual Meeting.

5. BEZERRA, D. S. S.; MACHADO, M. C.; MARCHI, M. R. R. Comparagao da
analise de estrégenos utilizando coluna core Shell e convencionais em HPLC/FLU.
In: 16° ENQA, 2011, Campos do Jordado. 16 ° Encontro Nacional de Quimica
Ambiental.

6. BEZERRA, D. S. S., NAVICKIENE, S., DOREA, H. S. Pesticide analysis in honey
by matrix solid phase dispersion and high-performance liquid chromatography witch
photodiode array detector In: COLACRO e SIMCRO, 2008, Florianépolis. 12°
Congresso Latino-Americano de Cromatografia e Técnicas Relacionadas, 2008.

7. BEZERRA, D. S. S., SILVA, M. M. S., DOREA, H. S., NAVICKIENE, S. Método
analitico para determinacao de pesticidas residuais em mel de abelhas Apis mellifera
usando MSPD e GC/MS In: 32a Reunido Anual da Sociedade Brasileira de Quimica,
2009, Fortaleza. 32a Reuniao Anual da Sociedade Brasileira de Quimica. , 2009.

8. BEZERRA, D. S. S,, SILVA, M. M. S., SILVA, T. C. S., DOREA, H. S. Método
Analitico por SPE e GC-MS para Determinagédo de HPA em Cachacgas Artesanais e
Industriais In: 32a Reunido Anual da Sociedade Brasileira de Quimica, 2009,
Fortaleza. 32a Reuniao Anual da Sociedade Brasileira de Quimica, 2009.



9. BEZERRA, D. S. S., CARVALHO, P. H. V., SANTOS, D. B., GARCIA, C. A. B.
Determinacdo de metais traco em mel por espectrometria de absor¢ao atbmica com
atomizagao por chama In: IV Encontro Nacional de Quimica Ambiental, 2008,
Aracaju. IV Encontro Nacional de Quimica Ambiental, 2008.

5. BEZERRA, D. S. S., SANTOS, D. B., PASSOS, E. A,, GARCIA, C. A. B., ALVES,
J. P. H. Distribuicdo Vertical do Sulfeto Volatilizado em meio Acido (SVA) em
Sedimentos de um Reservatorio Hipereutréfico In: 30° SBQ, 2007, Aguas de Linddia.
30° Reuniao Anual da Sociedade Brasileira de Quimica, 2007.

6. BEZERRA, D. S. S., SILVA, L. C. A., ALVES, J. P. H., GARCIA, C. A. B. Impacto
das variagdes sazonais do carbono orgénico dissolvido no processo de tratamento
da agua In: 30° SBQ, 2007, Aguas de Linddia. 30° Reunido Anual da Sociedade
Brasileira de Quimica, 2007.

7. BEZERRA, D. S. S., SANTOS, D. B., PASSOS, E. A,, GARCIA, C. A. B., ALVES,
J. P. H., COSTA, A. C. S. Impacto de "aterro sanitario" sobre a agua e sedimento do
Riacho Carrapato - Estancia/SE In: 30° SBQ, 2007, Aguas de Lindéia/SP. 30°
Reuniao Anual da Sociedade Brasileira de Quimica, 2007.

8. BEZERRA, D. S. S., PASSOS, E. A, GARCIA, C. A. B., ALVES, J. P. H.
Distribuicdo de metais pesados em sedimentos do estuario do rio Poxim/SE In: 29a
SBQ, 2006, Aguas de Linddia. 29a Reuniao Anual da Sociedade Brasileira de
Quimica, 2006.

PRODUGAO TECNICA

1. ROMAOQ, L. P. C., PASSOS, E. A., BEZERRA, D. S. S. Quimica Analitica II,
2009. (Desenvolvimento de material didatico ou instrucional).

2. FONSECA, J. C. L. da; BEZERRA, D. S. B. Elaboragao de material instrucional e
treinamento dos monitores em Sao José do Rio Preto e Presidente Prudente para o
curso a distancia de Seguranca Quimica, da UNESP, como parte de um programa
de formacgao continuada para servidores técnicos da Pré-Reitoria de Administracao
da UNESP.

SUPERVISOES CIENTIFICAS

AMARAL, B. S. Fitoestrogenos de soja em alimentos industrializados: otimizacgao,
validagéo e aplicacdo de métodos analiticos. Processo Fapesp n® 2010/01291-0.



DEBORA SANTOS SILVA BEZERRA

Tese apresentada ao Instituto de Quimica,
Universidade Estadual Paulista, como parte dos
requisitos para obtengao do titulo de Doutora em
Quimica.

Araraquara, 23 de abril de 2014.
BANCA EXAMINADORA

rof* Dr* MARY R RODRIGUES DE MARCHI (Orientadora)
Instituto de Quimica, UNESP - Araraquara.

Laguuall . Puprr vrquucns

Prof* Dr* RAQUEL FERNANDES PUPO NOGUEIRA
Instituto de Quimica, UNESP - Araraquara.

Instituto de Bipciéncias, UNESP - Rio Claro.

= = a,cwi
Prof. Dr. IARCO TADEU GRASS!
Centro Politécnico, UFPR - Curitiba-PR.

Prof Ar. SANDRO NAVICKIENE
Centro de Ciéncias Exatas e Tecnologia, UFS - Sao Cristovao-SE.



A minha mée Clese,
meu irmdo Rafael e
meu esposo Adysson,
com amor, DEDICO.

“Enquanto houver vocé do outro lado, aqui do outro eu consigo me orientar...”

(O Teatro Magico — O anjo mais velho)



AGRADECIMENTOS
A Deus pelo dom da vida, forca e coragem para enfrentar os obstaculos na
realizacdo desse sonho profissional...
Aos meus pais Clese e Carlos pelo amor sem limites, em especial a minha mae que
me deu todo apoio quando decidi sair de casa para correr atras do meu sonho. Meu
irmao e amigo Rafael pelas muitas vezes que me pediu para ficar...vocé foi meu
incentivo para chegar até aqui!!
Ao meu esposo Adysson, sei que ndo foi nada facil suportar esses 4 anos de
auséncia, mas sempre se manteve ao meu lado, acreditando e confiando em mim...
A vocés devoto o meu mais intenso amor...
A grande orientadora e profissional brilhante, Profa. Dra. Mary Rosa Rodrigues de
Marchi, meu profundo agradecimento pelos conhecimentos adquiridos, apoio,
paciéncia, confianca, respeito, conselho e por muitas vezes o colo de mae...
Ao Prof. Dr. Eduardo Alves de Almeida (IBILCE — UNESP/Rio Preto) e sua aluna
Ana Leticia Madeira Sanches, pelas sugestbes valiosas ao trabalho e disponibilidade
de toda a infraestrutura possivel para realizagdo dos ensaios in Vvivo
(biomarcadores)...
A Profa. Eliana Aparecida Varanda (FCF — UNESP/Araraquara) e sua equipe, em
especial, Flavia Aparecida Resende pela atengao, competéncia e disponibilidade do
laboratério para realizagédo dos testes de estrogenicidade (RYA)...
Ao Prof. Dr. Denilson Teixeira (UFGO), que muito gentilmente cedeu seus trabalhos
para que fossem suporte na execugao da parte ambiental e, ao DAE — Bauru, na
pessoa do Valdir Serigatto, pelo apoio indiscutivel durante o processo da escolha
dos locais de amostragem e coletas...
Aos amigos e colegas do Grupo de Estudos em Saude Ambiental e Contaminantes
Organicos (GRESCO): Claudia P., Dayana, Elissandro, Guilherme, Marcos (Pipoca),
Ovidio, Patricia, Paulo, Renato e, a dupla Bruno e Milena (porque vocés sempre
serao gresquianos para mim!!)...
Aqueles que foram meus bragos direito e esquerdo, os técnicos D. Marilei e William,
por ter desempenhado o seu trabalho com responsabilidade e competéncia além do
suporte durante as coletas...
Aos amigos que conquistei aqui na “Morada do Sol”’, Stephane, Nathalie, Pedro,
Demétrio e Danillo, pela preciosa amizade, companheirismo, fidelidade e com os

quais sempre pude contar; vocés sdo especiais e os levarei para toda a vida...



A FACTE e Fundacédo de Amparo a Pesquisa do Estado de S&o Paulo (FAPESP)

pelo apoio financeiro e bolsa concedida para execugao deste projeto.

E a todos que por ventura tenha esquecido de citar, mas que sabem da sua
colaboracgéo...

....0O MEU MUITO OBRIGADAI!



RESUMO
Estrogenos naturais e sintéticos sdo microcontaminantes emergentes continuamente
langados no ambiente, incluidos na classe de substancias capazes de afetar a
saude, crescimento e reproducdo de organismos aquaticos e humanos, o0s
alteradores enddcrinos. A ocorréncia de estrogenos foi investigada em agua e
material particulado em suspenséo (SPM) de dois importantes mananciais inseridos
na Unidade de Gerenciamento de Recursos Hidricos do Estado de Sao Paulo
(UGRHI 13 — Tieté/Jacaré), receptores de efluente in natura (Rio Bauru) ou tratado
(Ribeirdo das Cruzes), utilizando métodos de extracdo em fase sélida (SPE) para
agua, extracdo solido-liquido para SPM e QUuEChERS para sedimentos,
desenvolvidos com critérios de confiabilidade analitica (exatiddo, preciséo,
seletividade, robustez e avaliagdo de efeito matriz) seguido de analise simultédnea
por HPLC-FLD-UV em modo de eluigéo isocratico (60:40, MeCN:H,O ambos a 0,1%
H3CCOOH) e coluna C+g. Os limites de deteccao e quantificagcdo dos métodos foram
determinados para ambos os detectores e variaram, respectivamente, de 0,009-
1200 ng mL™" e 0,03-1700 ng mL™" (FLD) e 0,4-1,8 ug mL™" e 0,6-2,6 pg mL™" (UV)
para as amostras de agua, de 1,0-28,5 ng g e 1,6-42,7 ng g (FLD) para as
amostras de sedimento e, de 290-430 ng g™’ e 450-630 ng g (FLD) e 90-160 ng g™
e 130-230 ng g (UV) para as amostras de MPS. Os métodos apresentaram valores
de recuperacao meédia e coeficiente de variacdo entre 60 — 139% e 0,5 — 20%, nesta
ordem. A distribuicdo dos estrogenos nos compartimentos aquaticos foi distinta para
0S mananciais € as maiores concentragcoes desses compostos foram encontradas na
fase aquosa (0,02-17 ng mL™") e material em suspens&o (791,8-14403,8 ng g ') do
Rio Bauru. As amostras foram submetidas a ensaios in vivo (enzimas de
biotransformacao e defesa antioxidantes) e in vitro (RYA) para avaliar a toxicidade e
possivel impacto ambiental. Todas as amostras demonstraram potencial estrogénico
com valores de EEQ entre 1,0 — 880,0 nM para agua e 0,4 — 56,7 nM para MPS.
Além disso, foi observada alteracao nas enzimas de fase I e II bem como as de
defesa antioxidantes em especial nos tecidos branquiais de lambaris (Astyanax sp.),
evidenciando a atuacao efetiva do mecanismo de detoxificagdo na eliminacdo dos

compostos toxicos nas condigdes testadas neste estudo.

Palavras-chave: Estrogenos, HPLC-FLD/UV, atividade estrogénica, biomarcadores,

peixes.



ABSTRACT
Natural and synthetic estrogens are emerging microcontaminants daily released to
the environment, included in class of substances that may affect health, growth and
reproduction of aquatic organisms and humans, the endocrine disrupters.
Occurrence of estrogens has been researched in surface water and suspended
particulate matter (SPM) in two important aquifers inserted into the Comité da Bacia
Hidrografica Tieté-Jacaré (UGRHI 13 - Tieté/Jacaré) , effluent untrated (Bauru River)
or treated (Ribeirdo das Cruzes) receivers, employing solid phase extraction (SPE)
for water , solid-liquid extraction for MPS and QUEChERS for sediments developed
reliable analytical criteria (accuracy, precision, selectivity, robustness and evaluation
of matrix effect) followed by simultaneous analysis HPLC-FLD-UV in isocratic elution
(60:40 MeCN:H,O both 0.1% H3CCOOH) and C4g analytical column. Methods
detection and quantification limits were established for FLD and UV detectors. It
ranged from 0.009 - 1200 ng mL™" and 0.03 - 1700 ng mL™ (FLD) and 0.4 - 1.8 mg
mL™" and 0.6 - 2.6 mg mL™" (UV) to surface waters; from 1.0 - 28.5 ng g and 1.6 -
42.7 ng g (FLD) for sediment and 290 - 430 ng g~ and 450 - 630 ng g’ (FLD) and
90 - 160 ng g~ and 130 - 230 ng g (UV) for MPS. Recoveries of every method
ranged from 60 - 139 % with relative standard deviations 0.5 - 20%. The estrogens
partition in aquatic compartments was otherwise for rivers and highest compounds
concentrations were found in Bauru River aqueous phase (0.02 - 17 ng mL™") and
suspended solids (791.8 - 14403.8 ng g'). The samples were submitted to in vivo
(biotransformation enzymes and antioxidants defenses) and in vitro (RYA) assays in
order evaluate toxicity and environmental impact. All samples showed estrogenic
activity with EEQ ranged from 1.0 - 880.0 nM in the RYA for surface water and 0.4 -
56.7 nM for MPS. Additionally, changes has been observed in phase I and II besides
antioxidants defenses particular in the Astyanax sp. gill tissues, indicating activeness
of detoxification mechanism for elimination of toxicants in the conditions tested in this

study.

Keywords: estrogens, HPLC-FLD/UV, estrogenic activity, biomarkers, fishers.
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Introducao Geral

Os ecossistemas sédo naturalmente influenciados por fatores ambientais e
principalmente por atividades antropogénicas que resultam da produgdo, uso
indiscriminado e langamento constante de contaminantes. Segundo Gavrilescu et al.
(2014), dados publicados pela Eurostat em 2013 revelam que entre 2002 — 2011
mais de 50% da producao total de substancias quimicas correspondeu a compostos
prejudiciais ao ambiente e que 70% desses compostos apresentam um risco
ambiental significante.

Dessa forma, o ambiente aquatico como receptor final da maioria dos
compostos organicos liberados, principalmente, por efluentes domésticos e
industriais esta sujeito aos impactos ocasionados pelo aporte continuo de
xenobidticos. Dentre esses compostos estdo os microcontaminantes emergentes
presentes no ambiente em baixas concentragdes (ng L'1), que podem desencadear
uma série de efeitos adversos na biota incluindo os seres humanos. Englobam
diferentes classes de substancias tais como pesticidas organoclorados (OCPs, do
inglés organochlorine pesticides), surfactantes e produtos de cuidado pessoal, que
incluem farmacos como os estrogénios sintéticos, dentre outros.

Diante desse contexto, neste trabalho serdo realizados estudos analitico,
ambiental e toxicologico para avaliar a ocorréncia, distribuicdo e possivel impacto
ecotoxicoldgico de estrogenos nos corpos hidricos, usando como estudo de caso o
Rio Bauru e Ribeirdo das Cruzes, inseridos na Unidade de Gerenciamento de
Recursos Hidricos Tieté-Jacaré, localizada na regido central do Estado de Sao
Paulo.

No Capitulo I serdo abordados aspectos gerais relacionados aos estrogenos
no tocante a propriedades fisico quimicas, aporte e comportamento no ambiente
bem como toxicidade em organismos.

No Capitulo II serdo apresentados os procedimentos de otimizagdo e
validacdo de métodos analiticos para determinagédo de estrogenos nas matrizes de
interesse ambiental - agua superficial, sedimento superficial e material particulado
em suspensao - com rigor analitico necessario para garantir a confiabilidade dos
resultados gerados neste estudo.

Em seguida, no Capitulo III serdo abordados os aspectos do estudo da

distribuicdo de estrégenos nos compartimentos aquaticos por meio da analise de
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agua e material particulado em suspensao de corpos hidricos receptores de efluente
tratado e in natura em diferentes periodos.

Por fim, no Capitulo 1V, serdo apresentados os resultados obtidos nos
ensaios ecotoxicologicos de estrogenicidade das amostras ambientais e
biomarcadores bioquimicos (enzimas de biotransformacéo e de defesa antioxidante)

em peixes da espécie Astyanax sp. (lambari).
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Objetivos

Contribuir para a avaliagdo da ocorréncia, distribuicdo espacial, temporal e entre as
fases aquosal/particulada e possiveis impactos ecotoxicolégicos de estrogenos em

mananciais hidricos do Estado de Sao Paulo.

Para consecucgao deste objetivo geral, sdo objetivos especificos desta proposta:

- Otimizar e validar métodos para determinacado dos estrégenos naturais estrona
(E1), 17 B-estradiol (E2) e estriol (E3) bem como do sintético 17 a-etinilestradiol nas
matrizes ambientais agua superficial, sedimento e material particulado em
suspensao;

- Avaliar a distribuicdo desses compostos entre as fases solida e aquosa de
mananciais receptores de esgoto doméstico tratado (Ribeirdo das Cruzes,
Araraquara, SP) ou in natura (Rio Bauru, Bauru, SP);

- Verificar a influéncia da sazonalidade na ocorréncia e distribuicdo dos estrégenos
nos mananciais inseridos neste estudo;

- Avaliar a estrogenicidade das amostras coletadas, utilizando testes in vitro com
levedura geneticamente modificada (Recombinant Yeast Assay);

- Utilizar biomarcadores bioquimicos em tecidos branquiais e hepaticos de peixes
Astyanax sp. (lambari) expostos a agua dos mananciais inseridos nesse estudo para

avaliar possiveis impactos sobre esses organismos.



CAPITULO I

Estrogenos naturais e sintéticos
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1. Introdugao

Estrégenos naturais e sintéticos s&o contaminantes emergentes néao
regulamentados, que podem ser candidatos a regulamentacéo futura, dependendo
de investigacado sobre efeitos a saude e dados de monitoramento quanto a sua
ocorréncia (BARCELO, 2003; YAN et al., 2010). Sao considerados contaminantes
ubiquos, pois tém sido encontrados em aguas superficiais e subterranea, sedimento,
solo, efluente, lodo de esgoto e de agua ou ainda, em aguas de abastecimento
publico (PAL et al., 2010; GAVRILESCU et al., 2014).

A exposicdo humana a esses microcontaminantes € de preocupagao crucial,
precisamente por causa da sua ampla distribuicdo e aporte continuo no ambiente,
pois varios contaminantes emergentes sao associados com perturbag¢des enddcrinas
em seres humanos e na vida selvagem causando cancer e prejudicando o sistema
reprodutivo (DIRTU et al., 2012; RICHARDSON e TERNES, 2011).

Devido a auséncia de regulamentacdo dos niveis de estrégenos naturais e
sintéticos e aos efeitos relacionados a esses compostos em organismos é evidente a
necessidade do monitoramento dessas substéncias em matrizes ambientais
incluindo sedimento e material particulado bem como a avaliacdo da toxicidade em
niveis biolégicos. Para tanto, € importante desenvolvimento de metodologias rapidas
capazes de quantificar de forma precisa e segura esses microcontaminantes em
todos os compartimentos do sistema aquatico, pois em peixes particulamente, os
efeitos sdo mais aparentes e, a longo prazo podem causar disturbios sobre a taxa de
crescimento populacional gerarando consequéncias mais severas.

Neste capitulo I, serdo apresentados aspectos gerais relacionados aos
estrégenos no tocante a propriedades fisico-quimicas, aporte e comportamento no

ambiente bem como sua toxicidade.
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2. Revisao da Literatura

2.1. Contaminantes emergentes

Os microcontaminantes organicos emergentes sdo compostos biologicamente
ativos presentes no ambiente em baixas concentracdes (ng kg’ ou ng L) e
correspondem, na maioria dos casos, aos contaminantes nao regulamentados no
sentido tradicional (com niveis permitidos estabelecidos para determinados
ambientes especificos) e, que podem ser candidatos a regulamentacéo futura, pois
apresentam risco potencial a saude humana e ao meio ambiente (RICHARDSON E
TERNES, 2011; YAN et al.,, 2010). Também estdo incluidos nessa classe,
compostos anteriormente nao considerados ou conhecidos em termos de
distribuicdo e/ou concentragéo, que agora estdo sendo mais amplamente detectados
ou ainda substancias que ha muito tempo estdo presentes no ambiente, mas cuja
presenca e importancia so6 agora estao sendo elucidados (STUART et. al., 2012). Na
Unido Européia (EU), esta em estudo uma proposta para estabelecimento de niveis
ambientais permitidos para estas substancias, mas ainda nao existem estes valores
fixados oficialmente (CONSELHO..., 2013). Para alguns desses contaminantes, o
comportamento ambiental (bioacumulagao, ocorréncia, transporte € mecanismos de
biotransformacao) e toxicidade humana ainda permanecem desconhecidos.

Estas substancias sao amplamente utilizadas e podem estar presentes em
uma variedade de produtos comerciais de consumo diario como medicamentos,
produtos de uso veterinario e higiene pessoal, embalagens de alimentos, pesticidas,
retardantes de chama, surfactantes etc (SILVA e COLLINS, 2011; DIRTU et al.,
2012). O interesse no estudo destas substancias surgiu a partir de observagdes
sobre a ocorréncia de anormalidades no sistema enddcrino de animais selvagens
expostos a estas substancias (STRECK, 2009).

O aporte no ambiente para estes contaminantes é dado por fontes difusas e
pontuais, principalmente, pelo lancamento de efluentes (tratados ou in natura)
domeéstico, industrial e hospitalar ou ainda pelo escoamento superficial da excreta
animal e das praticas agricolas. Nas estagcées de tratamento de agua (ETA) ou
esgoto (ETE) os contaminantes podem passar inalterados pelo tratamento
convencional antes de serem descartados para o ambiente uma vez que as ETA e
ETE sdo, em grande parte, ineficientes na remogado dos contaminantes orgéanicos
(MARFIL-VEGA et al, 2010; STUART et al., 2012). Outra fonte de contaminacéo a
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ser considerada € a aplicagdo do lodo de esgoto produzido nas ETE em solo
agricola, que representa uma maneira econdémica de reciclagem de nutrientes e
matéria organica contida nas lamas, melhorando as propriedades fisico-quimicas e
fertiidade do solo. No entanto, substancias toxicas presentes no lodo podem ser
incorporadas ao solo absorvidas pelas plantas e atingir niveis troficos mais elevados
(TADEO, 2012).

Dentre os microcontaminantes emergentes, os estrogenos naturais e
sintéticos tem merecido a atencdo da comunidade cientifica, uma vez que sao
produzidos naturalmente por todas as fémeas de mamiferos, incluindo os humanos
e ingeridos em formulagbes de farmacos. Adicionalmente o adensamento
populacional faz com que haja uma alta e constante introducao destas substancias
no ambiente.

Cabe salientar que sua persisténcia no ambiente e capacidade de causar
possiveis efeitos adversos esta relacionada ao fato de serem continuamente
introduzidos e nao pela estabilidade das moléculas, uma vez que podem ser
facilmente degradadas e suas altas taxas de remocgao/transformacdo sao
compensadas pela introdugdo continua, como resultado de processos industriais,
descarte de produtos comerciais ou através da sua excregcdo na forma conjugada,
livre ou metabolizada (TADEO, 2012; DIRTU et al., 2012).

2.2. Estrégenos naturais e sintéticos

Os hormoénios esteroidais sao produzidos a partir do colesterol e podem ser
classificados em trés grupos: horménios sexuais femininos (estrogenos), horménios
sexuais masculinos (androgenos) e horménios da gravidez (progestrégenos) (REIS
FILHO et al., 2006).

Os hormoénios sexuais femininos ou estrogenos sado definidos como uma
familia de horménios esteroidais responsaveis pelo desenvolvimento das
caracteristicas secundarias femininas e fungdes de reproducdo. Assim como todos
os esterdides, os estrogenos possuem o mesmo nucleo de anéis semelhantes ao
colesterol. A Figura 1.1 ilustra essa estrutura (ciclopentanofenantreno), que consiste
em trés anéis hexagonais (A, B e C) e um pentagonal (D). Estrogenos esterdides
sao caracterizados pela presenca de uma hidroxila na posicdo 3 do anel A,
necessaria para a ligagdo com o receptor estrogénico, responsavel pela sua
atividade biologica (AZCOITIA et al., 2011).
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Figura I.1. Estrutura basica dos hormdnios esteroidais. Adaptado de Gruber et al. (2002).

Nos estrogenos naturais, s&o adicionados grupos hidroxila e carbonila no anel
pentagonal (D) nas posi¢cbes 17 e 16, enquanto grupos etinil sdo encontrados na
estrutura do estrogeno sintético (posicédo 17 do anel pentagonal), 17-a-etinilestradiol,

um dos principais componentes dos medicamentos contraceptivos (Figura 1.2).

Estriol (E3) 17 d-Etinilestradiol (EE2)

Figura 1.2. Estrutura quimica dos estrégenos naturais e sintético.

Os estrogenos naturais fazem parte de um grupo de horménios esterdides
lipofilicos produzidos principalmente nos ovarios e nos testiculos em humanos e
outros vertebrados, originarios do colesterol ou acetil coenzima-A (TAPIERO et al.,
2002; TAIEB e LACHGAR-KELTOUM, 2011). O estrégeno mais abundante e
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potente, de ocorréncia natural nos seres humanos, € o 17 B-estradiol, que estimula o
desenvolvimento do endométrio e influencia a libido, seguido pela estrona e estriol
(principal produto de degradagao do horménio). Segundo Nakamura e colaboradores
(2002), o 17 B-estradiol é doze vezes mais ativo que a estrona e oitenta vezes mais
que o estriol.

Estes hormonios sdo metabolizados por glucuronidagao ou sulfatagao, e os
conjugados, soluveis em agua, s&o excretados diariamente por mamiferos do sexo
feminino e em menor quantidade pelos do sexo masculino pela urina, na forma
conjugada, biologicamente inativa e, em menor proporgéo nas fezes, na forma livre.
Os hormoénios conjugados sao inativos, pois perdem completamente a capacidade
de ligacdo ao receptor estrogénico (LUCCI et al.,, 2011; GRUBER et al., 2002),
entretanto podem ser subsequentemente transformados em seus correspondentes
esterdides livres, biologicamente ativos (LaFLEUR e SCHUG, 2011; TADEO et al.,

2012). A Tabela 1.1 apresenta dados de excreg¢ao de estrégenos por humanos.

Tabela 1.1. Excregdo diaria dos estrogenos por humanos (mg/dia/individuo). Fonte
Combalbert e Hernandez - Raquet. (2010).

Mulheres em idade Mulheres durante a Homens e
Estrogeno
reprodutiva gravidez mulheres
Estrona 5,0 — 31 600 — 940 4,0-12
17 B Estradiol 3,0-19 170 - 330 1,56-7,0
Estriol 40-33 4500 — 6500 1,5-6,0

Os estrégenos sintéticos, encontrados em produtos farmacéuticos, sao
hormonios que tiveram suas estruturas moleculares alteradas. Estes compostos tém
a tendéncia de serem mais potentes do que os estrogenos naturais e
consequentemente, mais ativos (RAIMUNDO, 2007). Os derivados sintéticos dos
estrégenos sao bastante empregados como contraceptivos e também administrados
no controle dos sintomas da menopausa, disturbios fisioldgicos, e no tratamento do
cancer de préstata e mama (SUN et al., 2010).

Para fins terapéuticos, a ingestdo diaria recomendada do horménio sintético
17 a-etinilestradiol (EE2) situa-se entre 20 - 60 ug para contracepgao e cerca de 10
Mg para controle dos disturbios da menopausa. Considerando-se que cerca de 30-
90% da ingestao seja excretado na urina e fezes, o montante total excretado de

estrogenos no meio ambiente por humanos, tem sido estimado em
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aproximadamente 4,4 kg/ano/milhdo de habitantes (COMBALBERT e HERNANDEZ -
RAQUET, 2010).

Devido a liberacdo natural e continua de estrogenos por humanos para o
sistema de esgoto e a sua eliminagao incompleta pelos sistemas de tratamento, os
horménios entram no ambiente aquatico na faixa de ng L™ (GONZALEZ et al., 2012).
Esses compostos também podem atingir as &aguas superficiais através do
escoamento superficial tendo como fonte o esterco animal proveniente da criagao
extensiva de mamiferos ou, em menor escala, de animais selvagens (WENZEL,
2003; TADEO et al., 2012).

Por esse motivo, os efluentes domésticos, tratados ou in natura, representam
a principal fonte para entrada desses contaminantes no ambiente (MARFIL-VEGA et
al, 2010). Em estagcbes de tratamento de esgoto (ETE) pode ocorrer ainda o
processo de quebra da conjugagdo pelo contato com a elevada populagéo de
Escherichia coli produtora das enzimas glucuronidase e arilsulfatase (D"ASCENZO
et al., 2003).

Sob condi¢des ambientais, os estrogenos conjugados s&o rapidamente
hidrolisados, levando aos hormoénios livres e aos seus metabdlitos. No ambiente
aquatico, E2 é biodegradado a E1, que degrada a E3 (LaFLEUR e SCHUG et al.,
2011). Além disso, como alguns hormdnios estdao naturalmente em equilibrio entre
si, tais como o 17 B-estradiol (forma reduzida) e a estrona (forma oxidada), durante
os processos de tratamento e no ambiente aquatico, pode haver a conversao de um
estrégeno em outro, em funcéo das condigcdes oxidantes/redutoras do meio (LOPES
et al., 2010).

2.3. Sintese, transporte e metabolizagao dos estrégenos naturais e sintéticos
Os hormbnios estrogénicos sao derivados do colesterol e pregnenolona que,
por sua vez, sao transformados em androstenediona e testosterona. Estes ultimos
compostos sado os precursores diretos dos trés principais estrégenos naturais:
estrona, 17 B-estradiol e estriol. Em resumo, os diversos esterdides sao formados
pela redugdo do numero de atomos de carbono de 27 (C27) para 19 (C19) e entéao
para 18 (C18), através de reagdes bioquimicas mediadas por enzimas do citocromo
P450 (COMBALBERT e HERNANDEZ-RAQUET, 2010; GRUBER et al., 2002). A

Figura 1.3 sumariza as principais etapas na biossintese dos estrégenos naturais.
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Figura 1.3. Biossintese dos estrogenos naturais. Adaptado de TAIEB e LACHGAR-
KELTOUM, 2011 e MARQUES et al. (2003).

A biossintese do 17 [(-estradiol é catalisada pela enzima aromatase, uma
proteina da familia 19A do citocromo P450, também conhecido como P450AROM.
Durante uma primeira fase, o colesterol € transferido do citosol para a membrana
interna da mitocondria, onde as enzimas do citocromo P450, que catalisam a
clivagem da cadeia lateral do colesterol para formar pregnolona, estado localizadas.
Durante a segunda fase extra-mitocondrial, a pregnenolona torna-se progesterona.
Em uma terceira etapa, 17-alfa-hidroxiprogesterona € transformado em
androstenediona e testosterona (TAIEB e LACHGAR-KELTOUM, 2011; AZCOITIA et
al., 2011; GRUBER et al., 2002). A aromatizagéo € a ultima etapa na formacao dos
estrégenos, catalisada pelo complexo enzimatico monooxigenase aromatase P450,
que esta presente no reticulo endoplasmatico liso (GRUBER et al., 2002). Os
precursores C19 sao oxidados, hidroxilados e, finalmente, desmetilados para formar
os estrégenos C18, com o anel caracteristico (AZCOITIA et al., 2011).
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No corpo humano, o 17 B-estradiol é metabolizado no figado por hidroxilagées
sucessivas, onde é convertido em estriol e estrona, que serdao conjugados e
eliminados através da urina (60%) (TAIEB e LACHGAR-KELTOUM, 2011, GRUBER
et al., 2002).

Os esterdides sintéticos sdo basicamente produzidos a partir de reagdes de
alquilagcao (principalmente grupos metila e etila) ou esterificagdo dos hormdnios
naturais, prevenindo-os da metabolizagcdo quando no organismo (GONG et al.,
2009). A adigéo do grupo etinil ao 17 B-estradiol forma o 17a-etinilestradiol, o qual

esta presente na formulacao de pilulas contraceptivas.

2.4. Propriedades fisico-quimicas e comportamento ambiental

A particdo dos contaminantes no ambiente aquatico pode ser descrita pelas
suas propriedades fisico-quimicas e condi¢des ambientais do meio em que estdo
inseridos (AZZOUZ et al., 2012). Os horménios naturais e sintéticos apresentam
natureza lipofilica que, sob condi¢cdes especificas de temperatura, pH, salinidade,
existéncia de substadncias humicas ou material particulado, sofrem influéncia
significativa na sua solubilidade e destino, facilitando ou dificultando sua degradacao
no meio natural (GABET et al., 2007).

Apesar de possuirem meia vida relativamente curta (2 — 6 dias) (REIS FILHO
et al., 2006) quando comparado a outros micropoluentes, os estrégenos séao
continuamente introduzidos no ambiente. Uma vez no compartimento aquatico,
esses compostos organicos podem sofrer advecgao (transporte através da corrente),
biotransformacao, oxidacdo ou reducdo, adsor¢cao nos sedimentos e resuspensao
quando incorporadas ao material particulado. A Tabela 1.2 apresenta as
propriedades fisico-quimicas dos estrégenos naturais e sintéticos inseridos nesse

trabalho.



Tabela 1.2. Caracteristicas e propriedades fisico-quimicas dos estrogenos de interesse.
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Analitos Abreviagao Formula Estrutura Quimica pKa* Log K, ** Log Ko ***

Solububilidade

(mg L-l)****

ESTROGENOS NATURAIS

Estrona El Ci5H220, 10,34 3,34 3,43 12,42

17B-estradiol E2 Ci5H240, 10,23 4,01 3,94 12,96

Estriol E3 Ci8H,405 10,25; 10,4 NE 3,57 13,00
17a-etinilestradiol EE2 Cy0H240, 10,25; 10,5 2,98 4,15 4,8

*Schafer et al., 2011, ** Duong et al., 2010b, ***Combalbert e Hernandez-Raquet, 2010; ****em agua a 25°C ; NE = nado encontrado

pKa — constante de dissociagao acida; log Koc — coeficiente de adsor¢cdo normalizado; log Kow — constante de particdo octanol/agua
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A capacidade de sor¢cdo do contaminante organico no sedimento € o
fator mais significativo na redugédo dos estrégenos na fase aquosa e depende
dos seus coeficientes de adsorgao (Kq), coeficiente de adsorgdo normalizado
em relagdo a matéria organica (K,c) e coeficiente de partigdo octanol-agua
(Kow), teor de matéria organica, salinidade e do pH do meio principalmente para
os compostos facilmente ionizaveis. Devido a baixa solubilidade em agua, a
baixa volatilidade, a natureza hidrofdbica, aos altos coeficientes de particao
octanol/agua (Koy) e de particdo matéria organica/agua intersticial (Koc) desses
contaminantes emergentes, a matriz sedimento age como reservatério desses
micropoluentes podendo afetar negativamente organismos aquaticos (LUO et
al., 2011; GRUND et al., 2010; SCHAFER et al., 2011).

No entanto, como os estrogenos s&o excretados principalmente nas
formas associadas a acido glucurénico ou sulfato, sdo mais hidrofilicos e
menos ativos biologicamente que os estrogenos livres e, portanto, podem
permanecer por mais tempo em ambientes aquaticos o que pode favorecer sua
dispersao ambiental (BIRKETT e LESTER, 2003).

Os valores das constantes (Kow, Koc € Kg), utilizadas em estudos de
destino ambiental para contaminantes, para maior praticidade sdo comumente
expressas como o log destas constantes (log Kow, l0g Ko € log Ky). Desta
maneira, valores elevados sdo considerados indicadores de que uma
substancia pode ter tendéncia a sorgao, enquanto que baixos valores indicam
mobilidade ambiental uma vez que nao é sorvido pela matéria organica do
sedimento e por isso, existe alta probabilidade de ser encontrado na fase
aquosa. Em geral, pode-se dizer que os estrégenos apresentam-se
moderadamente sorvidos as particulas sedimentares devido a seus valores de
log Kq (2,1 - 2,9), log Ko (2,9 — 4,0) e log Kow (> 3,0) (PAL et al., 2010).

Além disso, o pKa dos estrogenos também contribui para adsor¢cao nos
sedimentos. Como os valores de pKa sao maiores que 10,0 e normalmente o
pH dos sedimentos € menor do que 7,0, principalmente em locais com alto teor
de matéria organica na agua, como as regides de clima tropical, os
grupamentos fenodlicos estdo na forma &acida consequentemente menos
soluveis em agua e mais facilmente adsorvidos as particulas do sedimento. Em

aguas salinas, o coeficiente de particdo sedimento/agua para os estrégenos é
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maior, resultando na diminuicdo da sua solubilidade em agua (PAL et al.,
2010).

O teor de matéria organica pode ser predita pelo valor de carbono
organico do sedimento. Quanto maior o teor, maior a concentragdo de
substancias humicas e fulvicas, responsaveis pela capacidade de adsorgao.

A combinacgao desses fatores - solubilidade, Koy, Koc, Ky, salinidade, pH -
pode dar uma indicacdo da mobilidade e provavel sor¢cdo de determinado
composto no ambiente aquatico (STUART et al., 2012). Entretanto, a avaliagéo
da ocorréncia e dispersdo de microcontaminantes organicos no ambiente é
bastante complexa, n&o existindo modelos de aplicagdo que sejam
abrangentes e padronizados para estes estudos (GONZALEZ et al., 2012).

Brix e colaboradores (2010) analisaram diversos alteradores enddcrinos
(EDCs, do inglés endocrine disruptors compounds), dentre eles os estrégenos
naturais, sintéticos e seus conjugados em agua e sedimentos no Rio Llobregat,
na regiao da Cataluia (Espanha). Durante seu curso, este rio passa por areas
industriais, agricolas e urbanas densamente povoadas, que podem representar
importantes fontes pontual e difusa destes compostos. Apenas o estrogeno
livre estrona (E1) e um dos seus compostos conjugados (E1-sulfatada) foram
detectados nas amostras de agua enquanto que nenhum estrogeno foi

detectado no sedimento.

2.5. Efeitos toxicos: estrogenos como alteradores endécrinos (EDCs)

Os estrégenos sdo um grupo de horménios esterdides de origem natural
e sintética que podem agir como alteradores endocrinos. Essa alteragéo
enddcrina ocorre quando um alterador/desregulador endécrino (EDCs) interage
com o receptor hormonal, alterando a resposta natural do sistema enddécrino. A
alteracdo enddcrina pode ser entendida como qualquer alteragdo no
funcionamento do sistema enddcrino, o qual é responsavel pela manutencao
de varias fungdes vitais (YAN et al., 2010) e pode ser causada por substancias
que imitam, bloqueiam ou reduzem a atividade hormonal, produzindo uma
resposta indesejada, que pode afetar a saude e reproducdo de varios

organismos, inclusive do homem.
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Segundo a U.S. Environmental Protection Agency (EPA) alterador
endécrino é definido como um agente exdgeno que interfere na sintese,
secrec¢ao, transporte, ligagdo, agao, ou eliminagdo dos horménios naturais no
corpo, que sao responsaveis pela manutencdo da homeostase, reproducao,
desenvolvimento e/ou comportamento (BIRKET e LESTER, 2003).

Os processos de alteracdo endocrina tém uma multiplicidade de
mecanismos e agdes bastante complexos que incluem bloqueio, mimetizagao,
estimulacéo ou inibigdo da produgdo dos horménios naturais (GRUND et al.,

2010). Os tipos de processos mais comuns envolvidos sdo mostrados na
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Figura 1.4. Processo de alteracdo enddcrina: (a) resposta natural; (b) efeito agonista e
(c) efeito antagonista. Adaptado de BIRKETT e LESTER, 2003.

A substancia pode se ligar ao receptor e ativar uma resposta, agindo
como mimetizador de horménio (efeito agonista) ou ainda, ajustar-se ao
receptor, mas nao produzir nenhuma resposta, apenas bloqueando, impedindo
a interacdo do horménio natural com o receptor (efeito antagonista). Dentre
outros efeitos que podem ocorrer no sistema enddcrino estdo aumento ou
interrupcao da sintese e remogao dos horménios e seus receptores, ou ainda,
interacdo com varios sistemas hormonais (GRUND et al., 2010; LaFLEUR e
SCHUG et al., 2011). Embora muitas pesquisas sejam focadas nos efeitos dos
EDCs sobre a capacidade reprodutiva estas substancias também podem afetar
a funcéo tireoidal, o sistema imunolégico e exibir efeitos mais sutis no
comportamento e memodria (SANCHEZ-ANDRADE e KENDRICK, 2011;
WARING e HARRIS, 2005).
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Muitos EDCs competem com o 17 B-estradiol pelo receptor hormonal,
podendo exercer efeito de feminilizagdo ou masculinizagdo no organismo. Isso
acontece porque os receptores de estrogeno (ER) particularmente s&o pouco
especificos e essa caracteristica os torna suscetiveis a ativagdo por uma
variedade de compostos ambientais (xenoestrogenos) (FONTENELE et al.,
2010). Substancias que produzem efeitos de feminilizagdo sdo conhecidas
como estrogénicas e as que produzem efeitos de masculinizagdo sédo as
androgénicas (SANCHEZ-ANDRADE e KENDRICK, 2011). Em humanos, a
exposicao aos alteradores enddcrinos tem sido associada a perda da libido,
impoténcia, reducado da qualidade e quantidade de esperma, diversos tipos de
cancer do sistema reprodutivo (testiculos, préstata, mama etc), ovarios
policisticos e endometriose (GONG et al., 2009).

Uma primeira evidéncia dos possiveis efeitos que esses compostos
provocariam em seres humanos foi observada entre os anos 1950 a 1970 com
mulheres gravidas que tomaram dietilestilbestrol, um estrégeno sintético
prescrito para evitar aborto espontdaneo e promover o crescimento do feto. A
maioria das filhas dessas mulheres, quando adultas apresentaram infertilidade
e algumas desenvolveram um tipo raro de cancer vaginal. Os filhos destas
mulheres apresentaram anormalidade nos 6rgaos sexuais, baixa contagem de
espermatozoides e tendéncia a desenvolverem cancer nos testiculos (PAL et
al., 2010). Outro estudo (SWAN et al.,2007) mostrou que a fase embrionaria
humana é muito mais suscetivel a acdo dos interferentes enddcrinos em
comparagao ao individuo adulto.

Efeitos sobre a vida selvagem, principalmente animais aquaticos,
também tem sido reportados (WEI e JIN-MING, 2010; POJANA et al., 2007). O
principal problema relatado em consequéncia de estrogenos em aguas naturais
€ a feminilizagcao de peixes machos, detectada pela indugcdo da vitelogenina
(Vtg) no plasma, um gene normalmente presente em fémeas considerado
biomarcador da exposi¢cao estrogénica em machos jovens, que apresentam a
expressao hepatica da Vitg induzida quando expostos a ambientes
contaminados (SANCHES, 2006). Como o sistema de desintoxicagdo em
peixes € menos efetivo quando comparado aos mamiferos, os efeitos dos

EDCs nessa espécie sdo mais facilmente detectaveis (SURI et al., 2007).
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2.6. O sistema endécrino

Os organismos multicelulares possuem sistemas que controlam todas as
fungdes fisioldgicas vitais, dentre eles os sistemas nervoso e enddcrino,
necessarios para regular a funcionalidade de todo o organismo. O sistema
enddcrino é essencial para plantas e animais porque é responsavel pelo
crescimento, reproducdo, manutengdo, homeostase e metabolismo (BIRKETT
e LESTER, 2003).

O sistema enddcrino € constituido por um conjunto de gléndulas
localizadas em diferentes areas do corpo, e pelos hormdnios por elas
sintetizados. Esses horménios sdao mensageiros quimicos que lancados na
corrente sanguinea alcangam as células alvo onde se ligam a sitios receptores
(estruturas proteicas especializadas em reconhecimento  molecular)
desencadeando uma série de reagdes bioquimicas para produzir uma resposta
biolégica especifica (LaFLEUR e SCHUG et al., 2011). Como esses sitios
receptores tém alta afinidade por um dado horménio, apenas baixas
concentragbes sao requeridas para produzir tais respostas (WARING e
HARRIS, 2005).

Em mamiferos, incluindo o homem, os horménios que regulam o
processo de desenvolvimento fetal, incluindo a diferenciacédo e determinacao
sexual, sdo normalmente transportados pela corrente sanguinea como
derivados sulfatados, e por isso, ndo tem efeito hormonal, uma vez que nao
conseguem entrar na célula. As enzimas (sulfatases) localizadas na superficie
da célula liberam os esterodides livres, lipossoluveis, que atravessam facilmente
a membrana celular, interagindo com o receptor. Qualquer excesso de
esteréides sera reconjugado e excretado da célula e, aqueles que néo
alcangaram os receptores sao inativados antes da excrecao pelo figado e rins
em um processo chamado depuragao metabdlica (WARING e HARRIS, 2005).

Apesar da alta sensibilidade e afinidade por hormdnios especificos, os
receptores também sao capazes de ligar-se a outras substancias podendo
causar efeito ou desencadear alguma resposta mesmo em concentragao baixa,

sao os chamados alteradores enddcrinos.



CAPITULO 11

Estudo analitico: otimizacao e validacao de
métodos para determinacao de estrogenos em
analise de matrizes ambientais
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1. Introdugao

A avaliagao da ocorréncia de microcontaminantes organicos em matrizes
ambientais solidas e liquidas ainda € um desafio importante na analise quimica
uma vez que essas substancias estdo presentes no ambiente em baixas
concentracdes (ng L), além da alta complexidade das matrizes ambientais.
Dessa forma, € necessario utilizar métodos que garantam a confiabilidade
analitica para o estudo ambiental pretendido (AZZOUZ et al., 2012). Os
procedimentos analiticos utilizados na determinacao desses
microcontaminantes em amostras ambientais, além do estabelecimento
detalhado da estratégia de amostragem, envolve uma estratégia analitica que
inclui um procedimento multi-etapas no preparo da amostra para analise, de
forma a promover adequada extractabilidade e conversdo dos analitos a uma
forma mais apropriada para analise, separando-os de possiveis interferentes e
concentrando-os a um nivel detectavel pelo sistema analitico a ser utilizado.

Neste capitulo serdo apresentados procedimentos de otimizagao e
validacao de métodos analiticos, estudados nesta tese, para determinagao de
estrogenos naturais (17 B-estradiol, estrona e estriol) e sintético (17 o-
etinilestradiol) nas matrizes ambientais: agua superficial, sedimento superficial

e material particulado em suspensao.
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2. Revisao da Literatura

2.1. Métodos analiticos empregados na determinagao de estrogenos em
matrizes ambientais

A presenca de estrogenos em matrizes ambientais, tais como aguas
naturais e agua potavel, tem sido bastante reportada na literatura (WANG et al.,
2011; LUCCI et al., 2011; DUONG et al., 2010a; HIBBERD et al., 2009; GONG
et al., 2009), entretanto em matrizes mais complexas tais como sedimento,
material particulado ou lodo de esgoto, sdo muito menos descritos (GONG et
al.,, 2011; LUO et al., 2011; SUN et al., 2010; ZHANG et al, 2009; ROBINSON
et al., 2009), principalmente porque sdao mais ricas em matéria organica e,
portanto necessitam de tratamento mais complexo em relacdo a matrizes
aquosas.

Métodos voltados a determinacédo de estrégenos em aguas naturais (ou
outras matrizes aquosas) estdo, em sua maioria, condicionados a uma etapa
de extracdo e pré-concentracdo utilizando, principalmente, a extracao em fase
sélida (SPE, do inglés solid phase extraction) com silica modificada — Cs (BRIX
et al.,, 2010) ou fases solidas poliméricas (poliestireno-divinilbenzeno e
derivados) (WHANG et al., 2012) como sorbentes.

Por outro lado, a extragcdo de compostos organicos em sedimento (e
outras matrizes solidas) € comumente realizada por técnicas tradicionais
envolvendo a extragao solido—liquido tais como extragcao Soxhlet (ZENG et al.,
2013; KIM et al.,, 2014), que requer alto consumo de tempo e solvente.
Entretanto, novas abordagens para extracdo de contaminantes organicos de
matrizes solidas tém sido desenvolvidas para substituir a extragdo Soxhlet,
incluindo extragdo assistida por microondas (MAE, do inglés microwave
assisted extraction), extragdo por solventes em banho de ultrassom (USE, do
inglés ultrasound extraction) e extragdo com liquido pressurizado (PLE, do
inglés pressurized liquid extraction). Além disso, outros métodos de preparagao
de amostra tém sido desenvolvidos para ser mais ambientalmente amigaveis,
seletivos, rapidos e miniaturizados, requerendo menor quantidade de solvente,
amostra e tempo, tais como a dispersdo da matriz em fase sélida (MSPD, do
inglés matrix solid phase dispersion) e o QUEChERS, abreviatura das
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caracteristicas do processo de extragao: quick, easy, cheap, effective, robust
and safe (TADEO et al., 2012) que foi desenvolvido em 2003 inicialmente para
extracao de pesticidas em amostras de frutas. Modificagdes no método original
(ANASTASIADES et al.,, 2003) permitem aplicagbes para determinacado de
pesticidas em outras matrizes como sedimento (BRONDI et al., 2011), solo
(ZHANG et al., 2012; DROZDZYNSKI et al., 2009), tecido de peixe (NORLI et
al., 2011), dentre outros.

A combinacdo de métodos tradicionais e recentes pode, e ja tem sido
utilizada no intuito de aperfeigoar a quantificagdo de compostos organicos. O
meétodo para determinacdo de estrégenos naturais e sintético em aguas
residuais proposto por Gunatilake e colaboradores (2014) incluiu a preparagao
da amostra utilizando SPE (cartuchos Oasis HLB) seguido pelo clean up
proposto no processo QUEChERS (MgSO4 + amina primaria-secundaria + Cyg),
derivacado e determinacdo por LC-MS/MS. As recuperacgdes obtidas para os
estrogenos variaram de 81 - 103 %, com elevada precisédo (n = 3, RSD < 9%) e
limite de quantificagéo entre 0,6 - 0,9 ng L,

Por se tratar de sedimentos em suspensao na coluna d’agua, o material
particulado, embora ainda pouco avaliado, ja tem sido incluido na analise
quimica para avaliacdo da biodisponibilidade dos contaminantes no
compartimento aquatico (AHRENS et al.,, 2010; GONG et al., 2012;
ARDITSOGLOU e VOUTSA, 2012) e sua analise envolve basicamente uma
extragao solido-liquido simples do material depositado na membrana de fibra
de vidro, durante a filtragdo da agua superficial. Sua analise é indispensavel
para avaliacdo da distribuicdo de contaminantes no compartimento aquatico.
Apesar desse fato, na analise de agua por métodos convencionais, tais como
extragao liquido - liquido (LLE) ou extragdo em fase solida (SPE), o material
particulado em suspensao (MPS) é comumente separado da fase aquosa e
ignorado, pois 0 mesmo pode causar entupimento do cartucho e baixa
extractabilidade. Dessa forma, a fragcdo dos analitos substancialmente
adsorvida nao é levada em consideragao na avaliagao da biodisponibilidade do
contaminante. No entanto, a European Water Framework Directive (WFD,
Directive 2000/60/EC) ja requer uma investigagdo da amostra de agua,



46

incluindo o MPS, pois os contaminantes hidrofébicos tendem a adsorver a
essas particulas (ERGER, 2012).

Além disso, a primeira etapa do processo aanalitico (amostragem) é um
passo de extrema relevancia para obtencao do resultado final, visto que se feita

inadequadamente, a analise pode nao retratar o real sentido do estudo.

2.2. Sistemas Analiticos

Embora os estrégenos sejam compostos com grupamentos ionizaveis e,
a cromatografia liquida seja a técnica preferida, a sua determinagdo por
cromatografia gasosa (GC) é frequentemente realizada, porém a derivagao dos
estrébgenos € necessaria para melhorar a forma do pico e fornecer
detectabilidade e/ou sensibilidade adequadas. Essa etapa de derivacao é feita
normalmente com MSTFA (N-metil-N-(trimetilsilil)-trifluoroacetamida), BSTFA
(N-o- bis-(trimetilsilil)-trifluoroacetamida) ou ainda MTBSTFA (N-metil-N-terc-
butil-(trimetilsilil)-trifluoroacetamida).

Devido a polaridade de alguns estrégenos e a baixa eficiéncia de
derivagdo, o uso crescente de novas técnicas analiticas que permitem a
deteccao de analitos mais polares, tais como cromatografia liquida acoplada a
detector de massas, LC-MS e LC-MS/MS, em conjunto com seus limites de
deteccao melhorados, permitiu detectar analitos que ndo eram rotineiramente
determinados por GC-MS, como o estriol (E3) (TADEO, 2012; FERNANDEZ et
al., 2009). A combinagcao de HPLC com espectrometria de massas tem sido
utilizada com mais frequéncia em pesquisas recentes, devido a especificidade,
seletividade e sensibilidade para analisar amostras complexas. Entretanto, a
detectabilidade e seletividade adequadas dos detectores de fluorescéncia
também permite a determinacdo dessas substancias alcangando limites de
detecgdo da ordem de ng L.

A Tabela II.1 apresenta alguns trabalhos descritos na literatura para

determinacao de estrégenos em matrizes aquosas e sélidas.
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. METODO DE TECNICA LD LQ
REFERENCIA ANALITO MATRIZ _ . " " 4 4
EXTRACAO ANALITICA (ngL" oungg)* (ngL " oungg)*
Stewart et al., 2014 E1, E2, E3 e EE2 sedimento NI GC-MS NI 20
Agua derio e
Lietal., 2013 E1, E2, E3 e EE2 SPE - Oasis HLB UPLC — MS/MS NI NI
subterrénea
Andrasi et al., 2013 E2 Agua derio e MPS  SPE e sonificacéo GC - MS/MS NI NI
Rocha et al., 2013 E1, E2 e EE2 Agua de rio SPE - Oasis HLB GC-MS NI 2,8-3,2
Agua de rio,
Huang et al., 2013 E1,E2, E3e EE2 sedimento, afluente SPE, MAE GC-MS NI NI
e efluente
Limaetal., 2013 E2 e EE2 Agua de rio DLLME HPLC-FLD 20-6,5 NI
Arditsoglou et al., Agua de rio, SPE — Oasis HLB, 2,0- 11,0 (dgua) e 5,0 —
E1, E2, E3 e EE2 GC-MS NI
2012 sedimento e MPS sonificacéo 9,0 (sedimento e MPS)
Salvia et al., 2012 E1, E2, E3 e EE2 Solo QUEChERS LC-MS/MS 0,06 — 0,245 0,18-0,9
) LLE (DCM, hexano
Duong et al., 2010a E1, E2 e EE2 Agua de rio GC-MS 0,5-5,0 NI
e acetona)
Sedimento, lodo de sonificagao
Martin et al., 2010 E1, E2, E3 e EE2 HPLC-DAD NI 1,85-9,33

esgoto

acetona:MeOH

*ng L™ para dgua e ng g* para sedimento e MPS; NI — n3o informado; LD — limite de detecg3o; LQ — limite de quantificag3o.
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2.3. Validagao de métodos analiticos

O processo analitico, desde a extracao/isolamento do analito da amostra até a
determinacao instrumental, pode resultar em perdas do analito e/ou a insercdo de
contaminantes que poderdo alterar a fidedignidade dos resultados obtidos. Dessa
forma, a avaliagdo do controle e garantia de qualidade do método € considerada parte
muito importante do processo analitico (EURACHEM, 1998).

Se um método existente for modificado, por exemplo, para atender aos
requisitos especificos, ou um método totalmente novo for desenvolvido, o laboratoério
deve se assegurar de que as caracteristicas de desempenho do método atendem aos
requisitos para as operacgdes analiticas pretendidas (INMETRO, 2010). Ou seja, para
garantir que um novo método analitico gere informagdes confidveis e interpretaveis

sobre a amostra, ele deve ser submetido a uma avaliacdo denominada validacéo.

“Validacdo é um processo de definicdo de uma condigcao de analise, e que confirma
que o0 método em causa, tem capacidade de desempenho consistente com o que a
aplicagao requer.”

EURACHEM, 1998

“A validacéo deve garantir, por meio de estudos experimentais, que o méetodo atenda
as exigéncias das aplicagbes analiticas, assegurando a confiabilidade dos resultados.”
ANVISA, 2003

Apesar de muitas definicbes e embora ndo haja harmonizagdo sobre quais
parametros devem ser incluidos em um processo de validagdo de um método analitico,
€ consenso que um método dever ser validado segundo os objetivos do estudo em que
estd inserido, de forma que se obtenham resultados confidveis e interpretaveis
(LANCAS, 2004).

Segundo Ribani e colaboradores (2004), alguns desses parametros de
confiabilidade sao baseados em critérios estabelecidos pela ANVISA (Agéncia Nacional
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de Vigilancia Sanitaria), INMETRO (Instituto Nacional de Metrologia, Normalizagao e
Qualidade Industrial), IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry) e
EURACHEM. Para analise de microcontaminantes em matrizes complexas, como as
ambientais, os critérios de validagdo passam pela exatidao (ou recuperagéo), preciséo
(desvio padrao relativo), linearidade, sensibilidade, especificidade, seletividade,
robustez, avaliagao do efeito matriz, limite de deteccéo e limite de quantificacao.

A exatiddo do método € normalmente estimada pelo uso de materiais de
referéncia certificados (CRM) ou por estudos de recuperagédo, utilizados muitas vezes
porque para certas aplicagcbes, os CRM nao existem ou ainda porque em alguns
compartimentos ambientais amostras limpas sao improvaveis (CANTARERO et al.,
2011). Nesses casos, a exatidao (em termos de recuperagéo) e precisdo intermediaria
(porcentagem do desvio padrao relativo) podem ser utilizadas como parametros de
avaliagcao do desempenho (BRIX et al., 2010).

O documento da IUPAC (THOMPSON et. al., 1999) estabelece o uso desses
estudos de recuperagcdo como componente essencial da validacdo de todos os
métodos analiticos. Para o estudo de exatiddo do método, a fortificacdo da amostra € o
procedimento menos dispendioso e comumente aplicado para estimar, em ensaios
independentes, a recuperagao do analito adicionado.

Em geral, os intervalos aceitaveis de recuperacdo para andlise de residuos
estdo entre 70 e 120%, com precisdo de até 20%. Porém, dependendo da
complexidade analitica e da amostra, este valor pode ser de 50 a 120%, com precisao
de até 15% (COMISSION..., 2002; BRITO et al., 2003). Além disso, na maioria dos
casos, a variabilidade dos resultados € maior com a diminuicdo da concentracéo e a
recuperacdo pode ser diferente em altas e baixas concentracbes. Dessa forma,
recomenda-se que a recuperagao seja avaliada em trés niveis de concentragéo (BRITO
et al., 2003; RIBANI et al., 2004).

Comumente calcula-se a exatiddo do método (avaliada pela recuperagéao)
comparando-se as areas dos picos de cada composto extraido nos ensaios com a
amostra adicionada dos analitos, com aquela obtida da solugcdo padrao preparada no

extrato da matriz (extrato de uma amostra isenta dos analitos, ou com a menor
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concentragao presumida dos mesmos), de forma a minimizar os erros por excesso ou
reducédo gerados pelo efeito matriz, que podem ser bastante acentuados em matrizes
complexas, como as ambientais. Esse efeito pode ser atribuido a susbtancias co-
extraidas que podem interferir, basicamente, de duas maneiras: 1) co-eluindo com os
analitos de interesse durante a analise cromatografica (efeito matriz esfecifico); 2)
interferindo no processo cromatografico de modo a aumentar ou reduzir a resposta do
detector (efeito matriz inespecifico). Sendo assim, este parametro de desempenho
analitico também deve ser cuidadosamente avaliado, pois permite verificar se os
componentes da matriz afetam a resposta analitica de alguma maneira (PINHO, 2009)
e, de acordo com Thompson e colaboradores (2002), pode muitas vezes ser a principal
fonte de erro conhecida em medi¢des analiticas.

O efeito matriz € usualmente avaliado quando sao utilizadas técnicas de analise
por cromatografia gasosa (GC) e cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)
hifenizada com espectrometria de massas (MS) (FAN et al, 2011; CIMINIELLO et al,
2011). Para maior confiabilidade analitica este efeito deve ser avaliado sempre,
qualquer que seja a técnica cromatografica empregada. No entanto, na literatura este
tipo de abordagem tem sido pouco relatada embora eliminar este efeito seja critico no
estabelecimento de métodos confiaveis.

Outro aspecto fundamental que tem de ser examinado na validagdo de um
meétodo analitico sdo os limites de deteccédo (LD) e quantificagcdo (LQ). O limite de
deteccdo € a quantidade minima de analito detectavel na amostra, porém nao
necessariamente quantificada como um valor exato. O limite de quantificacao
corresponde a menor quantidade de uma analito que pode ser quantificada com
exatiddo e com uma fidelidade determinada (LANCAS, 2004). Estdo disponiveis na
literatura em documentos nacionais e internacionais diversas maneiras para o calculo
destes limites e, cabe ao analista estabelecer os critérios de escolha a partir de
avaliacao de suas especificidades, tais como complexidade da amostra, efeito induzido
pela matriz e grau de confiabilidade estatistica necessaria.

Outro paréametro importante da validagdo analitica é a determinagcao da
linearidade, que corresponde a capacidade do meétodo em fornecer resultados
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diretamente proporcionais a concentragdo da substancia em exame, dentro de uma
determinada faixa linear de aplicagdo. A curva analitica é o método de quantificagao
mais frequentemente utilizado e geralmente envolve um intervalo mais restrito da faixa
linear (RIBANI et al., 2004; LANCAS, 2004).

Finalmente, a robustez € a medida da capacidade de um método n&o sofrer
alteragbes decorrentes de pequenas variagdes, deliberadamente introduzidas nos
paréametros do método (LANCAS, 2004).
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3. Materiais e Métodos

3.1. Padrdes analiticos, solventes e reagentes

Os padrdes dos estrégenos estrona (E1), 17 B-estradiol (E2), estriol (E3) e 17 a-
etinilestradiol (EE2) foram adquiridos da Sigma-Aldrich, (EUA), todos com grau de
pureza > 98%. As solucdes padrao estoque (100 pug mL™) individuais dos estrégenos
foram preparadas em acetonitrila (MeCN, grau HPLC).

Os solventes acetonitrila, metanol (MeOH) e acido acético glacial (HsCCOOH)
foram adquiridos da JT Baker, todos em grau HPLC.

Foram utilizados, ainda, o sorbente C1g (45 um, Agilent, USA), PSA (47-60 pm,
Varian; 45 pym, Agilent), sulfato de magnésio anidro (Sigma Aldrich) e cloreto de sodio
(p-a., Sigma Aldrich). Para o desenvolvimento do processo de extragédo em fase soélida
foram utilizados cartuchos de fase polimérica Strata X (200mg/6mL, Phenomenex,
USA).

As membranas de fibra de vidro (Boeco, Germany, 0,6 ym de poro, 47 mm de
didmetro) utilizadas para obtengdo do material particulado em suspensao aquatico

foram previamente calcinadas em mufla a 450°C (120 min), resfriadas e pesadas.

3.2. Condigoes cromatograficas de analise

Nesse trabalho, foi utilizado cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia (CLAE)
(Varian, modelo 920- LC), equipado com bomba ternaria, injetor automatico, detectores
de fluorescéncia e ultravioleta, em série nesta sequéncia e software Galaxie para
aquisicdo dos dados. As condigbes cromatograficas foram otimizadas para ajustar a
separagao cromatografica de determinagcdo simultdnea dos estrégenos, incluindo o
estriol que ainda nao tinha sido estudado neste grupo de pesquisa. A Tabela II.2

apresenta as condigdes cromatograficas utilizadas.
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Tabela 1I1.2. Condigbes cromatograficas (HPLC/FLD e UV, Varian LC-920) adaptadas de
Zocolo (2010).

Coluna Luna (Phenomenex)

Cis (4,6 mm x 250 mm, particula 5 pm)

Fase movel MeCN 0,1% H3;CCOOH: H,0 0,1% H;CCOOH
Vazao (mL min™) 1,0
Detector Fluorescéncia (Aexc = 230nm € Agp,i = 306nm)

(operando em dois canais em série) UV (A = 200nm)
Volume de inje¢cdo automatica (uL) 20
Temperatura da coluna (°C) 30

Eluicédo Isocratico 60:40

Tempo de equilibrio 1 min

*MeCN — acetonitrila, H;CCOOH — acido acético.

3.3. Avaliagao do desempenho do sistema analitico
Os critérios adotados foram linearidade, precisdo intermediaria, exatidao, limites

de deteccéao e quantificagao.

3.3.1. Faixa de trabalho, linearidade e curvas analiticas

A partir das solugdes padrio estoque individual (100 ug mL™) peparadas em
acetonitrila, dos estrégenos preparou-se 25 mL da solucdo intermediaria dos analitos
nas concentragoes listadas na Tabela 11.3 para analise nos detectores de fluorescéncia
(FLD) e ultravioleta (UV). Para constru¢do da curva no FLD, a estrona (E1) foi
preparada em concentracdo 100 vezes maior, pois sua detectabilidade é inferior em

relacdo as demais moléculas.

Tabela I1.3. Concentracao das solug¢des do padrao misto para detectores de FLD e UV.

Analito Deteccéo pc_>1r FLD Deteccéo p_?r uv
(ng mL") (ng mL")
Estrona (E1) 102 20
17 B-estradiol (E2) 100 20
Estriol (E3) 100 20
17 a-etinilestradiol (EE2) 100 20

ug mL*
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Para construgdo dos graficos de linearidade e das curvas analiticas foram
preparadas solugdes de trabalho por diluigdes adequadas (Tabela I1.4) destas solug¢des
do padrao misto. As solugbdes padrdo estoque e as de trabalho foram preparadas a
cada 6 meses e 15 dias, respectivamente. Neste estudo cada solugdo padrao foi
injetada trés vezes, sendo utilizada nas etapas posteriores a média dos valores obtidos.
Os graficos de linearidade e as curvas analiticas foram construidas de acordo com

Valente (2010) aplicando-se o Teste de Huber, para eliminagdo dos valores anémalos.

Tabela 11.4. Concentragdes para construgcio do grafico de linearidade e curva analitica.

Concentragoes
Pontos _ 1 .
Fluorescéncia (ng mL™) Ultravioleta (ug mL™)
da Curva
E1* E2 E3 EE2 E1 E2 E3 EE2
Ponto 1 0,2 2,0 2,0 2,0 0,3 0,3 0,3 0,3
Ponto 2 0,35 3,5 3,5 3,5 0,5 0,5 0,5 0,5
Ponto 3 0,5 5,0 5,0 5,0 1,0 1,0 1,0 1,0
Ponto 4 0,7 7,0 7,0 7,0 3,0 3,0 3,0 3,0
Ponto 5 1,25 12,5 12,5 12,5 50 50 50 50
Ponto 6 2,5 25,0 25,0 25,0 6,0 6,0 6,0 6,0
Ponto 7 4,0 40,0 40,0 40,0 8,0 8,0 8,0 8,0
Ponto 8 5,0 50,0 50,0 50,0 10,0 10,0 10,0 10,0
Ponto 9 8,0 80,0 80,0 80,0 15,0 15,0 15,0 15,0
Ponto10 10,0 100,0 100,0 100,0 20,0 20,0 20,0 20,0
*ug mL”

No procedimento baseado no método de Huber, a linearidade ¢é obtida
calculando-se os valores de resposta (Area/Concentragdo) para cada nivel de
concentragdo, um valor central (mediana) e, em seguida a diferenga entre cada valor
individual e a mediana. Estabelece-se um interlavo de confianga, escolhendo-se um
fator “k”, entre 2 e 8, para multiplicar o valor médio das diferencas em relacéo a
mediana. Assim sao estabelecidos os limites superior (mediana + k * média das

diferencas) e inferior (mediana — k * média das diferencas). Neste trabalho, a constante
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utilizada foi k = 3. Os pontos situados entre esses limites pertencem ao intervalo linear
dindmico e devem ser utilizados para a construgdo da curva analitica (RIBANI et al.,
2004).

3.3.2. Limites de detecc¢ao e quantificagao instrumental e do método

Os limites de detecgao e quantificagdo do sistema analitico e dos métodos para
extracdo de estrogenos nas matrizes ambientais — agua, sedimento e material
particulado em suspensao — foram calculados de acordo com o proposto por Ribeiro et

al. (2008), segundo as equacoes:

|
|

[ n
LD = 2.(sy.t/ay).| [(1/N) + 1+ (3, — y)/(af.Z(xi - f)2>
i=1

|

. |
L0 = O — ao/ay) + (sy-t/a).| [1/N)+1+ (= 5)/ (a%. o f>2>|
| S

Onde:

s, - desvio padréao residual da curva analitica

t — t de Sudent

ap e as- sao, respectivamente coeficientes linear e angular

N — numero total de replicatas

y — meédia dos valores dos sinais analiticos

y. - (y critico) — o intercepto do limite superior do intervalo de confiancga

X - média dos valores das concentracoes

yn - valor do sinal analitico para a projegao da concentragao critica no limite superior do
intervalo de confianca.

Este método de estimativa dos limites baseado em parametros da curva
analitica leva em consideracao o intervalo de confianca da regressao o que resulta em
maior confiabilidade estatistica em relagcdo aos métodos comumente descritos na
literatura (DUONG et al., 2010; KOZLIK, et al., 2011; SALVIA et al., 2012) — visual e da

relagao sinal-ruido — que estdo baseados em parametros qualitativos.
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3.3.3. Precisao e exatidao

A precisdo foi avaliada em termos de repetibilidade por meio do calculo da
estimativa do desvio padrdo absoluto (s) e do coeficiente de variagdo (CV) para um
numero de trés repeticbes do procedimento analitico e inje¢des (triplicata do tratamento
x triplicata da analise = 9 replicatas), onde séo aceitos CV de até 20%, dependendo do
nivel de concentragdo da amostra (INMETRO, 2010).

A eficiéncia dos meétodos (exatiddo) foi avaliada empregando-se ensaios de
recuperacado, estimada pela analise de amostras fortificadas com quantidades
conhecidas dos compostos de interesse, em trés niveis de concentragado. Os intervalos
aceitaveis de recuperagao para determinagcao de compostos em baixas concentracdes
situam-se entre 70 e 120%, com precisao de até 20% (COMISSION..., 2002).

Rec (%) valor obtido 100
ec = X
0 valor adicionado

CV (%) = 5/y x 100
Onde:

S — desvio padrao das médias

X — média entre os valores

3.3.4. Avaliagao do efeito matriz

O efeito de matriz, também chamado efeito da resposta cromatografica induzida
pela matriz, foi avaliado por comparacéo da resposta do detector (coeficiente angular)
nas curvas preparadas em solvente (MeCN) com aquelas preparadas em extratos da
matriz (THOMPSON et al., 2002), confirmadas pelos testes estatisticos F e t de Student
(CANTARERO et a., 2011), bem como pela analise dos coeficientes de correlagéo
ponto a ponto das curvas (CARDOSO et al.,, 2008) conforme apresentado pelas

equacdes (1) e (2).a seguir.
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] ] odmatriz — dsolvente
1) % efeito matriz = x 100%
dsolvente

Xa
2)CV (%) = b x 100

Onde:
0 — coeficiente angular da curva analitica
X, — desvio padrao entre area/concentragao obtidas para cada ponto das curvas no solvente e na matriz

X, — média entre area/concentragéo obtidas para cada ponto das curvas no solvente e na matriz

Utilizando-se a equacado (1) obtém-se a variacdo em termos de sensibilidade
(THOMPSON et al., 2002) como influéncia positiva ou negativa dos constituintes da
matriz nos resultados, sendo aceitavel uma diferengca de até 10%, em moddulo. Pela
equagao (2) faz-se a comparacgao do efeito matriz em cada ponto da curva (CARDOSO
et al., 2008). Nesse teste, os coeficientes de variagdo (CV) obtidos entre a

area/concentragao na matriz e no solvente devem ser inferiores a 20%.

3.4. Obtencao da amostra testemunha de sedimento, material particulado em
suspensao e agua superficial

As amostras utilizadas no processo de otimizacado e validacido dos respectivos
métodos de anadlise, foram coletadas no Ribeirdo das Cruzes (21°48'12.94”S
48°13'11.46”0), Araraquara/SP, em uma area a montante do ponto de langamento dos
efluentes da ETE (distantes aproximadamente 4,0 km em linha reta) da cidade, de

maneira que fontes potenciais de contaminagéo fossem minimizadas (Figura I1.1).
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Figura II.1. Localizagdo do ponto de coleta (21°48°12.94”S 48°13'11.46”0O) da amostra
testemunha de sedimento e agua superficial no Ribeirao das Cruzes, Araraquara/SP.

A coleta de agua superficial foi realizada utilizando-se garrafas de vidro ambar
(4L) previamente limpas com detergente neutro (Extran 4%) e secas em estufa. Apds a
coleta, as amostras foram mantidas em caixa isotérmica para transporte até o
laboratério. Uma vez no laboratério, as amostras foram filtradas utilizando membrana

de fibra de vidro 0,60 um de poro (Boeco Germany), previamente calcinadas a 450°C
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durante 2h e pesadas. Foram separados 0,5 L em garrafas de vidro ambar para o
procedimento de extragao.

O material em suspenséao retido nos filtros apos filtracdo de 0,5 L de agua foi
utilizado no processo de extragdo para material particulado em suspensao (MPS). Apés
filtracao, os filtros foram novamente pesados depois de secos em estufa a 60°C por 2h,
para evaporagdo da agua sem degradar os analitos de interesse. A massa do MPS
corresponde a diferenga entre as massas do filtro com e sem MPS. Os filtros foram
embalados individualmente em folha de aluminio e armazenados em freezer (-20°C)
para posterior analise.

A coleta da amostra testemunha do sedimento superficial foi realizada utilizando
uma draga Van Veen (capacidade 5 kg) previamente limpa com detergente neutro
(Extran) e agua deionizada. Uma quantidade representativa da amostra foi transferida
para recipientes de aluminio (embalagens descartaveis), acondicionada em caixa
isotérmica com gelo reciclavel, para transporte ao laboratério. Uma vez no laboratério,
o material coletado foi dividido em frascos de vidro (200 mL) para ser liofilizado
(Liofilizador Modelo L1010, Liotop). Apos a liofilizagdo, as amostras foram
homogeneizadas, peneiradas (60 mesh), transferidas para frascos de vidro com tampa

de metal, sendo a seguir armazenadas em freezer (-20 °C).

3.5. Caracterizagao da amostra testemunha de sedimento

As analises de granulometria e teor de matéria organica da amostra testemunha
de sedimento foram realizadas no Laboratério de Sedimentologia Marinha do IOUSP. A
analise granulométrica foi realizada através do método de peneiragdo (Suguio, 1973)
no qual a amostra foi passada em peneiras entre 4mm; 2,8 mm; 2,0 mm; 1,41mm; 1,0
mm; 0,71 mm; 0,5 mm; 0,35 mm; 0,25 mm; 0,177 mm; 0,125 mm; 0,088 mm; 0,062mm;
0,031 mm; 0,016 mm; 0,008 mm e < 0,004 mm com auxilio de agitador de peneiras
durante 15 minutos. Em seguida, o material retido foi pesado e a classificagdo
granulométrica do sedimento foi gerada através do programa estatistico GRADSTAT.

Ja para determinagéo de MO total (%), as amostras foram submetidas a calcinagao em
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mufla a 450°C por 4horas e o resultado foi obtido pela diferenca de massa obtida antes
e apos esse procedimento (Strickland e Parsons, 1998).

A medida de pH foi realizada em solugdo aquosa do sedimento em medidor de
pH modelo nTA-210. Pesou-se 2,5 g da amostra, adicionou-se 10 mL de agua ultra
pura, agitou-se em agitador automatico (Vortex). A medida foi realizada 30 minutos

apos a agitagao, para permitir a sedimentagao.
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3.6. Método para analise de estrégenos em agua superficial (Zocolo et al., 2010)
Esse método consiste em uma extracido em fase sélida — SPE com cartuchos
Strata-X (200 mg/6 mL) previamente condicionados com metanol (6,0 mL) e agua (6,0
mL) sequencialmente. O extrato eluido com 6,0 mL da mistura MeCN:MeOH (50:50,
v/v), foi posteriormente seco em fluxo suave de N, e, ressuspendido em 1,0 mL de

MeCN para analise por HPLC-FLD-UV, conforme detalhado na Figura I1.2.

0,5L agua+10mLde

H;CCOOH Condicionamento

6mL MeOH
6mL agua deionizada

Cartucho SPE
Strata- X 200mg/6mL — Passagem da amostra

Limpeza — 6mL MeOH:H,0 (5:95)

: m Eluigdo — 6mL MeOH:MeCN (50:50)
Secagem em N, e ressuspensao

em 1,0 mL de MeCN

Figura 11.2. Método para determinagdo de estrégenos em agua superficial. O acido acético
glacial é adicionado 30 min antes da extragao.

Para todos os experimentos de otimizagdo a amostra foi fortificada em um nivel
intermediario de concentracgdo (5,0 ng mL™ para E1 e 0,05 ng mL™" para E2, E3 e EE2),
mantidas por 2h em frasco fechado e a temperatura ambiente para promover o

equilibrio entre analito e amostra, até o momento do procedimento de extracio.
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3.7. Método para analise de estrégenos em sedimento superficial

O procedimento de extracao foi estabelecido a partir do método QUEChERS
original (ANASTASIADES, 2003), adotando algumas modificacbes para que fosse
possivel a extracdo de analitos menos polares, como os estrégenos, em matriz
complexa, o sedimento. O método compreende uma extracdo com acetonitrila e
particdo promovida pela adigdo de sais, seguido de uma etapa de clean up conhecida
como SPE dispersiva, que utiliza pequenas massas de adsorvente sem cartucho,

conforme detalhado na Figura 11.3.

2,5 g sedimento

.l

10,0 mL MeCN* N 1,0 g NaCl
50mLH,0 4,0 g Mg50,
l Vortex 1 min
Centrifuga 1 min
5,0 mL fase N 250 mg PSA
organica 250 mg Cy4
[ Vortex 20 5

Centrifuga 1 min
4,0 mL fase organica

[ Secaem N,
Ressuspende 800 pl. MeCN

HPLC = FLD/UV

Figura I1.3. Método para determinagao de estrégenos em sedimento superficial.

Para todos os experimentos de otimizagdo uma quantidade da amostra (2,5 g)
foi fortificada em um nivel intermediario de concentracéo (2,0 ng g~ paraE1e 20 ng g
para E2, E3 e EE2), mantidas por 2h em frasco fechado e a temperatura ambiente para
promover o equilibrio entre analito e amostra, até o momento do procedimento de

extracao.
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3.8. Método para analise de estrogenos em material particulado em suspensao

O procedimento de extracdo adotado para material particulado em suspensao
(MPS) é simples e consiste em uma extragdo sélido-liquido em presenga de
acetonitrila:metanol e agitagdo intensa apenas em vortex, conforme detalhado na
Figura I1.4. Esse método utilizado foi proposto pelo autor considerando a pequena

massa de amostra envolvida.

1 filtro contendo MPS
picado

!

5,0 mL MeOH:MeCN
(50:50)

J Vortex 1 min
Centrifuga 10 min

Secagem em N, e ressuspensao
em 0,5 mL de MeCN

Figura I1.4. Método para determinagao de estrogenos em material particulado em suspenséo.

Para todos os experimentos de otimizagao a amostra do MPS contida no filtro foi
fortificada em um nivel intermediario de concentracdo (250,0 ng g™ para E1 e 2500 ng
g’ para E2, E3 e EE2), mantidas por 2h em frasco fechado e & temperatura ambiente
para promover o equilibrio entre analito e amostra, até o momento do procedimento de

extracao.



64

4. Resultados e discussao

4.1. Otimizagao das condigoes cromatograficas de analise

Com o intuito de avaliar as condigbes cromatograficas otimizadas por Zocolo
(2010) em modo gradiente de eluicdo seguindo a programacéo 10 a 50% MeCN (5
min), até 60% (15 min) e, finalmente reequilibrando a 10% (2 min) com tempo de
equilibrio de 5 min e coluna cromatografica Gemini (Phenomenex) C1g (4,6mm x 250
mm, particula 5 pm), foram realizadas inje¢cdes individuais das solugbes padrdo dos
analitos em solvente (acetonitrila) para identificagcdo dos tempos de retengao (tr) e
ajuste das condicbes mais adequadas a separagao cromatografica de analise
simultanea dos estrogenos, incluindo o estriol que ainda nao tinha sido estudado neste
grupo de pesquisa.

Nas condigdes descritas por Zocolo (2010), o estriol apresentou encaudamento
e baixa resolugcdo. Para solucionar o problema encontrado com o E3 e visando
minimizagdo da geragdo de residuos, sem prejuizo da resolugdo cromatografica,
avaliou-se o desempenho de coluna com tecnologia core-shell, a Kinetex
(Phenomenex) com tamanho 2,6 ym (ndcleo solido de 1,9 ym e camada porosa de
0,35 um), entretanto essa mudancga nao foi possivel uma vez que a pressao do sistema
subiu rapidamente ocasionando prejuizos na analise e equipamento.

Utilizando-se uma coluna Luna (Phenomenex) Cqg (4,6 mm x 250 mm, particula
5 ym), o método cromatografico foi otimizado para condicbes de eluigdo isocratico
60:40 (acetonitrila:agua) com o intuito de solucionar o problema com o estriol. A Figura

I1.5 apresenta os cromatogramas obtidos nas condi¢gdes descritas.
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Figura I1.5. Cromatogramas (HPLC/FLD — em vermelho e HPLC/UV- em preto) para solugbes
padrao dos estrégenos nos modos de eluicdo gradiente (a) e isocratico (b). Concentragbes no
FLD: 10 ug mL™" para E1 e 100 ng mL™" para os demais. Concentragdes no UV: 20 pg mL™
para todos os analitos. 1 — E3; 2 - E2; 3 - EE2; 4 — E1.

O método com eluicdo isocratica mostrou-se eficiente com tempos de retencao
menores e picos bem definidos comparados ao método utilizado anteriormente neste
grupo de pesquisa. Dessa forma, este método foi selecionado para analise
cromatografica de estrogenos realizada nesta tese. As condicdes oOtimas foram
apresentadas na Tabela I1.2.

A fase movel foi acidificada com a finalidade de manter os analitos e os silandis
residuais da coluna na forma protonada impedindo uma interacéo irreversivel e
minimizando a possibilidade de encaudamento dos picos cromatograficos.

Além disso, avaliou-se a detectabilidade dos estrogenos no ultravioleta levando
em consideracdo provaveis concentragdes elevadas dos analitos nas amostras de
agua superficial, sedimento e material particulado do Rio Bauru, da cidade que leva o
mesmo nome, uma vez que esta ndo possui tratamento de esgoto.

Os cromatogramas obtidos para essas duas condigdes sdo mostrados na Figura
I1.6 onde se pode observar resolucao e sensibilidade adequadas com picos estreitos e

sem encaudamento.
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Figura I1.6. Cromatogramas (HPLC/UV — em vermelho e HPLC/FLD- em azul) para solugbes
padrao dos estrogenos no modo de eluigao isocratico. Condicbes cromatograficas descritas na
Tabela I1.2, pagina 52. Concentracao intermediaria da curva analitica (Ponto 5 — Tabela 11.4)

Dessa forma, as andlises de amostras ambientais (Fev/2013 e Set/2013)
apresentadas no Capitulo III foram realizadas com detec¢ao simultanea por UV-FLD
nas condi¢gdes cromatograficas descritas na Tabela I1.2 e, em uma mesma amostra, a

quantificacdo de cada analito foi realizada no detector adequado.

4.2. Avaliacao da resposta do sistema cromatografico

A Figura I1.7 exemplifica a construgdo das curvas de linearidade preparadas em
solvente (acetonitrila) e detecgao por FLD.

De acordo com o teste de Huber, descrito na se¢édo 3.3.1 (pagina 53), para o
estriol, por exemplo, os pontos referentes as duas primeiras concentracbes da
linearidade ndao podem ser utilizados para constru¢gdo da curva analitica, pois situaram-

se fora do intervalo delimitado pelos limites superior e inferior.
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Figura I1.7. Graficos de linearidade para os estrégenos (HPLC-FLD). Linha pontilhada: limites
superior e inferior; linha continua: mediana.

Durante o trabalho foram construidas curvas sempre que se procedia a uma
analise, pois tratando-se de um detector espectrofotométrico, pressupbe-se que a
resposta pode ser afetada pelas horas de uso da lampada. A Tabela I11.5 apresenta os
coeficientes da regressao linear da curva analitica e linearidade do intervalo de
concentragbes estudado, obtidos para cada estrogeno inserido neste estudo com

deteccao por fluorescéncia e ultravioleta.



68

Tabela I1.5. Intervalo de resposta linear e coeficientes angular (a), linear (b) e de correlagéo (r)
instrumentais para analise com deteccao por fluorescéncia e ultravioleta.

Fluorescéncia*

Intervalo linear a b r
E1 0,35-10,0 492,5102 -39,5157 0,9992
E2 2,0-100,0 27,8393 -33,2662 0,9997
E3 5,0 -100,0 18,4271 -14,4462 0,9991
EE2 3,5-100,0 23,6151 -28,3565 0,9990

Ultravioleta™*

Intervalo linear a b r
E1 1,0-20,0 164,8446 -5,6641 0,9996
E2 0,5-20,0 150,7620 15,9839 0,9997
E3 0,5-20,0 124,2655 -14,2325 0,9995
EE2 0,5-20,0 161,2957 -7,1839 0,9997

*Valores expressos em ng mL™", exceto E1 (ug mL™). ** Valores expressos em pg mL™

As curvas foram construidas e injetadas no mesmo dia para eliminagdo de
eventuais erros inerentes ao equipamento ou estocagem das solugdes de trabalho. Os
coeficientes de correlagdo obtidos dessas curvas analiticas foram considerados
aceitaveis de acordo com o preconizado pelo INMETRO (2010) e ANVISA (2012) que
estabeleceram como requisito, nesta ordem, o coeficiente ser igual a 0,90 e superior a
0,99.

Devido a mudanga no modo de eluigdo (gradiente para isocratica) avaliou-se a
robutez da resposta cromatografica, entre os métodos, comparando as sensibilidades
(coeficientes angulares). A variagao da sensibilidade das respostas analiticas de cada
analito obtidas para os modos de eluicao gradiente e isocratico, estimadas em termos
de diferenga percentual sdo apresentadas na Tabela 11.6. Os valores sugerem elevada
similaridade entre os modos de eluicdo, o que permite concluir a aplicabilidade do novo

método sem prejuizos na resposta analitica.
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Tabela I1.6. Comparacdo entre os coeficientes angulares das curvas analiticas obtidas para
analise em modo isocratico e gradiente, com deteccao por fluorescéncia e ultravioleta.

Fluorescéncia (FLD) Ultravioleta (UV)
. . . diferenca . . . diferenca
gradiente isocratico gradiente isocratico
(%) (%)
Estrona 460,34 485,07 5 168,22 169,83 0,9
17 B-Estradiol 28,528 27,987 2 155,43 164,24 5
Estriol 16,926 18,735 9 141,23 135,4 4
17 a-Etinilestradiol 23,094 23,256 0,7 161,12 161,7 0,3
Estrona (E1) 17 p-Estradiol (E2)
5000,0 4000,0
E 4000,0 g 3000,0
g 30000 z 2000,0
= 2000,0 2 ’
£ 1000,0 5 10000
0,0 . ; . 0,0 ; ; .
0 5 10 15 0 50 100 150
Concentragdo (ng mL") Concentragdo (ng mL?)
Estriol (E3) 17 a-Etinilestradiol (EE2)
2000,0 - 4000,0 -
'-:;T 1500,0 - g 3000,0 -
T T
£ 1000,0 - € 2000,0 -
$ 5000 - $ 1000,0 -/
< g
0,0 -1 T T 1 0,0 -1 T T 1
0,0 50,0 100,0 150,0 0,0 50,0 100,0 150,0
Concentragio (ng mL) Concentragdo (ng mL?)

Figura I1.8. Curvas analiticas em acetonitrila obtidas nos meses de Fevereiro/2013 (em azul) e
Setembro/2013 (em vermelho) com detecgéo por FLD.

Como a resposta dos detectores espectrofotométricos pode mudar, de acordo
com o tempo de uso das lampadas, foram construidas curvas analiticas das solucoes

padrdo em solvente, nas duas épocas de amostragem. A Figura I1.8 apresenta as
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curvas analiticas, sendo possivel notar consideravel redugdo do sinal analitico
representadas por valores de area menor.
Os limites de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ) instrumentais determinados

conforme descrito na sec¢ado 3.3.2 estdo compilados na Tabela I1.7.

Tabela I1.7. Limites de deteccdo e quantificacido instrumentais, obtidos para o sistema HLPC-
FLD/UV utilizado neste trabalho.

Fluorescéncia (FLD) Ultravioleta (UV)
Analitos ng mL" ng mL’
LD LQ LD LQ
Estrona 0,3* 0,5* 0,6 0,8
17 B-Estradiol 2,0 3,0 0,4 0,5
Estriol 3,3 5,0 0,3 0,5
17 a-Etinilestradiol 3,5 5,1 0,2 0,4

*Valores em pg mL™

4.3. Otimizacao e validagao de métodos

Os ensaios de exatiddo e precisdo do método foram realizados utilizando
amostras fortificadas com os analitos e para que essa fortificacdo fosse bem sucedida
manteve-se a amostra enriquecida com as substancias a determinar, por um periodo

determinado, antes da analise para permitir que o equilibrio fosse alcancgado.

4.3.1. Agua superficial

Durante todo o processo de extragcao em fase sdlida a vazao foi controlada pela
intensidade do vacuo do Manifold, principalmente na passagem da amostra pelo
cartucho e na etapa de eluicdo dos analitos, para garantir a repetibilidade do método.

Para avaliar a eficiéncia do método de extragao foram realizados ensaios em
triplicata com amostras fortificadas (5,0 ng mL™" para a E1 e 0,05 ng mL™ para E2, E3 e
EE2). Os valores médios das areas obtidas no ensaio de recuperagado, para cada
analito, foram comparados as areas do ponto da curva analitica correspondente,
preparado no extrato da matriz. O desempenho do método foi avaliado com a amostra

sem acidificagédo (pH ~ 7) e acidificada a pH 3 pela adi¢ao de acido acético.
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As recuperagdes obtidas para a amostra sem adi¢do do acido foram superiores
a 100% o que indica a presencga de coextrativos, que potencializam o sinal analitico e
aumentam a porcentagem de recuperagdo. Com a acidificagdo a recuperagéo é
melhorada provavelmente porque em pH 7 os coextrativos com grupamentos
protonaveis estavam na forma nao protonada e portanto menos polar, sendo retidos na
fase polimérica (SPE) e retirados dela pelo eluente organico. Em pH 3 estas moléculas

seriam protonadas e ent&o eluidas com a agua da amostra (Tabela 11.8).

Tabela I1.8. Valores de recuperagao e coeficiente de variagao (CV) obtidos para o método de
extracdo SPE para agua superficial (n = 9).

Sem acido (pH ~ 7)

Analitos . o
% recuperagao média CV (%)
Estrona (E1) 157 21
17 B-estradiol (E2) 119 14
Estriol (E3) 133 17
17 a-etinilestradiol (EE2) 129 26
Com acido (pH 3)
% recuperagao média CV (%)
Estrona (E1) 107 3
17 B-estradiol (E2) 99 3
Estriol (E3) 99 6
17 a-etinilestradiol (EE2) 108 7

Na validacdao do desempenho do método, em termos de recuperagao, foram
utilizados ensaios de fortificagdo de amostras testemunhas de agua de rio em trés
niveis (Tabela I1.9), em uma série de trés replicatas para cada nivel, utilizando-se o
método proposto com a adigdo de acido. Os niveis de fortificagdo foram escolhidos
levando-se em consideragao as concentragdes médias de estrégenos encontradas em
amostras ambientais, de acordo com o descrito na literatura (Huang et al., 2013; Li et
al., 2012), bem como a detectabilidade do detector de flourescéncia utilizado nesse

trabalho.
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Tabela I1.9. Resultados de recuperacdo média (n = 9) + desvio padrdo e coeficiente de
variacaéo (CV%) do procedimento para extragédo dos estrégenos em amostra de agua superficial
em trés niveis de concentragao.

Nivel de fortificagao Recuperagao média (%)

Analitos y . . CV (%)
(ng mL™) * desvio padrao
1,0 749 12
Estrona (E1) 50 90 + 1 1
10,0 93+3 4
0,01 104 £ 17 16
17 B-Estradiol (E2) 0,05 815 6
0,1 911 1
0,01 107 £ 8 7
Estriol (E3) 0,05 108 £5 4
0,1 81+18 20
0,01 112 £ 22 20
17 a-Etinilestradiol (EE2) 0,05 91 +1
0,1 82+2

Os valores obtidos para recuperacdo do método indicam que o mesmo é
adequado ao estudo pretendido, sendo o mesmo rapido, preciso, exato, consome
pequena quantidade solvente e, quando comparado aos métodos de extracéo
comumente descritos na literatura com a utilizagdo de cartucho Oasis (Waters) é sem
duvida mais barato, uma vez que o cartucho Strata-X (Phenomenex) custa trés vezes
menos que o Oasis.

A determinagdo dos limites de deteccdo e quantificagdo (Tabela 11.10) foi
realizada durante a validacdo do método através da analise de amostras testemunha
em sete replicatas, seguindo o recomendado por Ribeiro e colaboradores (2008),
conforme detalhado na secédo 3.3.2. Considerando a possivel variagdo na resposta
analitica com o tempo, novos limites foram calculados para cada més de coleta e
comparados por teste t (Ver Apéndice A). Nao foi evidenciada diferenca significativa
entre os valores e, portanto foram utilizados os limites da validagcdo para quantificagcao

dos analitos.
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Tabela I1.10. Limites de detecgdo e quantificagdo do método para extragdo de estrogenos em
agua superficial. Valores expressos em ng mL™" (FLD e UV).

Fluorescéncia (FLD) Ultravioleta (UV)
Analitos
LD LQ LD LQ
Estrona 1,2 1,7 0,5 0,7
17 B-Estradiol 0,02 0,03 0,4 0,6
Estriol 0,009 0,013 1,8 2,6
17 a-Etinilestradiol 0,06 0,09 0,5 0,7

4.3.2. Sedimento

A caracterizacdo da amostra testemunha de sedimento (Ver Apéndice B),
utilizada nos experimentos de otimizacdo e validacdo, apresentou baixos teores de
argila (13,7%) e de matéria organica (12,9%), o que pode indicar que este sedimento

tenha baixa capacidade de sorver contaminantes organicos, como os estrogenos.

4.3.2.1. Extragao por ultrassom (USE)

Inicialmente testou-se o procedimento de extragdo por ultrassom baseado no
método previamente descrito por Ternes (2002). Neste trabalho, diversas condigdes
(solventes de extracado e clean up com cartuchos SPE Cyg, Florisil, OPT e Strata-X),
foram avaliadas quanto a eficiéncia de extracdo em termos de recuperacdo dos
analitos. Porém, nenhum dos métodos avaliados apresentou exatiddo e precisao
adequadas.

Uma vez que os experimentos USE n&o se mostraram eficientes para extragao
dos analitos e o fato do método QUEChERS - otimizado em paralelo — ter apresentado
melhor eficiéncia, a otimizacido, validacdo e avaliagdo do efeito matriz ndo foram

realizadas para o método USE.

4.3.2.2. Método QUEChERS
A utilizagdo do método QUEChERS para extracdo de estrogenos em sedimento
foi fundamentada no fato de que os estrogenos poderiam ser extraidos somente com
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acetonitrila considerando sua seletividade e, principalmente pela possibilidade de se
obter um método mais rapido, simples e barato.

No método proposto (Tabela 11.11), utilizou-se massa de amostra menor que as
descritas na literatura (KVICALOVA et al., 2012), o solvente extrator foi acidificado para
garantir desorcado dos analitos da matéria organica e a amina primaria-secundaria
(PSA) utilizada na SPE-dispersiva foi combinada ao C4s. Além disso, avaliou-se a

possibilidade do uso do cartucho PSA 500 mg na etapa de clean up do extrato.

Tabela I1.11. Comparacéo entre as etapas envolvidas no método QUEChERS original e
0 proposto neste trabalho.

QuEChERS original* QuEChERS proposto
10,0 g amostra 2,5 g amostra
Extracao + +
10,0 mL MeCN 10,0 mL MeCN 0,1% H;CCOOH
4,0 g MgSO, 4,0 g MgSO,
Particao + +
1,0 g NaCl 1,0 g NaCl
1,0 mL sobrenadante 5,0 mL sobrenadante
+ +
Clean up 150 mg MgSO, 250 mg MgSO,
+ +
25 mg PSA 250 mg PSA

*Anastasiades et al., 2003.

A menor quantidade de amostra comparada ao método original (10 g) foi
importante para maximizar a area superficial e reduzir coextrativos da matriz
melhorando a eficiéncia de extragao.

Dos solventes que podem ser utilizados no método QUEChERS - acetona,
acetato de etila e acetonitrila — optou-se por utilizar este ultimo levando em
consideragao as provaveis interagdes 1 — 1T entre a insaturacdo do solvente e os anéis
aromaticos dos analitos. Além disso, segundo Mastovska e Lehotay, (2004) a

acetonitrila € mais eficiente, pois necessita apenas da adi¢cado dos sais para separar-se
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facilmente da agua e a transferéncia dos analitos para a fase orgénica € melhorada
sem a necessidade da adicdo de co-solventes apolares que poderiam diluir o extrato
(POUECH et al., 2012). Este solvente foi acidificado para tentar melhorar a eficiéncia
da extracdo, considerando que os analitos pudessem estar fortemente adsorvidos na
matéria organica do sedimento. A adicdo do acido ao solvente extrator forca a
protonacdo dos analitos e da superficie negativa das substancias humicas, principal
componente da matéria organica, liberando os estrogenos para a fase orgénica que
sera analisada, aumentando a eficiéncia da extragao.

A adicao dos sais NaCl e MgSO, durante a etapa de extragao/particdo, mantidas
do método original, promove o efeito salting out promovendo a separagéo das fases
organica e aquosa. Além disso, a hidratagdo do sulfato de magnésio é uma reagao
exotérmica com aquecimento entre 40 — 45°C, o que favorece a extragcao de compostos
pouco polares, como os estrogenos (PRESTES et al., 2009).

Apos a etapa de extragao/particdo, a SPE dispersiva permite o clean up de
maneira rapida e simples. A amina primaria-secundaria (PSA), caracteristica da SPE
dispersiva no QUEChERS, devido a sua estrutura bidentada com grupos amino
primario e secundario (Figura I1.9) retém fortemente compostos polares presentes na
matriz. No método otimizado, optou-se pela combinagdo da PSA com o Cqs a fim de
reter também substancias menos polares da matriz e que pudessem interferir na
analise e quantificagdo dos estrogenos. Além disso, testou-se a utilizagdo do clean up

com o cartucho contendo PSA no lugar da SPE dispersiva, comumente utilizada.

)LO,Sli\/\N/\/NHQ
0 M

Figura I1.9. Estrutura bidentada da amina primaria secundaria (PSA).
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O método com SPE dispersiva foi bastante eficiente na extragdo dos analitos,
além de resultar em um extrato sem interferentes da matriz, o que foi comprovado
pelos valores de recuperagdo (63 — 83%) e coeficientes de variagdo dentro dos
padrdes recomendados (CV < 20%) (BRITO et al., 2003). Por outro lado, a utilizagao do
cartucho PSA apresentou recuperagdes aceitaveis (68 — 116%), exceto para estriol
(137%), porém os coeficientes de variagao foram bastante elevados (18 — 87%). Como
observado, o clean up utilizando PSA em cartucho apresentou aumento no CV
possivelmente causado pela dificuldade em manter as mesmas condi¢cdes de vazao
entre um cartucho e outro, o que influencia diretamente na interacdo dos analitos em
relacdo aos outros constituintes da matriz e ao sorvente. Na SPE dispersiva as
condigdes envolvidas (tempo de contato e agitacdo) sdo mais homogéneas e
facilmente controladas pelo analista, gerando valores de CV menores.

Na Figura I1.10 apresenta-se um cromatograma obtido para o extrato da amostra
de sedimento fortificada com 2 pg g™ para E1 e 20 ng g™ para os demais, utilizando-se
o método QUEChERS comparada ao cromatograma obtido para o método de extragao

sequencial por ultrassom.
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Figura 11.10. Cromatogramas das amostras testemunha (a) e fortificadas (b) de sedimento,
submetidas aos métodos de extragdo estudados (USE e QUEChERS). Condigdes
cromatograficas descritas na Tabela 11.2, pagina 52. Concentragcdo intermediaria da curva
analitica (Ponto 5 — Tabela 11.4)

Embora os perfis cromatograficos dos dois métodos de extragdo estudados
(USE e QUEChERS) sejam similares para as amostras testemunha e fortificada, o
método USE ndo apresentou extractabilidade adequada. Portanto, optou-se por dar
continuidade ao procedimento de otimizagdo do processo de extragdo empregando-se
o método QUEChERS, por ser mais simples e ambientalmente mais adequado, além de
ter apresentado melhor recuperacgao e CV.

A avaliacao da exatidao (ou recuperacao) e precisao do método foi realizada por
meio de ensaios de fortificacdo de amostras testemunhas do sedimento em trés niveis

(Tabela I1.12), com trés replicatas para cada nivel.
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Tabela I1.12. Resultados de recuperagdo média (n = 9) + desvio padrdo e coeficiente de
variacao (CV%) do procedimento para extracdo dos estrogenos utilizando método QUEChERS
em amostra de sedimento.

Nivel de fortificacao Recuperagao média

Analitos p . . CV (%)
(ngg’) (%) * desvio padrao
0,8 139 £ 19 14
Estrona (E1)* 2,0 99 +15 15
4,0 92+8 8
8,0 80+6 8
17 B-Estradiol (E2) 20 96 +7 7
40 72+2 3
8,0 1135 5
Estriol (E3) 20 118+ 6 0,5
40 103+5 5
8,0 131+ 14 11
17 a-Etinilestradiol (EE2) 20 121+ 11
40 705
*empg g’

Os resultados revelam a eficiéncia da extragao para os trés niveis de fortificagao
com valores de recuperagao entre 70 — 139% e coeficientes de variagéo entre 0,5 —
15%. Esses valores estéo inseridos no limite aceitavel para metodologias de extracao
em matrizes complexas (50 — 120%) estabelecido pela Diretiva 2002/657/EC indicando
que a metodologia para extrair os compostos € altamente reprodutivel. Apenas E1 e
EEZ2 apresentaram valores de recuperagao acima do valor maximo, no primeiro nivel de
fortificacao.

Os limites de deteccdo (LD) e limites de quantificagdo (LQ) estimados estédo
dispostos Tabela I1.13.
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Tabela I1.13. Limites de detecgdo (LD) e quantificagdo (LQ) do meétodo. Valores expressos em
ng g". Para estrona expresso em ug g™

Analitos LD LQ
Estrona 1,0 1,6

17 B-Estradiol 21,2 31,5
Estriol 23,6 41,8

17 a-Etinilestradiol 28,5 42,7

A maioria dos estudos encontrados na literatura mostrou a presenca de
estrogenos em sedimentos superficiais com concentragdes acima desses limites.
Embora os limites do método proposto sejam mais elevados em comparagao com os
relatados na literatura para analise por LC-MS/MS, ainda s&o aplicaveis para a
determinacdo de estrogénos em matrizes ambientais. Por exemplo, Bertin e
colaboradores (2011) detectaram a presenga dos quatro estrégenos em sedimentos do
ecossistema marinho no centro-sul do Chile com concentragdes médias entre 0,01 —
53,21 ngg™.

4.3.3. Material particulado em suspensao

O procedimento de extracdao adotado para material particulado (MPS) foi
inicialmente baseado no método de extragdo por ultrassom (USE) avaliado para
amostras de sedimento, uma vez que essas particulas sdo sedimentos ressuspensos
por organismos bentdnicos, fendmenos naturais, tais como chuva e a hidrodinamica
local ou, ainda, por agao antropica. Considerando uma menor quantidade de amostra
para o MPS em relagdo ao sedimento, o método propde que apenas agitagao intensa
do material particulado em agitador orbital (Vortex) seja capaz de extrair os analitos da
matriz. Dessa forma, o procedimento de extracdo adotado para material particulado
(MPS) foi baseado na agitagao vigorosa e rapida do filtro contendo o MPS juntamente
com o solvente extrator constituido pela mistura MeOH:ACN (50:50, v/v) seguida de
centrifugagédo, secagem em fluxo de N, e ressuspensdao em 0,5 mL de acetonitrila,
conforme representado na Figura I1.4 da se¢ao 3.8.

Os filtros com massa do material particulado entre 13 — 16 mg foram recortados

em pedacos pequenos dentro de vial ambar (40 mL) para fortificacdo (125 ug g™’ para
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E1 e 1250 ng g para E2, E3 e EE2) e posterior extragdo sequencial com 4,0 mL de
metanol, 3,0 mL de acetona e 3,0 mL de acetonitrila, agitados vigorosamente em vortex
durante 1 min. Avaliou-se a necessidade de clean up do extrato, comparando-se os
cromatogramas/recuperagbes obtidos sem clean up, e clean up utilizando cartucho
Strata-X e SPE-dispersiva (PSA + Cgs).

Assim como os demais, a eficiéncia do método foi avaliada com trés replicatas
de extracdo em termos de recuperagdo e coeficiente de variagcdo (CV) com e sem

utilizacdo da etapa de clean up. Os resultados obtidos estdo na Tabela 11.14.

Tabela I1.14. Valores de recuperagdo média (%) obtidos do procedimento para extragdo de
estrogenos utilizando agitador vortex com e sem clean up.

Analitos com clean up Strata-X  com clean up SPE dispersiva sem clean up SPE
Rec (%) CV (%) Rec (%) CV (%) Rec (%) CV (%)
E1 88 4 137 9 94 8
E2 71 17 147 11 92 10
E3 165 22 106 4 90 18
EE2 75 8 41 26 94 8

Os métodos com utilizagdo do clean up nao foram satisfatérios para todos os
analitos. A utilizagcdo da SPE dispersiva extraiu com eficiéncia adequada apenas o
estriol, enquanto com cartucho Strata-X a extragdo do mesmo nao foi eficiente, com
valor de recuperagao e CV elevado. Entretanto, o método sem clean up mostrou-se
eficiente para todos os analitos, com valores de recuperacao entre 90 — 94% (CV <
18%). Esse comportamento pode estar diretamente relacionado com as etapas de
manipulacdo da amostra; quanto maior o numero de etapas envolvidas no processo,
maior a dispersao dos resultados, refletidos no coeficiente de variacdo. Além disso,
considerando que as recuperagdes obtidas nos experimentos sao reflexos de ensaios
independentes realizado naquele momento, para dada concentracdo especifica
(escolhida para o processo de otimizacdo) atrelada ao fato de nessa etapa da
validagdo busca-se respostas rapidas e pontuais, descartou-se os meétodos que
agregavam a etapa de limpeza do extrato. Isso ndo quer dizer que para outra
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concentracdo esses valores de recuperagao absoluta pudessem ser maiores ou
menores, porém para a concentragao avaliada n&o foi satisfatoria. Dessa forma, infere-
se a possibilidade de aplicar o método que exclui a etapa de clean up para amostras
reais sem prejuizo para analise cromatografica.

Considerando as coletas realizadas com variagdes sazonais e, partindo do
pressuposto que a massa do material particulado retido seja diferente nestes periodos
o método foi submetido a avaliacdo de robustez, uma vez que em época de seca a
quantidade de MPS ¢é menor devido a pequeno volume de precipitacdo e
consequentemente menores efeitos de correntes. Para o mesmo, foram realizados
testes variando as massas (4,0 mg e 8,0 mg) de acordo com a quantidade de filtro. Os

valores de desempenho do método estdo apresentados na Tabela I1.15 e demonstram

boa exatiddo e precisdo com valores dentro dos limites aceitaveis estabelecidos pela
Diretiva 2002/657/EC.

Tabela I1.15. Valores de recuperagdo média (%) obtidos para o método utilizando massas e
quantidade de filtros diferentes.

1 filtro (~ 4 mg) 2 filtros (~ 8 mg)
Analitos
Rec (%) CV (%) Rec (%) CV (%)
E1 90 2 86
E2 99 8 86
E3 106 5 90 11
EE2 86 7 87 5

E possivel notar que a variabilidade de massa e quantidade de filtro no altera a
extractabilidade do método proposto evidenciando uma adequada robustez e
repetibilidade. Isso significa que este pode ser aplicado para material particulado em
suspensao coletado em épocas diferentes sem alteragdao do seu desempenho.

A Figura 11.11 mostra os cromatrogramas da amostra testemunha e amostra
fortificada do material particulado em suspensao aquatico. Os constituintes da matriz

nao interferem na identificacdo e quantificagcdo dos estrogenos, o que ja evidencia um
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efeito matriz baixo podendo ser quantificados os estrégenos pela curva preparada no

solvente.

1 - Estriol

2 - Estradiol

3 - Etinilestradiol
4 - Estrona

' r 7 13 ’ s ’ s

Figura I1.11. Cromatogramas (HPLC — FLD) das amostras testemunha (rosa) e fortificada (azul) do
material particulado em suspensdo. Condigdes cromatograficas descritas na Tabela 11.2, pagina

52. Concentracao intermediaria da curva analitica (Ponto 5 — Tabela 11.4).

O processo de validagcao do método foi executado seguindo exatamente o
protocolo utilizado para amostras de agua e sedimento. Da mesma forma, as amostras
fortificadas foram submetidas ao procedimento de extracéo, purificacdo e concentragao
otimizado, sendo posteriormente analisadas no sistema cromatografico e o calculo dos
valores médio de recuperacao foram efetuados considerando as areas do ponto
correspondente preparada no extrato da matriz. Esses valores estdo dispostos na
Tabela I1.16.
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Tabela I1.16. Resultados de recuperagdo média (n = 9) + desvio padrdo e coeficiente de
variacdo (CV%) do procedimento para extragcdo dos estrdgenos em amostra de material
particulado em suspenséo.

Nivel de fortificacao Recuperacao média

Analitos p _ _ CV (%)
(ngg’) (%) £ desvio padrao
50 7216 8
Estrona (E1)* 250 90+6 6
500 92 +2 2
500 112 + 11 10
17 B-Estradiol (E2) 2500 94 +3 4
5000 88+3 3
500 60+3 6
Estriol (E3) 2500 87 +4 5
5000 911 1
500 64+ 4 6
17 a-Etinilestradiol (EE2) 2500 98 +7 8
5000 92+3 3

*

ngg’

O método pode ser considerado confiavel dentro dos parametros de validagao
podendo ser aplicado nessas amostras ambientais. Embora o estriol (E3) e 17 a-
etinilestradiol (EE2) tenham apresentado em torno de 60% de recuperagdo da
concentragdo dos analitos adicionados na fortificacdo, os valores de coeficiente de
variagao estdo bem abaixo do limite estabelecido, 20%.

Para o calculo dos limites foram considerados a massa do material particulado
retido no filtro e o volume do extrato concentrado. Os valores obtidos para os limites de
detecgao (LD) e quantificagdo (LQ) encontram-se na Tabela I1.17.
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Tabela I1.17. Limites de detecgcdo (LD) e quantificagdo (LQ) do método para extragdo dos
estrégenos em material particulado. Valores expressos em ng g” (FLD) e em ug g™ (UV).

Fluorescéncia (FLD) Ultravioleta (UV)
Analitos
LD LQ LD LQ
Estrona 290* 450* 130 200
17 B-Estradiol 410 600 90 130
Estriol 460 700 160 230
17 a-Etinilestradiol 430 630 110 160
g g’

4.4. Avaliacao do efeito matriz sobre a resposta do sistema analitico

Para avaliagdo do comportamento dos padrdes em solvente e no extrato das
matrizes ambientais (agua superficial, sedimento e material particulado), amostras
testemunha de cada matriz foram submetidas ao processo de extragdo, porém a
ressuspensao do extrato seco foi realizada com a solu¢cado dos padrbes preparadas em
solvente e em diferentes concentragdes. A Figura 11.12 apresenta os cromatogramas

de um nivel dentro da faixa de trabalho, utilizados na otimizagao dos métodos.
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Figura I1.12. Cromatogramas (HPLC-FLD) obtidos na analise do efeito induzido pela matriz para (A)
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padrdes dos estrogenos em solvente (acetonitrila) e nos extratos de (B) agua superficial, (C) sedimento e

(D) material particulado em suspenséo. Cromatogramas obtidos para as concentragdes da validagao.
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4.4.1. Agua superficial

Para analise do efeito induzido pela matriz em agua de rio foram utilizados dez
pontos da curva de calibragdo do sistema analitico. Na Figura 11.13 estdo apresentadas
as curvas analiticas sobrepostas obtidas para cada analito em solvente e no extrato da
matriz. Nelas, & possivel notar superestimacdo do sinal analitico para todas as

substancias, exceto para 17 a-etinilestradiol.
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=
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—~ 3000 L 2000
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Figura I1.13. Curvas analiticas obtidas em solvente acetonitrila e na matriz 4gua de rio detecgéo por
FLU. Azul — curva no solvente; Vermelho — curva na matriz.

De acordo com a comparagao dos coeficientes angulares (sensibilidade) das
curvas (Método 1, secao 3.3.4), apenas o E2 n&o apresenta nenhuma diferenga
significativa (superior a 10%), enquanto que os resultados obtidos para os demais
analitos indicam que a resposta é afetada pelo efeito da matriz. Para E3 e EE2 os
componentes da matriz geram uma redugao acima de 40% da sensibilidade enquanto

que para a E1 esse efeito causa um aumento de aproximadamente 90%. A similaridade
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entre os valores de inclinagdo da curva de calibracdo foi avaliada estatisticamente
através do teste t de Student e teste F de Snedecor pela comparagao das variancias
(Tabela 11.18).

Tabela 11.18. Resultados da porcentagem de efeito matriz e analise estatistica para matriz

aguaAnalitos % efeito matriz Teste F Teste t Concluséo
Estrona 87 Fear > F b teac > tiab HA EFEITO
Estradiol 3,4 Fea <F b teac < tiab NAO HA EFEITO
Estriol - 41 Fea > F b teaic > tiab HA EFEITO
Etinilestradiol -43 Fea > F tab tealc > tiap HA EFEITO

Aplicando-se o Método 2 descrito na segcdo 3.3.4 em que comparam-se 0S
coeficientes de variagado ponto a ponto da curva de calibragdo observa-se efeito matriz
em todas as concentracbes e, apesar de nao ter sido observado efeito matriz
significativo para E2 através da comparagao entre os coeficientes angulares das curvas
geradas, para este analito o efeito aparece na concentragdo mais elevada do intervalo

linear onde o CV apresentou-se maior que 20% (Figura I11.14). Esse teste foi aplicado

para os cinco pontos em que todos os estrogenos respondiam satisfatoriamente, uma

vez que sua detectabilidade e respostas cromatograficas sao diferentes.
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Figura I1.14. Coeficientes de variagdo (CV) obtidos para as analises dos padrdes em solvente
acetonitrila e no extrato da matriz agua. Linha em destaque corresponde ao valor de CV igual a 20%.

Dessa forma, a quantificacdo desses analitos deve ser realizada pela curva
preparada no extrato da matriz, uma vez que a resposta dos padrdes foi
estatisticamente diferente entre as curvas, demonstrando a presencga de efeito matriz
significativo.

Neste trabalho, embora ndo detectado efeito matriz significativo para E2 em
amostras de agua de rio, escolheu-se proceder a quantificacdo de todos os analitos,
utilizando as curvas preparadas em extrato da matriz agua.

Finalmente, analisando a sobreposicdo dos cromatogramas (Figura 11.15) das
solugdes padrdo em solvente, no extrato da matriz e amostra testemunha, € possivel
afirmar que o efeito matriz observado deve-se a compostos que podem estar ligados ao
analito por interacbes intermoleculares e nao por coextrativos, uma vez que o
cromatograma da amostra testemunha ndo apresenta picos eluidos no tempo de

retencdo dos analitos de interesse.
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Figura I1.15. Sobreposigdo dos cromatogramas (HPLC — FLD) das solugbes preparadas em solvente
acetonitrila (marrom), no extrato da matriz agua (azul) e amostra testemunha (vermelha). As
concentragdes correspondem ao nivel intermediario da validagao (segéo 4.3.1).

4.4.2. Sedimento

O estudo de efeito matriz produzido pelo método QUEChERS em sedimento foi
realizado a partir de dez pontos da curva de calibracdo adicionados ao extrato da
matriz, como descrito na seg¢ao 3.3.4. As curvas analiticas e analise estatistica estdo
representadas na Figura I1.16 (curvas) e Tabela I1.19 (analise estatistica), as quais

demonstram um aumento na resposta do sinal analitico para todos os estrogenos.
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Figura I1.16. Curvas analiticas da estrona, 17 B-estradiol, estriol e 17 a-etinilestradiol obtidas em

solvente acetonitrila e na matriz sedimento submetida ao processo de extragdo QUEChERS detecgao
por FLU. Azul — curva no solvente; Vermelho — curva na matriz.

Quanto a sensibilidade, o método QUEChERS provoca efeito matriz significativo
para E1 e E3 com superestimacéo de 68% e 27% do sinal analitico, respectivamente.
Para E2 e EE2 a influéncia da matriz foi insuficiente para provocar variagcao
significativa. Pela avaliagao estatistica entre os valores de inclinacdo da curva de
calibracéo através do teste t de Student e teste F de Snedecor também foi observado
efeito somente para E1 e E3 (Tabela 11.19). Esse efeito matriz pode ser atribuido a
complexidade dessa matriz ambiental que € constituida por compostos organicos,

inorganicos, substancias humicas, ndo humicas entre outros.
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Tabela I1.19. Resultados da porcentagem de efeito matriz e analise estatistica para matriz
sedimento.

Analitos % efeito matriz Teste F Teste t Conclusao

Estrona 68 Feal > F b tealc > tia HA EFEITO
Estradiol -8.0 Fea <F @b teac < tiab NAO HA EFEITO

Estriol -27 Fea > F tab tearc > tian HA EFEITO
Etinilestradiol -8.0 Fea <F @b tearc < ttan NAO HA EFEITO

A influéncia significativa da matriz para E1 e E3 foi comprovada pela analise do
CV (%) ponto a ponto da curva de calibragdo, principalmente em concentragées mais
elevadas em detrimento das mais baixas. Entretanto, para E2 e EE2 pode-se constatar
esse efeito na maior parte das concentracdes testadas (Figura 11.17). Para o EE2 em
especial, o efeito foi mais pronunciado para as menores concentragdes do intervalo

linear, que muitas vezes correspondem aos valores encontrados no ambiente.
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Figura I1.17. Coeficientes de variagdo (CV) obtidos para as analises dos padrdes em solvente
acetonitrila e no extrato da matriz sedimento. Linha em destaque corresponde ao valor de CV igual a
20%.

Dessa forma, apesar de detectado efeito matriz significativo para E1 e E3

apenas, a quantificacdo de todos analitos deve ser realizada pela curva preparada no
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extrato da matriz sedimento uma vez que o efeito foi comprovado para a maioria das
concentracdes quando submetidas a comparacao ponto a ponto.

Observando os cromatogramas das solugdes preparadas no solvente, no extrato
da matriz e amostra testemunha (Figura I1.18) nota-se auséncia de coextrativos da
matriz que influenciem grandemente a resposta do sistema cromatografico ou
atrapalnem a quantificagdo dos mesmos, exceto para o E3 e EE2. Porém, essa
influéncia € excluida quando a quantificagao é feita pelo ponto preparado no extrato da
matriz. Assim como para agua superficial, o efeito matriz pode estar relacionado

também a compostos que estéo interagindo por forgas intermoleculares.
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Figura I1.18. Sobreposigdo dos cromatogramas (HPLC — FLD) das solugbes preparadas em solvente
acetonitrila (vermelho), no extrato da matriz sedimento (azul) e amostra testemunha (roxo). As
concentragdes correspondem ao nivel intermediario da validagéo (segéo 4.3.2).

4.4.3. Material particulado em suspensao (MPS)

O efeito induzido pela matriz também foi avaliado para material particulado em
suspensao aquatico seguindo os mesmos procedimentos utilizados para agua e
sedimento, a partir de cinco pontos da curva de calibracdo. Na Figura I1.19 estdo
apresentadas as curvas analiticas obtidas para cada analito em solvente e no extrato
da matriz material particulado em suspenséao. Visualmente ja é possivel notar, para trés
dos estrégenos em analise, auséncia do efeito induzido pela matriz o que foi

comprovado pelas analises estatisticas.
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Figura I1.19. Curvas analiticas da estrona, 17 B-estradiol, estriol e 17 a-etinilestradiol obtidas em
solvente acetonitrila e na matriz material particulado em suspensao detec¢do por FLU. Azul — curva

no solvente; Vermelho — curva na matriz.

Pela comparacao dos coeficientes angulares (sensibilidade) das curvas apenas

o E1 apresenta diferenga significativa superestimando a resposta em 16%, enquanto

que os resultados obtidos para os demais confirmam a irrelevancia do efeito da matriz

também pela analise da similaridade estatistica entre os valores de inclinagdo da curva

de calibracdo. A tabela I1.20 compila os dados estatisticos obtidos da comparagcao

percentual entre os coeficientes angulares das curvas analiticas e testes t e F para

avaliar similaridade entre os valores de inclinagao da reta.
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Tabela I1.20. Resultados da porcentagem de efeito matriz e analise estatistica para matriz
material particulado em suspenséo.

Analitos % efeito matriz Teste F Teste t Conclusao
Estrona 16 Fea > F a0 tealc > tiap HA EFEITO
Estradiol 0,3 Fea <F tap teae < tian NAO HA EFEITO
Estriol 0,1 Fea <F tap teae < tian NAO HA EFEITO
Etinilestradiol -1,8 Fea <F tap teae < tian NAO HA EFEITO
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Figura I1.20. Coeficientes de variagdo (CV) obtidos para as analises dos padrdes em solvente
acetonitrila e no extrato da matriz material particulado. Linha em destaque corresponde ao valor de CV
igual a 20%.

Comparando-se os coeficientes de variagdo ponto a ponto da curva de
calibracdo observa-se efeito matriz para E1 nas concentracbes mais baixas e, apesar
de nao ter sido observado efeito matriz significativo para EE2, pode-se constatar o

efeito na primeira concentragao do intervalo linear (CV > 20%) (Figura I1.20).
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Figura I1.21. Sobreposi¢do dos cromatogramas (HPLC — FLD) das solugbes preparadas em solvente
acetonitrila (marrom), no extrato da matriz material particulado (azul) e amostra testemunha
(vermelho). As concentragdes correspondem ao nivel intermediario da validagao (segéo 4.3.3).

Os cromatogramas sobrepostos (Figura I1.21) das solugdes padrdo em solvente,
no extrato da matriz e amostra testemunha evidencia um efeito matriz para E1 que
pode ser atribuido a componentes da natureza da matriz ou do papel filtro utilizado na
retencdo da amostra. Ja para o EE2 que apresentou um pequeno efeito quando em
concentragao baixa, isso pode estar ligado a presenga de compostos ligados a matriz
por interagdes intermoleculares, assim como acontece com as matrizes de agua e

sedimento.
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Consideragoes do Capitulo 11

As condicbes cromatograficas de analise pré-estabelecidas foram
satisfatoriamente otimizadas para incluir o estrégeno natural estriol (E3) e realizar
deteccdo simultanea por ultravioleta e fluorescéncia sem afetar o desempenho do
meétodo.

Os métodos desenvolvidos para analise de estrogenos em matrizes de interesse
ambiental — agua superficial, sedimento e material particulado em suspensao — foram
submetidos ao procedimento de validagdo que engloba parametros de confiabilidade
analitica, incluindo o estudo da influéncia da matriz, que foi pronunciado para maior
parte dos analitos em agua e sedimento e, que pode ser atribuido a compostos ligados
aos analitos. Em virtude da presenca desse efeito, a quantificacido dos analitos devera
ser realizada com base na curva preparada no extrato da matriz correspondente.

Para agua, o método desenvolvido apesar de convencional substitui os
cartuchos comumente utilizados por uma alternativa mais econédmica com interacoes
similares, o cartucho Strata-X. O método QUEChERS proposto para sedimentos, € uma
proposta inédita na literatura para determinagao de estrogenos e, em comparagao com
metodos convencionais reduz tempo, custo, e erros inerentes ao numero de etapas
envolvidas. Finalmente, para material particulado em suspensdo aquatico o método
validado é robusto e eficiente podendo ser utilizado para quantificacdo dos mesmos em
épocas diferentes, onde a massa de material em suspensao pode variar. Além disso,
para material particulado em suspensdo, nao foram encontrados métodos descritos na

literatura para determinacgao de estrégenos.



CAPITULO 111
Ocorréncia e distribuicao de estrogenos no Rio Bauru
e Ribeirao das Cruzes, ambos situados na Bacia
Hidrografica Tieté — Jacaré (UGRHI 13)
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1. Introdugao

No ambiente aquatico, os estrégenos podem adsorver a sedimento e material
particulado em suspensdo ou permanecer dissolvidos na coluna d’agua. Embora a
avaliacdo da distribuicdo de contaminantes no compartimento aquatico seja
indispensavel para predizer sua dinamica ambiental, na literatura € menos comum o
estudo com matrizes sélidas ambientais (SALVIA et al., 2012; MARTIN et al., 2010;
SENGUPTA et al., 2014), principalmente porque sdo mais complexas e necessitam de
tratamento maior em relagdo a matriz liquida (MANSILHA et al., 2010; RAO et al.,
2013).

No Brasil os estudos existentes incluem principalmente a analise de agua
superficial e potavel como os trabalhos realizados por Jardim et al. (2012), Sodré et al.
(2010) e Ghiselli (2007) na regidao de Campinas, bem como por Lopes et al. (2010) em
Jaboticabal, ambas cidades do estado de S&o Paulo. Por outro lado, a avaliagéo da
ocorréncia de estrégenos em matrizes solidas como sedimento e material particulado
em suspensado ainda é exigua e inclui somente trabalhos desenvolvidos por Froehner
et al. (2011 e 2012) que descrevem a ocorréncia de estrégenos em sedimento de
mangue no estado de Santa Catarina. Trabalhos envolvendo agua, sedimento e
material particulado em corpos hidricos brasileiros ndo foram encontrados na literatura
sendo, este, portanto pioneiro para compreensao da distribuicdo desses estrogenos e
avaliacdo do impacto ambiental.

Neste capitulo serdo abordados aspectos da Unidade de Gerenciamento de
Recursos Hidricos (UGRHI) numero 13 (Tieté/Jacaré), do estado de Sao Paulo,
focando especificamente em dois dos maiores municipios desta UGRHI: Araraquara e
Bauru, que apresentam caracteristicas distintas em relagdo ao tratamento de esgoto
sanitario. Serdo aqui apresentados os resultados obtidos para a determinagao de
estrogenos em agua e material particulado em suspens&o, bem como a discussao dos

mesmos em uma base amostral sazonal e espacial.
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2. Revisao da Literatura

2.1. Estrégenos: particao agua/sedimento/material particulado

A biodisponibilidade e particdo desses contaminantes orgénicos hidrofobicos no
ambiente aquatico é, em geral, controlada pela combinacdo de fatores como
propriedades fisico-quimicas dos analitos e condigbes ambientais em que estdo
inseridos (AKKANEN et al., 2012). Devido a baixa solubilidade em agua, a volatilidade
e a natureza hidrofébica, esses estrogenos, uma vez no ambiente aquatico, podem
permanecer na coluna d’agua ou adsorvidos a fase solida — sedimentos e particulas
em suspensdo. A fase aquosa e os sedimentos, essenciais para o funcionamento do
ecossistema, constituem os principais elementos dos ciclos biogeoquimicos e, além
disso, representam uma pecga de fundamental importancia na cadeia tréfica (RIBECCO,
2012).

Embora o interesse na fase sélida do compartimento aquatico tenha aumentado,
somente sedimentos tém sido investigados em detrimento do material particulado em
suspensao (MPS), porém é imprescindivel incluir todas essas matrizes ambientalmente
relevantes na analise quimica. Além disso, o material particulado em suspensao pode
ser fundamental para a compreensdo dos mecanismos de distribuicdo e
biodisponibilidade de contaminantes no meio aquatico, devido a sua capacidade de
transporte ao longo da coluna d’agua e para outras regides (MACHADO, 2011).

Além disso, € necessaria a avaliagdo dos niveis de poluicdo em todas as
amostras do compartimento aquatico, considerando a toxicidade associada aos
estrogenos, que podem atingir organismos inferiores até aqueles do topo da cadeia

trofica, provocando efeitos adversos e representando um risco ao ecossistema.

2.2. Caracterizagao da area de estudo

A bacia Hidrografica do Tieté/Jacaré, definida como a Unidade de
Gerenciamento de Recursos Hidricos 13 (UGRHI-13) pela Lei n° 9.034/94, possui uma
area total de aproximadamente12 mil km?. Localiza-se na porcédo central do Estado de
Sao Paulo, faz limite a norte e oeste com UGRHI-16 (Tieté/Batalha), a leste e sudeste
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com a UGRHI-5 (Piracicaba/Capivari/Jundiai), a sul com as UGRHI-10 e 17
(Tieté/Sorocaba e Médio Paranapanema, respectivamente) e a nordeste com a UGRHI-
9 (Mogi-Guagu) (COMITE..., 2013). A Figura II.1 apresenta as 22 UGRHIs do estado

de Sao Paulo, com destaque para UGRHI Tieté-Jacaré e seus municipios.

Figura III.1. Unidades de Gerenciamento de Recursos Hidricos (UGRHI) do Estado de S&o Paulo (a) e
divisdo da UGHRI Tieté/Jacaré (UGRHI-13) (b). Fonte: Comité da Bacia Hidrografica Tieté-Jacaré, 2009.

Composta por 34 municipios, esta UGRHI abriga cerca de 7% da populagéo do
Estado e, de acordo com dados do Comité da bacia Hidrografica Tieté/Jacaré, 94,3%
dos habitantes vivem em areas urbanas.

Nesta UGRHI, sdo coletados 97,4% do total de efluente doméstico gerado e
tratado somente 59,5% com redugéo percentual da carga orgéanica de 50,2%. Muitos
municipios mesmo possuindo coleta e tratamento de quase 100% do esgoto gerado,
apresentam percentuais de eficiéncia no tratamento inferiores ao minimo exigido
(80%). A maior parte dessa carga organica remanescente provém do municipio de
Bauru (que n&o possui estagdo de tratamento) e corresponde a 43,8% do total da
UGRHI. O indice de abastecimento publico na UGRHI 13 é superior a 99% e, cerca de
70% da agua para esse fim é retirada de aquiferos (COMITE..., 2009; COMITE...,
2013).

Em 2013, a UGRHI chegou a pouco mais de 1,5 milhdes de habitantes, sendo a

sexta mais habitada do Estado com densidade demografica média de 94,55 hab/km?.
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Entre os principais municipios da URGHI-13, em relacdo ao numero de habitantes,
encontram-se Bauru e Araraquara com 359429 e 208.725 habitantes,
respectivamente, sendo que Bauru ndo possui estagcdo de tratamento de esgoto, e
Araraquara trata 100% dos 97% do esgoto coletado no municipio (COMPANHIA...,
2010; IBGE, 2010; COMITE..., 2013).

2.2.1. Araraquara

A populacao total de Araraquara representa 13,43% da populagdo da URGHI-13
(97% no perimetro urbano e 3% na zona rural). A estacado de tratamento de esgoto
(ETE) trata uma média de 45.000 m> de esgoto por dia, e seu efluente é langado no
Ribeirdo das Cruzes, enquadrado como rio Classe 4, de acordo com Resolucao
Conama 357/2005. A agua utilizada no abastecimento da cidade € 50% proveniente de
pontos de captacao superficial (Represa das Cruzes, Ribeirdo das Anhumas e Cérrego
do Paiol) e 50% subterranea (COMPANHIA..., 2010; IBGE, 2010).

2.2.2. Bauru

Bauru representa 23,87% da populagdo da URGHI-13, sendo que 98,5% da
populagcédo esta no perimetro urbano e 1,5% na zona rural. Neste municipio, o mais
populoso da UGRHI-13, ndo ha tratamento de esgoto, embora a captacao atinja 96%
dos domicilios. O esgoto sanitario in natura é canalizado e langado em diversos pontos
no Rio Bauru e seus 10 afluentes. S&o langados aproximadamente 1000 L s™ no Rio
Bauru, sendo 85% corresponde a despejo residencial e 15% a despejo industrial. O Rio
Bauru, conforme Resolucdo Conama 357/2005, fica classificado como Classe 4 em
todo o seu curso na area urbana e Classe 3 da regido da Vila Aimorés até Pederneiras
onde desemboca no Rio Tieté (COMPANHIA..., 2010; IBGE, 2010).

2.3. Clima
De acordo com a classificagédo de Kdppen, a UGRHI 13 € uma regido de clima
predominantemente do tipo Cwa - clima quente e Uumido, com inverno seco. No més

mais seco apresenta totais de chuvas inferiores a 30 mm; temperaturas médias
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superiores a 22°C no més mais quente, e temperaturas menores que 18°C no més
mais frio. Na UGHRI-13, as temperaturas médias anuais variam de 21 — 23 °C, sendo
as médias maximas em Janeiro (29 — 32 °C) e as médias minimas em Julho (11 — 13
°C). O indice pluviométrico médio anual é de 1.500 — 2.000 mm e o periodo chuvoso
ocorre de Outubro — Margco, com o trimestre mais chuvoso de Dezembro — Fevereiro
enquanto o periodo mais seco ocorre de Abril — Setembro, sendo os meses de Junho —
Agosto os mais secos (TEODORO, 2008).

2.4. Economia

Possui uma economia diversificada baseada na agricultura, industrias em geral e
no setor de servigos. As atividades do setor primario da economia desta UGRHI estdo
concentradas no apoio as cadeias produtivas de producdo de agucar e alcool, suco de
laranja, celulose e papel, bebidas e de couro (origem bovina) (BARROS, 2013). Em
Araraquara destaca-se o setor sucroalcooleiro com plantio e processamento de citros
(com predominéancia do cultivo da laranja) e a produgéo e processamento da cana-de-
agucar além de industrias téxteis e de confecgbes (MACEDO, 2007). A economia de
Bauru esta apoiada na forte rede de servicos com destaque para os setores de bebidas
e papel entre outros (COMITE..., 2013).
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3. Materiais e Métodos

3.1. Amostragem

A estratégia de amostragem incluiu duas épocas, uma delas no periodo chuvoso
(Fevereiro) e outra no periodo seco (Setembro), uma vez que a turbuléncia ocasionada
pelo maior volume de agua nos rios poderia influenciar na distribuicdo dos estrégenos
entre a agua e a matriz sélida dos mananciais. Os mananciais escolhidos foram o
Ribeirdo das Cruzes situado no municipio de Araraquara/SP que recebe os efluentes
apos o tratamento na ETE da cidade e o Rio Bauru na cidade de Bauru/SP que recebe
os efluentes domésticos nao tratados uma vez que o0 municipio ndo possui ETE.

Em cada manancial foram escolhidos 15 pontos amostrais situados a montante e
a jusante do ponto de langamento de efluente. A obten¢cdo das amostras foi realizada
seguindo os procedimentos de amostragem e preservacao da integridade amostral até
o momento da manipulagado e analise, detalhada na secédo 3.4 do Capitulo II. A coleta
do sedimento superficial, ndo pode ser efetuada, pois a amostra ndao dispunha de
caracteristicas viaveis para aplicacdo do método. No Ribeirdo das Cruzes o sedimento
apresentava-se como cascalhos enquanto no Rio Bauru esta matriz era arenosa o
suficiente para nao adsorver esses compostos hidrofobicos. A Tabela II1.1 apresenta as

em que foram realizadas as coletas.

Tabela I11.1. Data de realizagao das coletas nos corpos hidricos correspondentes.

Araraquara Bauru

Fevereiro Setembro Fevereiro Setembro

05 16 22 02

Em Bauru, esses pontos foram escolhidos com a ajuda do Departamento de
Agua e Esgoto de Bauru (DAE) através de mapas catalogando os diversos pontos de
lancamento de efluente da cidade no rio Bauru. Em Araraquara os pontos de
amostragem foram baseados em informagdes fornecidas pela Prefeitura do Municipio

bem como através de trabalhos desenvolvidos na UNIARA (Centro Universitario de
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Araraquara — Mestrado em Desenvolvimento Regional e Meio Ambiente) sobre a
gestao de recursos hidricos no municipio de Araraquara.

As amostras de agua também foram submetidas a analises fisico-quimicas
realizadas pela empresa Venturo Analises Ambientais Ltda., cobrindo os parametros

preconizados na Resolugdo CONAMA 357/2005 (Dados apresentados no Apéndice C).

3.2. Descricao dos pontos de amostragem

3.2.1. Ribeirao das Cruzes (Araraquara)

Tendo em vista que o municipio trata grande parte do esgoto coletado, foi
considerado que embora possa haver langcamento clandestino neste manancial, isso
nao deve ser de grande importancia e a estratégia de amostragem privilegiou pontos a
montante e jusante da ETE/Araraquara. A Figura III.2 representa esquematicamente
em diagrama unifilar a localizagdo dos pontos amostrais ao longo do Ribeirdo das
Cruzes. Descricao dos pontos inseridos neste trabalho, suas respectivas coordenadas

geograficas e siglas utilizadas ao longo do texto estdo na Tabela III.2.

3.2.2. Rio Bauru (Bauru)

A Figura II1.3 representa esquematicamente em diagrama unifilar a localizacao
dos pontos amostrais ao longo do Rio Bauru, com todos os pontos de langamento de
esgoto in natura proveniente da rede de captacdo de esgoto do municipio. Descrigao
dos pontos inseridos neste trabalho, suas respectivas coordenadas geograficas e siglas

utilizadas ao longo do texto estdo na Tabela III.3.
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Figura II1.2. Diagrama unifilar do Ribeirdo das Cruzes, com os pontos de amostragem inseridos neste

trabalho.

Tabela II1.2. Descricdo e coordenadas geograficas dos pontos amostrais

Ribeirdo das Cruzes, Araraquara/SP.

localizados ao longo do

Pontos amostrais

Descrigao

Coordenadas geograficas

Ponto 1 AQA (Ribeirdo das Cruzes -
represa)

Mais préximo a nascente. Situa-se a jusante
de um pesque-pague.

21° 44,398’S 40° 10,158'0

Ponto 2 AQA (Ribeirdo das Cruzes)

Situado a 200m do pto 1.
erosdo e mata ciliar densa.

Presenga de

21° 44,463'S 48° 10,155'0

Ponto 3 AQA (Codrrego do Tanquinho)

Localizado no perimetro urbano e sofre

influéncia antrépica.

21° 44198'S 48° 09,165'0

Ponto 4 AQA (Cérrego do Serralhado)

Localizado no perimetro urbano. Cérrego
canalizado com pouca mata ciliar.

21° 44499'S 48° 09,3940

Ponto 5 AQA (Cérrego Marivan)

Localizado no perimetro urbano. Trechos
canalizados e alta densidade mata ciliar.

21° 45317'S 48° 10,171°0

Ponto 6 AQA (Ribeirdo das Cruzes)

Trecho urbano. Situa-se a jusante da
represa de captagdo da ETA.

21° 45,408'S 48° 10,544'0

Ponto 7 AQA (Cdrrego do Cupim)

Localizado no perimetro urbano. Coérrego
com grande quantidade de areia e com
langcamento de efluente.

21° 45155'S 48° 11,297°0

Ponto 8 AQA (Ribeirdo das Cruzes)

Localizado proximo ao antigo Matadouro
Municipal.

21° 46,133'S 48° 11,295'0

Ponto 9 AQA (Corrego do Paiol)

Localizado no perimetro urbano préximo a
captacdo da ETA. Sofre influéncia antrépica.

21° 45,448'S 48° 12,342'0

Ponto 10 AQA (Cdrrego do Paiol)

Localizado as margens da rodovia com alta
densidade de mata ciliar.

21° 47,364’S 48° 12,429'0

Ponto 11 AQA (Ribeirdo das Cruzes)

Localizado as margens da rodovia.

21° 47,545'S 48° 12,203'0

Ponto 12 AQA (Codrrego Lageado)

Localizado as margens de rodovia cercado
por plantagéo de cana-de-agucar.

21° 47,081’S 48° 14,1220

Ponto 13 AQA (Ribeirdo das Cruzes)

Montante do langamento de efluente
tratado.

21° 49,219'S 48° 15,0970

Ponto 14 AQA (Ribeirdo das Cruzes)

Jusante do langamento de efluente tratado.

21° 49,228'S 48° 15,123'0

Ponto 15 AQA (Ribeirdo das Cruzes)

Fazenda Salto Grande.

22° 18,836'S 49° 02,027°0
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Figura II1.3. Diagrama unifilar do Rio Bauru com os pontos de amostragem inseridos neste trabalho.

Tabela II1.3. Descricdo e coordenadas geograficas dos pontos amostrais localizados ao longo do Rio

Bauru, Bauru/SP.

Pontos amostrais

Descrigao

Coordenadas geograficas

Ponto 1 BAU (Agua da Ressaca)

Cérrego mais afastado do perimetro urbano.
Préximo a chacaras e condominios.

22° 37,418’S 49° 06,943'0

Ponto 2 BAU (Agua da Forquilha)

Cérrego proximo a jungdo com a Ressaca.

Presenca de residéncia na margem esquerda.

22° 34448'S 49° 08,0150

Ponto 3 BAU (Ressaca + Forquilha)

Inicio do Rio Bauru.

22° 20523'S 49° 04,7700

Ponto 4 BAU (Agua do Sobrado)

Cérrego localizado no perimetro urbano.

22° 19860'S 49° 05,117°0

Ponto 5 BAU (Rio Bauru)

Localizado no perimetro urbano sob elevada
influéncia de esgoto doméstico.

22° 19.758’S 49° 04,979'0

Ponto 6 BAU (Cérrego da Grama)

Situado dentro do perimetro urbano.

22° 32,105’S 49° 08,949'0

Ponto 7 BAU (Rio Bauru)

Localizado no perimetro urbano sob elevada
influéncia de esgoto doméstico.

22° 19,213'S 49° 04,544'0

Ponto 8 BAU (Rio Bauru)

Localizado no perimetro urbano sob elevada
influéncia de esgoto doméstico.

22° 18,735’S 49° 04,2400

Ponto 9 BAU (Agua do Castelo)

Cérrego situado no perimetro urbano.

22° 18,366'S 49° 04,7450

Ponto 10 BAU (Rio Bauru)

Localizado no perimetro urbano sob elevada
influéncia de esgoto doméstico.

22° 18,662'S 49° 03,772'0

Ponto 11 BAU (Barreirinho)

Cérrego na area urbana.

22° 18,287'S 49° 02932'0

Ponto 12 BAU (Agua Comprida)

Cérrego na area urbana.

22° 18,852'S 49° 02,179'0

Ponto 13 BAU (Rio Bauru)

Situado no perimetro urbano a jusante do
ultimo ponto de langamento de esgoto.

22° 18,252'S 49° 02,0250

Ponto 14 BAU (Cor. Vargem Limpa)

Situado fora do perimetro urbano.

22° 17,204’'S 49° 02,351'0

Ponto 15 BAU (Rib. Vargem Limpa)

Situado fora do perimetro urbano.

22° 18,836'S 49° 02,027'0
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3.3. Andlise Estatistica dos dados

Devido a existéncia de diferentes fatores que podem influenciar a dispersdo dos
contaminantes no ambiente aquatico e, embora sejam mananciais com caracteristicas
morfolégicas e hidrodinamicas distintas, foram aplicadas nas amostras de agua e
material particulado, analises multivariadas (indicadas para dados nao paramétricos)
utilizando analise de componentes principais (PCA) e agrupamento hierarquico (HCA),
no intuito de verificar a distribuicdo dos estrogenos nos mananciais hidricos inseridos
neste estudo em épocas sazonais diferentes.

A PCA foi utilizada para reduzir a dimensionalidade dos dados, procurando
descrevé-los através de um conjunto de transformacgdes que nao alteram a informacgao,
mas a simplifica quando torna possivel a expressaol/visualizagao grafica das amostras
(scores) e as variaveis em estudo (loadings).

A HCA baseia-se na particao de uma populagao heterogénea em varios grupos
e subgrupos homogéneos. No agrupamento ndao ha classes pré-definidas, os
elementos sdo agrupados de acordo com a semelhanca.

Neste trabalho, os dados para os resultados em agua e material particulado
estdo organizados na seguinte sequéncia: Analise de Componentes Principais (PCA)
seguida pela Analise Hierarquica de Agrupamento (HCA). Finalmente, estabeleceu-se
uma correlagado em fungao dos locais de amostragem na mesma cidade (Araraquara ou
Bauru) e nos referidos periodos de tempo (Fevereiro e Setembro). Todas as operagdes

matematicas e estatisticas foram realizadas com auxilio do programa Statistica 15.0.
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4. Resultados e Discussao

Para quantificacdo dos analitos, foram construidas curvas nos detectores FLD e
UV, pois se esperava concentragdes elevadas de coextrativos que poderiam atrapalhar
a quantificacéo por fluorescéncia.

Os analitos presentes nas amostras de agua superficial e material particulado
em suspensao coletadas no Ribeirdo das Cruzes e Rio Bauru foram quantificados por
HPLC-FLD, uma vez que suas concentragcdes s6 apresentam o sinal analitico neste
detector. Somente o estriol presente nas amostras de agua superficial coletadas no Rio
Bauru foram quantificados utilizando a curva preparada na matriz com detecgao por
ultravioleta. Esse comportamento ja havia sido previsto uma vez que este manancial
recebe o efluente doméstico in natura de toda a cidade o que resulta em concentragdes
elevadas de compostos endogenos. A Tabela II1.4 sumariza o0 modo de detecgéo

utilizado na quantificacao dos estrogenos inseridos neste estudo.

Tabela I11.4. Modo de deteccdo e quantificacdo dos analitos presentes nas amostras de agua e material
particulado coletadas nos mananciais.

Agua Superficial

Estrégenos Araraquara Bauru
Fev Set Fev Set
E1 FLD FLD FLD FLD
E2 FLD FLD FLD FLD
E3 FLD FLD* uv uv™
EE2 FLD FLD FLD** FLD

Material Particulado em Suspenséao

Araraquara Bauru
Fev Set Fev Set
E1 FLD FLD FLD FLD
E2 FLD FLD FLD FLD
E3 FLD FLD FLD FLD
EE2 FLD FLD FLD FLD

* Pto 14 quantificado pelo UV; **Pto 14 e 15 quantificado pelo UV; ***Pto 1, 2, 3, 4, 6 e 9 quantificados
pelo FLD.
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Com uma pequena massa de amostra (0,4 — 43,0 mg) retida na membrana de
fibra de vidro e concentracdo proporcionalmente menor, quando comparada a matriz
agua, foi realizada a quantificagdo dos estrogenos em material particulado em
suspensao na coluna d’agua somente utilizando a detecgdo por fluorescéncia. A
densidade do MPS foi superior no més de Fevereiro onde o indice pluviométrico foi
maior e, consequentemente, a turbuléncia da agua foi mais elevada, o que favorece a
ressuspensao de sedimentos superficiais para coluna d’agua. A Figura 111.4 apresenta
os dados pluviométricos para os municipios de Araraquara e Bauru. Os dados de
temperatura (maxima e minima) e dias com chuva observados estdo dispostos no

Apéndice G.

Precipitacao (mm)
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150 - ==¢==Araraguara

e=g=—Bauru
100 -

O T T T T T T T T T T T 1
Jan Fev Mar Abr Mai Jun Jul Ago Set Out Nov Dez

Figura II1.4. Dados pluviométricos observados pela Defesa Civil do Estado de S&ao Paulo, para os

municipios de Araraquara e Bauru, no ano de 2013.

As Tabelas II1.5 e III.6 compilam os dados obtidos para todas as amostras
inseridas neste estudo. Alguns desses dados sao apresentados nas proximas segdes

como graficos, para melhor interpretagao visual e discusséo dos resultados.
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Tabela IIL.5. Concentracao dos estrégenos naturais e sintético obtidos da analise em agua e material particulado em suspenséo (n =
9) do Ribeirao das Cruzes (Araraquara/SP).

Agua superficial (ng mL™) MPS (ng g”)

Fev 2013 Set 2013 Fev 2013 Set 2013

E1 E2 E3 EE2 E1 E2 E3 EE2 E1 E2 E3 EE2 E1 E2 E3 EE2

PTO 1 <1,2 <002 0,07 <006 | <12 <0,02 <0009 <006 | <290 <410 <460 <430 | <290 <410 <700 <430

PTO 2 <1,2 <002 016 <006 | <12 <0,02 <0,009 <0,06 | <290 <410 <460 <430 | <290 <410 <460 <430

PTO 3 <1,2 0,04 017 <006 | <12 <0,02 <0,009 <006 | <290 758,4 <700 <430 | <290 <410 <460 <430

PTO 4 <1,2 0,04 0,20 <006 | <12 <0,02 <0,009 <006 | <290 <410 <700 <430 | <290 <600 <460 <430

PTO 5 <1,2 0,08 0,10 <006 | <17 <0,02 <0,009 <006 | <290 <410 1118,5 <430 | <290 <410 <460 <430

PTO 6 <1,2 0,03 0,19 <006 | <12 <0,02 <0,009 <006 | <290 <410 <460 <430 | <290 <410 <460 <430

PTO7 <1,2 0,04 0,02 <006 | <17 <0,02 <0,009 <006 | <290 <410 <460 <430 | <290 <410 <700 <430

PTO 8 <1,2 <002 014 <006 | <12 <0,02 <0009 <0,06 | <290 <410 <460 <430 | <290 <410 <460 <430

PTO9 <1,2 0,06 0,31 <0,06 | <12 <0,02 <0,009 <0,06 | <290 <410 <460 <430 | <290 <410 <460 <430

PTO 10 n.a. n.a. n.a. n.a. 1,8 2,6 0,2 <0,06 | <290 <410 <460 <430 | <290 <410 <460 <430

PTO 11 <1,2 <0,02 0,15 < 0,06 2,3 <0,02 <0,009 <0,06 | <290 <410 <460 <430 <290 <410 <460 <430

PTO 12 <1,2 <003 015 <006 | <12 <0,02 <0,009 <006 | <290 <410 <460 <430 | <290 <410 <460 <430

PTO 13 <1,2 <0,02 0,21 <0,06 | <17 <0,02 <0,009 <0,06 | <290 <410 <460 <430 | <290 <410 <460 <430

PTO 14 <1,2 <0,02 <0,009 <0,06 41 <0,02 <0,009 0,2 <290 <410 <460 <430 | <290 <410 <460 <430

PTO 15 <1,2 <003 006 <006 | <12 <002 <0,01 <006 | <290 <410 <460 <430 | <290 <410 <460 <430

* n.a. (ndo analisado). Os valores de LD e LQ para &4gua e material particulado estdo dispostos nas segdes 4.3.1 e 4.3.3 do Capitulo II,

respectivamente.
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Tabela IIL.6. Concentracao dos estrégenos naturais e sintético obtidos na analise em agua e material particulado em suspenséo (n =

9) do Rio Bauru (Bauru/SP).

Agua superficial (ng mL™) MPS (ng g7)
Fev 2013 Set 2013 Fev 2013 Set 2013
E1 E2 E3 EE2 E1 E2 E3 EE2 E1 E2 E3 EE2 E1 E2 E3 EE2
PTO 1 <1,2 <0,02 <0,009 <006 | <1,2 <0,02 0,02 <0,06 | <290 <410 <460 <430 | <290 <600 <460 <430
PTO 2 <1,2 <0,02 <0,009 <006 | <1,2 <0,02 0,3 <0,06 | <290 <410 <460 <430 | <290 <410 <460 <430
PTO 3 <1,2 <0,02 <0,009 <0,06 | <1,2 <0,02 0,3 <0,06 | <290 <410 <460 <430 | <290 <410 <460 <430
PTO 4 <1,2 <0,02 0,16 <0,06 | <1,2 <0,02 0,2 <0,06 | <290 <410 <460 <430 | <290 <410 <460 <430
PTO 5 10,4 04 0,03 0,6 3,2 <0,03 <0,009 0,16 <290 <410 14403,8 <630 | <290 <410 <460 4855,9
PTO 6 <1,2 <0,02 0,03 <0,06 | <12 <0,02 0,3 <0,06 | <290 <410 800,1 <430 | <290 <410 <460 791,8
PTO7 6,9 0,2 0,05 0,3 2,3 0,07 0,2 0,21 <290 <410 1074,0 1594,0 | <290 <410 10371,3 3193,1
PTO 8 5,8 0,2 0,03 0,2 2,6 0,05 0,2 0,29 <290 <410 <460 <430 | <290 <410 <460 1646,0
PTO9 n.a. n.a. n.a. n.a. <1,2 <0,02 0,9 <0,06 | <290 <410 <460 <430 | <290 9719 <460 <430
PTO 10 <1,2 <0,02 <0,009 <0,06 2,2 0,04 0,06 0,20 <290 <410 <700 <430 | <290 <410 <460 <630
PTO 11 17,0 0,5 < 0,01 0,2 <1,2 0,03 <0,009 <0,06 | <290 <410 3826,2 <430 | <290 <410 <460 1217,0
PTO 12 <1,2 <0,02 <0,01 <006 | <12 <0,03 0,02 0,17 <290 <410 <460 <430 | <290 <410 5523,0 8946,8
PTO 13 41 0,1 0,1 0,1 <1,2 0,03 0,02 0,23 <290 <410 2539,3 1044,0 | <290 <410 <460 <430
PTO 14 <1,2 <0,02 <0,009 <0,06 | <12 <0,02 <0,009 <0,06 | <290 <410 <460 <430 | <290 <410 <460 <430
PTO 15 <1,2 <0,02 <0,009 <0,06 | <12 <0,02 0,02 <0,06 | <290 <410 <460 <430 | <290 <410 <460 <430

*

n.a. (ndo analisado). Os valores de LD e LQ para 4gua e material particulado estdo dispostos nas secbes 4.3.1 e 4.3.3 do

respectivamente.

Capitulo 1I,
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4.1. Ribeirao das Cruzes (Araraquara/SP)

A distribuicdo dos microcontaminantes neste corpo hidrico, refletida nas
concentracdes dos estrogenos nas amostras de agua e MPS, indica a tendéncia desses
compostos permanecerem dissolvidos na coluna d’agua embora suas propriedades
fisico-quimicas (baixa solubilidade em agua, natureza hidrofébica e altos valores de Ky
e Kqc), a principio, sugerissem tendéncia a adsorgdo em sedimentos superficiais e MPS.
Esse comportamento observado no Ribeirdo das Cruzes pode estar relacionado as
caracteristicas do sedimento deste manancial, que apresenta baixos teores de argila
(13,7%) e matéria organica (12,9%), uma vez que contaminantes hidrofébicos tendem a
adsorver preferencialmente a particulas finas (argila) com alto teor de matéria organica.
E importante lembrar que a particdo agua/MPS ndo depende exclusivamente da
natureza hidrofébica dos compostos, mas também de fatores como matéria organica,
condi¢gdes hidrodinamicas e processos bioldgicos que ocorrem no ambienta aquatico
(ARDITSOGLOU e VOUTSA, 2012).

Em meses mais chuvosos e de temperaturas elevadas, como Fevereiro, 0
volume de agua aumenta e ressuspende para coluna d’agua, com maior facilidade
sedimentos superficiais, que podem conter estrégenos adsorvidos. Esse movimento de
ressuspensao-sedimentacao libera os estrogenos fracamente adsorvidos a superficie
negativa das substéncias humicas e aumenta sua concentracdo na agua, como
observado nesse estudo. Dos estrogenos inseridos neste trabalho, observou-se
principalmente a presenga dos naturais 17 p-Estradiol (E2) e seu produto de
degradagao, estriol (E3) em maior concentragdo nas amostras de agua. A Figura III.5
representa esquematicamente a distribuicdo do E2 e E3 ao longo do Ribeirdo das

Cruzes e seus afluentes.
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Figura IIL.5. Distribuicdo da concentragdo dos estrogenos naturais E2 e E3 obtidas nas amostras de

agua coletadas em Fevereiro no Ribeirdo das Cruzes e afluentes.

Por outro lado, no material particulado em suspensao, apenas E2 e E3 foram
detectados no primeiro més da coleta sazonal, no qual a concentracdo de MPS ¢ alta,
resultante de indices pluviométricos maiores. Em Setembro, nenhum dos estrégenos foi
detectado e/ou quantificado, o que pode ser explicado pela menor densidade de MPS

observada para este més em decorréncia de chuvas menos intensas.

4.2. Rio Bauru (Bauru/SP)

Nas matrizes de interesse ambiental avaliadas no Rio Bauru foram encontradas
concentragdes dos quatro estrogenos inseridos neste trabalho, distribuidos na coluna
d’agua e MPS. Detectou-se a presenca desses compostos durante as duas campanhas
de amostragem, principalmente na fase dissolvida, em um grande numero de pontos
amostrais ao longo do rio, o que ja se inferia, visto que este corpo hidrico recebe
diariamente cargas elevadas de esgoto nio tratado, principal meio de contaminagao por
estrogenos. De acordo com o ultimo relatério da Cetesb (COMITE..., 2013), este
municipio € o maior gerador de esgoto doméstico e, consequentemente, da carga
organica poluidora de toda a UGRHI — 13, a qual esta inserido.

Os valores de concentragao dos estrogenos naturais encontrados no Rio Bauru e

seus afluentes, principalmente nos locais préximos a langamento do efluente, indicam
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que apesar do aporte continuo desses microcontaminantes no ambiente aquatico seu
tempo de meia vida é relativamente curto e a taxa de degradagéo é alta sinalizando o
aparecimento de E1 e E3 em concentragdes maiores comparadas ao E2. Nos meses
referentes a coleta, os estrogenos naturais foram quantificados principalmente nos
pontos amostrais localizados no Rio Bauru.

Como pode ser observado nas Figuras 111.6 e II1.7, para os estrogenos E1 e E2
as concentragbes sdo maiores quando o indice pluviométrico foi mais elevado,
principalmente a partir do ponto de amostragem numero 5, que corresponde ao primeiro
local do Rio Bauru que ja sofre influéncia do esgoto in natura. Os locais de amostragem
P1 — P4, onde nao foram observadas concentracbes desses analitos, correspondem a
afluentes do rio Bauru que ndo mais recebem descarga de efluente, pois o esgoto que
ali era langado foi canalizado até o Rio Bauru em virtude das obras de construgcédo da

estagao de tratamento de esgoto do municipio.
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Figura II1.6. Distribuicdo das concentragdes do estrogeno natural E1 obtidas nas amostras de agua
coletadas em Fevereiro e Setembro no Rio Bauru e afluentes.
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Figura II1.7. Distribuicdo das concentragdes do estrogeno natural E2 obtidas nas amostras de agua
coletadas em Fevereiro e Setembro no Rio Bauru e afluentes.

Ao contrario dos estrogenos E1 e E2, o estriol (E3) foi encontrado em maiores
concentragbes em Setembro (Figura I11.8), que corresponde ao més de indice
pluviométrico baixo. Isso pode estar atrelado a uma combinacdo de fatores naturais
além da pluviosidade e temperatura, o que torna dificil a atribuicdo exata dos principais
agentes causadores deste comportamento. Além disso, dos estrogenos em analise
somente o E3 foi observado nos pontos que ndo mais recebem descarga do efluente
(P2 — P4), o que corrobora com o fato deste composto ser o produto final da

degradacao do estrogeno natural E2.



0,9
0,8
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1

Concentragio (ng mL1)

M E3 Fev

M E3 Set

Mt .

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Pontos de amostragem

116

Figura II1.8. Distribuicdo das concentragbes do estrégeno natural E3 obtidas nas amostras de agua
coletadas em Fevereiro e Setembro no Rio Bauru e afluentes.

O estrogénio sintético, EE2 presente em pilulas contraceptivas também foi

detectado em 100% das amostras de agua coletadas no trecho do Rio Bauru inserido

no perimetro urbano (P5, P7, P8, P10 e P13), durante os meses de coleta (Figura I11.9).

As concentracbes obtidas sdo maiores quando comparada ao E3, produto de

degradacdo do estrogeno natural E2. Esse comportamento pode estar ligado a

populacdo feminina flutuante e em idade fértil da cidade bem como ao fato desse

composto ser mais estavel em agua comparado aos estrégenos naturais. Assim como

para E1 e E2, nao foram detectados os analitos de interesse nos pontos amostrais P1 —

P4.
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Figura II1.9. Distribuicdo das concentragbes do estrogeno sintético EE2 obtidas nas amostras de agua
coletadas em Fevereiro e Setembro no Rio Bauru e afluentes.

No tocante ao MPS do Rio Bauru, mesmo nao possuindo informacbes de
granulometria e matéria organica do sedimento, € sabido que o mesmo tem
caracteristicas arenosas e, portanto ndo adsorve fortemente esses analitos
hidrofdbicos. Isso ocorre porque a areia, sendo constituida por graos de quartzo, tem
menor capacidade de acumulacdo de compostos organicos (SEWALD et al., 2012).
Dessa forma, infere-se que o MPS obtido do Rio Bauru se constitui quase que em sua
totalidade por particulas sodlidas do efluente doméstico com elevado teor de matéria
organica, lancado diretamente nesse manancial, o que explica as elevadas
concentracdes encontradas para EE2 (791,8 — 8946,8 ng g™') e E3 (800,1 — 14403,8 ng
g"') nos meses de Fevereiro e Setembro em especial nos pontos de coleta do Rio

Bauru.

4.3. Comparacao entre os mananciais

No Rio Bauru, que recebe efluente in natura da cidade, a deteccdo e
concentragdo de estrogenos em agua foi mais expressiva em relagdo ao Ribeirdo das
Cruzes, que atua como corpo receptor dos efluentes tratados da cidade de
Araraquara/SP. Isso reflete a necessidade da implantacédo de plantas de tratamento que

podem contribuir significantemente para remog¢ao de contaminantes organicos nos
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Tabela II1.7. Comparacao das concentragdes de estrégenos em matrizes aquosas e solidas obtidas em outros paises com os deste

estudo.
Concentragées ng L" oung g™
Pais Ano Matriz E1 E2 E3 EE2 Referéncia
Espanha 2012 Agua de rio 0,12-17,0 n.d. n.d. n.d. Esteban et al. (2014)
China 2010 Agua de rio 0,45-2,98 0,26 — 1,78 2,14 - 4,37 0,28 — 2,67 Jiang et al. (2012)
Shangai n.i. Agua potavel <50 <28 <4 <20 Nie et al. (2013)
Portugal n.i. Agua de rio n.a. 12,05 n.a. 11,2 Lima et al. (2013)
Beijng 2011/2012 Agua de rio 0,18-10,9 0,04 — 1,58 0,002 - 0,12 0,07-0,6 Li et al. (2013)
Espanha n.i. Sedimento n.d. 0,09 n.a. 210 Azzouz e Ballesteros
Lodo n.d. n.d. n.d. 450 (2012)
Espanha n.i. Sedimento n.d. n.d. n.d. 48,1 Martin et al. (2010)
China 2010 Agua de rio 0,002 -1,2 0,02 -0,03 2,3-26,1 2,7-471 Huang et al. (2013)
Brasil 2010 Sedimento de 0,02 — 49,27 0,03 — 39,77 n.a. 0,1-120 Froehner et al. (2012)
mangue
Brasil 2006 Agua superficial 0,6 0,026 n.a. n.a. Lopez et al. (2010)
Brasil Agua potavel n.d. n.d. 0,001 - 0,007 n.d. Jardim et al. (2012)
Brasil 2013 Agua de rio 0,002 - 0,017 <0,0026 < 0,0001 <0,0002 Este estudo
MPS n.d. <971,9 < 14403 <4855

n.i. — ndo informado; n.a. — ndo analisado; n. d. — ndo detectado.
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corpos hidricos, que muitas vezes sao utilizados para abastecimento publico. Além
disso, a presenca de contaminantes nos corpos hidricos pode afetar de organismos
bentbnicos até os peixes. Estes compostos sdo responsaveis por alteragdes na vida
aquatica e nos humanos dentre as quais ja comprovadas: aparecimento de cancer,
reducao da fertilidade, alteragdes nos sistemas nervoso e enddcrino, reversao sexual
peixes, entre outros. A Tabela III.7 apresenta concentragcbes dos estrogenos
encontradas em agua, sedimento e lodo de esgoto em diferentes paises em relagdo ao
encontrado neste trabalho. Neste trabalho as concentragdes obtidas para amostras de
agua foram menores em relagdo aos trabalhos descritos na literatura, nos quais
também nao foram realizadas analise do material particulado em suspensao.

Para uma visdo geral e maior compreensdo dos dados obtidos, métodos
multivariados de analises foram aplicados a todas as amostras, tais como: PCA

(Analise de Componentes Principais) e HCA (Analise Hierarquica por Cluster).

4.4. Analise estatistica dos resultados

Para interpretacdo dos dados através da PCA e HCA, os dados foram
arranjados considerando locais de amostragem e periodos de tempo em relagao as
variaveis analisadas (estrogenos), resultado em uma matriz com dimensdes 62 x 4
(Tabela I11.8), para agua superficial e material particulado, separadamente. Os dados,
por apresentarem grandezas diferentes foram submetidos a um processo de

autoescalonamento.
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Tabela II1.8. Matriz gerada pela analise de componentes principais e codificacdo dos locais de
amostragem utilizados no tratamento estatistico.

Cidade | Local de anostragem Fl'enl:-dl:»
Fevemriro]Setembro 1 -Ressaca Bf1 Bs1
F1 -Represa Af1 A1 F2 - Farquilha Bf2 Bs2
P2 - Represa Af2 As2 P3 - Ressaca + Forquilha Bf3 Bs3
P3 -Tangquinho Af3 As3 F4 - Sabrado Bft Bs4
P4 - Serralhado Afd Asd F5 - Rio Bauru BfS BsS
P3S - Marivan AfS AsS P& - Grama Bfd Bsd
E |P8-RibCruzes AfE Ash 5 |F7-RieBauru Bf7 Bs7
8  |p7-cupim AFT AsT E |P2-RioBauru Bfs BsE
g PS - Matadoura AfS AsB & |Po-castelo Bf2 Bs9
& F2 - FPaiol Af9 Az P10 - Rio Baurnu Bf10 B=s10
= P10 - Rib Cruzes AF10 As10 P11 - Barreirinho Bf11 B=11
P11 - Rib Cruzes AF1 As11 P12 - Agua Comprida Bf12 Bs12
F12 - Lageado Af12 As12 P13 - Rio Baum Bf12 Bs13
F13 - ETE montante AfF13 As13 P14 - Cér. Vargem Limpa Bf14 Bs14
F14 - ETE jusants Af14 As14 P15 - Rib. Vargem Limpa Bf15 Bs15
F15 - Salto Grande AF15 As15 P16 - Madureira Bf1d Bs16

4.4.1. Agua Superficial
4.4.1.1. Andlise dos Componentes Principais

As componentes principais geradas (CP1, CP2 e CP3) para as amostras de
agua explicaram 45,32%, 27,97% e 19,69%, respectivamente, totalizando 92,98%.
Para um sistema de correlagao, como a PCA, considera-se que valores acima de 0,7 ja
sao significativos. Dessa forma, este valor obtido é bastante expressivo, considerando
a variabilidade das amostras ambientais coletadas.

Na analise da PCA, os pesos de cada variavel foram calculados e sao
apresentados através de histogramas de loading e scores (Ver Apéndice D) e, com
esses valores foram elaborados os graficos biplots (Figura II1.10) considerando ambos
os resultados. Como 92,98% da variabilidade do sistema em estudo € expresso em 3
CPs, construiram-se 3 biplots (CP1 — CP2; CP1 - CP3 e CP2 — CP3), entretanto para
discussao dos resultados, somente estao apresentados os biplots CP1 — CP2 e CP1 -
CP3, que explicam 73,29% dos resultados. Nos biplots apresentados os Fatores 1, 2 e

3 correspondem respectivamente, as CPs geradas (CP1, CP2, CP3) na analise.
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Figura I11.10. Biplots gerados da analise dos componentes principais (PCA) realizada a partir
das concentragOes dos estrogenos em aguas superficiais do Ribeirdo das Cruzes, Rio Bauru e

respectivos afluentes.
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Nas figuras visualizam-se as relagbes existentes. As amostras (codificadas)
estdo dispostas ao longo das componentes principais e as setas indicam o peso das
variaveis nas CPs. Observando os biplots nota-se que as variaveis de maior peso na
CP1 séo a estrona e o etinilestradiol (valores positivos), na CP2 sao o estradiol e o
estriol (valores positivos) e na CP3 o estradiol (sentido negativo) e o estriol (sentido
positivo). Estas informagdes sao uteis para a interpretacdo do PCA, por exemplo, se
algum resultado localiza-se no sentido positivo da CP1 no grafico de PCA, certamente
apresenta maiores concentracdes de estrona e/ou etinilestradiol.

Para exemplificar a relagao entre loadings e scores podemos observar os pontos
“Bf5” e “Bf11”. Ambos localizam-se no sentido positivo da primeira CP e apresentam as
maiores contribuicdes nesse sentido, porque sdo os pontos que apresentaram maiores
concentracdes de E1 (10,4 e 16,96 ng mL" respectivamente) nas amostras
ambientais. Quando se observa na mesma figura os pesos na CP2 e na CP3, verifica-
se que o ponto “As10” apresenta a maior contribuicdo, relativa a concentragao de 2,56
ng mL™ de E2.

A maioria dos pontos relativos ao Ribeirdo das Cruzes (Araraquara) localiza-se
proximo a origem dos eixos, indicando concentragbes menores e maior
homogeneidade dos resultados. Observando as figuras é possivel observar que o
ponto “As14” agrupou com as amostras de Bauru o que deve estar ligado ao fato deste
ponto corresponder a jusante da ETE Araraquara, que, embora trate o efluente, este
ainda pode conter concentragdes elevadas dos estrogenos, pois na maioria dos casos,

o tratamento é ineficiente para remogao de organicos.

4.4.1.2. Anadlise de agrupamentos hierarquicos (HCA)

A analise por cluster foi empregada para explorar as diferencas entre as
amostras, definindo-as em grupos, considerando simultaneamente todas as variaveis.
O dendograma gerado (Figura I11.11) a partir da analise de agrupamentos hierarquicos,

indica a formacgao de 3 grupos (clusters) principais.
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Figura III.11. Dendograma da analise de cluster entre as amostras de agua superficial
coletadas no Ribeirdo das Cruzes (Araraquara) e Rio Bauru (Bauru) e respectivos afluentes em
diferentes periodos.

No agrupamento “A” verifica-se a predominancia de pontos relativos a cidade de
Bauru (principalmente amostras situadas no “Rio Bauru”) bem como amostras relativas
a cidade de Araraquara (ETE Jusante e Rib. das Cruzes) onde as concentragdes de E1
foram elevadas. Este agrupamento subdivide-se em dois outros, sendo que nos
componentes em A’ ha predominancia das maiores concentragbes de E1 (3,19 — 16,96
ng mL™") e valores menores dos outros analitos, enquanto em A” ha predominancia de
concentracdes de EE2, além do E1. No agrupamento B tem-se os pontos onde néo foi
detectada/quantificados os niveis de E1, e com menores concentragbes de E2 e E3.

No agrupamento C, encontram-se os pontos com menores concentragdes de E1
principalmente para amostras de Araraquara coletadas em Setembro (0,27 — 2,30 ng
mL") e aqueles em que ndo foram detectados/quantificados E2 e E3, que

correspondem aquelas amostras de Bauru coletadas em Fevereiro.



124

Comparando-se os agrupamentos A e B com o agrupamento C, observa-se que
nos primeiros ha predominéncia de amostras de Bauru coletadas em Setembro e de
Araraquara realizadas em Fevereiro, enquanto que o inverso ocorre em C (amostras de
Bauru de Fevereiro e amostras de Araraquara de Setembro). Tratando-se de corpos
hidricos com caracteristicas diferentes a influéncia da sazonalidade foi distinta para
cada um deles. Em Bauru essa diferenga nao é tdo aparente quanto para Araraquara,
como se pode notar pelo agrupamento dos pontos Bf7, Bf8, Bf13, Bs7, Bs8 e Bs13 com
similaridade préxima a 100%. Metade dos pontos referentes a cidade de Bauru sofre
influéncia da sazonalidade e correspondem aqueles agrupados no dendograma. Por
outro lado, em Araraquara a influéncia da sazonalidade é maior, comprovados pela

separagao dos pontos no dendograma.

4.4.2. Material Particulado em Suspensao
4.4.2.1. Andlise dos Componentes Principais

As componentes principais geradas (CP1, CP2 e CP3) para as amostras de
material particulado em suspensao aquatico explicaram 40,58%, 26,20% e 18,33%,
respectivamente, totalizando 85,11%. As variaveis que possuem maior peso na CP1
sdo a estrona (valor positivo), estriol e etinilestradiol (valores negativos), na CP2 figura
principalmente o estradiol (valor positivo) e na CP3 principalmente a estrona e o estriol
(sentido positivo) e o minoritariamente o estradiol (sentido negativo).

Assim como observado para as amostras de agua, na analise da PCA, os pesos
de cada variavel foram calculados e sao apresentados através de histogramas de
loading e scores (Ver Apéndice E) e, com esses valores foram elaborados os graficos
biplots (Figura 1I1.12) considerando ambos os resultados. Como 85,11% da
variabilidade do sistema em estudo é expresso em 3 CPs, construiram-se 3 biplots
(CP1 — CP2; CP1 - CP3 e CP2 — CP3), entretanto para discussdo dos resultados,
somente estdo apresentados os biplots CP1 — CP2 e CP1 - CP3.
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Figura I11.12. Biplots gerados da analise dos componentes principais (PCA) realizada a partir
das concentragdes dos estrogenos em material particulado em suspensdo do Ribeirdo das
Cruzes, Rio Bauru e respectivos afluentes.
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Na Figura dos biplots verifica-se que a na CP1 o ponto de amostragem “Bs12”
apresenta o maior peso no sentido negativo do histograma, resultado das maiores
concentracdes de E3 e EE2 nesta amostra. Ja para o ponto “Bs9”, que apresenta maior
concentragdo de E2, apresenta maior peso no sentido positivo da CP2 e negativo na
CP3. Além disso, verifica-se em todos os graficos uma maior distribuicdo homogénea
dos dados, por exemplo, as maiores concentragdes de E1 sdo encontradas nas
amostras “Af11”, “As1” e “Bs3” quando analisa-se o biplot CP1 — CP2.

Em linhas gerais, nota-se que as amostras de Bauru estdo mais dispersas
enquanto Araraquara esta somente ligeiramente espacada, porém nada muito
significante. Isso deve estar ligado ao fato desse material particulado retido no filtro
corresponder a solidos suspensos do esgoto e ndo a sedimentos resuspendidos por

acdes naturais como turbagao.

4.4.2.2. Andlise de agrupamentos hierarquicos (HCA)

Para agrupar as amostras em relagéo ao local e periodo de coleta, realizou-se a
analise de agrupamentos hierarquicos, cujo dendograma gerado (Figura I11.13), indica
a formacéao de 4 grupos (clusters) principais.

O agrupamento A é formado exclusivamente por amostras da cidade de Bauru.
Seu subgrupo A’ agrupou os pontos com as menores concentragbes de E1
quantificadas (4,34 — 32,14 ng g') enquanto que em A’ tem-se pontos com
concentragcdes elevadas de E3 e EE2 sendo este ultimo em concentragcdes mais

elevadas em relagédo ao primeiro.
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Figura 111.13. Dendograma da analise de cluster entre as amostras de material particulado em
suspensao coletadas no Ribeirdo das Cruzes (Araraquara) e Rio Bauru (Bauru) e respectivos
afluentes em diferentes periodos.

O agrupamento B constitui um grupo formado por pontos onde foram
quantificadas maiores concentragdes de E2 (299,60 — 758,42 ng g'). O agrupamento C
esta formado majoritariamente (61%) por amostras provenientes de Araraquara e
desdobra-se nos subgrupos C' e C”. Em C’ encontra-se pontos com concentragdes
determinadas de E2 e EE2, sendo que o ponto “Bf11” separa-se em virtude da maior
concentracdo de EE2 em relagdo aos demais. Em C” ha os pontos em que todas as
concentragdes figuram abaixo do limite de detecgdo. Finalmente, no agrupamento D
figuram os pontos com as menores concentragdes de E2 quantificadas (22,36 — 198,5

ngg’).
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4.4.3. Correlagao: local de amostragem x periodo de coleta

De maneira geral ndo se observa a mesma tendéncia generalizada de
separacdao em funcdo do periodo de coleta, conforme observado nas amostras de
agua. As amostras de Araraquara apresentaram menor variagdo, enquanto que as
amostras de Bauru encontraram-se mais dispersas nos agrupamentos. Com o intuito
de complementar as informagdes originadas nas analises multivariadas, PCA e HCA,
foi elaborada uma figura relacionando diretamente os locais em fungdo do periodo
sazonal de realizagdo da amostragem. Na Figura II1.14 observa-se as correlagdes dos
resultados encontrados nos pontos de coleta na cidade de Araraquara e Bauru,

confrontando os periodos de Fevereiro e Setembro.

Araraquara Bauru
Agua | MP Agua | MP

Af1 0,8 As1 Bf1 Bs1
Af2 -0,4 0,6 As2 Bf2 Bs2
Af3 0,3 -0,3 As3 Bf3 Bs3
Af4 -0,2 -0,4 As4 Bf4 Bs4
Afs -0,9 0,7 As5 Bf5 Bs5
Af -0,5 0,8 As6 Bf6 Bs6
Af7 -0,4 0,8 As7 Bf7 Bs7
Af8 -0,4 0,7 As8 Bf8 Bs8
Af9 -0,5 As9 Bf9 0,3 -0,3 Bs9
Af10 | =10 As10 Bf10 0,2 -0,8 | Bs10
Af11 -0,8 0,6 | As11 Bf11 0,5 0,4 Bs11
Af12 | 04 As12 Bf12 0,2 -1,0 | Bs12
Af13 0,2 As13

Af14 0,1 0,1 As14

Af15 0,7 As15

[100 080 060 040 020 000 -020 -040 060 -080 -1,00
corr. alta corr. média corr. baixa/nula corr. média corr. alta
positiva negativa

Figura 1I1.14. indice de correlagdo entre as amostras de agua e material particulado em
suspensao coletadas no Ribeirdo das Cruzes (Araraquara) e Rio Bauru (Bauru) e respectivos
afluentes em diferentes periodos.

Para as amostras de agua coletadas na cidade de Araraquara, com exceg¢ao aos
pontos “P1 - Represa’ e “P15 — Salto grande” a influéncia da sazonalidade é
expressiva,

pois os demais locais de amostragem apresentaram correlagoes

baixas/negativas, indicando que ha contraste de resultados para os dois periodos de
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coleta. Na comparagao dos resultados de “material particulado” verifica-se que existe
maior homogeneidade de dados, coma maioria dos resultados apresentando valores de
correlagdes altas. As maiores variagbes (consequéncia das baixas correlagdes)
ocorrem nos pontos relativos a “ETE Jusante”, “Tanquinho” e “Serralhado”.

Para as amostras de agua coletadas na cidade de Bauru, sao encontradas
baixas correlagdes somente nos pontos P2 — Forquilha, P3 — Ressaca + Forquilha, P9
— Castelo, P10 — Rio Bauru e P12 — Agua Comprida. Nos demais locais de
amostragem, ha correlagdes altas, ndo indicando grandes contrastes em relagéo as
épocas de coleta, quando comparadas os resultados determinados em aguas. Esse
comportamento pode estar associado ao aporte continuo de grandes volumes do
efluente ndo tratado da cidade, ou seja, como a descarga é elevada em qualquer época
do ano, a distribuicdo desses compostos no corpo hidrico ndo sofre influéncia de
periodos chuvosos ou de seca. Para os resultados determinados em amostras de
material particulado na mesma cidade, existe maior numero de pontos de coleta com
correlacdes baixas que pode ser influencia do fator “periodo de coleta”. Os pontos P3,
P4, P5, P6, P7, P15 e P16 apresentam altas correlagdes, entretanto os demais
apresentam resultados que indicam maior dissimilaridade, quando comparadas as

épocas de coleta.



130

Consideragoes do Capitulo III

A analise das amostras ambientais realizadas em condigdes climaticas
diferentes detectou a presenca de pelo menos um estrogeno em aproximadamente
100% das amostras de agua superficial coletadas no Rio Bauru, Ribeirdo das Cruzes e
respectivos afluentes. No MPS, apenas 21,6% das amostras coletadas apontaram a
presenga de estrogenos, sendo grande parte encontrada no particulado do Rio Bauru.

Em Araraquara (Ribeirdo das Cruzes) a ocorréncia dos estrégenos esteve
associada em especial as aguas superficiais com concentragdes entre 0,03 — 2,6 ng
mL™'. Dos estrégenos quantificados, o natural E3 que corresponde ao produto de
degradacgdo do E2, esteve presente em aproximadamente 90% das amostras, o que
pode estar intrinsecamente relacionado ao fato desse manancial receber descarga
pontual do efluente tratado sem pontos difusos expressivos ao longo do seu curso e de
seus afluentes. Por outro lado, foram quantificados todos os estrégenos nas amostras
de agua coletadas do Rio Bauru em concentragdes relativamente maiores em relagéo
ao Ribeirao das Cruzes em virtude da descarga do efluente in natura neste manancial.
No MPS do Rio Bauru, que provavelmente corresponde aos solidos suspensos do
esgoto, apenas E3 e EE2 foram quantificados em elevadas concentragdes.

De maneira geral, infere-se que as quantidades de E1, E2, E3 e EE2, obtidos
nos mananciais para as amostras de agua (0,02 — 17 ng mL™") e material particulado
(758,4 — 14403,8 ng g"') medidos durante as coletas sazonais podem induzir efeitos
estrogénicos em peixes, como vitelogénese e feminizagao provocando, a longo prazo,

impactos negativos sobre a sustentabilidade do ambiente aquatico.



CAPITULO 1V

Ensaios ecotoxicolégicos in vivo e in vitro
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1. Introdugao

1.1. Avaliagao de impacto ambiental: bioensaios

Como os organismos estdo em contato direto com a fase aquosa e sélida do
ecossistema aquatico, € recomendado avaliar a toxicidade da agua, sedimento e
material particulado por analise quimica combinada aos bioensaios. Essa toxicidade é
definida como uma resposta biolégica produzida por um contaminante ou mistura deles
a um ensaio particular de exposigao, seja in vivo ou in vitro.

Até o momento foi desenvolvida uma variedade de ensaios in vivo e in vitro, com
o objetivo de avaliar o impacto ambiental de substéncias téxicas. Os ensaios in vivo
avaliam varios parametros, como massa de orgaos sexuais, diferenciagao celular,
expressado de proteinas e atividade enzimatica (GRAY et al., 1997; BAKER, 2001)
enquanto os ensaios in vitro sdo baseados em mecanismos de acado que elucidam
respostas e utilizam pontos mais definidos do que os ensaios in vivo.

Em linhas gerais, considerando o fato de que o compartimento aquatico recebe
diversos tipos de contaminantes organicos hidrofobicos, os bioensaios in vitro de
avaliacao da atividade estrogénica podem ser usados para estimar a estrogenicidade
total de amostras ambientais contendo as misturas de contaminantes, mas dificilmente
sera possivel atribuir esses efeitos estrogénicos aos componentes exatos e estimar
suas contribuicées para o mesmo (LUO, 2011). Por outro lado, os bioensaios in vivo de
avaliagao dos efeitos biolégicos através de biomarcadores bioquimicos sdo importantes
para elucidar os mecanismos iniciais em niveis moleculares e/ou celulares de resposta
rapida na presenca de contaminantes. Sendo assim, uma combinacdo de bioensaios e
analises quimicas tem sido considerada como uma ferramenta poderosa para
caracterizar em misturas complexas os agentes causadores da atividade estrogénica e

alteracgdes fisioldgicas que podem gerar o stress oxidativo.
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2. Revisao da Literatura

2.1. Ensaios ecotoxicolégicos

A presenca de microcontaminantes como os estrégenos naturais e sintéticos no
compartimento aquatico provoca efeitos adversos em peixes evidenciados
principalmente pela indugdo da vitelogenina (proteina presente em fémeas) no plasma
de machos, redugdo do indice gonadossomatico e mobilidade do esperma, e
alteragdes hormonais diversas (CHEN, 2012). Além disso, ja foi relatado que os
esteroides podem alterar a atividade do citocromo P450 na isoforma CYP1A (YAN et
al., 2013).

A combinagao de analises quimicas com ensaios bioldgicos in vitro e/ou in vivo,
€ utilizada como ferramenta para avaliar o potencial téxico de muitas substancias no
ambiente e fornecer informagdes complementares para a avaliacdo do risco

ecoldgico da contaminagao encontrada (DUONG et al., 2010a; WANG et al., 2011).

2.1.1. Teste de estrogenicidade - Recombinant Yeast Assay (RYA)

Os bioensaios in vitro, principalmente aqueles baseados nos mecanismos de
acao dos estrégenos, sao importantes para identificar e avaliar os estrégenos
ambientais, pois representam meios eficazes e eficientes de avaliagdo rapida da
estrogenicidade de um grande numero de amostras ambientais (ZACHAREWSKI,
1997; CESPEDES et al., 2004). Porém, é essencial estar atento & interpretagdo dos
resultados uma vez que a informacédo gerada é geralmente mais indistinta quando
comparada as experiéncias em animais, ou seja, 0s ensaios in vitro avaliam a atividade
estrogénica total de uma amostra.

A maioria desses ensaios in vitro esta classificada dentro de uma das trés
categorias: a) ensaios de ligagdo competitiva ao receptor de estrogeno humano (REh),
que verificam a afinidade de ligagdo de um composto quimico ao RE; b) ensaios de
informacdo génica, que determinam se a transcricdo e traducdo génica séao

dependentes da interacdo do RE com seu ligante; e ¢) ensaios de proliferagcao celular,
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que avaliam o aumento do numero de células alvo, durante a fase exponencial de
proliferagao ( FANG et al., 2000).

No ensaio com levedura recombinante, ou simplesmente ensaio RYA (do inglés,
Recombinant Yeast Assay), a atividade estrogénica é resultado da interagao direta com
o RE (WANDA et al., 2006). Este teste inclui a utilizagdo da levedura Saccharomyces
cerevisiae geneticamente modificada para expressar dois elementos genéticos: um
gene sensor, o RE, e um gene reporter, contendo o elemento responsivo a estrogeno
do gene da vitelogenina B1 de Xenopus laevis, o qual promove a expressao da enzima
B-galactosidase pela ativagdo do gene lacZ (BOLDRIN et al., 2013; GARCIA-REYERO
et al., 2001; 2005).

O gene repérter € construido de uma forma que esta enzima so sera expressa
na presenga do complexo receptor-ligante, imitando o mecanismo pelo qual muitos
genes responsivos a horménios sdo regulados nos vertebrados (CESPEDES et al.,
2005; NOGUEROL et al., 2006). A expressao do gene reporter € entdo monitorada por
sua atividade enzimatica utilizando substratos, cujos produtos séo faceis de detectar e
quantificar (NOGUEROL et al., 2006). Neste teste, € utilizado como substrato 4-
metilumbeliferona B-D-galactopiranosideo (MuGal), cuja hidrélise promove a formagao
de um produto fluorescente 4-metilumbeliferona, medido em espectrofotémetro (355
nm de excitacdo e 460 nm de emissdo). Uma curva dose-resposta relacionando a
atividade da enzima B-galactosidase com a concentragdo de estradiol € usada para
atribuir um valor estradiol-equivalente (EEQ) (NOGUEROL et al., 2006; FERNANDEZ
et al., 2009).

Metzger et al. (1988) apud Graumann e colaboradores (1999) demostraram as
mesmas fungdes do REh em levedura, o que torna possivel utilizar células
leveduriforme para esses tipos de ensaios in vitro. Além disso, a levedura ndo tem um
sistema enddgeno homologo de receptores nucleares de vertebrados que poderiam
interferir com o0 ensaio e o0 processo de alteracdo conformacional e pds-transducional
da proteina de vertebrados em levedura é muito semelhante ao das células de
mamiferos, o que resulta na preservacao da estrutura do receptor quando expresso em
levedura (RESENDE, 2011).
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A estrogenicidade de um composto ou amostra ambiental pode variar, devido as
diferencas na afinidade e ativagao do receptor ou a ativacdo/desativacdo de vias nao
mediadas pelo receptor de traducdo do gene repérter (JAROSOVA et al., 2014). Os
alteradores endocrinos, por exemplo, apresentam tal atividade, devido entre outros
parametros, a semelhangas estruturais com o estrégeno natural 17B-estradiol,
principalmente pela presenca de grupos fendlicos (GRAUMANN, 1999).

Os ensaios in vitro constituem uma alternativa rapida de triagem quando
comparados com estudos in vivo ou cultura de células uma vez que sao mais simples e
mais facil de realizar (PASSOS et al., 2009). Além disso, permitem a avaliagcdo de um
grande numero de amostras ambientais e substancias quimicas a um baixo custo
(CESPEDES et al., 2004), é especifico, sensivel e reprodutivel (PASSOS et al., 2009),
tem um tempo experimental relativamente curto e ndo exige técnica asséptica rigorosa

quando comparado a outros ensaios de células cultivadas (KAMATA et al., 2011).

2.1.2. Biomarcadores de contaminacgao aquatica

Devido a ampla distribuicdo em diversos habitats aquaticos, os peixes possuem
papel ecologico fundamental sendo considerados excelentes modelos experimentais
para estudos de toxicologia aquatica, pois alertam sobre o potencial de perigo de
substancias quimicas ou para a evidéncia da poluicdo ambiental (MASCHIO, 2009;
VAN DER OOST et al., 2003).

Uma vez no ambiente aquatico, os compostos hidrofdbicos podem ser
absorvidos pelos peixes por quatro vias: alimentagao, branquias, ingestdo da agua e
através da pele. Uma vez incorporados, os poluentes podem ser acumulados nas
bréanquias, figado, rim, intestino e musculo. As altera¢cdes enzimaticas nos tecidos
hepatico e branquial sdo amplamente utilizadas para predizer o potencial toxico dos
contaminantes principalmente porque branquias estdo em contato permanente com o
ambiente aquatico e apresentam uma area superficial muito grande, representada
pelas lamelas. Ja o figado é o primeiro érgédo na biotransformagao dos xenobidticos, de
modo que suas células ficam expostas a um nivel elevado de agentes quimicos que

podem estar presentes no meio ambiente ou em outros 6rgéos do peixe (SILVA, 2004).
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Além do efeito na mortalidade, mais comumente avaliado, é possivel também
estimar alteragdes nas condigdes fisiologicas e/ou metabdlicas dos individuos através
da medida de parametros biologicos denominados indicadores biolégicos ou
biomarcadores (AMORIM, 2003; SANCHES, 2014).

Segundo Van der Oost (2003) biomarcadores sao medidas em fluidos corporais,
células ou tecidos que podem indicar modificagbes bioquimicas ou celulares
resultantes da exposicdo a agentes externos, tais como contaminantes. Os
biomarcadores estdo subdividos em trés classes: de exposi¢ao (ou acumulagdo), onde
ocorre a mensuragcdo da substancia em orgaos-alvo através de determinagdes
analiticas ou bioquimicas; de efeito (ou impacto), com avaliagcbes bioquimicas e
fisiologicas; e de  susceptibilidade, onde a exposicdo altera o
funcionamento/expressdo normal do organismo (SANTOS, 2012). Dentre os
biomarcadores bioquimicos de efeito mais estudados na avaliagdo da agao toxica de
poluentes em organismos aquaticos, estdo enzimas de biotransformacao e parametros
de estresse oxidativo.

Na presenca de contaminantes, o metabolismo de detoxificagdo dos organismos
aquaticos age de forma a eliminar esses compostos, transformando-os em substancias
mais polares através de reagdes catalisadas por enzimas, facilitando a excrecao e
eliminacdo (RAMSDORF, 2011). As enzimas envolvidas nesse processo de
biotransformacdo séo as de Fase I (reagdes de oxidagado, reducdo e hidrolise) e de
Fase II (reagdes sintéticas ou de conjugacao). Na Fase III do mecanismo de

detoxificagdo ocorre excregdo dos metabdlitos gerados nas etapas anteriores.

21.21.Fasel

As reacodes da fase I sdo catalisadas pelas enzimas do citocromo P450, que séo
hemeproteinas ligadas a membrana, localizadas predominantemente no reticulo
endoplasmatico de células hepaticas (VAN DER OOST, 2003). Em peixes, a principal
funcdo do sistema metabdlico de fase I é frequentemente mensurada através da
atividade da EROD (7 — etoxiresorrufina-O-deetilase) (LENNQUIST et al., 2008; SOLE

et al., 2010), considerada como um marcador bioquimico de exposicdo a
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contaminantes orgénicos. Essas enzimas de fase 1 s&o responsaveis pela
metabolizacdo de compostos enddgenos e xenobidticos, tornando-os hidrofilicos. Isto
facilita sua eliminagdo da célula através de sistemas de transporte tipo ABC ou pela
conjugagao através de enzimas de fase Il.

O complexo multienzimatico P450 possui diferentes isoformas (subfamilias). A
EROD corresponde a isoforma 1A do citocromo P450 (CYP1A) quando age sobre o
substrato 7-etoxi-resorufina para produzir a resorufina, que pode ser mensurada por

espectrofluorometria (Figura IV.1).

T-etii-resorufina r&s.u:lruﬁn a

e ..-""
?—'-t«'.m-r-'-wn. fins-o-desfilase
(CYP1A)

Figura IV. 1. Acdo da EROD sobre o substrato 7-etéxi-resorufina. Adaptado de Whyte et al.
(2000).

A atividade da EROD é uma medida catalitica sensivel para determinar a
resposta do sistema cytP450 em peixes. Essa atividade é altamente induzida pela
presenga de HPAs, PCBs e dioxinas (NOGUEIRA, 2008; VAN DER OOST et al., 2003).

21.3.2. Fase 11

O metabolismo da fase Il estd associado a enzimas de conjugagéo, tais como a
glutationa-s-transferase (GST), responsavel pela conjugacdo da glutationa reduzida
(GSH) com uma variedade de compostos eletrofilicos provenientes da Fase I (Figura
IV. 2) sendo também importante no processo de detoxificacdo de xenobidticos,
tornando-os mais hidrofilicos, permitindo que o sistema de transporte elimine estes
conjugados para o meio extracelular (TREVISAN, 2008; SILVA, 2007). Pode ser
considerada uma importante enzima de defesa celular contra ambientes oxidantes,
auxiliando os organismos na adaptacéo a novas condi¢oes de exposi¢cao (OLIVEIRA et
al., 2010).



138

Cl CHy
NO, CH,
+ GgsH _GST + HCl
NO, CHj

Figura IV. 2. Reacdo da GSH com o substrato CDNB catalisada pela GST. Adaptado de
Nogueira (2008)

A atividade de GSTia € medida utilizando o substrato artificial 1-cloro-2,4-
dinitrobenzeno (CDNB) por apresentar vasta detecgédo para a maioria das isoformas de
GSTs. Essa atividade pode ser induzida pela presengca de HPAs, PCBs, OCPs e
PCDDs (VAN DER OOST, 2003).

A GST e o citocromo P450, por serem enzimas sensiveis a compostos
exdgenos, tém sido amplamente utilizados como biomarcadores de biotransformagéo
(TREVISAN, 2008).

2.1.2.3. Parametros de estresse oxidativo

Durante o processo de biotransformacédo pode ocorrer a geragado dos radicais
hidroxil e ion superéxido, além de perdoxido de hidrogénio. Essas espécies sao
conhecidas como espécies reativas de oxigénio (ERO) (CONSTANTINI, 2010; SILVA,
2007). Por sua vez, as enzimas do sistema de defesa antioxidante atuam para
combater as EROs e minimizar os danos oxidativos causado por elas. Em outras
palavras, as enzimas antioxidantes, tais como a superéxido dismutase (SOD), a
catalase (CAT) e a glutationa peroxidase (GPx) formam um sistema de defesa que
tende a diminuir a concentracdo de oxi-radicais, através da conversdo de radicais
reativos em moléculas n&o reativas (VAN DER OOST, 2003).

Um desbalanco entre a produgcdo das EROs e a atuagdo de enzimas
antioxidantes gera o estresse oxidativo (SANCHES, 2014). As principais
consequéncias do estresse oxidativo sdo a lipoperoxidacdo da membrana celular
(LPO), a oxidagao de proteinas e as lesées ao DNA e RNA (SILVA, 2007).
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2.1.3.4. Defesas antioxidantes

Entre as principais defesas antioxidantes enzimaticas da célula estdo as
enzimas superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx).
As SOD sao metaloenzimas que catalisam a transformacgao de radicais superdoxidos em
peroxido de hidrogénio e oxigénio (Equagcao 1), protegendo as células dos efeitos
toxico desses radicais (VAN DER OOST et al., 2003).

202_.4'2 H+—>H202+02 (1)

A medida de atividade da SOD é realizada através de ensaios indiretos em que
o superoxido O2" gerado reduz o citocromo ¢ provocando aumento de absorbancia em
550 nm. A adicdo da amostra contendo a SOD promove um decréscimo na velocidade
de redugao do citocromo ¢, uma vez que a SOD compete com o mesmo pelo Oy
(NOGUEIRA, 2008).

Para a eliminagdo de peroxidos existem duas enzimas principais, a CAT e a
GPx. A CAT ¢é uma enzima localizada nos peroxissomos das células e fisiologicamente
promove a redugao do peroxido de hidrogénio produzido pelo metabolismo de acidos

graxos em agua e oxigénio molecular (Equacgao 2) (VAN DER OOST, 2003).

2 H,0, - 2 H,O + O, (2)

Para mensurar da atividade da CAT é comumente utilizado um ensaio que
acompanha espectrometricamente (240 nm a 30°C) a velocidade de decomposicao do
H,0, pela enzima.

A GPx, por sua vez, catalisa a reducédo de perdxido de hidrogénio bem como
uma variedade de peroxidos lipidicos em seus alcoois correspondentes usando
elétrons da GSH gerando assim, glutationa dissulfeto (GSSG) (Equagao 3) (ZHANG et
al., 2004; NORDBERG e ARNER, 2001).

ROOH + 2GSH — ROH + GSSG + H,0 (3)



140

Embora ndo seja exatamente uma enzima de defesa antioxidante, a GR é
importante para manter a homeostase entre glutationa reduzida e dissulfeto
(GSH/GSSG) sob condi¢cdes de estresse oxidativo. Para evitar a deplegdo da GSH e
aumento da GSSG, a glutationa redutase (GR) reduz a GSSG a custa de NADPH,
regenerando a GSH e mantendo desta forma o estado redox intracelular (TREVISAN,
2008). A atividade da GR pode ser medida espectrometricamente pelo decréscimo nos
niveis de NADPH, consumido pela enzima ao converter GSSG em 2GSH.

Da mesma forma, a enzima glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH) n&o deixa
de estar envolvida com as defesas antioxidantes, pois fornece os equivalentes
redutores (NADPH) para regeneracao de GSSG. Quando o fornecimento de NADPH
fica prejudicado, a fungao antioxidante da glutationa também fica afetada, pois a GSSG
ndo pode ser regenerada, causando sérios danos ao metabolismo celular. Neste
sentido, a G6PDH também pode ser considerada uma enzima antioxidante co-
adjuvante (TREVISAN, 2008). Ainda, é importante ressaltar que a G6PDH fornece
NADPH também para as reac¢des de biotransformacao catalisadas pelos citocromos
P450.

2.1.3.5. Lipoperoxidagao

A presengca das EROs podem causar danos ao DNA, as proteinas e aos
lipideos, afetando diretamente a permeabilidade das membranas celulares pelo
processo de peroxidacao lipidica (SANCHES, 2014). Entre os produtos finais formados
durante o processo de lipoperoxidagdo, destacam-se compostos como cetonas e
aldeidos, tal como o malondialdeido (MDA) que pode ser quantificado e usado como
indicativo de estresse oxidativo (VAN DER OOST et al., 2003).

O MDA pode atacar proteinas quando presente em ambientes de baixo pH,
reagir com bases de DNA gerando lesbes mutagénicas e pode ser mensurado por meio
da reagdo com o acido tiobarbiturico sob altas temperaturas e baixo pH, gerando um
produto com cor que pode ser detectada em 532 nm, sendo usado como um indicador
de lipoperoxidagao (TREVISAN, 2008).
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3. Materiais e Métodos

Para o ensaio com levedura recombinante (RYA) e testes toxicoldgicos in vivo
foram escolhidos apenas trés pontos amostrais de cada manancial, inseridos no estudo
analitico, de forma que fornecesse uma visdo prévia da situacdo ambiental e possivel
contaminagao aquatica causada pelo langamento de efluente doméstico seja tratado ou

nao tratado.

3.1. Ensaios de estrogenicidade in vitro — RYA

Para avaliacdo do potencial estrogénico das amostras ambientais o experimento
foi realizado utilizando a linhagem BY4741 da levedura S. cerevisiae contendo o gene
do receptor de estrogeno humano. Estes ensaios foram realizados no Laboratério de
Mutagenicidade da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas — UNESP - Campus
Araraquara, coordenado pela Profa. Dra. Eliana Varanda, seguindo o protocolo descrito
por Garcia-Reyero et al. (2005).

A levedura BY4741 foi descongelada do estoque a -70°C, semeada em meio
minimo sélido, suplementado com 0,1 g/ L de marcadores prototréficos necessarios -
histidina e metionina), utilizando a técnica de esgotamento por estrias e incubada a
30°C, por 2-3 dias para obtencdo de colbnias isoladas. A seguir, uma col6nia isolada
da placa de meio minino foi subcultivada em 3 mL de meio rico (YPD — Yeast Nitrogen
Base) liquido por 16 horas. Entdo, 10 uL dessa cultura foram inoculados em 30 mL de
meio minimo liquido, o qual foi incubado a 30°C por aproximadamente 14 horas. A
cultura final foi ajustada a uma densidade éptica (DO 600nm) de 0,1 (NOGUEIROL et
al., 2006).

Dessa cultura final foram adicionados 90 pyL na primeira linha e 50 yL nos
demais pogos de uma placa de microtitulagdo de polipropileno de 96 pogos (NUNC,
Roskilde, Dinamarca), previamente siliconada. Em seguida, 10 yL das amostras de
agua superficial e material particulado submetidas ao processo de extracdo dos
estrogenos, ressuspendidas em dimetilsufoxido (DMSO), foram adicionados na

primeira linha, e posteriormente submetidas a diluigdo seriada, transferindo-se
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sequencialmente 25 uL do pogo anterior para o proximo, para que no final todos os
poc¢os contenham 50 pL e diferentes diluigdes das amostras, com fatores de diluicao de
1:10, 1:30, 1:90, 1:270 e 1:810. Como controles negativo e positivo foram utilizados o
solvente da amostra (DMSO a 10%) e 17-B-estradiol (Sigma Aldrich - Brasil) 10 nM,
respectivamente. As placas foram incubadas por 6 horas a 30°C, sob agitacdo suave.
Apods a incubacéao, 50 uL de tampéo de lise (Y-PER, Pierce, Rockford, IL, EUA)
foram adicionados a cada poco e novamente incubados a 30°C por 30 minutos.
Posteriormente, 50 pL de solugdo tampao suplementado com MuGal foram adicionados
as células lisadas. Apds breve centrifugagdo, as placas foram lidas em um
espectrofotbmetro em comprimentos de onda de 355 nm de excitacdo e 460 nm de
emissdo e os valores da atividade da [-galactosidase foram calculados pelo aumento
das unidades de fluorescéncia em relagdo ao tempo, usando o método de regressao
linear padrdo. Os valores de estrogenicidade foram descritos como equivalentes de
estradiol (EEQ) ng L-1, que é definido como a concentragéo de estradiol que induz a

mesma resposta que a amostra no ensaio RYA.

3.2. Biomarcadores bioquimicos in vivo

Esta parte do trabalho de tese foi efetuada no Laboratério de Biomarcadores de
Contaminacdo Aquatica — LABCA/IBILCE/UNESP — Campus Séo José do Rio Preto,
coordenado pelo Prof. Eduardo Alves de Almeida. Para este ensaio, a coleta foi
realizada somente em Outubro, pois em Fevereiro estava chovendo fortemente na
cidade de Bauru com pontos de alagamento, impossibilitando a amostragem. Foram
coletados 60 litros de agua em cada sitio amostral, utilizando garrafao de polipropileno
(capacidade 20 litros), previamente limpo com detergente neutro, agua corrente e

acetona.

3.2.1. Obtencao e manutengao dos organismos teste

Os peixes da espécie Astyanax sp. (lambari) (Figura IV. 3) foram adquiridos na
Casa das Iscas, localizada na cidade de Séo José do Rio Preto/SP e mantidos em
adaptacao as condi¢cbes do laboratério durante o periodo de aproximadamente um
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més. Os lambaris foram expostos a agua do rio dos mananciais de Araraquara e Bauru
em aquarios experimentais por cinco dias. Foram coletados figado e branquias de cada
organismo para analise das enzimas 7-etoxiresorufina-0-deetilase (EROD), glutationa-
S-transferase (GST), catalase (CAT), superoxido dismutase (SOD), glutationa
peroxidase (GPx), glutationa redutase (GR), glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH)
e malondialdeido (MDA).

FiguraIV. 3. Peixe da espécie Astyanax sp. utilizado neste trabalho.

3.2.2. Exposicao dos organismos testes

A exposicao foi feita em aquarios de 40 cm x 24 cm x 19 cm (~18 litros),
mantidos em aeragéo constante. Em cada aquario foram adicionados 9 litros de agua
e, devido ao pouco volume de amostra de tecido (figado e branquias) possivel de se
extrair de cada peixe, cada aquario recebeu trés peixes (uma amostra é representada
pelo pool de trés animais) e cada grupo experimental foi constituido de cinco aquarios
(n=5). No total, o experimento contou com 7 grupos experimentais (Figura IV.4),

conforme descrigcdo do Quadro 1.
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Figura IV.4. Esquema da montagem dos experimentos de exposicao in vivo. Adaptado de Lima,

2011.

Quadro 1. Descrigdo dos grupos experimentais utilizados para os ensaios com biomarcadores

bioquimicos.
Grupo | Controle: sem adi¢cao da agua do rio. Utilizou-se agua filtrada de pocgo artesiano
G ' Ponto situado a montante do lancamento de efluente no Ribeirdo das Cruzes
rupo
(Araraquara). Corresponde ao ponto 11.
G " Ponto situado exatamente a montante do langcamento de efluente no Ribeirdao das
rupo
Cruzes (Araraquara). Corresponde ao ponto 13.
G v Ponto situado exatamente a jusante do langamento de efluente no Ribeirao das
rupo
Cruzes (Araraquara). Corresponde ao ponto 14.
GrupoV  Ponto onde tem inicio o Rio Bauru. Corresponde ao ponto 3.
Primeiro ponto no perimetro urbano sob influéncia de efluente. Corresponde ao
Grupo VI
ponto 5.
Ponto situado a jusante dos langamentos de efluente ao longo do Rio Bauru.
Grupo Vi

Corresponde ao ponto 10.

Apds o periodo de exposi¢cao, os animais foram coletados, anestesiados por

imersdo dos peixes em 5 L de agua contendo 100 mg L™ do anestésico benzocaina,

medidos e pesados. Em seguida, foi feito um corte ventral nos animais para a retirada
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do figado e das branquias que foram imediatamente congelados a -80°C para posterior

analise.

3.2.3. Preparo das amostras

Os tecidos (figado e branquias) foram pesados (~ 150mg de cada) e
homogeneizados em 1:4 (m:v) de tampao Tris 50 mM, pH 7,4 contendo inibidor de
protease phenylmethanesulfonylfluoride (PMSF). Para analise da MDA, foram
recolhidos 100 yL dessa aliquota e estocados em freezer -80° C. Para obteng&o dos
microssomas hepaticos, o homogenato foi centrifugado a 10.000 g por 20 minutos (4
°C), e o sobrenadante foi centrifugado novamente por 50.000 g por 60 minutos (4°C)
para obtencao da fragao citosdlica e do pellet microssomal. As atividades enzimaticas
de SOD, CAT, GPx, GR, G6PDH e GST foram medidas na fragao citosélica. Na porgao
microssomal analisou-se a atividade da EROD como indicativo de atividade do

citocromo P450.

3.2.4. Andlise dos parametros bioquimicos
3.2.4.1. 7-etoxiresorufina-o-deetilase (EROD)

A atividade da EROD foi medida em leitor de microplacas por método
fluorimétrico na fragcdo microssomal dos extratos proteicos. O método consiste na
formagao de resorufina, que é fluorescente (Aexc = 537 nm, Aemis = 583 nm), catalisada
pela EROD. Foram adicionados aos pocos tampéo fosfato de potassio 80 mM, pH 7 4,
além de solucao de 7-etoxiresorufina 335 yM, NADPH 10 mM e extrato microssomal. A
reacao foi observada por 5 min, a 30°C. Os resultados séo expressos em pmol/min/mg

de proteina.

3.2.4.2. Glutationa-S-transferase (GST)

A atividade da GST foi avaliada pelo método de Keen, Habig e Jakoby (1976),
adaptado para leitor de microplacas. A amostra foi adicionada a um meio de reacgao
contendo tampdo fosfato de potassio 0,1 M, pH 6,5 100 mM de 1-cloro-2,4-
dinitrobenzeno (CDNB) e 100 mM de GSH. O aumento de absorbancia foi
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acompanhado a 340 nm a temperatura ambiente e a atividade enzimatica é
proporcional a velocidade de produgdo do composto conjugado. Os resultados foram

expressos em U/mg de proteina.

3.2.4.3. Catalase (CAT)

A atividade da CAT foi medida pelo método de Beutler (1975), quantificando a
velocidade de decomposigao do peroxido de hidrogénio pela enzima no primeiro minuto
da reacdo, por meio do decréscimo de absorbancia em 240 nm a 30°C. O meio de
reagao continha H,O, 10 mM, Tris 1 M e EDTA 5 mM, pH 8,0. Os valores de atividade
da CAT séao expressos em U/mg de proteina. Uma unidade de CAT corresponde a

guantidade de enzima que hidrolisa 1 pmol de H,O, por minuto, a 30°C em pH 8,0.

3.2.4.4. Glutationa peroxidase (GPx)

A andlise da GPx foi feita pela técnica de Sies et al. (1979), adaptado para o
leitor de microplacas. A atividade é acompanhada indiretamente pelo desaparecimento
do NADPH medido através do decréscimo de absorbancia a 340 nm, promovido
durante a reducgao da glutationa oxidada (GSSG). A reducao é catalisada por glutationa
redutase (GR) em presenga de NADPH a 30°C. O meio de reacao continha tampao
fosfato de potassio 0,1 M, EDTA 5 mM, pH 7,0, NADPH 20 mM, GR 0,1 U/ml e

glutationa reduzida 0,1 M. Os resultados séo expressos em U/mg de proteina.

3.2.4.5. Glutationa redutase (GR)

Ao utilizar o substrato GSSG a enzima consume NADPH, que € acompanhado
em 340nm. A velocidade de consumo de NADPH, em condicdes de saturacao,
expressa a atividade enzimatica (CARLBERG e MANNERVIK, 1985). O ensaio
enzimatico foi realizado em tampéo fosfato de potassio 100 mM, EDTA 1mM, pH 7,0
contendo 0,2 mM de NADPH.
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3.2.4.6. Glicose 6-fosfato desidrogenase (G6PDH)

Na presenca de G6PDH, o NADPH é formado a partir de nicotinamida- adenina-
dinucleotideo-fosfato (NADP™) e, dessa forma, o aumento da absorbancia é medido em
340 nm (GLOCK e MCLEAN, 1953). O ensaio enzimatico € realizado em tampao
Tris/HCI 50 mM pH 7,4 contendo 0,127 mM NADP* e 3 mM de cloreto de magnésio
(MgCly). Como substrato iniciador utiliza-se 1,5 mM de glicose-6-fosfato (G6P).

3.2.4.7. Peroxidacao lipidica

Para avaliar os niveis de peroxidagao lipidica nos tecidos, foi detectada a
presenga do produto formado entre o MDA (produto da lipoperoxidacéao) e o acido 2-
tiobarbiturico, via HPLC-UV/VIS em 532 nm (ALMEIDA et al., 2003, 2004). Foram
adicionados a aliquota recolhida durante o preparo das amostras, 300 uL de solucao de
acido 2-tiobarbiturico (TBA) 0,4% diluido em HCI 0,2M. As amostras foram incubadas
por 40 minutos a 90°C. Depois deste periodo, as amostras de MDA-TBA foram
extraidas com 1 mL de n-butanol apds centrifugagdo a 3500 x g por 3 minutos. No
HPLC, as amostras de MDA-TBA foram injetadas diretamente (20 yL) e monitoradas a
532 nm a 40°C. A fase mével consistiu de solugao fosfato de potassio monobasico 50
mM, pH 7,0 com 40% metanol, bombeada isocraticamente (1 mL/min). A coluna
utilizada foi uma LC-18 (150 x 4,6 mm, 5 ym de didmetro de poro). A quantificagédo do
MDA foi feita com base em uma curva padrao, injetando-se previamente no HPLC
concentragbes conhecidas de MDA-TBA. Os dados sdo expressos em pmol de
TBARS/g tecido (TBARS: thiobarbituric acid reactive substances).

3.2.5. Analise estatistica

Através do programa estatistico STATISTICA 6.0, foram realizados testes para
se verificar a normalidade (Shapiro-Wilk) e homogeneidade (Levene) dos dados. No
caso de dados paramétricos, ou seja de distribuigdo normal e variadncia homogénea (p
> 0,05), os parametros entre os diferentes tratamentos foram comparados por analise
de variancia ANOVA seguida pelo teste de Tukey ou Fisher LSD no qual é apontado

em entre quais grupos existe a diferenca estatistica. No caso de dados nao normais ou
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nao homogéneos, foi aplicado o teste de Kruskall-Wallis. Diferengas significativas entre
os grupos foram aceitas com p<0,05.

Os dados sao apresentados como média mais ou menos o desvio padrédo. A
atividade das enzimas foi expresso como mU, sendo que uma Unidade foi considerada
como a quantidade da proteina que € capaz de consumir 1 ymol de substrato/ml/min de

reagao.
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4. Resultados e Discussao

4.1. Atividade estrogénica — RYA

As amostras coletadas (agua e MPS) nos pontos selecionados foram
submetidas ao processo de extragao correspondente e o extrato final seco foi entao
ressuspendido em dimetilsuféxido (DMSO) para analise da atividade estrogénica. Em
comparagao com o estrégeno natural, 17-B-estradiol, compostos ou amostras podem
ser classificados de acordo com sua poténcia. Uma vez que os efeitos in vivo do 17 -
estradiol sdo bem documentados, este composto funciona como uma referéncia para a
priorizagdo do composto ou identificacdo dos riscos dos estrogenos ambientais
(VANPARYS et al., 2010). Os resultados da avaliagdo da atividade estrogénica (EEQ

nM) obtidos para as amostras testadas foram dispostos na Tabela IV. 1.

Tabela IV. 1. Atividade estrogénica expressa em equivalentes de estradiol (EEQ nM) + desvio
padrao dos extratos de agua superficial e MPS do Ribeirdo das Cruzes (Araraquara/SP) e Rio
Bauru (Bauru/SP).

Amostras Campanha Fev Campanha Set
P11 H20 75148 4,0+£0,5
P13 H20 319 1,0+£0,2
P14 H20 880 + 244 4,0+04
ARARAQUARA
P11 MPS 0,77 £1 1,0+£0,3
P13 MPS 57 + 82 0,5+0,3
P14 MPS 17 £10 1,0+£0,5
P3 H20 16+ 13 43 +23,4
P5 H20 nd 263 £242,3
P10 H20 nd 97 + 156,8
BAURU
P3 MPS 0,4+0,1 0,5+0,3
P5 MPS 7,01 1,0+ 0,05
P10 MPS 1,0+£0,2 0,4+0,3

Além dos valores de EEQ geral, a atividade estrogénica das amostras foi
analisada por meio da avaliagao da atividade da enzima [3- galactosidase (expressa em

unidades de fluorescéncia), a qual sé é expressa quando ha na amostra, constituintes
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capazes de se ligar aos receptores estrogénicos presentes na levedura modificada. Na
Figura IV. 5, pode-se verificar a atividade estrogénica, expressa em unidades de
fluorescéncia, dos extratos de agua e MPS, sendo as médias de fluorescéncia

comparadas com as do controle negativo (DMSO a 10%).
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Figura IV. 5. Atividade estrogénica para amostras ambientais agua e MPS em unidades
arbitrarias de fluorescéncia da B-galactosidase. Os valores sdo médias de 3 experimentos
independentes. Controle positivo, 17-3-estradiol, FU = 10296 + 2316.

Os resultados obtidos mostraram potencial estrogénico significativo para as
amostras de agua superficial coletadas no Ribeirdo das Cruzes e Rio Bauru em ambas
estagdes. Embora, nas amostras correspondentes aos dois sitios de amostragem no
Rio Bauru (Pto 5 e Pto 10) coletadas no més de Fevereiro, o valor de EEQ nao tenha
sido detectado, possivelmente por estar fora da faixa de aplicagcdo do método, ambas
amostras foram capazes de gerar ativacdo da enzima [-galactosidade, quando
comparadas ao controle negativo, inferindo um provavel potencial estrogénico.

No Ribeirdo das Cruzes (Araraquara), os valores de EEQ foram superiores no
més de Fevereiro comparado a Setembro, possivelmente devido a presengca do
estrogeno natural E3 (0,15 — 0,21 ng mL™") quantificado em todos os pontos amostrais
(exceto P14AQA). Embora E3 apresente potencial estrogénico inferior em relagdo ao
E2 (também quantificado), as concentragdes detectadas do E3 foram maiores em
relacdo ao E2. Além disso, a presenga de outros compostos similares estruturalmente

ao estrégeno natural 17 B-estradiol, pode conferir potencial estrogénico significativo a
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amostra. Dessa forma, infere-se que o maior potencial estrogénico verificado em
Fevereiro, pode ser atribuido a combinagao de diferentes compostos ao estriol que,
juntos, foram mais estrogénicos em relagdo a Setembro, onde foram detectadas
concentragdes de E1 superiores (2,3 —4,1 ng mL™).

Para o Rio Bauru, o potencial estrogénico foi maior em Setembro comparado a
Fevereiro, o que pode ser explicado também pela presenga do estrogeno natural E3
(0,02 — 0,3 ng mL™") combinado ao sintético 17 a-etinilestradiol (0,16 — 0,2 ng mL™),
considerado mais potente e mais estavel em agua em relagéo aos estrogénios naturais.
Segundo Ferreira (2008), em ensaios in vitro a poténcia estrogénica de 17a-
etinilestradiol € da mesma ordem de grandeza do 17B-estradiol.

Para a maior parte das amostras de material particulado em suspensdo os
valores de EEQ sé&o baixos e unidades de fluorescéncia ndo diferem estatisticamente
do controle negativo evidenciando baixo potencial estrogénico com exceg¢ao para os
pontos 13 e 14 do Ribeirdo das Cruzes e ponto 5 do Rio Bauru que expressaram
potencial estrogénico significativo no més de Fevereiro, nos quais nota-se altos valores
de EEQ e atividade enzimatica estatisticamente significativa quando comparada ao
controle negativo. Nesses pontos amostrais foi detectada apenas a presenca de E3 no
Pto 5 Bau, portanto esse aumento no potencial, possivelmente, esta associado a outros
compostos.

Dessa forma, é conveniente frisar que este ensaio € um resultado preliminar que
aponta somente a presenga ou auséncia de potencial estrogénico de misturas
complexas, como as matrizes de interesse ambiental. E impossivel afirmar quais s&o
os agentes causadores uma vez que no RYA qualquer composto estruturalmente
semelhante ao horménio natural 17 B-estradiol pode interagir com o RE e induzir a
expressao génica semelhante a do hormdnio estrogénio, embora a uma menor
afinidade (FERGUSON, 2001). Isso acontece porque os receptores esteroidais séo
receptores nucleares pouco seletivos. Dessa forma, valores de EEQ elevados
evidenciam apenas a presengca de compostos com afinidade pelo receptor de
estrogeno (ER) presente na levedura. Nesse trabalho, a Correlagdo de Pearson foi

utilizada para estabelecer a relagdo entre os estrogenos e o potencial estrogénco
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(EEQ), porém os resultados nao apresentaram relagao direta, evidenciando que o
ambiente € estrogénico e principalmente que os estrégenos presentes no meio nao
atuam sozinhos no potencial observado para as amostras do Ribeirdo das Cruzes e Rio
Bauru, coletadas nas campanhas sazonais.

Por exemplo, observando o ponto mais estrogénico (P14 do Ribeirdo das
Cruzes) nota-se que o mesmo forneceu como EEQ geral 880,0 nM embora nas
analises quimicas nenhum dos estrégenos tenha sido detectado. Isso significa que a
amostra tem uma atividade estrogénica equivalente a uma concentragdo de 880,0 nM
de estradiol que provavelmente é ocasionado por xenoestrégenos diferentes.

Moura (2009) verificou que o potencial estrogénico de afluente e efluente de ETE
da UGRHI — 13 foi atribuido majoritariamente a presencga de alquifendis nas amostras
analisadas. Embora os estrogenos esterdides sejam usualmente responsaveis pela
atividade estrogénica (JAROSOVA et al., 2014) e alquilfendis frequentemente
apresentem estrogenicidade menor em relacdo aos estrogenos (BILA e DEZOTTI,
2007), a concentracéo elevada de alquilfendis encontrada nas amostras justificaram o
efeito da estrogenicidade obtido. Recentemente, Esteban e colaboradores (2014)
avaliaram a ocorréncia e atividade estrogénica de alteradores enddcrinos em rios
espanhois. Os valores de estrogenicidade obtidos também foram atribuidos a elevada

concentragao de nonilfenol (NP) presente no corpo hidrico.

4.2. Enzimas de biotransformacgao e defesa antioxidantes
4.2.1. Andlise da EROD

A atividade enzimatica da EROD foi avaliada em figado, porém néo foi realizada
em branquias de lambaris, em virtude da quantidade insuficiente de amostra para
analise de todas as enzimas além de que segundo Whyte et al. (2000), o figado é o
tecido que apresenta maior atividade da EROD.

Em relacado ao grupo controle, verificou-se maior expressao de P450 nos peixes
dos grupos expostos a agua dos mananciais, exceto para os pontos P11 AQA e P5

BAU, nos quais a atividade enzimatica foi inibida (Figura IV. 6). A maior atividade
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enzimatica sinaliza a metabolizagdo de compostos exdgenos/xenobidticos, tornando-os
hidrofilicos para facilitar sua eliminagéo pelo organismo.

Especificamente em Araraquara nota-se a inducdo na atividade dessa enzima,
quando a concentracdo de efluente aumenta (do P11 até o P14), enquanto no Rio
Bauru ocorre uma inibigdo na atividade enzimatica quando se percorre o rio. Nesse
caso, infere-se que a atividade da EROD pode ser inibida quando o organismo esta
exposto a altas concentragdes e/ou mistura de contaminantes, pois enquanto um
composto aumenta a atividade enzimatica outro que esteja presente em concentragéo
mais elevada pode inibi-la. Além disso, a inibicado enzimatica pode estar relacionada a
niveis de estresse tao intensos devido a exposicao, que os peixes n&do mais expressam
quantidade suficiente da isoforma CYP1A para se detoxificarem. Sole e colaboradores
(2000) demostraram que a atividade da EROD foi reduzida em carpas expostas ao
estrégeno sintético 17 a-etinilestradiol.

O contrario acontece no Rio Bauru, que recebe efluente in natura o qual pode
conter milhares de compostos com mecanismo de acao distinta sobre a enzima.

Nas figuras mostradas para todas as atividades enzimaticas, ao longo dessa
discussao, as letras diferentes significam diferencas estatisticas significativas entre os
grupos enquanto as letras iguais correspondem a grupos similares estatisticamente.

O teste de Kruskal-Wallis detectou que existem diferencas entre o ponto que
corresponde a jusante do langamento de efluente em Araraquara (P14 AQA) e o

primeiro ponto de do Rio Bauru (P5 BAU) onde nota-se a presenca do efluente.
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Figura IV. 6. Grafico da atividade enzimatica em média + desvio padrdo da 7-etoxiresorufina-
O-deetilase (EROD) em figados apés a exposicao de lambaris (Astyanax sp.) as amostras de
agua do Ribeirao das Cruzes (AQA) e Bauru (BAU). Letras iguais ou auséncia de letras =
diferenca estatistica insignificante. Letras diferentes = diferenca estatistica significativa.

Estudos de biotransformacdao em peixes revelaram que a exposi¢cdo aos
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) induz um aumento na concentragao de
CYP1A e, portanto, na sua atividade catalitica (WHYTE et al., 2000; PACHECO e
SANTOS, 2001; VAN DER OOST et al., 2003). Segundo Whyte et al. (2000), a indugéo
da CYP1A ocorre quando os organismos sao expostos a HPAs, visto que estes
compostos se ligam aos receptores aril-hidrocarbonetos sinalizando para que mais
CYP1A seja transcrita. Como a regido de coleta das amostras esta sob influéncia das
queimadas de cana-de-agucar, cujas particulas em suspensao no ar, contém HPAs
(SILVA et al., 2010; ANDRADE et al., 2010), estes compostos podem estar presentes
na agua e material particulado dos rios, principalmente na época de setembro, que

coincide com a safra desta cultura.

4.2.2. Andlise da GST
Em relagcdo a analise da atividade da GST (Figura IV.7), observamos que, em
branquias houve diferencas significativas em relagdo ao grupo controle negativo e entre

os tratamentos, com aumento da atividade enzimatica quando os peixes foram
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expostos a agua do Ribeirdo das Cruzes e Rio Bauru influenciando na atividade de
detoxificacdo desta enzima nos tecidos branquiais. Além disso, os pontos de maior
concentragdo de esgoto domeéstico (P5 e P10 BAU) no Rio Bauru sdo diferentes
estatisticamente dos demais pontos de amostragem, mas sao semelhantes entre si.
Além disso, esta claro que houve maior atividade de GST nos grupos expostos a agua
do Rio Bauru, exceto para o P3 que nao apresentou diferengas significativas da
atividade desta enzima nas branquias de animais expostos a agua do Ribeirdo das
Cruzes.

Os tecidos branquiais sdo muito importantes na respiracdo, osmorregulacao e
excrecao e como representam uma grande superficie de contato com o meio, o
aumento da atividade enzimatica nesse tecido pode ser maior em relagdo aos tecidos
hepaticos, de forma a facilitar o processo de excre¢cao dos compostos metabolizados
diretamente na agua (NOGUEIRA, 2008). Além disso, as branquias sao geralmente a
porta de entrada da maior parte dos compostos toxicos nos peixes, fazendo contato
direto com o meio externo, salientando o papel da GST nas branquias na protecédo do
organismo contra os efeitos dos xenobidticos.

Para a GST hepatica (Figura IV.7 B) nao foram detectadas diferencas
estatisticas significantes embora tenha sido observado um aumento na atividade
enzimatica em peixes expostos a agua correspondente ao ultimo ponto do Rio Bauru
(P10), pois a carga organica deste local de amostragem encontra-se a jusante dos

pontos 3 e 5, ou seja, € resultado da somatoria dos mesmos.
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Figura IV. 7. Graficos da atividade enzimatica em média + desvio padrdo da glutationa-S-
transferase (GST) em branquias (A) e figados (B) apds a exposicao de lambaris (Astyanax sp.)
as amostras de agua do Ribeirdo das Cruzes (AQA) e Bauru (BAU). Letras iguais ou auséncia
de letras = diferenca estatistica insignificante. Letras diferentes = diferenca estatistica
significativa.

A GST, enzima de fase Il da biotransformacgao, catalisa reagées de conjugacéao
de compostos téxicos a ligantes enddégenos a fim de facilitar a excrecdo (VAN DER
OOST et al., 2003). Estudos mostram também que algumas isoformas da GST

possuem atividade peroxidase e um aumento na atividade dessa enzima pode estar

relacionado a uma defesa antioxidante do organismo (ALMEIDA et al., 2005). Desta
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forma, o aumento na atividade da GST pode também indicar uma resposta dos peixes
as EROs que foram geradas como consequéncia da intoxicagdo pelos compostos
(SANCHES, 2014).

4.2.3. Andlise da SOD

Nas branquias, a atividade da SOD foi diferente em relagdo ao controle e entre
os tratamentos (Figura IV. 8) exceto o P14 AQA que foi estatisticamente semelhante ao
controle. Para este mesmo tecido, entre os tratamentos esta diferenca foi observada
entre os peixes expostos ao grupo que corresponde a montante da ETE AQA em
relacdo a jusante. Além disso, também foi detectada diferenca significativa entre as
jusantes do langamento de efluente tratado e nado tratado, das cidades de Araraquara e
Bauru, respectivamente.

O aumento na atividade enzimatica da SOD revela que radicais superoxidos
foram possivelmente gerados seja pelo metabolismo de detoxificagcdo de fase |,
aumento do metabolismo intermediario e consumo do oxigénio molecular, ou ainda
devido a reacbes redox mediados por compostos como, por exemplo metais de
transicdo, e combatidos por essa enzima como um mecanismo de defesa do
organismo, prevenindo danos nas membranas (SANCHES, 2014). Dessa forma, fica
claro que esta enzima possui um importante papel de protecao celular contra os
radicais livres (ZHANG et al., 2004).
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Figura IV. 08. Graficos da atividade enzimatica em média + desvio padrdo da superdxido
dismutase (SOD) em branquias (A) e figados (B) apds a exposi¢cao de lambaris (Astyanax sp.)
as amostras de agua do Ribeirdo das Cruzes (AQA) e Bauru (BAU). Letras iguais ou auséncia
de letras = diferenca estatistica insignificante. Letras diferentes = diferengca estatistica
significativa.

No figado, ndo foi encontrada nenhuma variagcéo entre os tratamentos e o grupo
controle negativo e, portanto a atividade da SOD n&o foi significativamente diferente, o
que pode ser verificado pela atividade enzimatica semelhante nos organismos expostos
as aguas do Ribeirdao das Cruzes e Rio Bauru, possivelmente contaminadas. Este fato

pode ter ocorrido por diversos motivos, como por exemplo, o aporte dos contaminantes
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possivelmente foi muito maior nas branquias comparado ao figado, o que justifica

efeitos diferenciados entre os tecidos.

4.2.4. Analise da GPx e CAT

A atividade da enzima GPx em figado e branquias dos peixes expostos nao foi
afetada significativamente (Figura IV.9). Entretanto, quando se compara os tratamentos
ao grupo controle, nota-se um leve aumento da atividade enzimatica nos tecidos
branquiais e a inibicdo nos tecidos hepaticos, principalmente dos peixes expostos ao
grupo que corresponde a jusante do langcamento de efluente tratado e nao tratado, das
cidades de Araraquara e Bauru, respectivamente.

Segundo Almeida et al. (2005), muitas isoformas de GST desempenham a
atividade da GPx. Como foram observadas diferencas signicativas da atividade
enzimatica da GST em branquias em relagdo ao grupo controle e entre os tratamentos,
infere-se que esse fator poderia explicar a falta de indugdo na atividade da GPx neste

tecido para essa espécie, caso tenha havido aumentos na produg¢ao de EROs.
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Figura TV. 9. Gréficos da atividade enzimatica em média + desvio padrdo da glutationa
peroxidase (GPx) em branquias (A) e figados (B) apds a exposi¢ao de lambaris (Astyanax sp.)
as amostras de agua do Ribeirdo das Cruzes (AQA) e Bauru (BAU). Nao foram observadas
diferengas estatisticamente significativas entre os rios.

No tocante a catalase, a atividade enzimatica em branquias diminuiu
significativamente em relagdo ao grupo controle negativo (Figura 1V.10), que pode
estar relacionada com a atividade da GST. Segundo Almeida e colaboradores (2005) o
perdxido de hidrogénio gerado em algum momento durante o metabolismo, pode ter

sido consumido pela acado antioxidante da GST fazendo com que a atividade da CAT
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diminuisse significativamente. A alteragdo na atividade da CAT também pode ser
resultado da inibicdo direta pela interacdo de metais com a enzima ou ainda, de
maneira indireta pela inibicdo da sintese do heme, essencial para a estrutura proteica.
Lukatkin e colaboradores (2014) avaliaram o efeito do cobre na atividade de enzimas
antioxidantes, como a CAT. Os autores observaram que a atividade da CAT alcanca
um valor maximo quando a concentragdao do cobre é 10 pM; em concentracdes
elevadas de cobre, a atividade é diminuida.

Em figado observou-se um aumento da atividade enzimatica apenas no P13
AQA e as diferengas estatisticas entre os tratamentos correspondentes aos pontos
P11, P13 (AQA) e P5 (BAU) foram comprovadas pelo teste de Kruskal-Wallis, para
dados ndo paramétricos. Segundo Simonato e colaboradores (2008), hidrocarbonetos
derivados de petréleo, metais, inseticidas, farmacos e compostos estrogénicos sao
mediadores potentes na formacdo de EROs e o aumento da catalase em todos os
tecidos examinados pode representar uma resposta adaptativa para proteger o

organismo desse tipo de toxicidade.
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Figura 1V. 10. Graficos da atividade enzimatica em média + desvio padrao da catalase (CAT)
em branquias (A) e figados (B) apds a exposicao de lambaris (Astyanax sp.) as amostras de
agua do Ribeirao das Cruzes (AQA) e Bauru (BAU). Letras iguais ou auséncia de letras =
auséncia de diferenca estatistica. Letras diferentes = diferenca estatistica significativa.
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4.2.5. Andlise da GR e G6PDH

Com relacdo as enzimas antioxidantes complementares GR e G6PDH nos
tecidos branquiais, observou-se um aumento na atividade da GR (Figura 1V.11) nos
animais expostos aos tratamentos (P11 AQA e P3 BAU) o que poderia ser uma
tentativa de restabelecer os niveis de GSH a partir da GSSG gerada pela atividade da
GPx. Para os tratamentos (P13 e P14) a atividade enzimatica foi ligeiramente
aumentada, porém sem diferengas significativas em relagdo ao controle. Por outro lado,
a reducao na atividade enzimatica observada para os pontos onde a carga organica &
elevada (P5 e P10) poderia indicar um prejuizo na homeostase GSH/GSSG, ainda que
nao tenha afetado as atividades da GPx e GST - pelo contrario, a GST foi maior
nesses pontos. Ainda, a redugao da GR possivelmente ndo se deveu a escassez de
NADPH para sua atividade, visto que nesses pontos a atividade da G6PDH néo foi

igualmente diminuida (Figura IV.12).
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Figura IV. 11. Graficos da atividade enzimatica em média + desvio padrdo da glutationa
redutase (GR) em branquias (A) e figados (B) apds a exposi¢cao de lambaris (Astyanax sp.) as
amostras de agua do Ribeirdo das Cruzes (AQA) e Bauru (BAU). Letras iguais ou auséncia de
letras = diferenga estatistica insignificante. Letras diferentes = diferenga estatistica significativa.
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Figura IV. 12. Graficos da atividade enzimatica em média + desvio padrao da glicose 6-fosfato
desidrogenase (G6PDH) em branquias (A) e figados (B) apdés a exposicao de lambaris
(Astyanax sp.) as amostras de agua do Ribeirdo das Cruzes (AQA) e Bauru (BAU). Letras
iguais ou auséncia de letras = diferenga estatistica insignificante. Letras diferentes = diferenga
estatistica significativa.

No figado, a atividade enzimatica da enzima GR (Figura 1V.11 B) foi
significativamente reduzida nos tratamentos contendo agua do Ribeirdo das Cruzes e
do Rio Bauru em relagdo ao grupo controle negativo enquanto a G6PDH (Figura 1V.12
B) permaneceu praticamente inalterada. Esse comportamento ja era esperado e

corrobora com a indugdo da enzima GPx, de forma que a homeostase GSH/GSSG é
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mantida em nivel que a atividade da GR e G6PDH né&o sao alteradas, como observado

em branquias.

4.2.6. Analise do MDA

Em branquias de lambaris nao foi observado variagao nos niveis de MDA apés a
exposi¢cao dos organismos teste as aguas do Ribeirdo das Cruzes (P11 e P14) bem
como ao P3 do Rio Bauru. A exposicdo aos pontos de maior carga organica do Rio
Bauru (P5 e P10) também n&o provocou alteragdo nos niveis de MDA em relagao ao
grupo controle negativo e entre os tratamentos (Figura 1V.13).

Embora ndo medida, a atividade da EROD nos tecidos branquiais possivelmente
foi aumentada gerando produtos de fase I a serem conjugados, o que esta associado
ao aumento na atividade da GST em branquias observado principalmente nos grupos
expostos a agua do Rio Bauru onde a carga organica é maior (P5 e P10). Esse
aumento revela que espécies reativas geradas no metabolismo de biotransformagao de
fase | foram combatidas pela acédo antioxidante da GST fazendo com que a atividade
da CAT diminuisse significativamente. Além disso, o perdxido de hidrogénio produzido
pelo aumento da atividade da SOD foi combatido pela atividade da GPx. Dessa forma,
o sistema de defesa antioxidante desses organismos foi capaz de combater
eficientemente as ERO, possivelmente geradas no metabolismo de biotransformacao
de xenobidticos, evitando que ocorressem danos nas membranas dos organismos, o

que foi observado pela nao alteracdo nos niveis de MDA.
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Figura IV. 13. Graficos da atividade enzimatica em média + desvio padrao do malondialdeido
(MDA) em branquias (A) e figados (B) apds a exposicao de lambaris (Astyanax sp.) as
amostras de agua do Ribeirdo das Cruzes (AQA) e Bauru (BAU). Letras iguais ou auséncia de
letras = diferenga estatistica insignificante. Letras diferentes = diferenga estatistica significativa.

Nos tecidos hepaticos dos organismos expostos ao P5 e P10 BAU, néo foi
observada atividade enzimatica significativa para as enzimas de fase I e II e as de
defesa antioxidantes, possivelmente porque o trabalho de detoxificacdo foi realizado

majoritariamente pelos tecidos branquiais dos peixes. Dessa forma, ndo foi observada
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ocorréncia de peroxidacao lipidica, uma vez que os niveis de MDA n&o variaram em

relagado ao controle.

4.2.7. Andlise estatistica dos resultados

Para interpretacdo dos dados através da PCA e correlacdo de Pearson, os
dados foram arranjados relacionando os pontos de amostragem e o controle em fungao
dos resultados obtidos para as enzimas (nas branquias e no figado) bem como das

concentragbes determinadas dos estrogenos, resultando numa matriz 7 x 19.

4.2.7.1. Andlise dos Componentes Principais

A PCA foi utilizada principalmente para associar as atividades enzimaticas nos
tecidos branquiais e hepaticos com as concentragdes dos hormdnios obtidas do ensaio
quimico para estes locais de amostragem, fornecendo uma visao geral do sistema.

As componentes principais geradas (CP1, CP2, CP3 e CP4) para as amostras
de agua explicaram 33,0%, 23,8%, 17,1% e 10,3% respectivamente, totalizando 84,3%.
Para um sistema de correlagdo, como a PCA, considera-se que valores acima de 0,7 ja
sao significativos, dessa forma este valor obtido € bastante expressivo tratando-se de
sistemas bioldgicos.

Na analise da PCA, os pesos de cada variavel foram calculados e sao
apresentados através de histogramas de loading e scores (Ver Apéndice F) e, com
esses valores foram elaborados os graficos biplots (Figura IV. 14) considerando ambos
os resultados. A Figura a seguir demonstra os biplots relativos a CP1 — CP2 e CP1 -
CP3.
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figados.
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Inicialmente, verifica-se que os dados apresentaram distribuicdo bastante
distinta, com associagdbes que podem ser realizadas para colaborar para o
entendimento dos resultados obtidos.

A observacdo dos histogramas de loagings evidencia que na CP1 (33,0%) tem
maior peso as variaveis GSTb, GSTf, GRf, G6b, G6f, MDAb, E2 e EE2 (sentido
positivo); GRb, GPxb e MDAf (sentido negativo). Também ha contribuicdo em menor
proporcao do estrogeno E1 no sentido positivo. Deles, é possivel notar que as enzimas
com maior peso (as indicadas, do sentido positivo) podem servir de biomarcadores
para a presencga dos estrégenos E2 e EE2, que foram quantificados principalmente nas
amostras referentes aos pontos P5 e P10 do Rio Bauru, relacionados diretamente a
atividade das enzimas no sentido positivo. Além disso, também ¢é possivel dizer que
esses horménios podem inibir a atividade das enzimas GRb e GPxb, que estdo no
sentido negativo da CP1. O horménio E3 relaciona-se diretamente aos pontos P11,
P13, P14 e P3, nos quais foram detectadas concentracbes desse hormdnio, pois
ambos apresentam valor negativo na CP1.

Na CP2, as variaveis de maior peso sdao SODb, SODf, GPxb no sentido positivo,
e Cb G6b no sentido negativo. O estrégeno que apresenta maior peso nesta
componente é o E2 (sentido positivo). Dessa forma, infere-se que a atividade dessas
enzimas pode estar associada as concentragdes de E2 encontradas nas amostras de
agua. Em contraposi¢do, a atividade enzimatica € inibida para Cb e G6b. Outra
informacgao relevante nessa componente € a relagao entre a atividade da CATb que
esta fortemente associada ao grupo controle. Pode-se entdo atribuir um aumento na
atividade aos tratamentos com baixa ou nenhuma concentragdo dos horménios.

A CP 3 sofre influéncia principalmente atividades referente as enzimas EROD(,
GPxf (sentido positivo), SODf e G6f (sentido negativo). Nesta componente principal
ainda figuram os hormdnios E1 e EE2 (sentido positivo). Fazendo correspondéncia ao
grafico de scores na mesma componente, observa-se maior destaque para o PTO 14,
que possui a maior das concentracdes (4,1 ng mL™") de E1 determinada, assim como a
presenga de EE2 (0,2 ng mL'1). Dessa maneira, os respectivos resultados nas enzimas
citadas pode ser indicativo destes horménios.
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4.2.7.2. Anadlise de correlagao

Objetivando estabelecer quais enzimas possuem maior ou menor correlagdo a
determinado estrogeno bem como entre elas foi realizado analise de correlagcdo de
Pearson (Tabela 1V.8) para melhorar o entendimento do sistema, cujos resultados sao
apresentados a seguir.

Para o estrogeno natural E1 ndo ha correlagdes fortes com nenhuma das
enzimas. Ja observando o EE2 nota-se correlagao positiva (0,81) com a atividade da
GSTb, e correlacdo negativa (-0,75) com a atividade da GRb. Estes resultados dao
indicios para um biomarcador, evidenciada na PCA, entretanto estes resultados sao
préximos aos obtidos ao horménio E2 o que pode gerar confusdo na interpretagdo dos
resultados. A diferenciagdo entre um ou outro horménio pode, entdo ser realizada
utilizando a atividade da SODb e GSTf, previstos na observacédo da 12 e da 22
componente principal, cujas correlagdes sdo positivas e com valores aproximados de
0,65 sendo assim, a atividade enzimatica da SODb e GSTf indicativo da presenca de
E2.

O hormoénio E3 possui correlagdo negativa (-0,70) com a atividade da G6f. Esta
condicdo inversamente proporcional pode ser confirmada quando observa-se a 32
componente principal.

As demais correlagdes (positivas e negativas) podem ser utilizadas como
informagdes complementares aos testes com os horménios. As correlacdes relativas a
CATb e CATf, por exemplo, relacionadas aos estrégenos evidenciam a condi¢cao
demonstrada na PCA de que quanto maior a concentragdo menor a atividade

enzimatica.



Tabela IV. 8. Correlacao de Pearson entre as enzimas de biotransformacgéao, defesa antioxidante e os etrogenos.

Cb Cf SODb SODf ERODf GSTb GSTf GRb GRf G6b G6f GPxb GPxf MDAb MDBf E1 E2 E3 EE2
Cb 1,00
CF -0,29 1,00
SODb -0,78 0,17 1,00
SODf -0,51 0,57 0,82 1,00
ERODf -030 0,19 -0,15 -0,32 1,00
GSTb -049 -043 0,54 0,22 -0,13 1,00
GSTf 0,18 -0,21 0,29 0,31 -0,54 0,11 1,00
GRb 0,28 022 -035 -027 0,27 -0,87 -0,28 1,00
GRf 049 -042 -020 -0,056 -0,65 0,42 029 -0,63 1,00
G6b 0,61 -0,199 -047 -0,18 -0,36 0,19 0,16 -0,52 0,89 1,00
G6f -0,07  -0,01 0,33 0,39 -0,70 0,20 0,78 -043 0,30 0,14 1,00
GPxb -0,53 045 0,48 0,46 020 -010 -053 040 -055 -0,66 -0,43 1,00
GPxf 032 -0,38 -0,39 -0,51 0,49 0,13 0,17  -0,21 0,15 038 -024 -0,65 1,00
MDAb 0,20 0,17 -033 -0,35 0,58 -0,76 -0,14 o086 -0,73 -0,52 -046 0,17 0,23 1,00
MDAf 044 -0,75 -0,17 -0,26 -0,47 0,56 0,36 -0,62 0,89 0,74 022 -0,64 041 -0,59 1,00
E1 -054 -034 010 -0,32 0,23 054 -028 -038 -011 -020 0,09 -0,10 0,03 -0,30 0,06 1,00
E2 -0,41 -040 0,65 0,31 -0,09 0,71 0,64 -0,61 0,12 -008 044 026 033 -0,31 0,38 0,24 1,00
E3 0,056 -027 0,15 0,00 0,26 013 -026 020 -0,03 -0,13 -0,70 0,45 0,17 0,21 0,13 -0,34 0,08 1,00
EE2 -0,54 -035 027 -010 0,24 0,81 0,00 -0,75 0,13 0,08 0,16  -0,31 0,37 -048 0,33 0,82 0,61 -0,21 1,00

Critério utilizado: corr > 0,6 = média/alta; corr < -0,6 = média/alta
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Consideragoes do Capitulo IV

As amostras de agua coletadas no Ribeirdo das Cruzes e Rio Bauru demonstram
potencial estrogénico em estagbes distintas. Entretanto, no Ribeirdo das Cruzes o
potencial € mais evidente em Fevereiro, atribuido possivelmente a presenca do E3 e
outros compostos com potencial estrogénico. No Rio Bauru o potencial estrogénico foi
maior em Setembro, provavelmente devido a presenga do estrogeno natural E3
combinado ao sintético 17 a-Etinilestradiol, considerado mais potente e mais estavel em
agua em relacdo aos estrogénios naturais. No MPS, majoritariamente, os valores
obtidos de EEQ foram baixos, o que significa uma menor ativagdo do gene reporter,
portanto ndo ha compostos com grande afinidade pelo receptor de estrégeno humano,
sendo baixa a formag&o do complexo receptor-ligante.

Os lambaris mostraram-se bons organismos teste, pois foram responsivos a
todos os tratamentos e biomarcadores testados. Além disso, a utilizagdo dos mesmos é
vantajosa por serem pequenos, faceis de manusear e, facilmente adquiridos em
pisciculturas e lojas de pesca, além de serem encontrados com grande frequéncia em
ambientes naturais no Brasil. A exposi¢cao dos peixes aos tratamentos alteraram as
enzimas de biotransformacdao e de defesa antioxidantes, principalmente nos tecidos
branquiais, pois apesar do figado ser o principal 6rgdo de metabolizacdo de
xenobidtico, a branquia € o primeiro 6rgdo de contato com a agua contaminada,
absorvendo mais os compostos téxicos. Além disso, por serem peixes da coluna
d’agua, espera-se que os tecidos branquiais sejam mais responsivos a contaminacgao.
Portanto, infere-se que os compostos toxicos possivelmente presentes na agua do
Ribeirdo das Cruzes e Rio Bauru foram absorvidos pelo peixe, porém o mecanismo de
defesa da espécie Astyanax sp. (lambaris) atuou de maneira eficiente para eliminar
esses compostos sem causar danos mais severos ao organismo, como a peroxidagao

lipidica, comprovada pelos niveis de MDA que n&o sofreu aumento significativo.
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CONCLUSOES GERAIS

Para avaliar a ocorréncia de estrogenos naturais e sintéticos nos compartimentos
aquaticos receptores de efluente inicialmente foram desenvolvidos e/ou otimizados
métodos dentro dos parametros de confiabilidade analitica para extracdo desses
compostos nas matrizes ambientais, agua, sedimento e material particulado. Para agua
superficial o método SPE utilizou cartuchos poliméricos Strata-X em substituicdo aos
convencionais Cig (menos reprodutivel) e HLB-Oasis (mais caro). Para MPS,
comumente desprezado nas analises ambientais, utilizou-se extracdo solido-liquido
rapida e de baixo custo e, finalmente para sedimento o QUEChERS foi proposto como
inovagao para substituir métodos convencionais laboriosos utilizados na determinacgao
de estrégenos em matrizes solidas.

A distribuicdo desses compostos estrogénicos esteve associada a fase aquosa e
particulada dos compartimentos ambientais analisados e a sazonalidade foi significativa
somente para as amostras de agua do Ribeirdo das Cruzes. Neste mesmo rio, as
concentragbes encontradas em agua superficial foram menores em relagdo ao Rio
Bauru, em virtude, principalmente, de este ultimo receber a carga organica total do
municipio sem tratamento algum. Para o MPS desse mesmo rio, a concentragao de
estrogenos elevada e amplamente distribuida nos pontos amostrais, € resultado da
adsorgao a solidos suspensos do efluente com elevado teor de matéria organica e nao
ao sedimento ressuspendido, uma vez que 0 mesmo possui caracteristica arenosa, o
que nao favorece a adsorcao. Isso demonstra a importancia da inclusdo do MPS em
estudos de monitoramento ambiental, pois 0os organismos incorporam contaminantes
também pela ingestdo dessas particulas.

A toxicidade dos estrégenos sobre a biota aquatica pode ser observada através
de ensaios para avaliagdo da atividade estrogénica e uso de biomarcadores
enzimaticos em branquias e figado de Astyanax sp. (lambaris). Os ambientes avaliados
(Ribeirdao das Cruzes e Rio Bauru) foram considerados estrogénicos e embora tenha
sido observada presenga dos estrégenos, estes ndo atuaram sozinhos para o potencial
de etrogenicidade, pois nao foi observada correlagdo diretamente significativa entre as
concentracdes obtidas e o valor de EEQ. Ja a exposicdo dos lambaris a agua do Rio

Bauru e Ribeirdo das Cruzes alterou as enzimas de biotransformacdo e defesa
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antioxidantes, principalmente nos tecidos branquiais, indicando que os compostos
téxicos possivelmente presentes na agua e MPS foram absorvidos pelo peixe, porém o
mecanismo de defesa atuou de maneira eficiente para eliminar esses compostos sem
causar danos mais severos ao organismo, como o estresse oxidativo.

Finalmente, pode-se presumir um possivel impacto toxicolégico a organismos
aquaticos causado pelos estrégenos nas concentragdes ambientalmente relevantes
encontradas neste trabalho para agua e MPS, embora os ensaios realizados ndo sejam
totalmente especificos a esses compostos, o que significa dizer que os efeitos
observados também podem estar associados a presenca de outras substancias tao

quanto ou ainda mais téxicas que os estrogenos naturais e sintético.
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Apéndice A — Teste t de comparacgao dos limites de deteccgao.
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pag 49,50
95%,n-1
Ld validagdo |LD Bau Fev Di Di - Dm (Di - Dm)2 sd tcalc ttab
estrona 592,5 418,6 -173,91015( -130,01385| 16903,6 86,67957| -1,012841| 3,182446|lgual
estradiol 0,2 0,7 0,46061696( 44,3569245| 1967,537
estriol 0,8 0,2 -0,6463532| 43,2499543| 1870,559
etinilestradiol 1,9 0,4 -1,4893408| 42,4069667| 1798,351
sum -175,58523 22540,05
dm -43,896308
Ld validagdo |LD Bau Set Di Di - Dm (Di - Dm)2 sd tcalc ttab
estrona 592,5 523,1 -69,375112| -59,971189| 3596,544 41,51872| -0,452997| 3,182446|Igual
estradiol 0,2 6,4 6,15111112| 15,5550334| 241,9591
estriol 0,8 26,8 25,9668461| 35,3707683| 1251,091
etinilestradiol 1,9 1,5 -0,3585346( 9,0453877| 81,81904
sum -37,615689 5171,413
dm -9,4039223
Ld validagdo |[LD AQA Fev Di Di - Dm (Di - Dm)2 sd tcalc ttab
estrona 592,5 724,3 131,802213| 96,0792377| 9231,22 64,10182| 1,1145697| 3,182446|Igual
estradiol 0,2 5,8 5,59756682| -30,125409| 907,5403
estriol 0,8 6,1 5,33621652( -30,386759| 923,3551
etinilestradiol 1,9 2,1 0,15590562| -35,56707| 1265,016
sum 142,891902 12327,13
dm 35,7229756
Ld validagdo |LD AQA Set Di Di - Dm (Di - Dm)2 sd tcalc ttab
estrona 592,5 1100,6 508,125594| 374,335443| 140127 249,6325( 1,071897| 3,182446]lgual
estradiol 0,2 0,6 0,35409187( -133,43606| 17805,18
estriol 0,8 13,6 12,7638378| -121,02631| 14647,37
etinilestradiol 1,9 15,8 13,9170816| -119,87307| 14369,55
sum 535,160605 186949,1
dm 133,790151




Apéndice B — Caracterizagao do sedimento utilizado para otimizagao do método.

Analise Granulometrica por Pipetagem e Peneiramento
Amostra: Sedimento testemunha

Peso total inicial = 30.00g Peso de seixos = 0.00g

Peso total final = 29.10g Fator de correcao= 1.03

+ +
granulometria pesos porcentagens retidas
(mm)  (fi) (g) simples acumulada

4.000-2.830 -1.5 0.00 0.00 0.00
2.830-2.000 -1.0 0.00 0.00 0.00
2.000-1.410 -0.5 0.00 0.00 0.00
1.410-1.000 0.0 0.00 0.00 0.00
1.000-0.710 0.5 0.00 0.00 0.00
0.710-0.500 1.0 0.00 0.00 0.00
0.500-0.354 1.5 0.00 0.00 0.00
0.354-0.250 2.0 0.01 0.03 0.03
0.250-0.177 2.5 1.15 3.95 3.99
0.177-0.125 3.0 3.14 10.79 14.78
0.125-0.088 3.5 3.06 10.52 25.29
0.088-0.062 4.0 2.24 7.70 32.99
0.062-0.031 5.0 5.50 18.90 51.89
0.031-0.016 6.0 4.50 15.46 67.35
0.016-0.008 7.0 2.50 8.59 75.95
0.008-0.004 8.0 3.00 10.31 86.25

< 0.004 >9.0 4.00 13.75  99.99

+

% seixos = 0.00
% granulos= 0.00
% areia = 32.99

+

% silte = 53.26

+

% argila= 13.75

+

Classificacao de Shepard(1954):silte arenoso

+

+

Parametros estatisticos de Folk & Ward (1957)
Diametro Medio= 5.24 silte medio

Desvio Padrao = 2.09 muito pobremente selecionado

Assimetria = 0.22 assimetria positiva
Curtose = 0.73 platicurtica

+ +
Coeficiente de Trask= 0.31
Desvio do Quartil = -0.04
C (diametro a 1% da distribuicao)= 0.20
M (diametro a 50% da distribuicao)= 0.03
+ +
.pa
MATERIA ORGANICA EXTRAIDA POR QUEIMA.- Amostra seca (liofilizada).
Amostra N.C. P.C. P.S. P.Q. S.S S.Q M.O %M.O
Sed. Test. 24 14,42 18,51 17,98 4,09 3,56 0,53 12,95844
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Apéndice C — Parametros fisico-quimicos das amostras de agua coletada no Ribeirdo das Cruzes (Araraquara) no més

de Fevereiro e Setembro/2013. Os valores de cada més estao separados por travessao (Fev/Set).

pH Temp Cond oD Piotal Niotal NO; NO, DBO DQO

°C) | @Sem’) | (mgL") | (mgL") | (mgL") | (mgL") | (mgL") | (mgL") | (mgL")
Pto 1 6,7/6,7 27,3/25,0 | 38,5/37,5 2,7/13,5 <0,5/<0,1 0,3/0,1 0,05/<0,05 | 0,02/<0,01 3,4/19,0 <20/38,0
Pto 2 6,9/7,0 28,3/24,3 | 50,3/39,6 4,0/4,4 <0,5/<0,1 0,2/0,5 0,02/0,3 | <0,01/<0,01 | 3,0/20,0 <20/39,0
Pto 3 6,6/6,6 24,1/22,5 | 62,8/48,6 3,9/2,1 <0,5/<0,1 0,1/0,1 0,03/<0,05 | <0,01/<0,01 | 3,8/17,0 <20/33,0
Pto 4 6,8/6,9 23,4/21,9 | 58,9/46,0 4,8/5,0 <0,5/<0,1 0,2/0,3 0,02/<0,05 | <0,01/<0,01 | 2,4/13,0 <20/29,0
Pto 5 7,1/6,9 24,3/23,6 | 71,3/62,4 4,6/5,0 <0,5/<0,1 0,4/0,9 0,15/0,8 0,1/0,03 3,0/10,0 <20/17,0
Pto 6 7,0/7,1 25,8/25,7 | 53,4/48,5 4,3/4,9 <0,5/<0,1 0,2/0,9 0,02/0,7 <0,01/0,05 2,2/19,0 <20/40,0
Pto 7 6,7/6,7 25,2/25,5 | 62,7/16,8 4,3/4,2 <0,5/<0,1 | 0,02/<0,05 | 0,02/<0,05 | <0,01/<0,01 | 2,7/17,0 <20/19,0
Pto 8 6,8/7,2 25,1/25,8 | 54,2/50,9 4,2/4.4 <0,5/<0,1 0,3/0,9 0,08/0,8 <0,01/0,03 3,2/15,0 <20/30,0
Pto 9 6,4/6,5 25,5/24,3 | 34,7/27,3 3,4/4,1 <0,5/<0,1 0,3/0,09 | 0,02/<0,05 | <0,01/<0,01 | 2,5/36,0 <20/60,0
Pto 10 n.a./7,5 n.a./26,2 n.a./72,7 n.a./2,2 n.a./<0,1 n.a./1,46 n.a./0,1 n.a./0,1 n.a./30,0 n.a./46,0
Pto 11 6,9/7,2 28,7/27,8 83/96,8 3,2/3,5 <0,5/<0,1 0,7/0,9 0,5/0,7 <0,01/0,2 4,2/31,0 <20/55,0
Pto 12 6,4/6,7 27,2/26,4 | 34,5/25,5 3,5/4,1 <0,5/<0,1 0,3/0,06 | 0,02/<0,05 | <0,01/<0,01 | 5,2/22,0 <20/44,0
Pto 13 6,7/6,9 27,1/27,0 | 55,6/58,0 2,9/4,1 <0,5/<0,1 0,3/0,4 0,1/0,3 <0,01/0,02 1,8/25,0 <20/45,0
Pto 14 6,9/7,4 29,6/27,4 | 208/338,3 3,3/3,7 1,2/0,2 19,4/23,8 | 15,2/0,08 3,9/0,07 2,4/40,0 <20/67,0
Pto 15 7,217,7 26,4/25,0 | 73,9/69,8 4,6/4,4 <0,5/<0,1 0,4/0,9 0,3/0,6 <0,01/0,2 3,5/20,0 <20/36,0

n.a. — ndo analisado
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Apéndice C — Parametros fisico-quimicos das amostras de agua coletada no Rio Bauru (Bauru) nos meses de Fevereiro

e Setembro/2013. Os valores de cada més estao separados por travessao (Fev/Set).

pH Temp Cond oD~ Piotal Niotal NO; NO, DBO DQO
(° C) (uSem™) | (mgL") | (mgL") | (mgL") | (mgL") | (mgL") (mg L) (mg L)
Pto 1 7,77,0 25,0/17,0 68,8/63,1 6,4 <0,5/<0,1 2,25/0,4 0,8/0,3 0,02/<0,01 2,9/16,0 <20/32
Pto 2 7,6/7,0 24,0/17,3 | 153,8/118,2 4,3 <0,5/<0,1 3,8/2,0 0,5/1,2 0,1/0,4 2,1/14,0 <20/24,0
Pto 3 7,6/7,0 26,0/17,7 | 170,3/111,7 3,8 <0,5/<0,1 7,314,7 4,6/3,6 0,4/1,0 1,9/5,0 <20/16,0
Pto 4 7,7/7,2 26,0/19,0 | 255,0/273,2 4,7 <0,5/<0,1 14,1/28,2 12,0/26,0 0,6/1,7 2,5/<5 <20/8,0
Pto 5 7,4/6,9 27,5/19,3 | 407,0/383,5 24 1,3/2,4 9,3/19,0 0,6/<0,05 | <0,01/<0,01 107/127 184,0/208,0
Pto 6 7,5/7,2 28,0/19,7 | 327,0/196,1 3,8 <0,5/<0,1 15,2/15,7 11,0/12,2 0,9/3,4 2,2/<5 <20/<5
Pto 7 7,2/6,8 28,0/20,9 | 469,0/515,3 1,4 1,7/2,7 38,1/28 24,0/<0,05 | <0,01/<0,01 | 89,0/121,0 | 140,0/232,0
Pto 8 7,3/6,9 29,0/21,7 | 449,0/493,3 1,9 1,7/12,2 35,1/22,3 | 22,0/<0,05 | <0,01/<0,01 | 98,0/79,0 | 149,0/176,0
Pto 9 7,571 29,0/23,5 | 193,6/220,0 4.1 <0,5/<0,1 7,9/14,7 4,0/14,0 1,0/0,2 1,8/<5 <20/16,0
Pto 10 7,2/7,0 29,5/22,0 | 430,0/450,5 1,5 1,5/2,1 23,3/12,2 | 11,0/<0,05 | <0,01/<0,01 | 92,0/78,0 | 145,0/194,0
Pto 11 7,2/6,9 28,7/27,0 | 380,0/355,2 1,9 0,7/1,0 21,5/9,2 15,0/<0,05 | 0,1/<0,01 86,0/156,0 | 130,0/240,0
Pto 12 7,3/6,8 29,0/27,2 | 438,0/480,0 1,7 0,64/2,0 30,9/15,4 | 22,0/<0,05 | <0,01/<0,01 | 89,0/132,0 | 120,0/216,0
Pto 13 7,1/6,8 31,0/27,2 | 473,0/512,5 0,8 1,2/2,2 28,1/18,4 | 21,0/<0,05 | <0,01/<0,01 | 140,0/126,0 | 210,0/224,0
Pto 14 7,2/6,9 27,0/26,0 | 50,3/265,3 3,5 <0,5/<0,1 1,7/3,2 0,2/2,4 0,1/0,4 1,9/6,0 <20/16,0
Pto 15 7,1/7,0 30,0/24,1 319,0/60,7 4,3 <0,5/<0,1 12,3/22,6 9,0/22,0 0,1/0,2 73,0/9,0 100,0/32,0

*valores de OD somente para Setembro.




Apéndice D — Histogramas de loadins e scores para matriz agua
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Apéndice E — Histogramas de loadins e scores para matriz material particulado em

suspensao.
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Apéndice E — Histogramas de loadins e scores para matriz material particulado em

~

suspensao.
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Apéndice F — Histogramas de loadins e scores para as enzimas de biotransformacao.
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Apéndice F — Histogramas de loadins e scores para as enzimas de biotransformacao.
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Apéndice G — Dados de temperatura e dias com chuva observados pela Defesa Civil

do Estado de Sao Paulo

Araraquara/2013
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