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RESUMO

Desreguladores enddcrinos (DE) sdo compostos naturais ou sintéticos que tem a capacidade de desregular
funcdes enddcrinas, imitando ou bloqueando a funcdo normal de hormonios endégenos. O Bisfenol A (BPA) é
um conhecido desregulador enddcrino que apresenta atividade estrogénica comprovada, ou seja, capacidade de
se ligar aos receptores de estrogénio celulares, desencadeando efeitos estrogénicos (Vinas & Jeng, 2012). O
ensaio YES, (Yeast Estrogen Screen), desenvolvido por Routledge & Sumpter (1996), permite a identificacédo
de substancias quimicas que sdo capazes de mimetizar a atividade do hormdnio estrogénio e dessa forma
causar desregulacdo endécrina. Neste estudo foram detectadas as concentracdes de BPA nas aguas superficiais
do rio Guandu e foi avaliada a atividade estrogénica nesta mesma matriz, que se constitui no rio de maior
importancia para o abastecimento da maior parte da regido metropolitana do Rio de Janeiro. As coletas
ocorreram no periodo de marco a dezembro de 2015. A identificacdo e quantificacdo das concentracfes do
BPA foram realizadas pela técnica de cromatografia gasosa de alta resolucdo acoplada a espectrometria de
massas no modo monitoramento seletivo de ions (CGAR-EM-MSI) e a atividade estrogénica das amostras de
aguas superficiais e do padrdo BPA foi determinada pelo ensaio in vitro YES. O composto BPA foi detectado
nas aguas brutas do rio Guandu na faixa de 90,29 a 1766,9 ng.L* no ponto 1, préximo a captacéo de agua pela
ETA Guandu, e 219,55 a 758,05 9 ng.L* no ponto 2, mais distante do ponto de captag&o.

As amostras de aguas superficiais do rio Guandu apresentaram atividade estrogénica avaliada pelo ensaio in
vitro YES para agua bruta nos dois pontos amostrados, com valores de EQ-E2 0,06 a 0,39 9 ng.L™* no ponto 1,
ede0,05a1,59 9 ng.L? no ponto 2, evidenciando a presenca de xenoestrogénicos nas aguas deste rio.

PALAVRAS-CHAVE: Bisfenol A, atividade estrogénica, ensaio in vitro YES, Rio de Janeiro.

INTRODUCAO

Desreguladores endocrinos (DE) sdo compostos naturais ou sintéticos que tem a capacidade de desregular
fungdes enddcrinas, imitando ou blogueando a fungdo normal de hormdnios endégenos (Schug et al., 2011).

O Bisfenol A (BPA), objeto de estudo do presente trabalho, € um conhecido desregulador endécrino utilizado
na producdo de plasticos e resinas e sua presenca no ambiente natural é proveniente da lixiviagdo ou
degradacao de plasticos (Mercea, 2009). Ele pode ser encontrado em diversas matrizes ambientais, como aguas
superficiais, esgoto sanitario, ar atmosférico e até mesmo em fluidos biol4gicos (Zafra-Gomes, 2008).
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Este micropoluente apresenta atividade estrogénica comprovada, ou seja, tem a capacidade de se ligar aos
receptores de estrogénio celulares, desencadeando efeitos estrogénicos (Vinas & Jeng, 2012). O ensaio YES,
(Yeast Estrogen Screen), desenvolvido por Routledge & Sumpter (1996), permite avaliar a atividade
estrogénica de xenoestrogénicos que sdo capazes de mimetizar a atividade do hormdnio estrogénio e causar
desregulacdo enddcrina.

Esses efeitos sdo discutidos na literatura, que reforca a afirmacdo de que a exposicdo ambiental ao BPA pode
ser nociva para a sade humana. Segundo uma revisao apresentada por Rochester (2013), a exposicdo aoc BPA
causa problemas de salde no periodo perinatal, na infancia e na idade adulta, incluindo efeitos no
desenvolvimento e no processo reprodutivo, no metabolismo, dentre outros.

Ainda que ndo esteja tdo clara a associacdo entre a exposicdo ambiental ao BPA e os efeitos a ele previamente
relacionados, existe um aumento no nimero de estudos investigando essa associacdo e diversos outros
aspectos, como o monitoramento ambiental deste poluente em matrizes ambientais. Nesse contexto, o presente
trabalho é uma contribuicdo para o aumento de informagdes acerca do BPA nas dguas superficiais do rio
Guandu e das informac@es sobre atividade estrogénica nesta mesma matriz, que se constitui no rio de maior
importancia para o abastecimento da maior parte da regido metropolitana do Rio de Janeiro.

MATERIAIS E METODOS
Coletas

Foram realizadas seis coletas de aguas superficiais do rio Guandu entre 0s meses de marco a dezembro de
2015. Em cada coleta foram amostrados dois pontos, sendo que para cada ponto foi coletada triplicata para as
andlises por cromatografia e duplicata para andlises pelo ensaio YES, totalizando 10 amostras por coleta e 60
amostras no total. Os pontos de coleta foram escolhidos com base no monitoramento realizado pelo INEA e as
&guas sao consideradas, segundo este 6rgdo, como sendo apropriadas para tratamento convencional visando o
abastecimento publico.

Filtracdo e Extragdo em Fase Sélida (EFS)

A metodologia de filtracdo e de EFS foi realizada de acordo com Lopes (2007). As amostras foram filtradas
em sistema de filtragdo a vacuo para remocéo de s6lidos em suspensdo, primeiramente em membranas de fibra
de vidro de 1,2 um e depois em acetato de celulose de 0,45 um. A técnica de extragdo em fase solida (EFS),
que extrai e concentra DE de amostras aquosas, foi realizada com cartuchos Strata X (Phenomenex) de 500 mg
/ 6 mL de fase reversa e sorvente de base polimérica. A EFS iniciou-se pelo condicionamento dos cartuchos
percolando-se uma sequéncia de solventes, iniciada por 6 mL de n-hexano, seguida por 2 mL de acetona, 6 mL
de etanol e por dltimo 10 mL de agua Mill-Q em pH 3 ajustado com solugéo de HCI 3M. Os solventes foram
percolados com o auxilio da bomba a vacuo ao fluxo de aproximadamente 3 mL min-1, mantendo sempre o
gotejamento e tendo o cuidado de ndo deixar a fase sdlida do cartucho secar entre um solvente e outro Apos
esta etapa, a amostra foi percolada, permitindo que os analitos de interesse ficassem retidos nos cartuchos. Na
etapa seguinte de eluigdo, os analitos de interesse retidos nos cartuchos foram eluidos em acetona e entdo o
eluato (acetona e analitos) foi submetido a secagem sob fluxo de nitrogénio e os analitos foram redissolvidos
em diclorometano para as analises cromatograficas e em etanol para o ensaio YES. Todos os solventes
utilizados na metodologia séo grau HPLC, Tedia®.

Cromatografia EFS - CGAR- EM - MSI

A identificacdo e quantificacdo das concentragdes do BPA foram realizadas pela técnica de cromatografia
gasosa de alta resolucdo acoplada a espectrometria de massas no modo monitoramento seletivo de ions
(CGAR-EM-MSI); Para isto, foi utilizado um cromatégrafo gasoso (GC-456, Bruker Daltonics Inc.) acoplado
a um espectrémetro de massas (Scion TQ-MS, Bruker Daltonics Inc.). Inicialmente o padrdo BPA foi injetado
para obtencdo do tempo de retengdo e para avaliacdo da sensibilidade do detector. Os pardmetros
cromatograficos (fluxo do gas de arraste, programacdo do forno, temperaturas do injetor, interface, e voltagem
do detector) foram testados e ajustados de forma a se chegar nas melhores condigdes. A selecdo dos ions
monitorados foi realizada com base na literatura e nos proprios espectros de massas (Tabela 1).

2 ABES — Associacdo Brasileira de Engenharia Sanitaria e Ambiental



W SILUs
i ‘“sv

I . ABES

Tabela 1: Condigbes cromatograficas utilizadas na técnica no sistema CGAR-EM.

BR-5MS (30m x 0.25mm x 0,25um) de fase 95% polisiloxano e
Coluna

5%fenil
Modo de Injecdo Splitless
Temperatura do Injetor 280 °C
Gés de arraste Hélio
Fluxo 1,2 ml/min
Volume injetado 2,0 yL
- 100°C (0.60 min) / 200°C a 15°C / min
Temperatura do forno —>275°C & 3°C/ min (durante 5 min)

- 300°C a 15°C / min (durante 10 min)

Temperatura da fonte de ionizacdo 230°C, 70 eV

Temperatura da linha de

A 250°C
transferéncia
lons monitorados (m/z) BPA (213,228 Da)
Tempo de retencdo 13,5 min
Tempo de andlise 52,93 min

Ensaio in vitro YES

A atividade estrogénica das amostras de aguas superficiais e do padrdo BPA foi determinada pelo ensaio in
vitro YES, o qual é realizado com uma cepa da levedura Saccharomyces cerevisiae modificada geneticamente
através da integracdo de uma sequéncia de DNA do receptor de estrogénio humano (REh) no cromossomo
principal da levedura. Quando existem substancias estrogénicas presentes na amostra, estas se ligam aos
receptores presente no genoma da levedura e exibem uma resposta colorimétrica que é detectada por
espectrofotometria. (Routledge & Sumpter, 1996).

Os resultados obtidos sdo comparados com os do 17p-estradiol, que é o estrogénio humano primario e que
representa o maior potencial estrogénico e o padrao pelo qual a atividade estrogénica é expressa, na forma de
equivalentes de estradiol (EQ-E2). O ensaio permite determinar a atividade estrogénica total de uma amostra,
ndo sendo possivel distinguir quais compostos sdo responsaveis pela atividade estrogénica detectada
(Routledge & Sumpter, 1996). No entanto, ao realizar o ensaio para detectar a atividade estrogénica de uma
substancia padrdo, ou seja, que apresenta uma concentracdo conhecida, como 0 BPA, por exemplo, é possivel
avaliar a poténcia relativa do padrdo em relagdo ao 17p-estradiol.

RESULTADOS
Atividade estrogénica do composto BPA pelo ensaio in vitro YES

Para a determinagdo da curva dose-resposta do composto BPA no ensaio YES (Figura 1), utilizou-se a faixa de
concentragdo de 24750 pg.L? a 12,08496 pg.Lt. Foram realizados seis ensaios com o padrdo BPA, com a
média dos valores de CEsp 248,9 + 38,8 ng.L™.
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Figura 1: Curva dose-resposta do composto BPA no ensaio YES na faixa de concentracdo de 24750 pg.L* a
12,08496 pg.L .
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O potencial estrogénico de uma substancia pode ser determinado pelo calculo de sua poténcia relativa em
relacdo aol7B-estradiol, que representa o maior potencial estrogénico e o padrdo pelo qual a atividade
estrogénica é medida. Assim, quanto mais proximo de 1 (valor maximo) for o valor da poténcia relativa, mais
estrogénica sera a substancia. O valor da poténcia relativa encontrado para o BPA foi 0,14, evidenciando que o
composto apresenta estrogenicidade, porém é menos estrogénico do que o estradiol, o que pode ser observado
na Figura 1.

Em um estudo realizado por Chen et al., (2002), foi observado que o aumento na concentracdo de BPA
proporcionou um aumento da atividade estrogénica, sendo obtidos resultados positivos para atividade
estrogénica em concentragles mais elevadas do que 1 mg.L™. Comparando as curvas dose-resposta do E; e do
BPA, os autores Chen et al., (2002) e Fic et al., (2014) verificaram que o BPA é cerca de 5 ordens de
magnitude menos potente do que o E.

Determinacao da atividade estrogénica das amostras de agua bruta e potavel do rio Guandu.

As concentracdes de EQ-E2 determinadas para agua bruta variaram de 0,06 a 0,39 ng.L™* no ponto 1, e de 0,05
a 1,59 ng.L* no ponto 2 (Figura 2). Dias et al., (2015), que também verificou atividade estrogénica de amostras
de aguas do rio Guandu, encontrou concentragdo maxima de 3,1 ng.L, ou seja, valores maiores do que
encontrados no presente trabalho, que foi de 1,59 ng.L! para o ponto 2. Segundo Lépez-Roldan et al., (2010),
a concentracdo de 1 ng L ja é suficiente para causar efeitos estrogénicos em organismos aquaticos. No
entanto, somente no ponto 2 referente a coleta de marco de 2015 o valor da concentracdo de EQ E2 excedeu
esta concentracao.
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Figura 2: Valores de EQ-E2 das amostras de agua bruta coletadas no Rio Gandu no periodo de margo a

dezembro de 2015.
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Em outros trabalhos nos quais também se avaliou atividade estrogénica de aguas superficiais, os valores se
assemelham aos encontrados no presente trabalho, como é o caso dos valores encontrados por Esteban et al.,
(2014) nas aguas da regido semiarida da Espanha, na faixa de 0.053 a 0,75 a ng.L%, por Murk et al., (2002),
na faixa de 0 a 1,09 ng.L* nos Paises Baixos, também nas aguas do mar Baltico (0,01 — 0,82 ng.L™) por Beck
etal., (2006) e na faixa de 0.07 a 8.06 ng L™ por Yang et al., (2014) no sul da China.

Determinacao do BPA em amostras de agua bruta do rio Guandu por CGAR- EM — MSI.

Os resultados mostraram que das seis coletas realizadas, em trés delas foram detectadas concentracGes de BPA
nos pontos 1 e 2, porém na coleta de dezembro somente no ponto 1 foram detectadas concentragdes. As coletas
de setembro e novembro o BPA néo foi detectado em nenhum dos dois pontos de amostragem. A faixa das
concentracOes de dgua bruta variou de 90,29 a 1766,9 ng.L no ponto 1 e de 219,55 a 758,05 ng.L! no ponto
2. O ponto 1, préximo a captacgdo de agua pela ETA Guandu, foi o que apresentou as maiores concentragdes de
BPA (Figura 3).

Figura 3: Concentracdes do BPA detectadas nas amostras de agua bruta e potavel no periodo de marco a
dezembro de 2015.
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As concentracdes de BPA detectadas no presente trabalho foram menores que as encontradas anteriormente em
aguas superficiais em Sdo Paulo, Brasil (Leandro, 2006). Em outros paises, ainda em relacdo as aguas
superficiais, as concentra¢des encontradas na China por Zhang et al. (2011) foram muito superiores que as do
presente trabalho. Zhao et al. (2009) também encontrou concentracdes geralmente mais elevadas, na faixa
acima de 1000 ng.L™?, s6 ficando abaixo da concentragdo mais elevada do ponto 1, que foi de 1766,9 ng.L™.
Em Portugal e na Espanha, Ribeiro et al. 2009 e Ballesteros-Gomez et al. (2007) detectaram concentracBes
semelhantes, enquanto que no Canada, na Italia e na Suica, Kleywegt et al. (2011), Loos et al. (2010) e Jonkers
et al. (2009) encontraram concentraces bem menores que as do presente trabalho.

Ao analisar a ampla faixa de concentraces do BPA em aguas superficiais reportadas na literatura em diversas
regides, percebe-se que ndo had um padrdo de ocorréncia para esse composto, 0 que nos leva a constatar a
necessidade de estudos de monitoramento do BPA nas aguas utilizadas para abastecimento publico.

CONCLUSOES

O composto BPA foi detectado nas aguas brutas do rio Guandu na faixa de 90,29 a 1766,9 ng.L™ no ponto 1,
préximo a captacdo de &gua pela ETA Guandu, e 219,55 a 758,05 no ponto 2, mais distante do ponto de
captacao.

As amostras de aguas superficiais do rio Guandu apresentaram atividade estrogénica avaliada pelo ensaio in
vitro YES para agua bruta nos dois pontos amostrados, com valores de EQ-E2 0,06 a 0,39 ng.L™ no ponto 1, e
de 0,05 a 1,59 ng.L™? no ponto 2, evidenciando que existe a presenca de desreguladores enddcrinos em
concentracdes detectaveis nas dguas deste rio.
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