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RESUMO

GOMES, Giselle. Avalia¢do dos fatores de interferéncia no ensaio in vitro Yeast Estrogen
Screen (YES) para andlise de estrogenicidade em amostras ambientais, compostos orgdnicos
e misturas. 2020. 161f. Tese (Doutorado em Engenharia Ambiental) — UERJ, Universidade do
Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2020.

Os bioensaios tém sido recomendados para o monitoramento de desreguladores
enddcrinos no meio ambiente. Com isso, ha um crescente interesse em ensaios com baixos
limites de deteccdo e quantificagdo. O ensaio Yeast Estrogen Screen (YES) permite a analise
de xenoestrogénios pela ativagao transcricional do ER, fornecendo informagdes de atividade
estrogénica total em bioequivaléncia (equivalente 17f-estradiol — EQ-E2). Este estudo teve
como objetivo avaliar os interferentes das respostas desse ensaio. Fatores como: variacao na
densidade celular inicial, tempo de incubagdo, comprimento de onda usado para a leitura e
veiculo da substancia de referéncia do ensaio foram analisados. Além disso, amostras
ambientais (dgua potavel, dgua superficial, efluente e afluente de estacdo de tratamento de
esgoto, lixiviado bruto e tratado de aterro sanitario e sedimento), compostos organicos isolados
(17B-estradiol, 17a-etinilestradiol, estrona, estriol, bisfenol-A, etilparabeno, butilparabeno,
metilparabeno, propilparabeno, fulvestrant, atrazina, simazina, triclosan, cafeina e nonilfenol)
e misturas de estrogénios (17p-estradiol, 17a-etinilestradiol, estrona, estriol) e bisfenol-A foram
usados para o estudo desses fatores. A densidade celular inicial e o tempo de incubagdo do
ensaio influenciaram diretamente na sensibilidade do método. No entanto, os resultados
expressos em EQ-E2 e em poténcia relativa (PR) ndo sofreram influéncia. Amostras de agua
superficial, por exemplo, apresentaram resultados semelhantes para os testes de 48 e 72h de
incubacdo do ensaio. Em contrapartida, os resultados da CE50 (concentracao que efetiva 50%
da resposta do ensaio) variaram dependentemente desses fatores e o uso da carta-controle para
a substancia de referéncia conferiu maior confiabilidade aos resultados, garantindo o
monitoramento da média da CE50 e sua dispersdao. O menor limite de deteccao calculado para
o método foi de 7 + 3 ng L'! e atingiu o valor de 0,28 + 0,12 ng L' ap6s a divisdo pelo maior
fator de concentragdo final (500 x) aplicado a matriz ambiental. Da mesma forma, o menor
limite de quantificagdo calculado foi 21 + 10 ng L™!, atingindo 0,84 = 0,4 ng L' apds considerar
o fator de concentracdo final da amostra (500 x). Esses limites atendem ao maximo limite de
detec¢do proposto pelo documento 2018/840/UE para o monitoramento do 17f-estradiol em
aguas superficiais por métodos cromatograficos, o que destaca a aplicabilidade do ensaio.
Ademais, com a avaliacdo dos fatores interferentes na analise da estrogenicidade de amostras
ambientais, compostos organicos € misturas, um protocolo otimizado e uma lista de
recomendacdes para a implementagdo e realizacdo do ensaio YES com seguranca e
confiabilidade nos resultados foram elaborados.

Palavras-chave: Ensaio YES (Yeast estrogen screen), Atividade estrogénica; Desreguladores

endodcrinos; Estrogénios; Xenoestrogénios; Matrizes ambientais.



ABSTRACT

GOMES, Giselle. Assessment of interfering factors in Yeast Estrogen Screen assay (YES)
towards evaluation of estrogenicity in environmental samples, organic compounds and
chemical mixtures. 2020. 161f. Tese (Doutorado em Engenharia Ambiental) — UERJ,
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2020.

Bioassays have been used for the monitoring of endocrine disruptors in the environment.
For this reason, the interest in low quantification and detection limits has increased. The Yeast
Estrogen Screen — YES assay identifies the xenoestrogens effects through the transcriptional
activation of ER, providing information on total estrogenic activity in bioequivalence (17f3-
estradiol equivalent — E2-EQ). The aim of this work was to evaluate the possible interferences
on this assay, some of them were analyzed, such as variation of initial cellular density,
incubation duration, wavelength used for the reading and vehicle of the test reference substance
of the YES assay. Environmental samples (drinking water, surface water, effluent and affluent
from sewage treatment plant, raw leachate and treated leachate and sediment), organic
compounds (17pB-estradiol, 17a-ethinyl estradiol, estrone, estriol, bisphenol-A, ethylparaben,
butylparaben, methylparaben, propylparaben, propylparaben, propylparaben, atrazine,
simazine, triclosan, caffeine and nonylphenol) and mixtures of estrogens (17B-estradiol, 17a-
ethinylestradiol, estrone, estriol) and bisphenol-A were selected as evaluating tools on this
work. The initial cell density and the incubation time length of the assay influenced directly on
the method sensitivity. However, the results expressed in E2-EQ and RP did not show any
variation. Surface water showed similar responses for the 48 hours and 72 hours of incubation.
In contrast, EC50 results showed dependency on these factors and the usage of control-chart
has shown more reliable results since it allows to monitor the average of EC50 and its
dispersion. The lowest limit of detection calculated for the method was 7 + 3 ng L™! and reached
0.28 + 0.12 ng L' after the division by the highest final concentration factor applied to the
environmental matrix. Likewise, the lowest limit of quantification calculated was 21 =10 ng L~
!'reaching 0.84 + 0.4 ng L™ after considering the sample final concentration factor. These limits
meet the maximum LOD proposed by document 2018/840/EU for E2 monitoring in surface
waters by chromatographic methods. In addition, assessment of interfering factors in YES assay
towards evaluation of estrogenicity in environmental samples, organic compounds and
chemical mixtures provided an optimized protocol and a list of recommendations for the
implementation and performance of the YES assay with safe and reliable results.

Keywords: Yeast estrogen screen assay; Estrogenic activity; Endocrine disruptors; Estrogens;

Xenoestrogens; Environmental samples.
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INTRODUCAO

Hé uma crescente preocupacao com a presenga de compostos desreguladores enddcrinos
(DE) no meio ambiente, pois essas substancias podem ocasionar efeitos nocivos a saude
humana e aos ecossistemas (BERGMAN et al., 2012). No entanto, a detec¢ao e a avaliagdo dos
efeitos de desreguladores enddcrinos ainda sao um grande desafio, dada a concentracao de sua
ocorréncia e aos recursos existentes para a sua quantificagdo. Portanto, cada vez mais ha a
necessidade de métodos que detectem substancias estrogénicas em baixas concentra¢des, nos

niveis de ng L' e ng L', em matrizes ambientais complexas.

Devido a complexidade das matrizes ambientais, varias recomendacdes foram feitas
para a integracdo de bioensaios no monitoramento da qualidade da 4gua (ALTENBURGER et
al., 2015; BRACK et al., 2016; DIPAOLO et al., 2016). Os bioensaios podem superar o desafio
da avaliacao dos potenciais efeitos da presenca de misturas quimicas em matrizes ambientais,
ao contrario das técnicas cromatograficas que avaliam compostos isolados ndo fornecendo

informagdes sobre a agdo conjunta.

Os bioensaios nao identificam os compostos presentes em uma matriz ambiental, mas
podem complementar a andlise quimica de varias maneiras. Podem fornecer informagdes
adicionais e ser usados como uma ferramenta de triagem que antecede a analise quimica em
caso de respostas positivas, ou mesmo ser utilizados se os métodos quimicos nao atingirem os

limites de deteccao exigidos (HETTWER et al., 2018).

A sele¢@o de um bioensaio especifico para avaliagdo de DE envolve a preocupacao se o
ensaio: (i) pode prever os efeitos desencadeados em organismos expostos e realmente fornece
ferramentas para a compreensao dos mecanismos de agdo implicitos; (ii) pode ser facilmente
utilizado em larga escala no monitoramento de DE e seus efeitos no meio ambiente; (iii) tem

reprodutibilidade, repetibilidade e sensibilidade para ser usado em matrizes ambientais.

O ensaio Yeast Estrogen Screen (YES) atende aos requisitos mencionados acima,
indicando uma boa adequagdo. Este ensaio possui um mecanismo de acdo especifico que
permite a deteccdo e a quantificagcdo da atividade estrogénica em niveis baixos, na ordem de ng
L' (ROUTLEDGE e SUMPTER, 1996; KETHAN, 2014). Este é um ensaio de ativagio

transcricional do receptor de estrogénio (ER) que abrange a andlise de DE com agdo genomica
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e pode ser usado como uma ferramenta de triagem e, portanto, tem sido indicado para o

monitoramento de DE em larga escala no ambiente

Particularmente, o ensaio YES permite quantificar a atividade estrogénica total,
incluindo efeitos aditivo, sinérgico e alguns casos de antagonismo em termos da concentragao
equivalente de 17p-estradiol (EQ-E2). Este ensaio tem sido usado para a avaliacdo de
substancias individuais, bem como para misturas e amostras ambientais (BERESFORD et al.,
2000; KOLLE et al., 2010; RAMIREZ et al., 2014; RUTISHAUSER et al., 2004;
WIECZERZAK et al., 2016; YU et al., 2019) e embora seja um ensaio padronizado pela ISO

19040-1 de 2018, ainda existem alguns fatores interferentes do ensaio que devem ser estudados.

Por exemplo, alguns autores, propuseram algumas modificagdes no protocolo do ensaio
original, como a selecdo do comprimento de onda, a variacdo do tempo de incubagdo e a
densidade celular (BERESFORD et al., 2000; BRIX et al., 2010; FRISCHE et al., 2009;
HETTWER et al., 2018). No entanto, essas modificacdes foram usadas sem uma avaliagdo

completa dos resultados dos testes realizados.

Desse modo, foi realizado um estudo exploratorio sobre essas questoes com o objetivo
de elucidar informag¢des e mitigar interferéncias no ensaio, permitindo maior confiabilidade e
seguranga ao seu uso. Notavelmente, a elucidacdo dessas questdes pode facilitar a
implementag¢ao e a utilizagdo do ensaio YES como uma ferramenta para a analise da atividade

estrogénica.

Portanto, para obter maior compreensdo sobre ensaios de ativagdo transcricional do ER
em leveduras, o objetivo do presente estudo foi a avaliacdo dos fatores interferentes no ensaio
YES para a avaliacao da estrogenicidade em amostras ambientais (dgua potavel e de superficie,
efluente e afluente de estacdo de tratamento de esgoto (ETE), sedimentos e lixiviado bruto e
tratado de aterro sanitario), misturas quimicas e substancias individuais. Além disso, o preparo
de amostras ambientais que foi aplicado neste estudo, também podera ser usado como referéncia
para o preparo de amostras para outros ensaios in vitro, in vivo e até mesmo para métodos

analiticos.
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1. OBJETIVOS

1.1. Objetivo geral

Investigar os fatores que influenciam o ensaio in vitro Yeast Estrogen Screen (YES)
para a quantificagdo da atividade estrogénica de compostos orginicos, misturas e amostras
ambientais, sendo elas: dgua potavel e superficial, afluente e efluente de ETE, sedimento e

lixiviado bruto e tratado de aterro sanitario.

1.2.  Objetivos especificos

» Investigar a influéncia das variagdes nas condi¢des do ensaio YES no resultado da
atividade estrogénica, sendo elas: densidade celular inicial, tempo de incubagdao do
ensaio, sele¢do do comprimento de onda para a leitura da resposta, analise de amostras

em soluc¢do aquosa.

» Avaliar a atividade estrogénica de mono solugdes de compostos organicos (17f3-
estradiol (E2), 17a-etinilestradiol (EE2), estrona (E1), estriol (E3), bisfenol-A (BPA),
etilparabeno (EP), butilparabeno (BP), metilparabeno (MP), propilparabeno (PP),

fulvestrant (ICI 182,780), atrazina, simazina, triclosan, cafeina e nonilfenol).

= Investigar o efeito das misturas de estrogénios (E2, EE2, E1, E3) e BPA na resposta da

atividade estrogénica.

= Avaliar a atividade estrogénica e antiestrogénica de matrizes ambientais.
» Elaborar recomendagdes para a implementagdo e execugdo do ensaio YES.

= Elaborar um protocolo para o ensaio YES com as condi¢des adequadas para amostras

ambientais com maior € com menor concentragao de xenoestrogénios.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Sistema endocrino

O sistema enddcrino ¢ responsavel pela regulacao de processos bioldgicos, tais como
crescimento reprodu¢do, manutencao, homeostase e metabolismo, desde a concepgao até a fase
adulta dos seres vivos que o possuem (COLE et al., 2019). Para isso, glandulas do sistema
endocrino (tais como: hipotdlamo, hipodfise, tireoide, paratireoides, pancreas, adrenais,
testiculos em machos e ovarios em fémeas) produzem e secretam hormoénios na corrente

sanguinea. Estes atuam como sinais quimicos em receptores especificos de suas células alvo.

O tempo de sintese, secre¢do e atuagdo dos hormodnios ¢ cuidadosamente coordenado
pelo organismo para manter a homeostase corporal (KHETAN, 2014). Desse modo, a saude

humana depende do bom funcionamento do sistema enddcrino.

Algumas substancias, conhecidas como DE, podem alterar o funcionamento desse e dos
demais sistemas fisioldgicos sensiveis aos hormonios (DIAMANTI-KANDARAKIS et al.,

2009). Estas alteracdes podem proporcionar o aumento do risco de efeitos adversos a satde.

2.1.1. Mecanismos de acdo dos hormonios

Os hormonios atuam se ligando ao seu receptor especifico em sua célula alvo. Os
receptores celulares hormonais incluem os receptores nucleares e os receptores da membrana
plasmatica da célula. Os receptores nucleares sdo: de estrogénio (ER), de androgénio (AR), da
tireoide (TR), os ativados por proliferadores de peroxissoma (PPAR) e de retinoide

(RAR/RXR) (KHETAN, 2014).

De acordo com o receptor alvo (nuclear ou de membrana) os hormonios podem
desencadear acdes via genOmica ou nao genOmica, a depender de sua afinidade com os

receptores. O mecanismo via gendmica se inicia quando o hormoénio se liga ao receptor no
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citoplasma e o complexo hormodnio/receptor migra para o nucleo e altera diretamente a
expressdo do RNA mensageiro, este processo pode demorar minutos, horas ou dias. O
mecanismo via ndo genémica ¢ mediado por hormdnios que se ligam ao receptor presente na
membrana celular e emitem a resposta bioldgica final em segundos ou minutos (Figura 1)

(NORMAN et al., 2004; VERTINO et al., 2005).

Figura 1 — Mecanismo de acdo gendmica e nao gendmica de hormdnios esteroides

@ Hormoénio natural esteroide

Via genomica ‘ Via ndo gendmica

Membrana plasmatica

Receptor F M Receptor

Complexo (G) Complexo
hormaénio/receptor % = D' hormonio/receptor
\ Ativacdo do sinal mensageiro

ou crosstalk com o nucleo
: % é para a expressdo genética

NP /A\Y/A\Y/A\N

Expressdo genética

RNAmM

Minutos — horas — dias Segundos — minutos

—— RESPOSTA BIOLOGICA ——

Legenda: O mecanismo de agdo via gendmica inicia quando um hormdnio esteroide se liga ao receptor
no citoplasma, em seguida, o complexo hormonio/receptor migra para o nucleo ¢ altera a expressdao
genética (RNAm). O processo pode demorar minutos, horas ou dias para produzir uma resposta
biologica. O mecanismo via ndo gendmica produz uma resposta rapida mediada pela ligacdo de
hormdnios aos receptores da membrana plasmatica (que em alguns casos pode ser um receptor nuclear
associado a membrana). As respostas bioldgicas finais podem ocorrer de duas maneiras: dirctamente
através da emissao de sinais ou indiretamente por meio da modulagao de respostas gendmicas (crosstalk
— um ou mais componentes de uma via de sinal afetam outra). Fonte: Adaptado de Norman et al. (2004)
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As células e os orgaos sdo regulados pela complexa interagdo entre agdes gendmicas e
ndo gendmicas dos hormdnios, as quais sdo responsaveis por uma variedade de processos
fisiopatologicos. O mecanismo cldssico de acdo gendmica, que envolve a ligagdo de um
hormonio esteroide lipofilico a um receptor no citoplasma da célula alvo e consequentemente
a modulagdo da expressdo génica ¢ bem caracterizado e estabelecido na literatura. No entanto,
as respostas nao genomicas rapidas mediadas por receptores associados a membrana plasmatica

ainda nao sao completamente compreendidas (SCHWARTZ et al., 2016).

2:1.1.1. Via gendmica

As células possuem uma membrana que separa o meio intracelular do extracelular, essa
membrana celular ¢ formada por uma dupla camada fosfolipidica intercalada com colesterol e
proteinas (muitas sdo receptores de sinais quimicos) (SCHWARTZ et al., 2016). A constitui¢do
da membrana plasmatica permite uma permeabilidade seletiva, onde as substancias lipofilicas

conseguem adentrar a c€lula, enquanto as hidrofilicas nao.

Desse modo, os hormoOnios que atuam pela via gendmica sdo os hormonios
lipossoluveis, como os hormdnios esteroides e os da tireoide. Esses hormdnios sao secretados
na corrente sanguinea, atravessam a membrana plasmatica por difusdo e se ligam e ativam um
receptor proteico localizado no citoplasma ou no nucleo. Assim, permitem que este receptor se
torne competente para interagir diretamente com elementos de respostas de genes especificos
do DNA e module a transcri¢cao genética, seguida da sintese de sua proteina especifica. Essa
proteina que € produzida pelo RNAm sintetizado gera a resposta bioldgica que pode ser: manter
a homeostase, regular o crescimento ou controlar outros processos especificos (COLE et al.,

2019; DARBRE, 2015; VRTACNIK et al., 2014).

Esse mecanismo ¢ chamado de via gendmica porque a resposta do receptor ¢ através da
transcricao genética. O transporte do receptor de hormonio ativo para o nucleo e a transcrigao,
traducdo e acumulacdo de quantidade significativa de proteinas pode demorar dias,

apresentando uma resposta lenta (VRTACNIK et al., 2014).
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2.1.1.2. Via ndo gendmica

Inicialmente acreditava-se que os hormdnios esteroides atuavam somente se ligando aos
receptores nucleares, no entanto a acdo gendmica ndo explicaria algumas répidas respostas
biologicas, como a abertura de canais de ions, detectada em poucos minutos apoés mudangas na

concentracao de esteroides (SCHWARTZ et al., 2016).

A explicagdo se deve ao fato de que alguns hormonios sdo moléculas grandes ou muito
polares para ultrapassarem a membrana plasmatica, entao eles se ligam as proteinas presentes
na membrana que atuam como um sitio receptor nas células alvo. Desse modo, o mecanismo
via ndo gendmica ¢ mediado pela ligacdo de hormonios a receptores na membrana plasmatica

(KHETAN, 2014).

Neste caso, 0os hormdnios sao os primeiros mensageiros que proporcionam a ativagao
de um segundo sinal no citoplasma, como a abertura de canais de ions, que ocasiona mudancas
no potencial da membrana plasmatica, alterando o comportamento celular, por exemplo

(SCHWARTZ et al., 2016).

Todos os tipos de hormoénios esteroides, incluindo horménios gonodais (estrogénios,
progestinas e androgénios), hormonios da tireoide e corticosteroides podem atuar via ndo

genomica (CHESKIS et al., 2007)

2.2. Desreguladores enddécrinos (DE)

Os DE sao substancias exogenas ou misturas que causam alteracdes no funcionamento
do sistema enddcrino de seres vivos, possivelmente causando efeitos adversos para a saude do

organismo exposto, de sua progénie ou de (sub) populagdes (WHO, 2012).

Estes compostos podem ser provenientes de inumeras fontes: farmacos, metais,
produtos industriais, pesticidas (inseticidas, fungicidas e herbicidas), produtos de cuidados

pessoais, hormdnios naturais e sintéticos. E podem atingir o meio ambiente por diferentes rotas,
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seja através de residuos humanos, agricultura ou industria, podendo chegar as aguas superficiais

e de subsolo através dos efluentes e de lixiviado de aterros sanitarios (Figura 2).

Figura 2 — Fontes e destinos dos desreguladores endocrinos no meio ambiente
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Orlgem Industrial
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ETE e ETDI: Estagtes de Tratamento de Esgoto e de Despgjos Industriais; ETA: Estagio da Tratamento de Agua

Fonte: Aquino (2013)

Essas fontes e vias de entrada desses compostos no meio constituem descargas quimicas

continuas € em conjunto com a lipofilicidade e persisténcia dos DE possibilitam a

bioacumulagdo e a biomagnificacdo dessas substancias no meio, induzindo a uma globalizacao

do problema de desregulag¢do endécrina (VEGA-MORALES et al., 2013).

2.2.1.

Atividade estrogénica e antiestrogénica de desreguladores endocrinos

Na maioria das vezes, os DE atuam mimetizando os hormonios naturais, ou seja, por

afinidade bioquimica eles se ligam ao receptor em detrimento do hormonio, produzindo um
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efeito agonista (Figura 3.B). No entanto, alguns DE podem antagonizar a agdo dos hormonios,
atuando como um bloqueador, inibindo a resposta e a fun¢do esperada dos hormoénios

endogenos (Figura 3.C).

Figura 3 — Mecanismo de acdo de hormoénios e dos desreguladores enddcrinos

L Mimetizador Bloqueador
Hormonio Hormonal Hormonal
. T 5 = L -_

o= -
Célula Célula .
Célula =i =
- Receptor Receptor
Receptor "
Efeito Efeito
Efeito
. . Efeito Antagonista
Ef A
Resposta eito Agonista (Resposta Inibida)
A B C

Legenda: (A) Hormonio se liga ao sitio do receptor ¢ produz a resposta desejada, (B) DE se liga ao sitio
do receptor e produz uma resposta diferente do natural, (C) DE se liga ao sitio do receptor bloqueando-
o ¢ inibindo qualquer resposta.

Fonte: Adaptado de Birkett e lester (2003)

Conforme supra explicado, os ligantes endogenos (hormodnios) atuam, nos receptores
nucleares, como fatores de transcri¢ao para ativar ou reprimir a expressao génica (Figura 3 A),
entdo quando um ligante exdgeno, como os DE, se liga ao ER, desenvolvendo agdes agonistas
ou antagonistas (Figura 3 B e Figura 3 C), ocorre o desiquilibrio dos niveis de hormdnios
esteroides na circulacdo sanguinea e, portanto, a homeostase hormonal fica comprometida.
Além disso, eles ainda podem modificar a sintese, 0 metabolismo e o transporte dos hormdnios
endogenos, produzindo uma série de problemas

metabolicos, neuroldgicos, de

desenvolvimento, de reprodu¢do e/ou de imunidade em humanos e outros seres vivos.

Kolle et al. (2010) enumeraram a atividade de diversos DE através da atividade

transcricional do ER em leveduras (ensaio in vitro YES), na Tabela 1 seguem os resultados por
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eles encontrados. Entretanto, ¢ importante evidenciar que ensaios in vivo podem apresentar

respostas diferentes das apresentadas por Kolle et al. (2010), pois um organismo completo

engloba a andlise de efeitos provenientes de multiplos mecanismos, como biodisponibilidade,

metabolismo e crosstalk entre via gendmica e ndo gendémica (um ou mais componentes de uma

via de sinal afetam outra) (FOLMAR et al., 2002, 2000; HUGGETT et al., 2003; SCHWARTZ

etal., 2016; ZACHAREWSKI et al., 1995).

Tabela 1 — Desreguladores enddcrinos avaliados quanto a atividade estrogénica e

antiestrogénica através da atividade transcricional do ER em leveduras

Composto Classe E A

la, 25-Di-hidroxivitamina D3 (Calcitriol) Outros produtos — +
quimicos

Acido 2,4,5-triclorofenoxiacético Outros produtos — +
quimicos

2,4-Di-hidroxibenzo-fenona Antiandrogénio + *

2-Etil-hexil-p-hidroxibenzoato Estrogénio + *

4,4 '- (1,3-Fenileno-diisopropilideno) bis-fenol Estrogénio + *

4,4’ -bifenol Antiandrogénio + —

4.,4'-ciclo-hexilideno-bisfenol Estrogénio + *

4,4'-DDD (diclorodifenil-dicloroetano) Antiandrogénio —  —

4,4'-Di-hidroxidifenil-metano Estrogénio + *

4,4'-Sulfildifenol Estrogénio —  +

4-Androstene-3,17-dione Outros produtos — —
quimicos

4-n-octilfenol Outros produtos — +
quimicos

4-t-Butilpirocatecol Outros produtos + +
quimicos

4-tert-octilfenol Outros produtos + *
quimicos

60-Metil-17a-hidroxi-progesterona Androgénio — +

Continua
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Tabela 1 — Desreguladores enddcrinos avaliados quanto a atividade estrogénica e

antiestrogénica através da atividade transcricional do ER em leveduras

Composto Classe A

Apigenina Estrogénio —

Atrazina Outros produtos —
quimicos

Benzofenona Antiandrogénio +

Benzilbutilftalato Antiandrogénio —

Bicalutamide Antiandrogénio +

Bis (2-etilhexil) ftalato (DEHP) Outros produtos —
quimicos

Bisfenol A Estrogénio —

Bisfenol A-dimetacrilato Estrogénio —

Dibutilftalato Outros produtos —
quimicos

Clordecona (kepone) Outros produtos —
quimicos

Citrato de clomifeno Outros produtos +
quimicos

Corticosterona Outros produtos +
quimicos

Coumestrol Estrogénio —

Cicloheximida Outros produtos +
quimicos

Ciproteronacetato Antiandrogénio +

Daidzein Estrogénio —

Acido deoxicoélico

Outros produtos

quimicos

Continua
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Tabela 1 — Desreguladores enddcrinos avaliados quanto a atividade estrogénica e

antiestrogénica através da atividade transcricional do ER em leveduras

Composto Classe E A

Dexametasona Outros produtos — —
quimicos

Dibenz [a, h] antraceno Outros produtos — +
quimicos

Dietilestilbestrol Estrogénio + —

Dietilestilbestrol-dipropionato Estrogénio + —

Diidrotestosterona Androgénio + —

Diidroximetoxiclor (HPTE) Estrogénio + —

Diisononilftalato (DINP) Outros produtos — —
quimicos

Dimetil formamida Detergentes, —_ —
solventes,

Ftalato de di-n-amilftalatodipentilo Antiandrogénio — +

Di-n-propilftalato Outros produtos + —
quimicos

Estradiol Estrogénio + —

Estradiol-3-benzoato Estrogénio + —

Estrona Estrogénio + —

Etinilestradiol Estrogénio + —

Fenarimol Estrogénio + —

Finasterida Antiandrogénio —  —

Flavone Outros produtos — +
quimicos

Fluoximesterona Androgénio —  —

Genisteina Estrogénio + —

Hidroxifiltramida Antiandrogénio —_  —

Hidroxitamoxifeno Antiestrogénio + +

Continua
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Tabela 1 — Desreguladores enddcrinos avaliados quanto a atividade estrogénica e

antiestrogénica através da atividade transcricional do ER em leveduras

Composto Classe A

IC1 182,78 Antiestrogénio —

Kaempferol Estrogénio —

Cetoconazol Outros produtos —
quimicos

Linuron Antiandrogénio —

Methoxiclor Estrogénio —

Metiltestosterona Androgénio +

Metiltrienolona (R1881) Androgénio —

Mifepristone Outros produtos —
quimicos

Nilutamida Antiandrogénio —

o, p-DDT (1,1,1-tricloro-2- (2-clorofenil) -2- (4-  Estrogénio —

clorofenil) etano)

p, p-DDE (1,1 '- (2,2-dicloroeteno-1,1-diil) bis Antiandrogénio —

(4-clorobenzeno))

Procloraz Antiandrogénio +

Procymidon Outros produtos —
quimicos

Progesterona Outros produtos +
quimicos

p-t-butilfenol Outros produtos +
quimicos

Resveratrol Estrogénio —

Espironolactona Antiandrogénio —

Tamoxifeno Antiestrogénio +

Testosterona Androgénio +

Continua
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Continuacdo

Tabela 1 — Desreguladores enddcrinos avaliados quanto a atividade estrogénica e
antiestrogénica através da atividade transcricional do ER em leveduras

Composto Classe E A

Trembolona Androgénio + —

Vinclozolina Antiandrogénio —  —

Vitamina D3 (Colecalciferol) Outros produtos — +
quimicos

(E) atividade estrogénica, (A) atividade antiestrogénica, (—) negativo, (+) positivo, (¥) A avaliagdo
completa do composto nao foi possivel devido a citotoxicidade.
Falsos negativos foram excluidos da avaliacdo, se a toxicidade foi observada

Fonte: Kolle et al. (2010)

2.2.2. Efeitos adversos dos desreguladores enddcrinos

Hé alguns anos, a exposi¢ao a DE em 4guas tem sido associada a uma série de impactos
na reproducao de peixes, incluindo a inducao de intersex (presenga do 6rgao sexual feminino e
masculino simultaneamente) (JOBLING et al., 1998), diminuicao dos niveis de hormonios
(FOLMAR et al., 1996) e reducdo da capacidade de producdo de gametas e de fertilizagdo
(JOBLING et al., 2002).

Os efluentes de ETE contém uma complexa mistura de DE, ou potenciais DE, sendo
dificil apontar o composto especifico por ocasionar a desregulagdo enddcrina. Baseado nas
concentragdes encontradas em efluentes e em estudos laboratoriais para detectar a poténcia
estrogénica, os compostos como 17-estradiol, 17a-etinilestradiol, estrona, nonilfenol, e BPA

tem sido identificados como parte dos possiveis causadores (YU et al., 2019).

Os efeitos adversos ocasionados pelos DE tem se tornado uma importante questao,
principalmente, para a comunidade cientifica, mas também tem chamado a aten¢ao publica e
governamental desde que farmacos usados em métodos contraceptivos, como o 17a-

etinilestradiol, foram associados a efeitos toxicos em peixes (NASH et al., 2004).
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Como o sistema enddcrino em humanos funciona de forma similar aos animais, surgiu
a preocupagdo com os efeitos em seres humanos e pesquisas apontaram que os DE estdo
associados a distirbios nos hormoénios da tireoide, aumento da incidéncia de mas-formacoes
em Orgdos reprodutivos em recém-nascidos, inicio precoce da puberdade em meninas
(KHETAN, 2014), diminui¢do na qualidade do esperma (LI et al., 2011), cancer testicular de
c¢lulas germinativas (CHIA et al., 2010) cancer de mama (CRAIN et al., 2008; ROY et al.,
2009), obesidade, diabetes e doengas cardiovasculares (NEWBOLD, 2010; THAYER et al.,
2012).

Os DE também estdo associados a transmissdo de problemas de satde por geragdes,
tanto em machos como em fémeas (BREHM e FLAWS, 2019). Desse modo, os mecanismos
especificos de acdo dos DE sdo bastante complexos e ainda ndo sdo completamente
compreendidos, pois o tempo entre a acdo e o impacto ocasionado pelo DE ¢ longo, dificultando

as pesquisas.

2.2.3. Legislacdo para desreguladores enddcrinos

No Brasil, as concentragdes-limite para manter a qualidade dos recursos hidricos sdao
estabelecidos pela Resolugdo CONAMA n° 357 de 2005, que em 2011 foi complementada com
a Resolucao CONAMA n° 430. Estas resolucdes dispdem sobre a classificacao dos corpos de
agua superficiais e diretrizes ambientais para o seu enquadramento, bem como estabelece as

condicdes e padrdes de langamento de efluentes, respectivamente.

Existe também o Anexo XX da portaria de consolidagdo n°® 5 do Ministério da Saude
(anteriormente chamado de Portaria n° 2914) que dispde sobre os procedimentos de controle e
de vigilancia da qualidade da 4gua para consumo humano e seu padrao de potabilidade. Assim
como, a Resolugdo CONAMA n° 396 de 2008 que define a classificacao e diretrizes ambientais
para o enquadramento das aguas subterraneas. Essas legislacdes brasileiras contemplam
valores-limite para substidncias como alguns agrotoxicos e metais, que sdao DEs, porém
estabelecem esses limites baseado em danos ndo referentes a desregulacdo enddcrina. Caso os

limites fossem referentes a desregulagdo endocrina, provavelmente as concentragdes
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estipuladas seriam muito inferiores, pois os DE possuem a caracteristica de ocasionarem danos

em concentragdes na ordem de pg L e ng L.

E importante destacar que mediante a tamanha capacidade de contaminagdo do meio
ambiente, de exposicdo dos seres humanos e de outros animais surge a necessidade de
legislagdes rigorosas quanto ao langamento de DE no ambiente. Para tanto, as pesquisas sao
fundamentais, pois permitem a elucidagdo das concentracdes de DE associadas aos efeitos em

humanos e animais, permitindo a estipulacao de concentragdes limites para lancamento de DE.

A Unido Europeia apresenta um avango no que tange a legislacdo de DE, pois embora
também nao tenha o estabelecimento de concentracdes limites para o lancamento dessas
substancias, algumas regulamentacdes foram publicadas oficialmente. A diretiva 2000/60/CE
de 2000 foi o primeiro marco no dominio da politica da 4gua na Europa, onde foi estabelecido

a estratégia para definir os riscos e quais substancias seriam priorizadas.

Em 2008, uma lista de 33 substancias/grupo de substincias prioritarias e seus
respectivos controles de qualidade ambiental (EQS - environmental quality standards) foi

ratificado pela diretiva 2008/105/CE de 2008.

Em 2013, a diretiva 2013/39/UE, recomendou aten¢do para o monitoramento € opgdes
de tratamento para um grupo de 45 substancias prioritarias, nesta diretiva 2 farmacos (o anti-
inflamatério nao esteroide diclofenaco e o hormdnio sintético 17a-etinilestradiol -EE2) e o
hormonio natural 17B-estradiol (E2) foram recomendados para serem incluidos numa primeira
lista de vigilancia (Watch list) de 10 substancias/grupos de substancias para o monitoramento

de seu langamento pelo periodo de dois anos.

No primeiro trimestre de 2015, a Watch list para monitoramento em toda a Unido
Europeia (conforme estabelecido no artigo 8b da Diretiva 2008/105/CE) foi alterada na Decisao
2015/495/UE de 20 de margo de 2015. Além dos compostos diclofenaco, EE2 e E2, 3
antibioticos (azitromicina, claritromicina e eritromicina) foram incluidos, juntamente com outro
hormonio natural (estrona - E1), alguns pesticidas, um filtro UV e um antioxidante comumente

utilizado como aditivo alimentar.

Em junho de 2018, a decisao 2018/840/UE propds o limite minimo de deteccao, para o
monitoramento em aguas superficiais, dos compostos previamente estipulados nas
regulamentagdes anteriores (Tabela 2). Os limites estabelecidos neste documento sdo para

métodos analiticos, porém, se considerar o uso de bioensaios, esses limites podem ser maiores,
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pois os bioensaios oferecem a resposta em bioequivaléncia, fornecendo a resposta de um

conjunto de substancias e ndo a concentragdo de um tnico composto isolado.

Tabela 2 — Lista de substancias em vigilancia para monitoramento conforme estabelecido no
artigo 8b da Diretiva 2008/105/CE

Substancia/Grupo de substincias Método analitico indicado Maximo limite de deteccido

aceitavel (ng L)

17 a-etinilestradiol (EE2) EFS — CL-MS-MS 0,035

17 B-estradiol (E2), estrona (E1) EFS — CL-MS-MS 0,4

Antibidticos (azitromicina, EFS — CL-MS-MS 19

claritromicina e eritromicina)

Metiocarbe EFS — CL-MS-MS ou 2
CG -MS

Neonicotindéides  (Imidaclopride, EFS — CL-MS-MS 8,3

Tiaclopride, Tiametoxam,

Clotianidina e Acetamipride)

Metaflumizone ELL — CL-MS-MS ou EFS — 65
CL-MS-MS

Amoxicilina EFS — CL-MS-MS 78

Ciprofloxacino EFS — CL-MS-MS 89

Métodos de extragdo: (ELL) extragdo liquido-liquido, (EFS) extracdo em fase sélida
Métodos analiticos: (CG-MS) Cromatografia gasosa — espectrometria de massa; (CL-MS-MS)
Cromatografia liquida acoplado a espectrometria de massa triplo quadrupolo

2.3. Ensaio de ativagao transcricional do receptor de estrogénio (ER)

O ER funciona modulando a transcri¢ao de genes de suas células alvo e os ensaios de
gene reporter sdo baseados na capacidade de um composto ou mistura de compostos

estimularem o ER dependente da atividade transcricional (DARBRE, 2015). Desse modo, a



35

expressao do gene reporter ¢ o resultado de uma cascata de eventos que implicam na ativacao

do ER, indicando a atividade estrogénica do composto analisado.

Ensaios baseados em gene reporter sdo realizados com células de mamiferos ou de
leveduras geneticamente modificadas, onde sdo introduzidos sequencias de DNA do receptor
fusionado com o elemento de resposta estrogénica (ERE) e seu respectivo gene reporter

(KHETAN, 2014; DARBRE, 2015).

Existem diversos ensaios que usam linhagens celulares que contém o ER em sua
estrutura original, como os ensaios com células cancerigenas (T47D e MVLN, por exemplo).
Ensaios com células de levedura ndo cont¢ém o ER endogenamente, este ¢ geneticamente
inserido. Os ensaios que usam células cancerigenas geralmente codificam a enzima luciferase,

enquanto o gene repdrter utilizado nas leveduras codificam a enzima [3-galactosidase

(DARBRE, 2015).

Genes reporter podem ser introduzidos temporariamente somente para a duracdo do
ensaio ou permanentemente, gerando uma modificacdo genética estavel (DARBRE, 2015).
Independentemente do modo de construcao genética das linhagens celulares utilizadas, as
substancias analisadas quando entram na célula, interagem com o ER ativando-o, em seguida
ele se liga com outras estruturas celulares formando um complexo que se liga ao ERE do
plasmideo reporter. Estas ligagdes iniciam a expressdo do gene repérter e a produgdo das
enzimas (luciferase ou B-galactosidase) que metabolizam o substrato cromogénico especifico

adicionado ao meio em um produto de facil deteccao.

A mensuracdo da resposta agonista pode ser dada em poténcia relativa para substancias
individuais ou em bioequivaléncia para misturas ¢ amostras ambientais. Como geralmente a
substancia de referéncia do ensaio ¢ o E2, a resposta ¢ dada em EQ-E2 (equivalente 17f-
estradiol). A poténcia relativa mostra a poténcia estrogénica do composto em comparagdo a
substancia de referéncia do ensaio, enquanto o EQ-E2 evidencia a concentracdo estrogénica da
amostra se todos os compostos presentes nela fossem E2. Para o estudo de substincias
antagonistas, as cé¢lulas sdo expostas a substancia de referéncia e a substancia a ser testada,
simultaneamente, e a resposta do ensaio ¢ referente a reducdo da atividade estrogénica da

substancia de referéncia.
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2.3.1. Ensaio in vitro Yeast Estrogen Screen (YES)

A construcdo da estirpe utilizada para a realiza¢do do ensaio YES foi descrita por
PURVIS et al. (1991) e ROUTLEDGE e SUMPTER (1996). A Sacharomyces cerevisiae
BJ1991 foi usada na construgdo, onde o receptor de estrogénio humano ¢ expresso sob o
controle do promotor de metalotioneina de cobre (CUP1) da levedura. O promotor CUP1 ¢
completamente controlado pela adi¢do de cobre ao meio de cultivo. A construcdo dessa estirpe
¢ estavel, pois o ER foi integrado ao genoma da levedura. Adicionalmente a estirpe contém a
constru¢do do PGK-ERE-lacZ como plasmideo reporter. O ERE proveniente do gene
vitelogenina A2 de Xenopus foi fusionado ao gene lacZ, o qual codifica a enzima -

galactosidase para medir a atividade dos receptores (Figura 4).

Figura 4 — Esquema do sistema de expressao do ER induzido por substancias estrogénicas em
Sacharomyces cerevisiae BJ1991
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Receptor de estrogénio

Receptor ativado
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Legenda: O gene do receptor de estrogénio humano ¢ integrado ao genoma principal e ¢ expresso (1)
numa forma capaz de se ligar aos elementos de resposta ao estrogénio (ERE) dentro de um promotor
hibrido no plasmideo de expressdo (2). A ativacdo do receptor (3), por ligagdo do ligante, provoca a
expressao do gene reporter Lac-Z (4) que produz a enzima [-galactosidase. Esta enzima ¢ secretada no
meio (5) e metaboliza o substrato cromogénico CPRG (amarelo) em CPR (vermelho) (6), que pode ser
medido por absorbancia. Fonte: Adaptado de Routledge e Sumpter (1996)
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A produgdo de B-galactosidase no meio depende da quantidade de ligantes ativos
estrogénicos que se acoplam aos receptores das células de leveduras. Esta enzima degrada o
substrato cromogénico CPRG (Chlorophenol red-p-D-galactopyranoside), que ¢ adicionado ao
ensaio, em CPR (Chlorophenol red) e a medida da absorbancia, pela espectrofotometria,
permite quantificar o CPR produzido, garantindo a quantificagdo de -galactosidase secretada.
Consequentemente, a quantidade de ligantes ativos que se acoplaram aos receptores ativando
ou inibindo o processo celular sio mensurados, permitindo o calculo da atividade estrogénica

da amostra analisada.

2.3.1.1. Vantagens e desvantagens do ensaio Yeast Estrogen Screen (YES)

Todos os ensaios apresentam suas respectivas vantagens e desvantagens. No ensaio YES
de Routledge e Sumpter (1996), empregado e avaliado neste trabalho, o produto produzido pelo
gene reporter (B-galactosidase) € secretado diretamente no meio e, portanto, a lise celular
(ruptura da membrana plasmatica) ndo ¢ de carater obrigatorio para a realizagdo do ensaio,

caracterizando uma vantagem a essa metodologia.

Existem outros ensaios de transcricdo do ER com leveduras similares (GAIDO et al.,
1997; LORENZEN et al, 2004; METCALFE et al., 2013), porém estes necessitam,
obrigatoriamente da lise celular, pois a f-galactosidase fica retida dentro da célula da levedura

nao estando disponivel no meio para realizar a degradacao do substrato cromogénico do ensaio.

Em um estudo comparativo empregado por Saito et al. (2002), foram analisados os
ensaios YES de Routledge e Sumpter (1996) e de Gaido et al. (1997) e o Yeast two-hybrid assay
de Nishikawa et al. (1999). O ensaio YES de Routledge e Sumpter foi o que apresentou melhor
resposta, pois quantificou a atividade estrogénica de todas as amostras analisadas (n=13).
Enquanto o de Gaido et al. (1997) quantificou 8 amostras e o de Nishikawa et al. (1999)
quantificou 4 amostras, as demais amostras ndo foram quantificadas devido ao efeito de
citotoxicidade que apresentaram. Este estudo demonstrou que o ensaio YES de Routledge e
Sumpter (1996) foi mais tolerante aos compostos toxicos presentes nas amostras ambientais

analisadas.
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Ensaios baseados em gene reporter com células de mamiferos, como por exemplo, o
ensaio ER-CALUX com células T47D e o ensaio MVLN com células também nomeadas
MVLN (derivadas da linhagem celular de cancer de mama - MCF7) possuem mecanismo de
acdo similares ao YES, onde a substancia a ser analisada se liga e ativa o ER formando um
complexo que se liga ao ERE, e este possuindo o gene da luciferase a libera para realizar a
quebra do substrato luciferin presente no meio e a resposta ¢ medida com um lumindmetro. No
entanto, geralmente as células de levedura sdo mais resilientes e resistentes as condi¢des
ambientais adversas, tornando o seu cultivo mais facil que o de células de mamiferos que sao
particularmente sensiveis as variacdes de temperatura, pH, oxigénio dissolvido e certos
metabdlitos. Além disso, leveduras sdo mais resistentes a contaminantes ambientais, como
metais pesados e endotoxinas bacterianas, em comparagdo as células de mamiferos

(BREITHOFER et al., 1998).

Ensaios com leveduras possuem ainda a vantagem de nao sofrerem interferéncia por
receptores enddgenos, hormonios esterdides, proteinas de ligagdo ou de metabolismo
(ROUTLEDGE e SUMPTER, 1996; GAIDO et al., 1997), pois esse organismo nao possui essas
estruturas. O ensaio E-screen, por exemplo, pode apresentar falsos positivos devido a interacao
do ER enddgeno com uma série de mitdgenos, citocinas e nutrientes (ANDO et al., 2002; DIEL
et al., 1999). A titulo de esclarecimento, o ensaio E-screen foi desenvolvido por Soto et al.
(1995) e ¢ um ensaio de proliferacdo celular que se baseia na exposicao de células MCF7 a
compostos estrogénicos na presen¢a de um soro humano inibidor do crescimento celular. As
substancias estrogénicas neutralizam a a¢do desse soro, permitindo o crescimento celular e a

resposta do ensaio ¢ dada pela contagem de células ao final do ensaio.

O ensaio YES quando comparado a ensaios in vivo inclui menores custos financeiros e
de consumo de tempo, bem como ndo depara com questdes éticas relacionadas ao uso de
animais experimentais. No entanto, os ensaios in vitro nem sempre preveem os efeitos que
podem ser observados nos ensaios in vivo, pois estes permitem a analise de efeitos provenientes
de multiplos mecanismos, como biodisponibilidade, metabolismo e crosstalk entre via
gendmica e ndo gendmica (FOLMAR et al.,, 2002, 2000; HUGGETT et al., 2003;
ZACHAREWSKI et al., 1995).

Ensaios de ativagdo transcricional do ER, ao contrario dos ensaios de ligacdo ao ER,

permite a classificagdo de substancias como agonistas ou antagonistas. Os ensaios de ligagdo
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ao ER ndo emitem uma resposta transcricional e sdo usados apenas para caracterizar se um

determinado composto se liga ou ndo ao receptor de estrogénio (DARBRE, 2015).

O ensaio YES permite a identificacdo da atividade estrogénica total de uma amostra
possibilitando a avaliacdo de misturas e de amostras ambientais, detectando as possiveis
interacdes entre os compostos presentes na amostra (LEUSCH et al., 2018), permitindo
determinar efeitos aditivos, sinérgicos e antagonicos. Ao contrario das analises cromatograficas
que permitem a determinacdo e quantificacdo de um determinado composto, necessitando de

métodos analiticos especificos para casa substancia a ser analisada.

Desse modo, no ensaio YES nenhum componente desconhecido com atividade
estrogénica ¢ negligenciado e quaisquer efeitos de combinagao sao levados em consideragdo na
analise de misturas e/ou amostras ambientais. Além disso, para a andlise de compostos
individuais, este ensaio fornece informagdes sobre a poténcia estrogénica, dado este que nao

pode ser obtido pelas analises cromatograficas.

Também ¢ possivel detectar a atividade estrogénica de compostos para os quais ainda
nao existem métodos analiticos sensiveis, pois o limite de detec¢ao de bioensaios muitas vezes
¢ mais baixo que muitos métodos cromatograficos, o que também permite que eles sejam usados

quando estes ndo atingem os limites de deteccao necessarios (HETTWER et al., 2018).

Uma desvantagem inerente ao ensaio com leveduras ¢ a presenga da parede celular com
um transporte ativo o que difere do mecanismo das células de mamiferos, podendo afetar a

resposta da atividade de alguns compostos (LEGLER et al., 2002).

Alguns compostos antiestrogénicos nao sao detectados pelo ensaio YES, pois este nao
possui o complemento completo de proteinas repressoras adequadas necessarias para a detec¢ao

do antagonismo de alguns compostos (BERESFORD et al., 2000).

Outra desvantagem, inerente aos bioensaios, mas também as andlises cromatograficas ¢
o preparo da amostra, que pode demandar tempo e investimento em solventes e cartuchos.
Quando ha a necessidade de realizar a filtragdo das amostras ocorre a perda de compostos
estrogénicos associados a fase particulada (s6lidos suspensos). Em contrapartida, o preparo da
amostra, seja filtracdo e/ou extracdo em fase s6lida promove a purificacdo das amostras,
reduzindo as chances de contaminacdo do ensaio, assim como, garantindo a detec¢ao da

atividade estrogénica.
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2.3.1.2 Variagdes de metodologias relatadas na literatura

Ao longo do tempo os ensaios baseados em gene reporter em leveduras foram sofrendo
adaptagdes em suas metodologias. No entanto muitas dessas adaptacdes ndo foram revistas e

avaliadas quanto a sua eficiéncia para a detec¢ao de atividade estrogénica.

Beresford et al. (2000) avaliaram a variacdo da densidade celular inicial no ensaio e
relataram deslocamento das curvas dose-resposta para a esquerda, indicando o aumento da
sensibilidade do ensaio, no entanto ndo analisaram a resposta do ensaio com essa modificagdo

para as amostras ambientais.

Schultis e Metzger (2004) relataram que a etapa que demanda maior tempo para obter a
resposta final do ensaio YES ¢ a passagem da enzima [-galactosidase para o meio extracelular.
Mediante a isso, adicionaram a etapa de digestao enzimatica e quimica da membrana plasmatica
das células de Saccharomyces cerevisiae para obter maior permeabilidade e facilitar a liberagao

da B-galactosidase no meio.

Frische et al. (2009) realizaram a separacdao do ensaio YES em duas fases, onde na
primeira fase ocorria o crescimento celular na presenga da amostra, permitindo a expressao do
ERE e na segunda fase era adicionado cicloheximida, para cessar o crescimento celular, € o
CPRG, para concluir o processo do ensaio. O CPRG s6 foi adicionado na segunda fase porque
os autores afirmam que a auséncia deste durante a primeira fase do ensaio, evita possiveis

interferéncias, provenientes da atividade estrogénica do produto de degradagdo do CPRG.

Hettwer et al. (2018) analisaram amostras ambientais sem a realizacao da etapa de
concentracdo, no entanto, nao foi demonstrado se os resultados seriam similares caso as

amostras fossem concentradas.

Em 2018, foi publicada a norma ISO 19040-1 onde foi estabelecida uma padronizacao
do ensaio YES, no entanto algumas questdes, como a variacdo da densidade celular inicial,
tempo de incubagdo de ensaio sem a etapa de lise celular e anélise de amostras em solugao

aquosa ainda podem ser revistas.
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2.3.1.3. Andlise de compostos organicos individuais

Os compostos individuais foram os primeiros a serem analisados pelos ensaios baseados
em gene reporter em leveduras. Inicialmente, as andlises eram destinadas a reconhecer a
estrogenicidade ou ndo de substancias quimicas. A analise de amostras sintéticas, como as
monossolugdes de compostos organicos individuais, ¢ mais simples, pois esta permite a
possibilidade de ajuste da concentragdo da substincia a ser analisada, de modo a garantir que

ndo seja toxica ao organismo-teste e que seja acima do limite de detec¢do do método.

A analise de compostos individuais permite a determinagdo da poténcia relativa de um
determinado composto comparado a substancia de referéncia do ensaio. A Tabela 3 apresenta
uma compilagdo de poténcias relativas determinadas e/ou a CE50 de diversas substancias

estudadas na literatura.

Tabela 3 — Valores de CE50 e Poténcia Relativa de composto organicos individuais analisados
por ensaios baseados em gene repdrter em leveduras

Substancia CE50 (ng.L')) PR Referéncia
17a-Estradiol - 0,01 (MURK et al., 2002)
17B-Estradiol-valerato 3529 0,21 (RUTISHAUSER et al., 2004)
2,4-bis (4-hidroxiphenil)-4- 3757,026 - (FIC et al., 2014)
methilpent-1-eno
3-sulfato B-estradiol - 3x10* (BERESFORD et al., 2000)

- 3x 1072 (BERESFORD et al., 2000)

- 1x10! (BERESFORD et al., 2000)
4-Onilfenol - 1x10° (CAJTHAML et al., 2009)
Benzilbutilftalato - 1,0x10%  (MURK etal., 2002)
Bisfenol-A (BPA) - 1x10* (BERESFORD et al., 2000)

- 1,0x10°  (MURK etal., 2002)

456580 1,1 x10* (RUTISHAUSER et al., 2004)

342435 1,2x 10*  (BECK et al., 2006)

Continua
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Tabela 3 — Valores de CE50 e Poténcia Relativa (PR) de composto organicos individuais
analisados por ensaios baseados em gene reporter em leveduras

Substincia CE50 (ng.L')) PR Referéncia
Bisfenol-A (BPA) - 1x10° (CAJTHAML et al., 2009)
783034,7 - (BALSIGER et al., 2010)
821844 - (FIC et al., 2014)
Bisfenol-AF 131129,7 - (FIC et al., 2014)
Bisfenol-F 9350774,1 - (FIC et al., 2014)
Butilfenol - 1x10° (BERESFORD et al., 2000)
Daidzeina 1.50E+07 2,5x10°% (BECK et al., 2006)
DHT - 4x103 (BERESFORD et al., 2000)
Di-(2-etil hexil) ftalato - 0 (MURK et al., 2002)
Dietilftalato - 5,0x 107 (MURK etal., 2002)
Dimetilftalato - 1,0x10% (MURK etal., 2002)
Di-n-butilftalato - 1,0x 107 (MURK et al., 2002)
Dioctilftalato - 0 (MURK et al., 2002)
Estriol (E3) 25665,8 2,4x10° (RUTISHAUSER et al., 2004)
6344,36 59x 103 (BECK et al., 2006)
Estrona (E1) 148,7 0,38 (RUTISHAUSER et al., 2004)
243,33 0,25 (BECK et al., 2006)
346,07 - (BALSIGER et al., 2010)
Genisteina 270240 1,5x10% (BECK et al., 2006)
- 1,52x 10*  (BRIX et al., 2010)
- 8,7x10° (BRIX etal., 2010)
- 2,2x10% (BRIXetal., 2010)
- 2,6x10% (BRIXetal., 2010)
HPTE - 8x 107 (BERESFORD et al., 2000)
Mestranol 5277,3 1,3x 102 (RUTISHAUSER et al., 2004)

Continua
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Continuacdo

Tabela 3 — Valores de CE50 e Poténcia Relativa de composto organicos individuais analisados
por ensaios baseados em gene reporter em leveduras

Substincia CE50 (ng.L'") PR Referéncia

Metoxicloro - 8x10* (BERESFORD et al., 2000)

Nonilfenol - 4x107 (BERESFORD et al., 2000)
- 3x 1073 (BERESFORD et al., 2000)
1850,94 2,5x10° (RUTISHAUSER et al., 2004)
1542450 1,8x10° (BECK etal., 2006)

- 1,3x10° (BRIX etal., 2010)

- 3,3x10°% (BRIX etal., 2010)
5464,68 - (BALSIGER et al., 2010)
- 1x10° (CAJTHAML et al., 2009)
- 4,0x10° (MURK etal., 2002)

Octilfenol - 1,0x10° (MURK etal., 2002)
6395920 45x10° (BECK etal., 2006)
5570,64 7,8x10° (RUTISHAUSER et al., 2004)
- 4,0x10° (MURK etal., 2002)
Triclosano - 1x10° (CAJTHAML et al., 2009)

(-) Nao informado

A poténcia relativa e a CE50 divergem inter e intralaboratorialmente, provavelmente
por questdes relacionadas as condigdes de realizacdo do ensaio, demonstrando a importancia
da analise dessas substancias em cada laboratério que tenha interesse de usar esse valor para
estimar o percentual de atividade estrogénica da amostra complexa (seja ambiental ou solugdo

de misturas) analisada.

Apesar das variagdes de resultados, fica evidente que os estrogénios possuem maior
poténcia relativa, inclusive Jarosova et al. (2014) relacionaram esses compostos & maior

contribuigdo para a atividade estrogénica em matrizes ambientais.
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2.3.1.4. Analise de misturas

Normalmente, os DE sdo encontrados em um complexo de misturas no meio ambiente,
e alguns estudos mostram que a exposicado a misturas de DE podem ocasionar efeitos
indesejaveis que nao sdo observados para o mesmo nivel de concentragdo desses compostos

individuais (ALTENBURGER et al., 2015; KORTENKAMP, 2014).

Por exemplo, Rajapakse et al. (2001) investigaram a mistura de 11 xenoestrogénios para
determinar a influéncia desse conjunto de substancias no efeito da atividade do E2, onde foi
utilizado o ensaio YES e concentracdes em um nivel abaixo da concentra¢do de efeito nao
observado de cada composto. O resultado mostrou que o efeito aditivo combinado dos 11
xenoestrogénios levou a um aumento da atividade do E2, mesmo quando cada composto estava

presente abaixo da sua concentracao de efeito ndo observado.

Misturas de DE podem apresentar potencial efeito sinérgico ou antagdnico mesmo em
baixas concentragdes individuais, no entanto a estimativa e a previsao da atividade estrogénica
de misturas quimicas ainda sdao desafiadoras (SCHOLZE et al., 2014; YANG et al., 2015) e a
avaliacdo toxicologica de DE naturais ou sintéticos ainda sdo predominantemente realizadas
para substancias individuais e ndo para um complexo de misturas (CONLEY et al., 2017,

RAMIREZ et al., 2014).

Yuetal. (2019) avaliaram a influéncia de misturas de estrogénios sobre o efeito do EE2.
Observaram efeitos aditivos para a mistura e a presenca do EE2 ndo aumentou a atividade

estrogénica em comparagdo com a mistura sem o EE2.

Jonker et al. (2005) e Loureiro et al. (2009) explicam que a interacdo entre diferentes
compostos pode depender do nivel de dosagem da mistura e/ou da razdo da dose, de modo que

o efeito da mistura pode variar de acordo com a concentracao testada.

Desse modo, as concentragdes encontradas no meio ambiente podem apresentar
diferentes efeitos a depender do nivel e da razdo da dose do complexo de misturas presentes
nas matrizes ambientais. E a demonstracao de efeito em misturas, mesmo quando os compostos
estdo presentes abaixo da concentracdo de efeito ndo observado, embasa a necessidade de
legislagcdes que contemplem limites cada vez mais baixos, até mesmo abaixo da concentracao

de efeito ndo observado, para lancamentos de efluentes em corpos hidricos.



45

2.3.1.5. Analise de amostras ambientais

A integracdo de bioensaios as andlises de monitoramento de DE, em matrizes
ambientais, tem sido bastante recomendada, pois os bioensaios possibilitam a analise do efeito

das complexas misturas presentes no meio ambiente (TOUSOVA et al., 2017).

Geralmente, a resposta da andlise da atividade estrogénica de amostras ambientais ¢
dada em equivalente estradiol (EQ-E2) através da interpolagdo da curva da amostra com a curva
da substancia de referéncia do ensaio. Em alguns casos, a curva dose resposta da amostra ndo
apresenta um paralelismo com a curva do controle do ensaio, ocasionando incerteza no calculo

do EQ-E2, porém ndo impedindo-o (WAGNER et al., 2013).

A Tabela 4 apresenta uma compilagao de resultados de atividade estrogénica encontrada
em diversas matrizes ambientais através de ensaios de ativagdo transcricional do ER em

leveduras.



Tabela 4 — Atividade estrogénica de matrizes ambientais expressa em EQ-E2.
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Matriz Ambiental Localizacao EQ-E2(ng L") Referéncia

Agua potavel China 0,0352-1,5 (ZENG et al., 2013)

Agua potavel China <LD - 0,36 (XTAO et al., 2016)

Agua residual China 1228,5-1691,5 (Lletal., 2015)

Agua superficial Alemanha 11,9-19,4 (PAWLOWSKI et al., 2004)
Agua superficial Enseada de Jurujuba — Rio de Janeiro <LD —3,2 (NASCIMENTO et al., 2018)
Agua superficial Mar Baltico 0,01 -0.8 (BECK et al., 2006)

Agua superficial Paises Baixos 0-1,1 (MURK et al., 2002)

Agua superficial Sao Paulo, Brasil 0,13-3,1 (JARDIM et al., 2012)
Agua superficial (fase dissolvida < 0,45 um) Rio Guandu — Rio De Janeiro, Brasil <LD — 3,1 (DIAS et al., 2015)

Agua superficial (fase dissolvida < 1,2 um)  Rio Guandu — Rio De Janeiro, Brasil <LD - 16 (DIAS et al., 2015)
Efluentes de ETE América do Norte <1-15 (HUGGETT et al., 2003)
Efluentes de ETE El Paso, Texas, EUA 0-28,4 (BALSIGER et al., 2010)
Efluentes de ETE Canada <1-4)5 (METCALFE et al., 2013)
Lodo biolégico de esgoto China 2,8—-4,7* (RUAN et al., 2015)
Sedimento de rio Italia 15,6 * (VIGANO et al., 2008)

(*)ng g’



47

Mediante ao conhecimento existente, acerca da presenca de compostos desreguladores
enddcrinos estrogénicos em matrizes ambientais e seus efeitos nocivos aos seres vivos, se torna
importante o estudo de um bioensaio que possua um mecanismo especifico para analise dos
efeitos dos DE. Desse modo, esta tese com o objetivo de investigar, elucidar e mitigar
interferéncias no ensaio YES, permitird maior confiabilidade e seguranca ao uso deste ensaio.
Isso facilitard o monitoramento dos DE no meio ambiente e consequentemente auxiliard para a

elaboragdo de concentragdes limites para o langamento desses compostos no meio.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Visao geral da metodologia

O ensaio YES foi realizado seguindo o procedimento padrdo descrito por Routledge e
Sumpter (1996). No entanto, algumas modificagdes foram empregadas para avaliar o método e
investigar a confiabilidade dos resultados visando alcancar as condi¢cdes 6timas de realizacao
do ensaio ¢ a elaboracdo de um protocolo mais adequado para as matrizes ambientais. Tais
modificagdes foram: variagdo da densidade celular, do tempo de incubacdo do ensaio e da
selecdo do comprimento de onda para a leitura da resposta do ensaio. Para isso, o presente
trabalho foi dividido em duas fases: 1) investigacao dos fatores que interferem no ensaio YES,
com o estabelecimento da carta-controle, limites de deteccdo e de quantificacdo e teste de
recuperagao para o controle positivo E2; 2) avaliagcdo da atividade estrogénica e antiestrogénica
de amostras ambientais, compostos organicos e misturas (Figura 5). O APENDICE 1 contém
as publicagdes alcancadas pelo grupo de pesquisa, estas abrangem os resultados dos

experimentos com as modifica¢des que foram realizadas para o ensaio YES nesta tese.



Figura 5 — Fluxograma geral das fases 1 e 2 realizadas neste estudo

Fase 1:
Investigacio dos fatores que interferem no ensaio YES - Elaborac¢io e avaliacido da

Fase 2:
carta controle. Determinagdo do LD e LQ. Teste de recuperaciio para o composto E2

Avaliagdo da atividade
estrogénica e antiestrogénica

Variagao na densidade Avaliagiio do espectro de :i’arlac_ao da Analise de C Am0§tras ambientais:
celular inicial na absor¢io de CPR e mewgin do amostras em n 'ompost(‘)s Agua potavel
e ¢ tempo de h organicos e misturas ‘ .
analise do controle selecdo de comprimento incubaciio do solugiio aquosa Agua superficial
positivo E2 de ondas G_ Afluente e efluente de
Snsalg estacdo de tratamento de
aguas residuais
! Sedimento
- Lixiviado bruto e tratado
1.35 x 106 célulass mL* 1 : Controle Positivo KZe - Controle positivo E2 EE2 EEZZ++EEE12 de aterro sanitirio
2.70 x 106 célulass mL"! leltur;];ntzz; faixa.de || amostras (Zesal?;x:a:uperﬁclal. e amostras de E1l E2+E3
, e nm e
4.05 x 106 células mL! 72 horas lixiviado E3 E2 + BPA
BPA EE2 +El
EP EE2 + E3
BP EE2 + BPA
MPp E1+E3
PP E1+BPA
Fulvestrant E3 + BPA
Elaboracio de um protocolo controlado para Atrazina E2 +EE2 +E1 +E3
a realiza¢iio do ensaio YES Simazina E2 + EE2 + E1 + E3 + BPA
Triclosan
Cafeina
Nonilfenol
PR e CE50 > EQ-E2

Legenda: CPR: clorophenol red — produto de degradacao do substrato cromogénico CPRG (Chlorophenol red-f-D-galactopyranoside); LD: limite de detecgao;
LQ: limite de quantificagdo; PR: poténcia relativa; CE50: concentragdo efetiva média; EQ-E2: equivalente estradiol; E2: 17B-estradiol; EE2: 17a-etinilestradiol;
El: estrona; E3: estriol; BPA: Bisfenol-A; EP: etilparabeno; BP: butilparabeno; MP: metilparabeno; PP: propilparabeno.
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3.2. Materiais e reagentes

Todos os reagentes, incluindo os elementos do meio de cultivo e analise usados no
ensaio YES, foram adquiridos pela Sigma-Aldrich® (pureza > 98%), exceto Chlorophenol red-
B-D-galactopyranoside (CPRG) que foi adquirido da Merck®.

As mono solu¢des dos compostos organicos e as solucdes das misturas foram

preparadas em etanol absoluto (Tedia®, grau HPLC) e armazenadas a 4°C.

Para extracdo em fase so6lida (EFS), hexano, metanol e acetona (grau HPLC) foram
fornecidos pela Tedia e a 4gua ultrapura foi obtida do sistema Milli-Q (Millipore®). O cultivo
de leveduras e o ensaio YES foram realizados em frascos de cultura de células de 50 mL (K11-
2050) e microplacas de 96 pocos (K12-096), respectivamente, ambos adquiridos da Kasvi®.
Para o preparo do meio de cultivo e de analise do ensaio YES se utilizou pipetas soroldgicas
graduadas descartdveis de 5, 10 e 50 mL (Kasvi®) e ponteiras de 10, 200 e 1000 pL
(Socorex®).

A filtragdo das amostras ambientais foi realizada com membranas de fibra de vidro de
0,7 pm e membranas de nylon de 0,45 pm, ambas adquiridas pela Millipore®. Os cartuchos
utilizados para a extracdo em fase solida foram: Strata-X (sorvente polimérico a base de
estireno-divinilbenzeno com superficie modificada) e os cartuchos de limpeza Strata-SAX

(sorvente a base de silica), 500 mg/6 mL, ambos adquiridos pela Phenomenex®.

3.3. Ensaio Yeast Estrogen Screen (YES)

O procedimento foi desenvolvido de acordo com Routledge e Sumpter (1996) com a
aplicagdo de modificagdes nas condigdes do ensaio, tais como densidade celular, tempo de
incubagdo do ensaio e selegao do comprimento de onda para a leitura da resposta do ensaio. O
ensaio ¢ baseado na expressdo de um receptor de estrogénio humano adicionado a levedura
Saccharomyces cerevisiae (estirpe BJ1991). Na presenca de substincias estrogénicas, o
receptor de estrogénio ¢ ativado e um receptor do gene lac-Z ¢ expresso, induzindo a producao

e liberacdo da enzima [B-galactosidase. A enzima excretada degrada o substrato cromogénico
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CPRG em CPR, o que ¢ observado por uma mudanga de cor no meio de andlise de amarelo para

avermelhado. Portanto, ¢ um ensaio colorimétrico, avaliado por espectrofotometria.

As solugdes utilizadas no ensaio (meio minimo, glicose, dcido L-aspartico, L-treonina,
sulfato de cobre, vitamina, CPRG, meio de cultivo e meio de anélise) foram preparadas de

acordo com Routledge e Sumpter (1996) e estdo apresentados no ANEXO 1.

3.3.1. Cultivo da levedura Saccharomyces cerevisiae

A estirpe da levedura Saccharomyces cerevisiae utilizada (BJ1991), desenvolvida pela
Glaxo Group Research (Routledge e Sumpter, 1996) foi gentilmente cedida pelo Laboratério
de Controle da Polui¢do das Aguas (COPPE/UFRYJ).

As células de levedura foram mantidas congeladas a -20°C, em tubos criogénicos de 2
mL, contendo o ind6culo (meio de cultivo + células) e glicerol na proporcao de 6:4, (Figura 6).
Previamente ao ensaio (72 horas), foi realizado o pré-indculo descongelando a levedura e
ressuspendendo todo o volume do tubo criogénico em 10 mL de meio de cultivo em um frasco
de cultura de células de 50 mL. Este frasco foi mantido em incubadora de agita¢do orbital

(modelo Q816M20, Quimis) a 28 °C e 150 rpm por 48 horas (Figura 6).

Na sequéncia, 24 horas antes do ensaio, foi realizado o indculo da levedura,
adicionando-se 10 mL de meio de cultivo e 100 pL. do pré-indculo em um novo frasco de
cultivo. O mesmo foi mantido em incubagdo nas mesmas condi¢des do pré-indculo por 24
horas, até¢ a realizacao do ensaio YES (Figura 6). Toda a manipulagdo da estirpe foi realizada
em cabine de seguranca bioldgica classe II Al (Filterflux® SBIIA1), para evitar possiveis

contaminagoes.
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Figura 6 — Esquema da metodologia de preparo do congelamento, pré-inoculo e indculo das
células da levedura Saccharomyces cerevisiae

Células congeladas
a-20°C com 40% de I

glicerol Meio de cultivo i‘” | i
- e Pré-indculo
10 mL de meio de
Congelamento Pré-inéculo) | CUltivo  +  todo
Inéculo + Glicerol | | conteddo do tubo
. 150 rpm . A
na proporgdo 6:4 28°C | | criongénico (2mL de
48 horas | células congeladas)

Glicerol estéril

L

) Inéculo
Inéculo ' |10 mL de meio de
150 rpm cultivo + 100 pL do
28¢ | | oreeing

| | pré-inéculo
[

24 horas |
I )

3.3.2. Ensaio YES para avaliacdo da atividade estrogénica de compostos € amostras

ambientais

Assim como todo o procedimento com a levedura, os procedimentos na montagem do
ensaio YES foram realizados na cabine de seguranca bioldgica classe II Al (Filterflux®
SBIIA1) e com materiais estéreis descartaveis (placas, ponteiras, pipetas graduadas) ou

esterilizados (frascos de vidro).

O ensaio foi realizado em microplacas de 96 pocos com fundo chato, onde cada linha
foi ocupada por uma amostra ambiental, compostos organicos individuais ou misturas em 12
concentragdes de diluicao seriada, pelo controle negativo (somente etanol) ou pelo controle
positivo (12 concentracdes de dilui¢do seriada do composto E2, variando de 2724 a 1,33 ng L~
'no pogo). As dilui¢des foram feitas em uma placa separada e destinada especificamente para

tal, segundo o protocolo: (i) Adicionar 100 pL de etanol (grau HPLC) em todos os pogos de
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uma fileira, a exce¢do do primeiro; (i) Adicionar ao primeiro poco 200 puL do extrato da
amostra; (iii) Transferir 100 pL do primeiro pogo para o segundo e homogeneizar (realizado
com a propria pipeta); (iv) Transferir 100 uL do segundo pogo para o terceiro e homogeneizar;

(v) Continuar o procedimento até o tltimo poco, que tera o volume final de 200 pL.

Ap6s a diluicdo, 10 pL de cada poco foram transferidos em duplicata para a placa de
ensaio, para serem evaporados dentro da cabine de seguranca biologica. O procedimento foi
realizado para todas as amostras e para o controle positivo. Para o controle negativo, 10 uL de
etanol (grau HPLC) foram adicionados diretamente para cada poco da linha correspondente.
Para evitar uma contaminagdo cruzada, as fileiras das amostras foram intercaladas com as do

controle negativo, tal como ilustrado na Figura 7.

Figura 7 — Exemplo de arranjo de amostras e controles (positivo E2 e negativo) na placa de 96
pocos seguido no ensaio YES realizados nesse estudo
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Com relagdo ao controle positivo 17B-Estradiol, utilizado para gerar a curva padrao que
serviu de referéncia comparativa para todo o ensaio, sua dilui¢do foi idéntica a das amostras. A
solugdo estoque utilizada consistiu de 17B-Estradiol (> 98%, Sigma-Aldrich®) na concentragao
de 54,48 pg L' em etanol (grau HPLC, Tedia®) e a faixa de concentra¢des da curva de 12
pontos gerada foi de 2724 ng L' a 1,33 ng L™! no pogo.
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Com a evaporagdo dos 10 uL transferidos para cada pogo da placa de ensaio, restou
apenas a massa das substancias presente nas amostras. Entdo, 200 uL do meio de andlise
contendo meio de cultivo, levedura (1,35 x 10° células mL™') e CPRG (100 mg L) foram
adicionados em cada pogo da placa, cuidadosamente para que nao houvesse contaminagao
cruzada. Em seguida, as placas foram fechadas, lacradas, agitadas por 2 minutos em um agitador
de placas (marca IKA®, modelo MS-3) e levadas a estufa (Nova Etica 410). para incubagéo a
30 °C por 72 horas.

Ap6s o periodo de incubacao, foi visivel a mudanca de coloragdo nos pogos das amostras
que apresentaram atividade estrogénica. Entdo, para o encerramento do ensaio foram lidas as
absorbancias nos comprimentos de onda 575 nm e 620 nm, para avaliar a cor e a turbidez,
respectivamente, com o espectrofotometro leitor de microplacas VersaMax (Molecular

Devices®).

Todo esse procedimento foi realizado para amostras concentradas (extrato das amostras)
ou para compostos organicos € misturas cujas solugdes estoque foram preparadas em etanol

(grau HPLC).

3.3.3. Ensaio YES para a avaliacio da atividade antiestrogénica

A atividade antiestrogénica foi avaliada seguindo a metodologia de determinagdo de
atividade estrogénica descrita no item 3.3.2. com adicdo de estradiol em todos os pogos
contendo as 12 dilui¢des em série da amostra na placa de ensaio, resultando na concentragado

final de 27,24 ng L' de E2 em cada pogo.

A Figura 8 apresenta um breve resumo das etapas de procedimento do ensaio YES para

a analise de atividade estrogénica e antiestrogénica.
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Figura 8 — Etapas de procedimento do ensaio YES para a andlise de atividade estrogénica e

antiestrogénica
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Para a analise da atividade
antiestrogénica, foi adicionado
10 plL da solugao de E2 junto
as amostras. Resultando na
concentragdo de 27,24 ng L1?
de E2 no pogo.

Observagao:

O mesmo procedimento foi realizado
para as amostras sem concentragdo,
porém o veiculo do controle positivo,
negativo e da diluicdo das amostras foi
agua ultrapura ao invés de etanol.

A aliquota de 10 pL de cada diluigdo
realizada referentes a curva a ser
analisada e de 10 pL do controle
negativo referentes ao branco nao
foram  evaporadas, portanto foi
adicionado 190 pL do meio de analise.
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3.4. Fase 1: Investigacido e avaliacio dos fatores que interferem na resposta do ensaio

YES

3.4.1. Curva de crescimento da levedura e curva de correlacdo entre densidade Otica e

densidade celular

Para a elaboragdo da curva de crescimento da levedura, primeiramente foram realizados
seis indculos em frascos de cultura (chamados de Inéculo 1) seguindo a metodologia descrita
no item 3.3.1. Foram feitos dois tipos de inoculos 1: tipo A e tipo B, onde havia uma diferenca
de 12 horas entre eles, sendo o tipo A 0 hora do ensaio de curva de crescimento da levedura e
o tipo B 12 horas apds o inoculo do tipo A. Foram preparadas 4 réplicas do tipo A (x e x1,y e
yl) e 2 réplicas do tipo B (w e wl). Esses seis inoculos foram incubados a 28°C, 150 rpm. O
tempo de incubagdo variou, para as duplicatas x e x1 foi de 24 horas, y e y1 30 horas e w e wl

36 horas (Figura 9).

Em seguida, as duplicatas foram homogeneizadas (x com x1, y com yl e w com wl) e
foram realizados seis novos indculos em erlenmeyers esterelizados de 500 mL contendo 200
mL de meio de cultivo (Indculo 2). A mistura do frasco x com o frasco x1, inoculou os
erlenmeyers 1 e 2 (24 horas ap6s o inicio do ensaio), frasco y com o y1 inoculou os erlenmeyers
3 e 4 (30 horas apo6s o inicio do ensaio) e frasco w com o w1l inoculou os erlenmeyers 5 ¢ 6 (36
horas ap6s o inicio do ensaio) (Figura 9). A absorbancia final de cada erlenmeyer foi de 0,045

a 620 nm, equivalente a 1,35 x 10° células mL"'.

Apo6s cada in6culo 2, o erlenmeyer foi incubado a 28 °C, a 150 rpm. E a cada hora
estipulada foi realizada a retirada de uma aliquota de 1 mL para a leitura da absor¢ao a 620 nm
no espectrofotometro da marca Shimadzu®, modelo UV-1800 e foi correlacionada a contagem
manual de células com a camara de Neubauer e microscopio (Nikon®, modelo Eclipse E200).
Para a contagem manual, utilizou-se o corante azul de metileno para a identificagdo das células
vivas e mortas. Intercalou-se os horarios de leitura das diferentes duplicatas de indculos de
modo a se ter as leituras de absorbancia e a contagem manual do nimero de células de hora em
hora por 55 horas. Ao fim foi construida a curva de crescimento da levedura Saccharomyces

cerevisiae juntando as leituras das duplicatas dos trés tipos de inoculos 2.
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Ao todo, foram 3 inoculos 2 em duplicatas realizados em diferentes dias e horarios (24,
30 e 36 horas apos o indculo dos frascos tipo A — 0 hora do ensaio (Figura 9). Esse esquema de
inoculagdo em diferentes horarios foi para garantir o acompanhamento do crescimento da
levedura Saccharomyces cerevisiae durante 55 horas, com leituras a cada hora. Na Figura 9, ¢
possivel visualizar o esquema do ensaio com os horarios de inoculacdo da estirpe

Saccharomyces cerevisiae nos frascos de indculo 1 e erlenmeyers de inoculo 2.

Figura 9 — Esquema dos in6culos (indculo 1 e 2) para a elaboracao da curva de crescimento da
levedura Saccharomyces cerevisiae — Tipo A foi o indculo no inicio do ensaio - 0 hora, Tipo B
— 12 horas ap6s o indculo Tipo A. As siglas x e x1 sdo duplicatas provenientes do tipo A e
foram inoculadas nos erlenmeyers 1 e 2 (24 horas apos o inicio do ensaio); y e yl também sdo
duplicatas provenientes do inoculo Tipo A e foram inoculados nos erlenmeyers 3 e 4 apos
decorridos 30 horas do inicio do ensaio € w e wl sdao duplicatas provenientes do inoculo tipo B
e foram inoculados nos erlenmeyers 5 e 6 ap6s decorridos 36 horas do inicio do ensaio

Tipo B - 12 horas Inéculo 1
apés o Tipo A [

TipoA-0 hora TipoA-0 hora

10 mL de meio de cultivo
L +
Levedura (100 pL de um
pré-indculo)

24 horas EI - 36 horas EI Inoculo 2
ap

30 horas
apos o ds o
Tipo A -arf):;: Tipo A 200 mL de meio de cultivo
200mL 200mL 200mL 200mL 200mL 200mL = »
Levedura (resultando
Em VEm YEm YEm VEm )@ )| ko004 60

e na densidade de 1,35 x

Inéculo 1: 28°C - 150 rpm : 10 células mL?)
Tempo de incubagdo : x e x1 - 24 horas, y e y1 - 30 horas. w e wl - 36 horas

Indculo 2: 28°C - 150 rpm - 55 horas de incubagdo

Vale ressaltar que todo procedimento de pré-indculo, indculo e abertura dos erlenmeyers

para retirada das aliquotas destinadas a leitura da absorbancia e & contagem manual de células
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foi realizado em cabine de segurancga bioldgica. E as aliquotas retiradas da cabine para o registro

da absorbancia e da densidade celular foram descartadas, ndo retornando aos frascos.

Com as medigdes de absorbancia (contagem indireta com o espectrofotdmetro da marca
Shimadzu®, modelo UV-1800) e de densidade celular em células mL™' (contagem direta com
camara de Neubauer e o microscopio - Nikon®, modelo Eclipse E200) construiu-se uma curva
de correlacao entre os dois métodos de contagem de células, possibilitando que para os futuros

ensaios, pudesse adotar a contagem indireta.

3.4.2. Variacdo na densidade celular inicial no ensaio

Foram realizados ensaios com trés densidades celulares iniciais diferentes, ou seja, a
densidade normalmente utilizada em nosso laboratério (1,35 x 10° células mL™!), duas e trés
vezes a densidade celular usual (2,7 x 10° e 4,05 x 10° células mL™'). A cAmara de Neubauer e
o microscopio (Nikon®, modelo Eclipse E200) foram utilizados para a contagem manual de
células e para a contagem de forma indireta utilizou-se o espectrofotometro da marca

Shimadzu®, modelo UV-1800, onde a absor¢ao a 620 nm foi medida.

3.4.3. Avaliacdo do espectro de absorcdo de CPR e selecdo do comprimento de ondas

Apos arealizagdo do ensaio com a substancia de referéncia E2 conforme item 3.3.2., foi
realizada uma leitura em varredura, entre os comprimentos de onda 500 e 660 nm, com o
espectrofotometro de microplaca VersaMax (Molecular Devices®), a fim de verificar o melhor
comprimento de onda de absor¢do para o CPR (produto de degradacdo do substrato
cromogénico CPRG). As medidas de absorbancia foram plotadas versus seus respectivos
comprimentos de onda, e o comprimento de onda ideal para a leitura de cor do ensaio foi

estabelecido para o procedimento de laboratorio.
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3.4.4. Carta controle, limites de deteccio e quantificacdo do ensaio YES e teste de recuperacio

A carta controle foi construida com base na curva dose-resposta do 17B-estradiol e na
CES50 derivada de cada ensaio. Uma carta controle foi estabelecida para cada 20 ensaios

realizados, conforme ZAGATTO e BERTOLETTI (2008).

O limite de detecgdo (LD), isto é, a menor concentragao detectavel no ensaio, foi
baseado na curva do E2 padrao realizada com 12 dilui¢cdes em série 1: 1. O LD foi definido
como 1,1 vezes a concentragdo imediatamente abaixo da menor dilui¢ao detectada de E2. O
limite de quantifica¢do (LQ) foi definido como 3 vezes o LD. Estes calculos foram definidos
em nosso laboratdério apds a observacdo das curvas sigmoides e da expressdo da atividade
estrogénica do controle positivo E2, onde, como margem de seguranca, foi adicionado 10% do
valor da concentracao nominal imediatamente abaixo da menor dilui¢do detectada de E2 para
o calculo do LD (Figura 10). Posteriormente, a concentracdo foi dividida pelo respectivo fator
de concentracdo final da amostra e multiplicada pelo fator de dilui¢do aplicado no ensaio. Os
limites foram estabelecidos a cada 20 ensaios juntamente com a carta controle e, portanto, nao

foram fixados, havendo variag¢ao sazonal.

Figura 10 — Curva dose-resposta do controle positivo E2 para exemplificagdao do célculo do
limite de detec¢@o do ensaio YES
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Foi realizado o teste de recuperagdo, para a mono solu¢do de E2, compreendendo os
métodos de preparacdo da amostra (filtracdo + EFS + ensaio YES). Para isso, 1 L de 4gua
ultrapura foi dopado com duas diferentes concentragdes: 2 e 12 ng L''. Em seguida a dgua
dopada foi filtrada e extraida conforme o item 3.5.2.1.1. e as membranas utilizadas na filtracao
foram extraidas conforme o item 3.5.2.1.2., onde foi descrito a extragao com solvente assistida
por ultrassom. Apds a concentragdo e elui¢do, os extratos foram analisados conforme descrito
no item 3.3.2. Um branco de laboratorio composto por agua ultrapura também foi submetido a
todo o procedimento, a fim de avaliar a contaminacao durante o processo. Todas as amostras

foram preparadas e analisadas em duplicatas.

3.4.5. Variacdo do tempo de incubacdo das placas no ensaio

A leitura do ensaio foi realizada de hora em hora durante as 72 horas de duracao do
ensaio. Para tanto, foram utilizadas trés placas de 96 pocgos, cada uma contendo 6 réplicas da
curva do E2 (linhas A, B, C, D, E e F da microplaca de 96 pogos) e 24 réplicas do controle
negativo (linhas G e H da microplaca de 96 pogos). Onde, uma placa foi incubada a 30°C na
leitora de microplacas VersaMax (Molecular Devices®) e duas placas foram incubadas a 30°C
na estufa (Nova Etica 410) A leitora de microplacas foi configurada para realizar leituras de
hora em hora e as placas foram trocadas apos cada ciclo de 24 horas. Portanto, uma leitura de

72 horas foi obtida e as medi¢des foram usadas para a construcao de uma curva dose-resposta.

A estratégia das trés placas foi aplicada porque uma incubagao prévia de 72 h a 30°C no
espectrofotometro levou a placa a completa secura, uma vez que esta deve estar aberta para as
leituras. Ressalta-se que a mesma diluicao serial foi utilizada para todas as 6 curvas de E2, a

fim de evitar erros de diluig¢do (seja do operador ou da pipeta).
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3.4.6. Curva dose-resposta do controle positivo E2 em solucio aquosa e andlise de amostras

ndo concentradas de lixiviado bruto de aterro sanitario

Para o estudo da interferéncia de amostras aquosas no ensaio YES, seguiu-se 0 mesmo
procedimento de avaliagdo da atividade estrogénica citado no item 3.3.2. e na Figura 8, porém
a solugdo estoque do controle positivo E2 foi preparada em agua ultrapura, mas mantendo a
mesma concentragio de 54.48 ug L', Para as dilui¢des das amostras e o controle negativo

também se utilizou agua ultrapura.

A solugdo aquosa de E2 foi preparada a partir de uma solugdo de E2 em etanol, onde
retirou-se uma aliquota e dissolveu-se em agua ultrapura para atingir a concentracdo desejada
(54.48 pg L' - 0,1% etanol). Esta metodologia foi escolhida devido a melhor solubilizagdo do
E2 em etanol do que em agua. Esta solu¢dao aquosa foi sempre preparada imediatamente antes

da realizacdo do ensaio e ndo foi reaproveitada para ensaios posteriores.

O controle positivo E2 foi analisado em solugdo aquosa para que se pudesse analisar
amostras sem a realizacao das etapas de filtracao e extracao em fase solida, onde as amostras
ndo foram eluidas em solvente, necessitando que o veiculo do controle positivo, da diluicao e

do controle negativo fossem o mesmo que o da amostra a ser analisada.

Foram analisadas amostras ambientais de lixiviado bruto de aterro sanitario e para a
montagem da placa de ensaio realizou-se a dilui¢do conforme explicado no item 3.3.2., em
seguida 10 pL de cada pogo foram transferidos em duplicata para a placa de ensaio, porém nao
houve a evaporacao e foi adicionado 190 pL de meio de analise em vez de 200 pL. como foi
feito quando se deixa evaporar o solvente. O procedimento foi realizado para todas as amostras
e para o controle positivo. Para o controle negativo, 10 pL de 4gua ultrapura foram transferidos

diretamente para cada pogo da linha correspondente.
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3.5. Fase 2: Avaliacdo da atividade estrogénica e antiestrogénica de compostos

organicos, misturas e matrizes ambientais

3.5.1. Atividade estrogénica de compostos organicos € suas misturas

As solugdes estoque dos compostos analisados foram preparadas em etanol absoluto
(Tedia®, grau de HPLC) como apresentado na Tabela 5. Diferentes intervalos de concentracio
foram testados para compostos organicos até que uma curva sigmoidal fosse alcangada no
ensaio. Misturas de estrogénios e bisfenol-A também foram testadas na mesma e em uma
concentra¢cdo mais baixa que a desses compostos organicos avaliados individualmente. Foram
realizadas quatro baterias de ensaios com duas repeti¢des de cada mistura. Foram utilizadas
concentragdes equipotentes de razao fixa, que seguiram o procedimento descrito no item 3.3.2.

para a diluigdo seriada.

Tabela 5 — Compostos organicos e misturas analisadas com suas respectivas concentragdes
(solugdes estoque e faixa de concentragao testada no ensaio)

Compostos Concentracio da solucdo Faixa de concentracio testada
organicos/Misturas estoque (ug L) (ng L2

17B-estradiol (E2) 54,48 1,33 -2,724x 10°
17a-ethinilestradiol (EE2) 54,48 1,33 -2,724 x 10°

Estrona (E1) 150 3,66 -7,50x 10°

Estriol (E3) 1,00 x 10° 2,44 x 10°-5,00 x 10°
Bisfenol-A (BPA) 4,95x 10° 1,21 x 10°—2,48 x 10’
Etilparabeno (EP) 3,50 x 10° 8,55x10°-1,75x 10®

Continua
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Continuacdo

Tabela 5 — Compostos organicos e misturas analisadas com suas respectivas concentragdes
(solugdes estoque e faixa de concentragdo testada no ensaio)

Compostos Concentracao da solucio Faixa de concentracio testada
organicos/Misturas estoque (ug L) (ng L2

Butilparabeno (BP) 1,00 x 10° 2,44 x 10*- 5,00 x 10’
Metilparabeno (MP) 3,50 x 10° 8,55x10*-1,75x 10®
Propilparabeno (PP) 1,00 x 10¢ 2,44x10*-5,00x 107

Fulvestrant (ICI 182,780) 6,00 x 10* 3,00 x 10°%— 1,46 x 103°

Atrazina 1,00 x 10* 5,00 x 10° — 2,44 x 10%¢
Simazina 1,00 x 10* 5,00 x 10° - 2,44 x 10°
Triclosan 1,00 x 10* 5,00 x 10° — 2,44 x 10%°¢
Cafeina 1,00 x 10* 5,00 x 10° — 2,44 x 10%¢
Nonilfenol 100 2,44 -5,00 x 10°
E2 + EE2 E2: 54,48 E2:1,33-2,724x 10°
EE2: 54,48 EE2: 1,33 -2,724x 10°
E2 +El E2: 54,48 E2:1,33-2,724x 10°
El: 150 El: 3,66 —7,50 x 10°
E2 +E3 E2: 54,48 E2:1,33-2,724x 10°
E3:1,00x 10° E3:2,44x 10° - 5,00 x 10°
E2 + BPA E2: 54,48 E2:1,33-2,724x 10°

BPA: 4,95 x 10°

BPA: 1,21 x 10* 2,48 x 10’

Continua
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Tabela 5 — Compostos organicos e misturas analisadas com suas respectivas concentragdes

(solugdes estoque e faixa de concentragdo testada no ensaio)

Compostos Concentracao da solucdo Faixa de concentracio testada
organicos/Misturas estoque (ug L) (ng L2
EE2 + El EE2: 54,48 EE2: 1,33 -2,724x 10°
El: 150 El: 3,66 —7,50 x 10°
EE2 + E3 EE2: 54,48 EE2: 1,33 -2,724x 10°
E3: 1,00 x 10° E3:2,44x 10°—5,00 x 10°
EE2 + BPA EE2: 54,48 EE2: 1,33 -2,724 x 10°
BPA: 4,95 x 10° BPA: 1,21 x 10* - 2,48 x 10’
El +E3 El: 150 El: 3,66 —7,50 x 10°
E3:1,00x 10° E3:2,44x 10° - 5,00 x 10°
El + BPA El: 150 El: 3,66 —7,50 x 10°
BPA: 4,95 x 10° BPA: 1,21 x 10*-2,475 x 10’
E3 + BPA E3: 1,00 x 10 E3: 2,44 x 10°- 5,00 x 10°

E2 + EE2 + El1 + E3

BPA: 4,95 x 10°
E2: 54,48

EE2: 54,48

E1: 150

E3: 1,00 x 10°

BPA: 1,208 x 10* - 2,475 x 10’
E2: 1,332,724 x 10°

EE2: 1,33 2,724 x 10°

El: 3,66 — 7,500 x 10°

E3: 2,44 x 10° — 5,00 x 10°

Continua
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Continuacdo

Tabela 5 — Compostos organicos e misturas analisadas com suas respectivas concentragdes
(solugdes estoque e faixa de concentragdo testada no ensaio)

Compostos Concentracio da Faixa de concentracio testada
organicos/Misturas solucdo estoque (ng L)) (ngL1)?
E2 + EE2 + E1 + E3 + BPA E2: 54,48 E2:1,33-2,724x 10°
EE2: 54,48 EE2: 1,33 -2,724x 10°
El: 150 El: 3,66 — 7,500 x 10°
E3: 1,00 x 10° E3: 2,44 x 10°- 5,00 x 10°
BPA: 4,95 x 10° BPA: 1,208 x 10* — 2,475 x 10’

* Intervalo de concentragdo na placa de ensaio que resultou em uma curva sigmoidal.
® As concentragdes testadas expressaram atividade estrogénica, mas a curva sigmoidal ndo foi alcangada.
¢ As concentragdes testadas ndo expressaram atividade estrogénica

3.5.2. Amostras ambientais

A Tabela 6 apresenta as amostras ambientais analisadas, todas coletadas no estado do
Rio de Janeiro, sudeste do Brasil. Diferentes quantidades de amostra foram coletadas e
analisadas, dependendo da matriz: 4gua potavel (1 L), agua superficial (1 L), afluente e efluente
de estacdo de tratamento de esgoto (ETE) (500 mL), sedimentos de rio, estudrio e praia (10 g),
lixiviado bruto e tratado de aterro sanitario (30 mL). Essa varia¢ao do volume analisado se deve
as caracteristicas inerentes a cada matriz, uma vez que diferentes concentracdes de
xenoestrogénios e interferentes exigem abordagens de amostragem e fatores de concentragao

especificos.

As amostras foram coletadas em frascos de vidro ambar, previamente descontaminados,
e armazenadas a 4° C. As amostras aquosas foram acidificadas a pH 2 com HCI, a fim de

garantir a preservagao dos analitos.
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Tabela 6 — Descri¢ao das amostras, método de preparagdo aplicado e endpoint avaliado (estrogénico/antiestrogénico)

Matriz Ano de n Descri¢ao do local de amostragem Volume/ Material Material Extrato de Amostras nao
ambiental coleta massa dissolvido  particulado Sedimento concentradas

analisada (Método 1) (Método 2) (Método 3) (Método 4)

Agua potavel 2015 21  Torneira, a 2 km da ETA localizada na 1L E(m=21) - - -
(AP) regido metropolitana do Rio de Janeiro A(n=6)
Agua superficial 2015 54 Rio usado como fonte de agua para ETA 1L E (n=54) - - -
(AS) publica que abastece 9 milhdes de pessoas. A(n=6)

2018 4 Corrego urbano impactado por esgoto da 1L E(m=4) E(m=4) - -

cidade do Rio de Janeiro.

Afluente da ETE 2016 9 ETE localizada na cidade do Rio de Janeiro, 500 mL  E (n=9) - - -
(AF) com capacidade de tratamento de 210 L s™!

Efluente da ETE 2016 2 —lodo ativado de aeracdo prolongada

(EF)

500mL E@n=8) - - -

Continua
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Tabela 6 — Descrigdo das amostras, método de preparacao aplicado e endpoint avaliado (estrogénico/antiestrogénico)
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Matriz Ano de n Descri¢ao do local de amostragem Volume/ Material Material Extrato de Amostras nao
ambiental coleta massa dissolvido  particulado Sedimento concentradas
analisada (Método 1) (Método 2) (Método 3) (Método 4)

Sedimento (S) 2016 10 Rio urbano com elevada captacdo de esgoto 10 g - - E (n=10) -
Sedimento 2015e 18 Praias da Baia de Guanabara e da cidadede 10g - - E(n=18) -

2018 Angra dos Reis.
Lixiviado bruto 2015, 7 Aterro sanitario em operagao desde 2011 30 mL Em=7) E(m=4) - E(m=4)
de aterro 2017 e com capacidade de recebimento de 12.000 A (n=4)
sanitario (LB) 2018 toneladas de residuos solidos urbanos por

dia
2015 1 Aterro sanitario em operagao desde 2003 30 mL Em=1) - - -

com capacidade de recebimento de 5.000

toneladas de residuos solidos urbanos por

dia

Continua
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Continuacdo

Tabela 6 — Descrigdo das amostras, método de preparacao aplicado e endpoint avaliado (estrogénico/antiestrogénico)

Matriz Ano de n Descri¢ao do local de amostragem Volume/ Material Material Extrato de Amostras nao
ambiental coleta massa dissolvido  particulado Sedimento concentradas

analisada (Método 1) (Método 2) (Método 3) (Método 4)

Lixiviado tratado 2015 1 Aterro sanitario em operagao desde 2003 30 mL Em=1) - - -
de aterro com capacidade de recebimento de 5.000
sanitario (LT) toneladas de residuos solidos urbanos por

dia. Tratamento fisico-quimico +

ultrafiltragdo e nanofiltragdo

(E) atividade estrogénica avaliada
(A) atividade antiestrogénica avaliada
(n) nimero de amostras

Nota: Os métodos de preparo das amostras serdo explicados no item 3.5.2.1
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Preparo das amostras
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Etapas especificas para a preparacao das amostras foram realizadas, incluindo filtra¢des,

extracdo em fase solida (EFS) e extracdo com solvente assistida por ultrassom, conforme os

métodos mostrados na Figura 11 e descritos a seguir (Métodos 1, 2, 3 ¢ 4).

Figura 11 — Fluxograma das etapas dos métodos empregados para a preparacdo de amostras
ambientais para a realiza¢do do ensaio YES

Métodol: Material dissolvido

Método 2: Material particulado

Meétodo 3: Sedimento

Método 4: Amostras ndo concentradas

4

Ajuste para pH!
2 com HCI

!

Filtragdo através de
membrana de fibra

de vidro de 0,7 pm

¢

Filtragdo através de
membrana de nylon

de 0,45 pm

Adigdo de 10
mL de metanol

Banho ultrassonico
de 10 minutos

v

Extrato vertido em
um frasco
volumétrico

E

Dilui¢do com agua
ultrapura para 200
mL

Strata-SAX (500 mg/6mL, Phenomenex),

Condicionamento do cartucho:
metanol (2 x 5 mL), agua ultrapura (2 X §
I mL)

Y

!

10 g de sedimento
seco por 24 horas
em dessecador

¢

Adigdo de 10
mL de metanol

y

Banho ultrassonico
de 10 minutos

!

Ensaio YES

v

A

Centrifugagdo
(1500 rpm/Smin)

v

em um frasco
volumétrico

Sobrenadante vertido

I

Strata-x (500 mg/6mL, Phenomenex)
Condicionamento do cartucho:
hexano (3 x 2 mL), acetona (2 mL),
metanol (3 x 2 mL), dgua ultrapura pH 3
(10 mL)

Percolagdo da amostra a

3 mL min-! sob vacuo

>

Cleanup: metanol + agua ultrapura (1: 9).
Secagem a vacuo por 10 min

Eluigdo: acetona (4mL),
percolagao por gravidade,
==l totalmente seca com N2 e
ressolubilizada com etanol

(2mL)

Nota: O cartucho Strata-SAX foi acoplado ao Strata-X para a remogdo de possiveis interferentes das
amostras de sedimento, lixiviado bruto e tratado de aterro sanitario, afluente e efluente de ETE. O
cartucho Strata-X foi utilizado para todas as amostras ambientais que foram concentradas.




70

3.52.1.1. Método 1: Material dissolvido

As amostras aquosas foram previamente filtradas através de membranas de fibra de
vidro de 0,70 um (Millipore) € membrana de nylon de 0,45 um (Millipore), exceto para agua
potavel, que ndo foi filtrada devido a sua baixa concentragao de solidos suspensos totais (< 0,1

mg L.

O material dissolvido foi concentrado por EFS, realizado em sistema de manifold a
vacuo com vazio de 3 mL min'. Os cartuchos Strata-X foram condicionados com 3 x 2 mL de
hexano, 2 mL de acetona, 3 x 2 mL de metanol e 2 x 5 mL de 4gua ultrapura ajustada para pH
3 com HCI. A percolagao das amostras filtradas foi realizada sob vacuo e seguida de clean up

com 10 mL de metanol + dgua ultrapura (1: 9) para a remogao dos possiveis interferentes.

Para os extratos de afluente e efluente de ETE, sedimento e lixiviado de aterro sanitario
um cartucho de limpeza Strata-SAX foi acoplado na parte superior do cartucho Strata-X (Figura
12), de modo que a amostra fosse percolada pelos dois cartuchos em série. O cartucho Strata-
SAX foi condicionado com 2 x 5 mL de metanol ¢ 2 x 5 mL de agua ultrapura. Este
condicionamento foi realizado antes da conexdo dos dois cartuchos e somente apds o
condicionamento individual dos cartuchos foi realizado o acoplamento (Figura 12) para a

percolacao das amostras.

Figura 12 — Foto do cartucho Strata-SAX acoplado ao Strata- X para remog¢ao dos interferentes,
durante a realizacdo da EFS, das amostras de afluente e efluente de ETE, sedimento e lixiviado
de aterro sanitario

Strata-SAX

Strata-X
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A eluicdo dos analitos do cartucho Strata-X foi realizada com 2 x 2 mL de acetona
percolada por gravidade e os cartuchos de Strata-SAX utilizados foram descartados. Os eluatos
foram entdo secos sob uma corrente suave de nitrogénio até a evaporacao completa do solvente.
Finalmente, os analitos foram ressolubilizados com 2 mL de etanol para serem submetidos ao

ensaio YES.

3.5.2.1.2. M¢étodo 2: Material particulado

O material particulado das amostras aquosas retido nas membranas de filtragao foi
analisado separadamente. Portanto, duas fracdes de tamanho de material particulado foram
processadas: particulas entre 0,45 um e 0,70 um (< 0, 70 um) e particulas maiores que 0,70 um

(>0, 70 um).

Membranas com solidos em suspensdo foram submetidas a extracdo com solvente
assistida por ultrassom, onde trés ciclos de banho ultrassonico de 10 minutos foram realizados
com 10 mL de metanol cada. Os extratos foram diluidos com agua ultrapura para um volume

final de 200 mL e a EFS foi realizada conforme descrito em 3.5.2.1.1.

3.5.2.1.3. Método 3: Sedimento

Antes da extragao, aliquotas de 10 g de sedimentos foram pesadas e secas em dessecador
por 24 h. A extragdo com solvente assistida por ultrassom foi realizada conforme descrito em
3.5.2.1.2. com uma etapa de centrifuga¢do adicional para a retirada do sobrenadante. Apds cada
um dos trés ciclos, as amostras com solvente foram centrifugadas a 1.500 rpm por 5 minutos e
os sobrenadantes foram coletados e diluidos com agua ultrapura até¢ um volume final de 200

mL e a EFS foi realizada conforme descrito em 3.5.2.1.1.
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3.5.2.1.4. Método 4: Amostras ndo concentradas

Algumas amostras de lixiviado provenientes de aterro sanitario foram testadas sem
nenhum processo de concentragdo, considerando sua elevada concentragao de xenoestrogénios.
Neste caso, as amostras foram simplesmente acidificadas a pH 2 com HCI e submetidas ao

ensaio YES.

3.6. Expressao dos resultados

A partir das leituras de absorbancia, os dados foram analisados em termos de

absorbancia corrigida (Eq. 1).

Abscorr (amostra) = Abs575 (amostra) — (Abs620 (amostra) — Abs620 (controle negativo)) Eq 1

As curvas de dose-resposta foram tracadas com o software Origin® 6.0 (OriginLab),
n . L, 1. - - , . -1

usando absorbancias médias corrigidas versus concentragdes em escala logaritmica (em ng L
para compostos organicos e porcentagem para extratos de amostras ambientais e misturas).
Curvas padrao do controle positivo E2 e outros compostos organicos foram ajustados a uma

fungao logistica simétrica.

Equivalentes de estradiol (EQ-E2) de amostras ambientais foram obtidos em ng L’!
através da interpolacdo entre a curva dose-resposta do controle E2 e os dados das amostras,

utilizou-se o modelo logistico apresentado na Equacao 2.

_ A4
Y = T o /0P

+ A, Eq.2
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Onde A e A sdo para os valores de absorbancia corrigida maxima e minima da curva
E2 ajustada, xo é a CE50 para E2 em ng L', p é a inclinacdo da curva sigmoidal e (x, y) € o par

ordenado relacionado a uma concentracao de amostra e sua resposta na absorbancia corrigida.

O EQ-E2 ficou sendo o menor y (absorbancia), que elucidou uma resposta agonista,
multiplicado pelo fator de dilui¢do (FD) usado no ensaio e dividido pelo fator de concentracao
(FC) da EFS (Eq. 3). Para o FC foi considerado o volume da amostra de cada matriz apresentado

na Tabela 5.

_Y.FD
EQ-E2==—"— Eq.3

Os resultados do material dissolvido e particulado foram apresentados em ng L',
enquanto os sedimentos em ng g'!'. Os resultados da atividade antiestrogénica foram expressos
qualitativamente, a partir da redu¢do da expressao da atividade estrogénica na amostra com a

adicao do padrao E2.

A atividade estrogénica dos compostos organicos foi derivada de suas poténcias

relativas (PR), que ¢ definida como a razdo entre a CE50 do E2 e a CE50 da substancia analisada

(Eq. 4).

PR — CE50(17B—estradi ) Eq4
CESO(substéncia)

A citotoxicidade, ou seja, a inviabilizagdo ou a inibi¢cdo do crescimento das células de
levedura ocasionadas pela amostra foi avaliada e quantificada através da absorbancia a 620 nm,

seguindo a Eq. 5, conforme proposto por Frische et al. (2009).

B L. Abs
Citotoxicidade =1 — ( 620 (amostra) )

ADbSe20 (controle negativo)

Eq.5
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Os valores negativos e nulos foram interpretados como auséncia de toxicidade, enquanto
os valores positivos indicaram inibi¢do do crescimento da levedura e foram expressos em

porcentagem.

A analise de mistura foi realizada comparando o EQ-E2 observado e o valor estimado,
definido como a soma das concentragdes do composto (C) multiplicado por suas respectivas
poténcias relativas (PR) referentes ao dia em que o ensaio foi realizado (Eq. 6). Para este calculo
foi utilizada a menor concentragao analisada que apresentou atividade estrogénica, podendo

ocorrer variagdes de acordo com a sensibilidade do ensaio obtida no dia da analise.

EQ - Ezestim = Z Csubsténcia X PRsubstﬁncia Eq- 6

Foi realizada uma analise de variancia (ANOVA) com o software livre RStudio®
(RStudio Team) para verificar diferenca significativa (p < 0,05) entre os valores de EQ-E2

observados e estimados no ensaio de misturas.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Fase 1: Investigacio e avaliacdo dos fatores que interferem no ensaio YES

4.1.1. Curva de crescimento da levedura Saccharomyces cerevisiae e curva de correlacdo entre

densidade otica e densidade celular

A primeira etapa para a implementacdo do ensaio YES ¢ o cultivo da estirpe de levedura
Saccharomyces cerevisiae geneticamente modificada, portanto, o conhecimento sobre sua
curva de crescimento ¢ essencial. Algumas condigdes experimentais pré-estabelecidas, como
temperatura, velocidade de agitagdo, concentragdo e pureza dos reagentes utilizados no cultivo,
assim como o tempo de armazenamento da estirpe congelada podem interferir no crescimento

celular.

Vale ressaltar que, conforme explicitado na metodologia, todos os reagentes e solventes
usados no cultivo da levedura e no ensaio devem ser de alta pureza (grau HPLC para solventes
e > 98% de pureza para reagentes solidos) e a dgua deve ser ultrapura e livre de estrogénio.
Estas condi¢des sdo irrefutaveis para a implementagdo do ensaio. Além disso, ¢ apropriado o
uso de materiais descartaveis, estéreis e livres de substancias estrogénicas, bem como vidrarias
descontaminadas. Caso contrario, podem ocorrer resultados falso-positivos, principalmente
com o uso de reagentes e solventes de baixa pureza que podem levar a respostas positivas no

ensaio, inclusive no controle negativo.

A densidade celular inicial para a elaboracdo da curva de crescimento foi 1,35 x 10°
células mL™!, que é a mesma densidade inicial de células estabelecida para a realizagdo do
ensaio YES neste estudo. Para a elaboragdo desta curva, foi realizado o indculo e em seguida
foi analisada a densidade celular e a absorbancia a 620 nm por 55 horas de crescimento (Figura

13).
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Figura 13 — Curva de crescimento obtida a partir do in6éculo da levedura Saccharomyces
cerevisiae (estirpe BJ1991) — Condigdes experimentais: Densidade celular inicial do indculo:
1,35 x 10° células mL!, temperatura: 28°C e rotacdo: 150 rpm, tempo de crescimento: 55 horas
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A fase logaritmica foi a fase definida para semear o meio de analise, uma vez que as
células crescem exponencialmente nesta fase, o que garante sua capacidade de reprodugdo e
crescimento durante a incubacgdo do ensaio. Portanto, células cultivadas por 24 horas foram
usadas para a inoculagdo no meio de andlise dos ensaios. Pequenas variacdes de tempo de
in6culo (+ 4 horas) foram aceitas, desde que as células ainda estivessem dentro da fase

logaritmica de crescimento.

A origem das células, que pode ser de uma cultura estoque congelada (seja de um meio
liquido ou s6lido), ou de um ino6culo com células obtidas de um pré-indculo, influencia na curva
de crescimento de levedura. Quando o in6culo € iniciado a partir de uma cultura congelada,
demora mais horas para atingir a fase de crescimento exponencial, portanto, dois indculos

sucessivos (chamados de pré-indculo e indculo) sdo recomendados antes de semear o meio de
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analise para o ensaio. Idealmente, o pré indculo cresce durante 48 h e o indculo cresce durante

as 24 h que precedem o ensaio.

Para contabilizar a densidade de células semeadas, pode-se realizar uma contagem
manual direta por microscopia com cdmara de Neubauer ou, alternativamente, uma contagem

indireta por medidas de absorbancia a 620 nm, que esta associada a turbidez celular.

A contagem direta ¢ mais trabalhosa, demanda mais tempo e pode apresentar varias
fontes de erros, como pipetas ou camaras mal calibradas, ajuste deficiente da laminula, adsor¢ao
de células a pipeta, distribuicdo heterogénea na camara, falta de experiéncia do operador e

amostragem nao representativa das células em suspensao (LOURENCO, 2006).

Por outro lado, a contagem indireta ¢ bem estabelecida e baseia-se no uso da densidade
optica, por meio da obstrugao fisica da passagem da luz promovida pelas células. Quanto maior
a densidade de células na amostra, maior sera a absor¢ao de luz e, consequentemente, menor
sera a passagem de luz. Porém, o uso da contagem indireta exige a garantia de que as células
estejam vivas, pois as células mortas também contribuem para a absor¢do de luz. Para se ter
essa garantia utilizou-se o corante azul de metileno, o qual cora somente as células mortas

permitindo a diferenciacdo das células na hora da contagem.

Para o uso da contagem indireta ¢ necessario o estabelecimento da curva de correlagao
de densidade 6ptica em fun¢do da densidade celular, conforme apresentado na Figura 14. Essa
relacdo deve ser estabelecida para cada laboratorio, pois podem ocorrer variagdes para cada

leitora de densidade optica.

Considerando a curva de crescimento de levedura (Figura 13) e a curva de correlacao
para densidade optica em funcao da densidade celular (Figura 14), o tempo de crescimento do
cultivo de células para a inoculacdo no ensaio foi estabelecido para 24 h + 4 h (fase logaritmica)
e a absorbancia inicial no pogo da placa de ensaio foi estabelecido em 0,045 (1,35 x 10° células

mL") para a realiza¢iio do ensaio YES.
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Figura 14 — Curva de correlacdo entre densidade Optica obtida por meio da leitura de
absorbancia no espectrofotometro (620nm) e densidade celular (células mL™!) obtida através da
contagem direta de células com a cdmara de Neubauer e o microscopio
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4.1.2. Variacio da densidade celular inicial e do tempo de incubacio do ensaio para o controle

positivo E2

A densidade de células utilizadas no ensaio delimita o numero de receptores de
estrogénio disponiveis, pois cada célula contém um receptor produzido de forma constitutiva,
0 que garante que todas as células tenham o receptor de estrogénio e este ndo se perca em

nenhum momento de reproducao e cultivo celular (PURVIS et al., 1991).

Neste trabalho, foram realizados testes com 3 diferentes densidades celulares iniciais:

1,35x 10%,2,7 x 10° e 4,05 x 10° células mL"!, correspondendo a densidade padrio, duas vezes
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e trés vezes a densidade padrdo adotada neste estudo, respectivamente. Os resultados foram

avaliados apos 48 e 72 horas de incubacao do ensaio.

Tanto o aumento da densidade inicial de células quanto do tempo de incubagdo do
ensaio, deslocaram as curvas dose-resposta resultantes para a esquerda (Figura 15), sugerindo

uma maior sensibilidade do ensaio e apresentando menores valores de CE50, LD e LQ.

Figura 15 — Curvas dose-resposta do controle positivo E2 com diferentes densidades iniciais de
células (1.35 x 10°, 2.7 x 10% e 4.05 x 10° células mL™") para 48 horas e 72 horas de incubacio
do ensaio
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Considerando a sensibilidade do método, o LD obtido para as leituras de 72 h foi de
234ng L' 11,7ng L' e 11,7 ng L' para 1,35 x 10°, 2,7 x 10° e 4,05 x 10° células mL™",
respectivamente, enquanto 93,6 ng L', 46,8 ng L' e 23,4 ng L*! foram os valores de LD obtidos

para as leituras de 48 h dos mesmos trés ensaios (Tabela 7).
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Tabela 7 — Limites de deteccdo para diferentes densidades celulares e tempos de incubagdo do
ensaio

Limite de detec¢do (ng L)

Densidade celular (células mL") Tempo de incubacio do ensaio
72 horas 48 horas
1,35 x 10° 23,4 93,6
2,7x 10° 11,7 46,8
4.05x 10° 11,7 23,4

No entanto, como o ensaio ¢ geralmente realizado com amostras concentradas, apos a
multiplicagdo pelo fator de diluicdo da amostra no ensaio, o LD deve ser dividido pelo fator de
concentracdo da amostra. Sendo assim, essa reducdo do LD pode ndo influenciar tanto,
dependendo da concentragdo empregada na EFS. Por exemplo, considerando o fator maximo
de concentragio aplicado neste estudo (500 x), o LD das leituras de 72 h se tornaria 0.9 ng L™,
0,5ng L' e0,5ng L' para 1,35 x 10%, 2,7 x 10° e 4,05 x 10° células mL!, respectivamente.
Esses valores podem ndo ser uma variagao relevante mediante a concentragdo de atividade

estrogénica que geralmente ¢ encontrada em amostras ambientais.

E importante destacar também que amostras, controles negativos e positivos devem ser
semeados sempre com a mesma densidade celular, para que a interpolagdo das curvas e, assim,
a quantificacdo da atividade estrogénica, possam ser realizadas com seguranga para as matrizes
ambientais. Porém, valores de EQ-E2 de diferentes ensaios com diferentes densidades celulares
iniciais podem ser comparados, desde que cada ensaio tenha seu proprio controle positivo e

negativo.

Para garantir que os resultados da CE50 sejam comparaveis, ¢ necessario que a
densidade inicial de células seja uniforme para todos os ensaios laboratoriais, pois a variagao
dessa densidade influencia nesses resultados. Porém, se os ensaios ndo foram realizados com a
mesma densidade celular, os valores de poténcia relativa ainda sdo dados comparéveis, pois o
resultado € obtido a partir da razdo entre a CE50 de E2 e a CE50 da amostra, ambos realizados

na mesma bateria de ensaio € com a mesma densidade celular.

Routledge e Sumpter (1996), precursores do ensaio YES, reportaram a densidade inicial

de células de levedura na microplaca como 8 x 10° células mL™!, um valor menor em
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comparago ao presente estudo. Beresford et al., (2000) realizaram ensaios com 8 x 10°, 4 x 10°
e 1,6 x 10° células mL™!, que foram: a mesma densidade de Routledge e Sumpter (1996), 5
vezes maior € 5 vezes menor que a densidade original, respectivamente. Seu estudo também
relatou uma influéncia da densidade celular na sensibilidade do ensaio. A densidade menor
levou a um deslocamento para a direita na curva dose-resposta e, portanto, a diminui¢ao da
sensibilidade do ensaio. No entanto, eles relataram ndo observar diferengas na PR do bisfenol-
A, que foi aproximadamente 10.000 vezes menos potente do que o 17B-estradiol em ambos os

ensaios com as diferentes densidades celulares.

Atualmente, os autores raramente mencionam a densidade inicial de células utilizada,
mas vale ressaltar que, sem o conhecimento desta condi¢do dos ensaios, os dados da CES0 de

diferentes laboratorios nao sdo comparaveis.

Para resultados precisos, a densidade celular deve ser sempre consistente, porém a
densidade ideal pode variar de acordo com o grau de estrogenicidade da amostra ambiental a
ser analisada. No entanto, ¢ recomendado que seja estabelecida uma densidade intralaboratorial
para os ensaios a serem realizados. Para o processo de concentragdo utilizado neste estudo, o

uso de 1,35 x 10° células mL™! foi satisfatorio e adotado para todas as baterias de ensaio.

4.1.3. Avaliacdo do espectro de absorcdo do CPR e selecdo do comprimento de onda para a

leitura do ensaio

No presente estudo, o substrato cromogénico utilizado foi o CPRG na concentragao de
100 mg L' no meio de andlise, mesma concentracdo usada por Routledge e Sumpter (1996). A
variacao desta concentragdo pode levar a resultados insatisfatorios, pois apesar da poténcia
estrogénica de uma amostra garantindo, portanto, a inducdo a producdo da enzima [3-
galactosidase, a falta de CPRG no meio de anélise pode influenciar a resposta mensurada do
ensaio. Em suma, pode ndo haver CPRG suficiente para ser degradado em CPR pela enzima

produzida e, assim, produzir uma resposta estrogénica subestimada.

O melhor comprimento de onda para quantificar o produto de degradacao do CPRG foi

investigado e o comprimento de 575 nm apresentou a maior absor¢ao (Figura 16), este foi
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adotado para medir a resposta do ensaio YES neste estudo, embora Routledge e Sumpter (1996)
tenham estabelecido a resposta lida a 540 nm no protocolo original. A adog¢do de um
comprimento de onda especifico pode ocorrer devido a particularidades, como um equipamento
sem filtro de 575 nm, pois a resposta medida em 540 nm, por exemplo, foi 30% menor do que

a medida em 575 nm (Figura 16).

No entanto, um determinado comprimento de onda ¢ satisfatdrio para ser utilizado desde
que a curva sigmoidal seja formada para o controle positivo. Uma vez estabelecido um
comprimento de onda, este deve sempre ser usado € uma amostra avaliada em um determinado
comprimento de onda ndo pode ser comparada a um controle positivo avaliado em outro
comprimento de onda. Mesmo assim, a PR e o EQ-E2 estabelecidos ainda sdo valores

comparaveis, independente do comprimento de onda utilizado.

Figura 16 — Absorbancia do substrato CPR medida na faixa de 500 a 660 nm
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4.1.4. Carta controle, limites de deteccio e quantificacio e teste de recuperacio

Como o ensaio YES ¢ um bioensaio, este deve cumprir alguns requisitos inerentes a
ecotoxicologia. Em geral, toda bateria de ensaio exige um controle positivo € um negativo. O
composto E2 foi usado como substincia de referéncia positiva € o etanol foi usado como
controle negativo. Laboratorios podem divergir sobre essa escolha, mas o controle positivo deve
ser sempre um composto altamente estrogénico, adquirivel e consistentemente puro, com
informagdes sobre estabilidade, solubilidade, estrogenicidade e método analitico previamente
estabelecidos (ENVIRONMENT CANADA, 1990), enquanto um controle negativo deve ser
um solvente ndo toxico para células de levedura com elevado grau de pureza (grau HPLC)

(ZAGATTO e BERTOLETTI, 2014).

Além disso, alguns pontos como carta controle, limites de deteccao e quantificagdo e
testes de recuperacdo sdo importantes serem estabelecidos para o controle e confiabilidade dos

resultados do ensaio.

A elaboracdo da carta controle para o ensaio YES ¢ uma importante ferramenta de
acompanhamento. Embora seu uso em ensaios de ecotoxicidade esteja bem estabelecido, para
o ensaio YES nao foi encontrado nenhum estudo que apresentasse tais dados, o que dificulta a

comparacao de resultados interlaboratoriais.

Para a elaboragdo da carta controle, a CE50 do 17B-estradiol (controle positivo) ¢ levada
em consideracdo. A CE50 pode variar dependendo das condi¢des do ensaio, sendo diretamente
influenciada por fatores fisicos e quimicos, densidade celular, tempo de incubacao e experiéncia

do operador (HETTWER et al., 2018).

Vale a pena mencionar que um organismo ¢ usado no ensaio, portanto, mesmo que um
protocolo criterioso seja seguido, um crescimento variavel das células ¢ esperado. Portanto,
uma variagdo natural da CE50 também ¢ esperada, mas a padronizacdo do ensaio e o

treinamento do operador mitigaram a alterag¢@o dos resultados neste estudo.

Durante os testes com diferentes densidades celulares (item 4.1.2.), a CE50 variou,
assim como no inicio da implementacdo do ensaio, quando foram utilizadas densidades
celulares menos rigorosas. Portanto, as cartas controles resultantes do comeco da
implementagdo do ensaio YES mostraram desvios-padrdo mais amplos (Figura 17 A). Apesar

disso, os valores de PR para compostos individuais € o EQ-E2 para matrizes ambientais foram
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plausiveis de compara¢do, independentemente da variacdo da CE50 (como serd apresentado
posteriormente). A implementagdo do ensaio com um protocolo mais completo e otimizado
reduziu os desvios no grafico de controle, garantindo uma distribuicdo mais uniforme dos

valores da CE50 (Figura 17 B).

Figura 17 — Cartas controles do ensaio YES para o controle positivo E2: (A) sem padronizacao
do protocolo utilizado e (B) com um protocolo padronizado e otimizado obtido na fase 1 desse
estudo, garantindo uma distribui¢ao mais uniforme dos valores da CE50
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A variacao da CE50 também esta relacionada a variagdo dos limites de deteccdo e
quantificagdo do método. Nao existe um protocolo amplamente estabelecido para o calculo do
LD e LQ de bioensaios. E, uma vez que o ensaio YES foi inicialmente usado para substancias
individuais, o principal interesse era avaliar se a substincia era estrogénica ou calcular sua
poténcia relativa, portanto, estabelecer LD e LQ ndo era uma prioridade. Desse modo, a
sensibilidade do método ndo era de grande importancia, uma vez que as substancias testadas
poderiam ser preparadas em uma concentracao especifica garantindo o seu enquadramento na
curva dose-resposta do controle positivo. No entanto, a necessidade de determinar esses
parametros surgiu quando o ensaio passou a ser utilizado para quantificar a estrogenicidade de
amostras ambientais, pois os DE s3o encontrados em baixas concentra¢cdes no ambiente (BILA
e DEZOTTI, 2007) e mesmo as amostras mais estrogénicas possuem concentragdes na ordem
de ng L"! (KUNZ et al., 2015). No entanto, nem todos os autores relatam o LD do ensaio usado

e 0 seu método de calculo.

Leusch et al. (2017) avaliaram a sensibilidade de varios bioensaios in vitro incluindo o
YES, o LD foi definido como a CE10 multiplicada pelo fator de dilui¢ao e dividido pelo fator
de concentracio da EFS, resultando em 1,2 ng L', Brix et al. (2010) utilizaram o ensaio YES
para a analise de amostras sintéticas e ambientais e o0 método para o célculo do LD foi descrito
como 3 vezes o desvio padrao do controle de solvente para cada placa, variando de 84 a 735 ng
L' com um valor médio de 297 ng L™ !. Lorenzen et al. (2004) determinaram o LD como a
CE20 de cada controle positivo realizado, obtendo o valor 50 + 10 ng L™, e Wenzel et al. (2003)
definiram o LD como a atividade relativa acima do valor de 10% do controle negativo,

resultando em um valor de 12 ng L'

No presente estudo, o LD variou de acordo com o periodo de realizacdo do ensaio e os
limites e cartas controle foram restabelecidos sempre para os ultimos 20 controles positivos
analisados. O menor LD obtido foi de 7 + 3 ng L' (n=20) e atingiu o valor de 0,28 + 0,12 ng
L' apés a divisdo pelo maior fator de concentracdo (500 x) aplicado a amostra ambiental e a
multiplicac¢@o pelo fator de diluicdo da amostra no ensaio (20 x). Da mesma forma, o menor
valor de LQ calculado foi 21 + 10 ng L' sem considerar o fator de concentragio da amostra
pela EFS (500 x) e de diluigao da amostra no ensaio (20 x), atingindo o valor de 0,84 + 0,4 ng

L considerando esses fatores.

A documento da Unido Europeia (UE) 2018/840 propode o limite minimo de detec¢do

estabelecido em 0,4 ng L' para o monitoramento do 17B-estradiol (E2) em 4guas superficiais,
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considerando que o bioensaio YES monitora o somatdrio da atividade estrogénica e nao
somente um composto individual, fica evidente a aplicabilidade do ensaio para a analise dos

efeitos da atividade estrogénica.

Comparativamente, os ensaios com linhagens de células de mamiferos tém LD menor,
variando de 0,06 a 0,34 ng L' (LEUSCH et al., 2017), para o ensaio YES atingir esse nivel de
sensibilidade a concentragao de amostra ndo pode ser dispensada. No entanto, o ensaio YES
ainda ¢ apropriado para amostras ambientais e, devido a sua simplicidade, ¢ acessivel para

paises em desenvolvimento.

Além do LD e LQ, conhecer a recuperacdo da metodologia empregada também ¢
importante, pois o tratamento e a preparacao de amostras ambientais (por exemplo, filtracao +

EFS) pode levar a perdas dos analitos de interesse durante o processo.

Neste estudo, as amostras foram concentradas por EFS utilizando o cartucho Strata-X
(sorvente polimérico a base de estireno-divinilbenzeno com superficie modificada) e os valores
de recuperagdo obtidos em todo o processo de extracdo e concentracdo das amostras de dgua
ultrapura enriquecida com E2 foram de 107% e 101% para a menor dopagem (2 ng L™!) e 96%

e 104% para a maior dopagem (12 ng L').

A extracdo também foi aplicada as membranas de fibra de vidro de 0,7 um e membranas
de nylon de 0,45 um, ambas adquiridas pela Millipore®, a fim de avaliar possiveis analitos
retidos. Os extratos das membranas nao apresentaram atividade estrogénica, confirmando sua
confiabilidade para a metodologia empregada. Os resultados também ratificam que os materiais

que compdem as membranas utilizadas ndo sdo estrogénicos e nio retém analitos dissolvidos.

4.1.5. Variacao da duracio do tempo de incubacdo do ensaio de amostras ambientais

No protocolo descrito por Routledge e Sumpter (1996), o ensaio ¢ realizado com
incubacdo por 72 horas. Aspirando a uma redugdo desse tempo de incubacdo do ensaio, mas
sem empregar a lise celular conforme realizado por alguns autores (FRISCHE et al., 2009;
GAIDO et al., 1997; LORENZEN et al., 2004; METCALFE et al., 2013; VIGANO et al., 2008)

e pela ISO 19040-1, realizou-se a leitura das absorbancias do controle positivo E2 e do controle
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negativo (solvente) de hora em hora e avaliou-se o comportamento e a formagao da curva dose-

resposta do controle positivo durante todo o tempo de incubag¢do padrdo do ensaio (Figura 18).

Figura 18 — Formacdo e comportamento das curvas de dose-resposta do controle positivo
durante o periodo de incubagdo — (A) Todas as 72 horas e (B) Principais tempos
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Observou-se que a diferencia¢ao da absorbancia entre os controles negativos e positivos
em um ensaio com densidade inicial de 1,35 x 10 células mL™! iniciou ap6s 30 h de incubagio.
Apo0s 44 h, o valor maximo de absorbancia foi alcancado e a curva sigmoidal foi formada. No
entanto, com 48 horas a CE50 ainda era muito alta (300 ng L!), e em 52 horas a CE50 havia
reduzido quase que a metade (148 ng L'!). Apds 72 horas de incubagdo, a CES0 caiu cerca de

40% em comparagio ao resultado de 52 horas e atingiu 84 ng L™

Os dados obtidos sugerem que um tempo de incubacao de 48 h ¢é possivel para o ensaio
YES, pois uma curva sigmoidal ¢ formada e a CE50 ¢ calculavel para o controle positivo,
permitindo assim a quantificagdo da atividade estrogénica pela interpolacdo (Eq. 2) ou pela
poténcia relativa (Eq. 4). Porém, apds 48 h, o limite de detec¢do ainda ¢ 4 vezes maior do que
no ensaio incubado por 72 h, atingindo 94 ng L™! e 23 ng L', respectivamente. Ainda assim,
conforme explicado na se¢do 4.1.4, essa variagdo do LD e do LQ pode ndo ser um fator limitante
para o calculo da atividade estrogénica, uma vez que as amostras ambientais costumam estar

concentradas.

Para elucidar esta questdo, o EQ-E2 de seis amostras de dgua superficial foi calculado
com dados de absorbancia de 48 h e 72 h de tempo de incubagdo. Os resultados de EQ-E2 foram
semelhantes nesses casos e o resultado abaixo do LD apos as leituras de 48 horas permaneceram
abaixo do LD quando incubados por 72 horas, duas amostras (AS2 e AS3 apresentaram
citotoxicidade para ambos os horarios de observagdo da resposta do ensaio. No entanto a

citotoxicidade nao impediu o célculo da atividade estrogé€nica dessas amostras (Figura 19 e 20).

Assim, o tempo de incubagao pode variar dependendo da poténcia estrogénica e do fator
de concentracdo da amostra ambiental a ser analisada. Amostras com a presen¢a de maior
concentragcdo de xenoestrogénios podem ter a duragdo do ensaio convenientemente reduzida,
uma vez que niveis extremamente baixos de LD e LQ nao sao exigidos. Por outro lado, matrizes
ambientais com menor poténcia estrogénica, podem requerer incubagdo completa de 72 h para
garantir o LD e LQ suficientemente sensiveis € compativeis com a concentracao da atividade

estrogénica a ser analisada.
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Figura 19 — Valores de EQ-E2 de amostras de 4gua superficial determinados com dados de

absorbancia de periodos de incubacdo de 48 ¢ 72 h
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Figura 20 — Curvas dose-resposta de amostras de agua superficial com (A) 48 horas e (B) 72
horas de duragdo de incubagdo do ensaio
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4.1.6. Curvas dose-resposta do controle positivo E2 em solucdo aquosa

Como forma de reduzir o tempo e as etapas de preparo das amostras, avaliou-se a

realiza¢dao do ensaio com o controle positivo E2 em solucao aquosa.

Manteve-se a mesma concentracio de 54,48 ug L' para a solu¢do aquosa de E2 ¢ a
analise dos resultados mostrou um maior desvio dos resultados da CE50 que o desvio
apresentado para as curvas realizadas com a solugdo de E2 em etanol. A CE50 variou de 35 a
303 ng L' (n=7) e o limite de detec¢iio e quantificagio foi de 10 £ 3 ng L' e 30+ 10 ng L,
respectivamente (Figura 21) (Chaves et al., 2020). Mesmo mantendo um protocolo rigido e

criterioso ndo foi possivel reduzir essa variagcdo da CE50.

Figura 21 — Curvas dose resposta do controle positivo E2 (54,48 ug L") em solu¢do aquosa
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Apobs o conhecimento do comportamento da curva dose-resposta do E2 em solugdo
aquosa, analisou-se amostras ambientais sem a realiza¢do das etapas de filtracdo e EFS. As
amostras analisadas foram de lixiviado bruto, a escolha se deu devido a suposicdo de se
encontrar elevadas concentracdes de xenoestrogénios nessa matriz, considerando que mesmo
sem a etapa de concentracdo, a atividade estrogénica da amostra estaria acima do limite de

deteccdo e de quantificacdo do método.

Os resultados de EQ-E2 encontrados para as amostras sem filtragao e EFS variaram de
604 a 837 ng L'! e abaixo do limite de detecgdo para uma das amostras analisadas (Figura 22).
Um ponto relevante a ser destacado foi que durante a realizacdo dos experimentos, encontrou-
se maior dificuldade na pipetagem e dilui¢ao das solucdes aquosas na placa de 96 pocos quando
comparadas as solugdes em solvente (etanol), e, provavelmente, a maior viscosidade das
amostras ambientais induziu a maiores erros, aumentando os desvios das duplicatas, como pode

ser notado na amostra LB 3, por exemplo (Figura 22).

Mesmo com as dificuldades de pipetagem das amostras em solucao aquosa, o ensaio
YES permitiu a quantificacdo da atividade estrogénica, ainda que os desvios apresentados

tenham sido grandes para as amostras ambientais analisadas.

Figura 22 — Valores totais de EQ-E2 e curvas dose-resposta de amostras ndo concentradas de
lixiviado bruto de aterro sanitério
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4.1.7. Consolidacdo dos resultados da fase 1

A elaboracdo da curva de crescimento da levedura, os testes com diferentes densidades
celulares iniciais, a selecdo do comprimento de onda para a leitura do ensaio, a elaboragao da
carta controle para o composto E2, o estabelecimento dos limites de detec¢ao e quantificagdo
do ensaio, a anélise da variagdo do tempo de incubac¢do do ensaio e a avaliacdo da curva dose-
resposta do controle positivo E2 em solug¢do aquosa permitiram a otimizagao do protocolo do

ensaio YES (APENDICE 2).

Nesse protocolo, a densidade celular inicial estipulada foi de 1,35 x 10° células mL™!, a
fase de crescimento da Saccharomyces cerevisie usada no inoculo foi a fase log, o que
corresponde a 24 + 4 horas de crescimento. O comprimento de onda estipulado para a leitura
da resposta do ensaio foi de 575 nm para a cor e 620 nm para a turbidez (crescimento celular).
Para o tempo de incubagdo do ensaio, definiu-se 72 horas para amostras com menor potencial
estrogénico e 48 horas para amostras com maior potencial estrogénico. Para o calculo do LD
foi definido o valor de 1,1 vezes a concentragdo imediatamente abaixo da menor dilui¢ao

detectada de E2 e o LQ foi definido como 3 vezes o LD.

Além da otimizacdo do protocolo do ensaio YES obtido nesta fase, também se obteve
os dados de recuperagcdo do método de extracdo empregado, este mostrou-se eficiente para a
analise da atividade estrogénica pelo ensaio YES. Essa metodologia de EFS também pode vir
a ser utilizada para outros bioensaios e até mesmo para métodos analiticos que necessitem da

concentragdo da amostra.
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4.2. Fase 2: Avaliacdo da atividade estrogénica e antiestrogénica de monossolucdes de

compostos organicos, misturas e matrizes ambientais

4.2.1. Atividade estrogénica de monossolucdes de compostos organicos

Substancias quimicas sao avaliadas mais facilmente devido a possibilidade de preparar
uma solucdo estoque em uma concentragdo especifica que acione o receptor de estrogénio.
Além do estabelecimento de uma concentracao especifica que produza a quantidade necessaria
da enzima [B-galactosidase para degradar o substrato cromogénico CPRG em CPR, também ¢

vidvel o ajuste para que esta concentragdo nao seja citotoxica.

A resposta estrogénica para um Unico composto foi expressa como poténcia relativa (Eq.
4). Cada composto apresenta um LD relacionado a sua poténcia estrogénica, isto €, relacionado
ao seu mecanismo de acao e afinidade com o receptor de estrogénio. A Tabela 8 e a Figura 23

apresentam os resultados das monossolugdes analisadas nesse estudo.

Tabela 8§ —Valores de PR, citotoxicidade e LD das monossolugdes de compostos organicos
analisadas pelo ensaio YES (as concentracdes nominais das solugdes estoques e as testadas no
ensaio foram apresentadas na Tabela 5)

Composto PR Citotoxicidade LD (ngL )
17B-estradiol (E2) 1 - 12
17a-etinilestradiol (EE2) 1.25 - 6

Estrona (E1) 0.39 - 16

Estriol (E3) 5.28E-03 - 269
Bisfenol-A (BPA) 7.31E-04 - 13293
Etilparabeno (EP) 4.54E-03 22% 752
Butilparabeno (BP) 0.14 87% 54
Metilparabeno (MP) 5.92E-04 2% 12031
Propilparabeno (PP) 1.16E-02 21% 430

Continua
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Continuacdo

Tabela 8 —Valores de PR, citotoxicidade e LD das monossolugdes de compostos organicos
analisadas pelo ensaio YES (as concentragdes nominais das solugdes estoques e as testadas no
ensaio foram apresentadas na Tabela 5)

Composto PR Citotoxicidade LD (ngL )

Fulvestrant (ICI 182,780) 2.14E-02 825

Atrazina - - -
Simazina - - -
Triclosan - - -
Cafeina - - -

Nonilfenol 0.53 - 21

(PR) Poténcia relativa.
(LD) Limite de detec¢@o do composto no ensaio YES.
A citotoxicidade foi apresentada para a maior concentragdo analisada da amostra.
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Figura 23 — Curvas de dose-resposta das monossolugdes de compostos organicos avaliadas pelo ensaio YES: (A) Estrogénios, (B) Nonilfenol,
Bisfenol-A e Fulvestrant, (C) Parabenos e (D) Atrazina, Simazina, Triclosan e Cafeina
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Legenda: E2 — 17B-estradiol, E1 — estrona, E3 — estriol, EE2 - 17a-etinilestradiol, EP — etilparabeno, BP — butilparabeno, MP — metilparabeno, PP —
propilparabeno, NP — nonilfenol, ICI 182,780 — fulvestrant, BPA — bisfenol-
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Figura 23 — Curvas de dose-resposta das monossolugdes de compostos organicos avaliadas pelo ensaio YES: (A) Estrogénios, (B) Nonilfenol,
Bisfenol-A e Fulvestrant, (C) Parabenos e (D) Atrazina, Simazina, Triclosan e Cafeina
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Legenda: E2 — 17B-estradiol, E1 — estrona, E3 — estriol, EE2 - 17a-etinilestradiol, EP — etilparabeno, BP — butilparabeno, MP — metilparabeno, PP —
propilparabeno, NP — nonilfenol, ICI 182,780 — fulvestrant, BPA — bisfenol-A.
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Dentre os compostos analisados, o EE2 apresentou a maior poténcia estrogénica, sendo
1,25 vezes mais potente que o controle positivo E2. A poténcia relativa pode variar de acordo
com o ensaio realizado, pois ensaios in vitro nem sempre preveem os efeitos que podem ser
observados nos ensaios in vivo, pois estes permitem a andlise de efeitos provenientes de
multiplos mecanismos, como biodisponibilidade, metabolismo e crosstalk entre via gendmica
e ndo gendmica (FOLMAR et al., 2002, 2000; HUGGETT et al., 2003; ZACHAREWSKI et
al., 1995).

O BPA foi 0 menos estrogénico com um valor de PR de 7,31 x 10™* (Tabela 8 e Figura
23). Apenas os parabenos foram citotoxicos para as células de levedura na faixa de
concentracdo utilizada no ensaio. Etilparabeno, metilparabeno e propilparabeno apresentaram
citotoxicidade apenas em suas concentragdes de teste mais altas 1,75 x 10%, 1,75 x 103 e 5,00 x
107 ng L', respectivamente. O butilparabeno foi citotéxico em uma faixa mais ampla de
concentracdo, de 1,25 x 107 a 5,00 x 10" ng L', A faixa de concentracdo relatada para esses
compostos em cinco estagdes de tratamento de esgoto indianas foi de 131 a 920 ng L no
afluente, 16 a 67 ng L! no efluente e 104 a 1090 ng g' de peso seco em amostras de lodo
(KARTHIKRAJ et al., 2017). E, notavelmente, o butilparabeno a 54 ng L' mostrou uma
resposta estrogé€nica neste estudo (Tabela 8), comprovando que as concentracdes encontradas

pelo estudo de Karthikrak et al. (2017) apresentariam atividade estrogénica pelo ensaio YES.

O mesmo composto pode apresentar mais de um mecanismo de acdo, o BPA, por
exemplo, atua via gendmica e ndo gendmica, no entanto a via gendmica analisada pelo YES
apresentou baixa poténcia relativa (7,31 x 10™), devido a baixa afinidade para o receptor nuclear

relatado na literatura (KHETAN, 2014).

Os resultados elucidam que, entre os compostos avaliados, os estrogénios apresentam
maior afinidade com o receptor nuclear, o que também explica porque esses compostos
costumam ser responsaveis pela maior parte da atividade estrogénica que atinge as aguas

superficiais JAROSOVA et al., 2014; SUMPTER ¢ JOHNSON, 2008).

As concentragoes avaliadas de atrazina, simazina, triclosan e cafeina ndo induziram uma
resposta estrogénica através do mecanismo de a¢ao do ensaio YES, tampouco foram citotoxicas

para a levedura.

Um evento interessante ocorreu com o composto antagonista puro (tipo II) fulvestrant

(ICT 182.780), que compete com o E2 pela ligagdo ao receptor de estrogénio (PARRELLA et
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al., 2014). Apesar desse composto ser um antagonista puro, ele ndo inibiu a resposta induzida
pelo estradiol, mas produziu uma resposta puramente agonista no ensaio YES (Figura 24),
reduzindo a CE50 da curva dose-resposta do E2 de 86 para 36 ng L' quando foi adicionado
junto ao E2. A razdo consiste no fato de que sua acdo apds a ligacao parece diferir de outros
compostos antagonistas, como o 4-hidroxitamoxifeno (BERESFORD et al., 2000), e as
leveduras ndo apresentam o complemento completo de proteinas repressoras adequadas
necessarias para antagonismo neste caso (GAIDO et al., 1997). No entanto, a concentracao de
fulvestrant avaliada individualmente nao foi suficiente para induzir a formagao de uma curva

dose-resposta completa (Figura 23).

Figura 24 — Curvas dose-resposta das monosolu¢des dos compostos ICI182,780 + E2 e E2
individualmente
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4.2.2. Atividade estrogénica de misturas

A maior parte do conhecimento e compreensdo dos efeitos dos desreguladores

enddcrinos em seres vivos baseia-se nas respostas de compostos individuais. No entanto, as
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amostras ambientais compreendem uma mistura complexa de varios compostos em diferentes
concentragdes e proporcdes. E, embora algumas substancias estejam presentes no ambiente
abaixo das maximas concentragdes de efeitos nao observados, elas podem contribuir para um

efeito de mistura no ambiente € nos organismos.

Os bioensaios sdo recomendados para a avaliacdo dos efeitos cumulativos de compostos
conhecidos e desconhecidos presentes em uma amostra, incluindo efeitos aditivos, sinérgicos e
antagonicos (HAMERS et al., 2013; HECKER and HOLLERT, 2011; SILVA et al., 2002;
TOUSOVA et al., 2017). Portanto, podem colaborar para a definicdo de concentragdes limites

dos compostos que ainda nao foram contemplados nas legislagdes.

Neste estudo, a concentracao testada para o céalculo de EQ-E2 observado foram as
concentragdes mais baixas, dos compostos organicos, detectadas pelo mecanismo de agdo do
ensaio YES, ou seja, a menor concentragdo que causa uma resposta estrogénica neste ensaio.
Nas misturas binarias de E2, EE2 e E1, as concentragdes variaram de 5,32 a 10,64 ng L™! para
E2 e EE2, e de 14,64 a 29,29 ng L! para E1 no pogo. Essas faixas encontram-se dentro das
concentragdes das curvas sigmoidais das misturas estudadas e apresentadas na Tabela 5, onde
foi exibido tanto as concentragdes das solugdes estoque como das faixas testadas no ensaio

YES.

Os valores EQ-E2 observados das misturas binarias E2+EE2, E2 +E1 ¢ EE2 +E1 foram
estatisticamente maiores (valor p <0,05) do que os valores EQ-E2 estimados (Tabela 9 e
APENDICE 3 e 4. Assim, para o mecanismo de a¢do do ensaio YES esses compostos
apresentaram um efeito maior do que o aditivo nas concentragdes testadas. Vale ressaltar que a
interagdo entre os diferentes compostos pode depender do nivel de dosagem da mistura e/ou da

razao de dose, de modo que o efeito da mistura pode variar de acordo com a concentragdo

testada, e ter um resultado dependente da dose (JONKER et al., 2005; LOUREIRO et al., 2009).

A Figura 25 apresenta as curvas dose resposta (de acordo com as concentragdes
apresentadas anteriormente na Tabela 5) das misturas e das monossolugdes que foram utilizadas

para o preparo destas.
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Tabela 9 — ANOVA para valores de EQ-E2 observados e estimados das misturas analisadas
com resultados estatisticamente significativos (p-valor < 0,05)

Fonte Df Sum Sq Mean Sq F-value P-value
E2+EE2
Desvio do valor estimado 1 99,03 99,03 7,921 0,0374
Residuos 5 62,51 12,5 - -
E2+E1
Desvio do valor estimado 1 192 192,04 11,52 0,0115
Residuos 7 116,7 16,67 - -
EE2+E1
Desvio do valor estimado 1 131,84 131,84 12,996  0,00868
Residuos 7 71,01 10,14 - -
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Figura 25 — Curvas dose-resposta das misturas e das monossolugdes analisadas (A) E2 + EE2; (B) E2 + El; (C) E2 + E3; (D) E2 + BPA; (E) EE2
+El; (F) EE2 +E3; (G) EE2 + BPA; (H) E1 + E3; (I) E1 + BPA; (J) E2 + EE2 + E1 +E3; (K) (L) E2 + EE2 + E1 +E3 + BPA
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Figura 25 — Curvas dose-resposta das misturas e das monossolugdes analisadas (A) E2 + EE2; (B) E2 + E1; (C) E2 + E3; (D) E2 + BPA; (E) EE2

+El; (F) EE2 +E3; (G) EE2 + BPA; (H) E1 + E3; (I) E1 + BPA; (J) E2 + EE2 + E1 +E3; (K) (L) E2 + EE2 + E1 +E3 + BPA
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Figura 25 — Curvas dose-resposta das misturas e das monossolugdes analisadas (A) E2 + EE2; (B) E2 + E1; (C) E2 + E3; (D) E2 + BPA; (E) EE2
+El; (F) EE2 +E3; (G) EE2 + BPA; (H) E1 + E3; (I) E1 + BPA; (J) E2 + EE2 + E1 +E3; (K) (L) E2 + EE2 + E1 +E3 + BPA
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Figura 25 — Curvas dose-resposta das misturas e das monossolugdes analisadas (A) E2 + EE2; (B) E2 + E1; (C) E2 + E3; (D) E2 + BPA; (E) EE2
+El; (F) EE2 +E3; (G) EE2 + BPA; (H) E1 + E3; (I) E1 + BPA; (J) E2 + EE2 + E1 +E3; (K) (L) E2 + EE2 + E1 +E3 + BPA
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Figura 25 — Curvas dose-resposta das misturas e das monossolugdes analisadas (A) E2 + EE2; (B) E2 + E1; (C) E2 + E3; (D) E2 + BPA; (E) EE2
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Figura 25 — Curvas dose-resposta das misturas e das monossolugdes analisadas (A) E2 + EE2; (B) E2 + E1; (C) E2 + E3; (D) E2 + BPA; (E) EE2
+El; (F) EE2 +E3; (G) EE2 + BPA; (H) E1 + E3; (I) E1 + BPA; (J) E2 + EE2 + E1 +E3; (K) (L) E2 + EE2 + E1 +E3 + BPA
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4.2.3. Atividade estrogénica de amostras ambientais

Os métodos analiticos, normalmente empregados no monitoramento de matrizes
ambientais, exigem um conhecimento prévio sobre as substancias-alvo e, por razdes técnicas €
econOmicas, ndo ¢ possivel analisar, detectar e quantificar todas as substancias presentes nas

amostras ambientais (WERNERSSON et al., 2015).

Por esse motivo, os métodos analiticos, normalmente, sdo aplicados apenas as
substancias regulamentadas e nocivas, enquanto o uso de um ensaio que quantifica a atividade
estrogénica total considerando os efeitos das misturas pode funcionar como uma ferramenta
financeiramente acessivel e fornecer informagdes sobre o potencial efeito bioldgico de uma

amostra ambiental.

A Figura 26 ¢ o APENDICE 5 mostram a distribuigdo dos valores de EQ-E2 para as
matrizes ambientais avaliadas neste estudo. Como esperado, as amostras de lixiviado bruto de

aterro sanitario foram as que apresentaram maior faixa de EQ-E2.

Figura 26 — Distribui¢do em boxplot de valores EQ-E2 (ng L) para as fragdes dissolvidas das
matrizes ambientais avaliadas (AS — agua superficial, AP — dgua potavel, AF —afluente de ETE,
EF — efluente de ETE, LB — lixiviado bruto de aterro sanitario, LT — lixiviado tratado de aterro
sanitario)
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No APENDICE 5, também ¢ possivel visualizar a frequéncia e o valor méximo de
citotoxicidade por matriz ambiental e, notoriamente, as amostras de sedimento e de material
particulado obtido de agua superficial foram as que apresentaram maior frequéncia de
citotoxicidade. No entanto, ¢ importante explicitar a heterogeneidade das amostras estudadas,
onde cada amostra possui suas caracteristicas inerentes, justificando os desvios nos resultados

de EQ-E2 e na frequéncia de citotoxicidade encontrados.

As secoes a seguir abordam a atividade estrogénica, mensurada pelo ensaio YES, de

cada matriz individualmente e as respectivas dificuldades nas andlises.

4.2.3.1. Agua potavel

As amostras de agua potavel sdo as mais facilmente avaliadas através do ensaio YES,
pois sdo previamente submetidas a um processo de tratamento, ainda que convencional, que

diminui a ocorréncia de potenciais interferentes na resposta do ensaio.

Todas as amostras avaliadas (n = 21) foram provenientes de uma estacao de tratamento
convencional de agua (ETA) que engloba as etapas de coagulagdo, floculacao, sedimentagao,
filtracdo, desinfec¢do e correcdo de pH. A atividade estrogénica foi detectada e quantificada em
apenas duas amostras, apresentando valores de EQ-E2 de 1,5 e 3,5 ng L'!. As demais amostras

apresentaram resposta inferior ao LD e nenhuma amostra foi citotoxica (APENDICE 6).

Xiao et al. (2016) também avaliaram amostras de &4gua potavel de uma ETA
convencional na China e relataram encontrar EQ-E2 na faixa de <LD a 0,363 ng L"!. Dias et al.
(2015) avaliaram a atividade estrogénica em aguas brasileiras com preparo de amostras,
incluindo filtrag¢do através de membrana de fibra de vidro de 1,2 um e membrana de acetato de
celulose de 0,45 um, e relataram valores maximos de EQ-E2 de 10 e 0,9 ng L7,
respectivamente. Os resultados encontrados na literatura corroboram com os encontrados neste
estudo, demonstrando a eficacia da implementagdo e desenvolvimento da metodologia do

ensaio YES aplicada.

A matriz dgua potavel, como esperado, foi a que apresentou menores dificuldades para

avaliacdo através do ensaio YES. Amostras de agua potavel ndo possuem material particulado,
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ndo carecendo obrigatoriamente de filtragdo no preparo da amostra. No entanto, a etapa de
concentragdo ¢ essencial devido aos baixos niveis de atividade estrogénica presente nessa

matriz. Além disso, essa matriz necessita da extragdo de um volume maior que as demais.

A metodologia de concentragdo empregada — EFS — foi de rapido desenvolvimento e
em nenhum momento houve satura¢do do cartucho. O fator de concentragao usado foi de 500

vezes e este foi considerado adequado para a sensibilidade do método YES.

Em relagdo a andlise dos resultados do ensaio, ndo é comum que amostras de adgua
potavel apresentem citotoxicidade e, portanto, todas as células inoculadas no ensaio,
geralmente, permanecem vidveis, no entanto, a avaliagdo da citotoxicidade pela Eq. 5 ndo deve
ser descartada. Desse modo, apds a aplicagdo da Eq. 5 para as amostras de agua potavel

analisadas, comprovou-se que nenhuma delas apresentou citotoxicidade.

4.2.3.2. Agua superficial

Este estudo apresenta resultados de analises de dguas coletadas em dois rios localizados
no Rio de Janeiro: uma fonte de agua para abastecimento publico de ETA (Rio Guandu) e um
corrego urbano que recebe descarga de esgoto sanitario (Rio Maracand). A atividade
estrogénica das aguas superficiais pode variar substancialmente de acordo com a classe do rio,
e, portanto, o fator de concentragdo a ser empregado também pode sofrer variagcdes. No entanto,

neste estudo, foi empregado o mesmo fator de concentragao (500 x) para os dois casos.

O percentual de 4% das amostras apresentou citotoxicidade na fase dissolvida, porém
ndo houve impedimento do calculo da atividade estrogénica, pois a andlise de diferentes
dilui¢des permitiu que a toxicidade fosse eliminada sem dirimir a estrogenicidade da amostra.
Amostras do rio Maracani apresentaram EQ-E2 entre 15 e 40 ng L! e no rio Guandu 26% das
amostras ficaram abaixo do LD do método, enquanto 74% das amostras foram estrogénicas,

apresentando EQ-E2 na faixa de 0,28 a 83 ng L"! (APENDICE 6).

Dias et al. (2015) também analisaram agua superficial do Rio Guandu e encontraram

valores de EQ-E2 inferiores aos desse estudo, o valor maximo encontrado foi de 16 ng L, no
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entanto o resultado das andlises de 4dguas superficiais ¢ sempre muito dindmico, o que pode

justificar a diferenca de resultados.

Algumas dificuldades foram encontradas durante a realizacao das etapas de filtracao e
EFS das amostras do Rio Maracana. Houve maior demanda de tempo quando comparado as
amostras de agua superficial do Rio Guandu, provavelmente associado a maior concentracao

de so6lidos suspensos.

Um meio de reduzir essa maior demanda de tempo seria diminuir o fator de
concentracdo da amostra. Wenzel et al. (2003) utilizam a turbidez como critério para a decisdo
do fator de concentragdo a ser empregado, o que justificaria a reducao do fator de concentragado
dessas amostras do Rio Maracana, tal possibilidade ¢ corroborada com as concentragdes de

atividade estrogénica encontradas.

4.2.3.3. Afluente e efluente de ETE

Os afluentes da ETE avaliados tiveram atividade estrogénica variando de <LD a 123 ng
L' de EQ-E2, 22% dessas amostras apresentaram valores de EQ-E2 abaixo do LD do método
e 20% das amostras induziram a citotoxicidade, inibindo o crescimento da levedura em até
92,5% nas maiores concentragoes analisadas. Os efluentes da ETE analisados apresentaram
atividade estrogénica variando de <LD a 11 ng L' de EQ-E2, 12,5 % das amostras ficaram

abaixo do LD do método e nenhuma das amostras foi citotoxica (APENDICE 6).

Os efeitos toxicos de algumas amostras podem levar a reducdo das células viaveis e a
redu¢do do sinal mensuravel, consequentemente, os efeitos estrogénicos de uma amostra podem
ser mascarados por efeitos toxicos agudos, levando a resultados falso-negativos. No entanto,
para as amostras que apresentaram citotoxicidade, este interferente foi superado pela dilui¢ao
das amostras, nao impedindo a detec¢do e quantificacdo da estrogenicidade em nenhum caso.
Tal fato, corrobora para a aplicabilidade da metodologia de clean up empregada e do uso do
cartucho strata-SAX para a mitigagdo e/ou remocao dos possiveis interferentes presentes nessa

matriz ambiental.
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Para a interpolagdo das curvas dose-resposta foi necessario evitar o uso de uma diluicao
onde ocorria o efeito toxico, pois subestimaria a poténcia estrogénica da amostra, reduzindo o

seu EQ-E2.

Ressalta-se que caso o nivel de citotoxicidade das amostras impossibilite a quantificagao
da atividade estrogénica, uma etapa de pré-tratamento da amostra pode ser aplicada. Citulski e
Farahbakhsh (2012) relataram elevados niveis de citoxicidade gerados por matrizes ambientais
e aplicaram e testaram algumas técnicas de preparo de amostras para mitigar esses efeitos. Para
os afluentes e efluentes de ETE utilizaram um processamento de cobre para remog¢ao de enxofre
e um clean up adicional usando silica e alumina, ambos ndo ocasionaram a perda de E2. Para
extratos de lodo de esgoto e biossolidos, a estabilizacdo da amostra através de métodos como
autoclavagem, liofilizacao e tratamento com formaldeido foram considerados prejudiciais para
o ensaio YES e a secagem com calor foi recomendada para prevenir a citotoxicidade e a

degradagdo de substancias estrogénicas.

4.23.4. Lixiviado bruto e tratado de aterro sanitario

Neste estudo, as amostras de lixiviado de aterro sanitario foram as mais delicadas para
a analise pelo ensaio YES devido a sua complexidade. As amostras de lixiviado bruto
apresentaram valores de atividade estrogénica na faixa <LD - 794 ng L' de EQ-E2, enquanto

a amostra de lixiviado tratado apresentou 120 ng L' de EQ-E2 (APENDICE 6).

Nao foi possivel quantificar a estogenicidade da fase dissolvida de todas as amostras de
lixiviado, pois algumas delas apresentaram resultados abaixo do LD. Aparentemente, isso nao
¢ coerente, uma vez que a deteccdo e quantificacdo de xenoestrogénios nesta matriz sao
relatadas na literatura. Por exemplo, Kamata et al. (2011) quantificou altos valores de
compostos estrogénicos em lixiviados de aterros sanitarios do Japdo, até 105 pg L' de BPA e
2 pg L' de nonilfenol o que é traduzido em pelo menos 77 ng L' e 1060 ng L! em termos de
EQ-E2, respectivamente, considerando a PR estabelecida para o BPA e para o nonilfenol neste

estudo (Tabela 8).
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Sugere-se que o uso do ensaio YES para esta matriz complexa pode exigir um pré-
tratamento otimizado da amostra e remocao de interferentes para resultados mais precisos. Ha
poucos estudos publicados que utilizaram o ensaio YES para a avaliagdo de lixiviados de aterro,

provavelmente devido as adversidades associadas a essa matriz.

Pereira et al. (2018) utilizaram o ensaio YES para a andlise desta matriz e Kawagoshi et
al. (2003) usaram um ensaio de levedura semelhante (Yeast two-hybrid assay). Ambos os
estudos enfrentaram dificuldades na quantificagcdo da atividade estrogénica e relataram que o
maior desafio esta na presenca de inimeros compostos capazes de bloquear os receptores de
estrogénio nas células e induzir uma resposta falso-negativa. Além disso, Kawagoshi et al.
(2003) sugeriram que os resultados abordaram apenas parcialmente a atividade estrogénica real
dos lixiviados e as etapas de pré-tratamento da amostra foram insuficientes, uma vez que a
quantificagdo dos xenoestrogénios, por métodos cromatograficos, foi muito maior em

comparagdo ao seu efeito observado no ensaio.

Inesperadamente, nenhuma amostra apresentou citotoxicidade, o que incentiva o estudo
da influéncia dessas amostras no crescimento dessa estirpe, pois elevados valores de toxicidade

sdo relatados para essa matriz ambiental em bioensaios de ecotoxicidade (LUO et al., 2020).

4.2.35. Material particulado e amostras nao concentradas

Algumas propriedades fisico-quimicas das substancias estrogénicas, como solubilidade,
massa molar e coeficientes de parti¢ao (kow e koc), sugerem grande afinidade desses compostos

por solidos organicos suspensos em matrizes ambientais aquosas (BIRKETT e LESTER, 2003).

As substancias estrogénicas geralmente tém coeficientes de particdo octanol / agua
moderados a altos e solubilidades relativamente baixas. Estrogénios esteroidais, como E2, E1,
E3 e EE2, tém valores de log kow variando entre 2,81 e 4,15 e solubilidades na faixa de 4,8-13
mg L', o que indica um caréter hidrofoébico e uma tendéncia de fracionamento entre as fases
particulada e dissolvida em matrizes aquosas (VEGA-MORALES et al., 2013; YARAHMADI
etal., 2018). Por esse motivo, a atividade estrogénica também foi avaliada na fracao particulada

de aguas superficiais e amostras de lixiviado de aterro.
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Considerando a soma da atividade estrogénica dissolvida e associada ao material em
suspensdo, 0 EQ-E2 total variou de 35 a 65 ng L' nas amostras de 4guas superficiais analisadas
e 31% a 62% desses valores foram associados ao material em suspensdo menor que 0,7 pm.
Por outro lado, as substancias adsorvidas por particulas maiores que 0,7 um foram responsaveis
por até 9% da atividade estrogénica total, mas a citotoxicidade impediu o célculo do EQ-E2 em

metade desses extratos (Figura 27 ¢ APENDICES 6 e 7).

Figura 27 — Valores totais de EQ-E2 de amostras de 4dgua superficial: distribui¢do percentual
entre as fases particulada e dissolvida
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As amostras de lixiviado apresentaram valores totais (atividade estrogénica associada a
fase dissolvida + atividade estrogé€nica associada as particulas) de EQ-E2 na faixa de 661 - 1077
ng L, principalmente devido a estrogenicidade associada as particulas (APENDICES 6 ¢ 7).
A fracgdo de solidos suspensos finos (< 0,7 pm) induziu de 46% a 76% da atividade estrogénica
total e a fragdo de particulas grandes (> 0,7 um) induziu de 24% a 53% do valor total (Figura
28). Em contraste, apenas 3% (22 ng L") do total de EQ-E2 foi quantificado na fase dissolvida

de uma dessas amostras.
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Figura 28 — Valores totais de EQ-E2 de amostras de lixiviado bruto de aterro sanitario: amostras
nao concentradas e distribuicao percentual entre as fases particulada e dissolvida
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O conhecimento dos mecanismos de interagdo das substancias estrogénicas com as
diferentes fases (dissolvida e particulada) nas matrizes ambientais e o decorrente fracionamento
sdo informacgdes uteis para, além de avaliar a ocorréncia de substincias estrogénicas, otimizar
seus processos de remocdo. Desse modo, um bioensaio que além de possuir um mecanismo
especifico, possibilite o conhecimento da porcentagem de estrogenicidade associada a cada fase
da amostra, possibilita a escolha da técnica de tratamento mais adequada as caracteristicas da

amostra (ARGOLO et al., 2021).

As mesmas amostras de lixiviado de aterro também foram testadas sem nenhuma etapa
de filtracdo e EFS (item 4.1.6.) e os resultados foram comparados com a soma da
estrogenicidade associada a: fragdo dissolvida + fracdo de sélidos suspensos finos (< 0,7 pm)
+ fragdo de particulas grandes (> 0,7 um). Essa comparagdo foi realizada com o designio de

avaliar se os resultados eram coerentes entre si.

O EQ-E2 observado das amostras ndo filtradas e ndo concentradas variou de 604 a 837

ng L' e abaixo do LD para uma amostra (APENDICE 7). Contudo, o lixiviado é uma matriz
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com elevado teor de matéria organica e o mecanismo de interacdo dos estrogénios com a
matéria organica pode resultar na formacdo de complexos que ndo sdo reconhecidos pelo
receptor de estrogénio. Desta forma, parte dos estrogénios presentes na matriz podem nao se
encontrar biodisponiveis no momento do ensaio, havendo um efeito de antagonismo aparente
causado pela matéria organica (MA e YATES, 2018; NEALE et al., 2015). Isso pode justificar
resultados abaixo do LD para a fase dissolvida e para a analise sem extra¢do em fase solida das
amostras de lixiviado. Assim como, também pode explicar a diferenga encontrada entre o
resultado da soma das fracdes particuladas + dissolvidas e o resultado encontrado para as

amostras nao concentradas (Figura 28).

4.2.3.6. Sedimento

Compostos nao estrogénicos presentes nos sedimentos podem ser coextraidos com
substancias-alvo, o que dificulta a deteccdo e quantificagdo da atividade estrogénica nas
amostras por meio do ensaio YES. Além disso, esses compostos podem causar citotoxicidade

para células de levedura e induzir uma resposta falso-negativa (FRISCHE et al., 2009).

A inibi¢do do crescimento da levedura ocorreu em 61% das amostras testadas, mas em
29% desses casos o efeito foi superado com a diluicdo da amostra. A quantificacdo do EQ-E2

foi possivel em 46% das amostras e os resultados variaram de 0,08 a 12 ng g"' (APENDICE 8).

A quantificagdo da estrogenicidade foi possivel em 27% das amostras de sedimentos
provenientes de ambientes salinos. Hettwer et al (2018) e Gehrmann et al. (2016) relataram que
para alguns bioensaios a salinidade pode ser um fator critico. No entanto, para afirmar que os
valores encontrados abaixo do LD do método estdo associados as questdes salinas, seria
necessario a realizacao de um teste de tolerancia a salinidade. Vale ressaltar que nem todas as
amostras com resultados abaixo do LD apresentaram citotoxicidade, o que sugere a nao

ocorréncia da influéncia desse fator para todas as amostras analisadas.

Nao obstante, Vigano et al. (2008) avaliaram sedimentos de rios com o ensaio YES e
relataram atividade estrogénica méaxima de 15,6 ng g e afirmaram que este bioensaio foi

robusto para a investigagdo da estrogenicidade dessa matriz.
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4.2.4. Atividade antiestrogénica de amostras ambientais

A avaliagdo da atividade antiestrogénica foi realizada adicionando E2 aos extratos das
amostras diluidas. A partir da concentracao de E2 adicionada e conhecida, avaliou-se a redugdo
da atividade estrogénica ocasionada pela amostra. Amostras de agua potavel, agua superficial
e de lixiviado de aterro sanitario foram avaliadas para este endpoint. A fase dissolvida, dessas
amostras, havia sido previamente analisada e os resultados encontrados foram abaixo do LD do
método, exceto para uma amostra de lixiviado (LB 2). Elaborou-se a hipotese do resultado
encontrado estar atrelado a presenga de substancias antagonicas que estariam mascarando os
resultados das analises, principalmente nas amostras de lixiviado, que supostamente possuem
elevadas concentragdes de substancias antiestrogénicas (KAWAGOSHI ET AL., 2003;
PEREIRA et al., 2018).

Nenhuma das 6 amostras de agua potavel analisadas apresentaram resposta positiva para
efeitos antagdnicos. Por outro lado, foi observada a presenga de compostos redutores da
atividade estrogénica do E2 em uma amostra de agua superficial (n=6) (Figura 29) e nas quatro

amostras de lixiviado testadas (n=4) (Figura 30).

Figura 29 — Curvas dose-resposta do extrato de amostra de agua superficial (AS) testado com e
sem adi¢do de E2 na microplaca para avaliacdo da atividade antiestrogénica
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Figura 30 — Curva dose-resposta de amostras de lixiviado bruto de aterro sanitéario: (A) LB 1,

(B)LB2,(C)LB 3, (D)LB 4
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A inibicdo do efeito estrogénico e, portanto, o efeito antiestrogénico pode ser

visualizado pelo decaimento da curva dose-resposta das amostras com a adi¢do do E2, onde as

maiores concentracdes das amostras deveriam apresentar, minimamente, a estrogenicidade

referente a concentragao de E2 adicionada.

Na Figura 29 e na Figura 30 (A, C e D) ¢ possivel visualizar que os extratos da fase

dissolvida das amostras ndo induziram nenhuma resposta estrogénica, bem como também nao

apresentaram citotoxicidade. Porém, quando analisados na presenga de uma concentracao
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conhecida de E2, ocorreu um decaimento nas absorbancias das maiores concentracdes testadas,

indicando a supressdo da estrogenicidade do E2 adicionado.

Complementarmente, as menores concentragoes testadas da amostra de agua superficial
(Figura 29) apresentaram um aumento da absorbancia evidenciando o mascaramento do

potencial estrogénico da amostra por compostos antagonicos.

Por conseguinte, compostos antagonistas bloquearam inicialmente a estrogenicidade da
amostra original de dgua superficial, bem como a concentra¢do de E2 adicionada em ambas as
matrizes analisadas. Tal anélise evidencia a provavel presenga de compostos antiestrogénicos
em ambas as matrizes. Desse modo, recomenda-se que a atividade antiestrogénica seja
analisada para as amostras cuja a atividade estrogénica encontrada tenha sido abaixo do LD do

método.

Adicionalmente, considerando a hipotese da presenca de compostos antagdnicos
associados também as fases particuladas das amostras de lixiviado de aterro sanitario, pode ser
que a atividade estrogénica referente aos sélidos suspensos seja ainda maior do que a

apresentada na Figura 28 e na Figura 30.

4.2.5. Consolidacdo dos resultados da Fase 2

Para a minimiza¢ao de fatores interferentes na realizacdo do ensaio YES para a analise
de compostos organicos, misturas € amostras ambientais deve-se seguir um protocolo, como o

elaborado na fase 1 deste estudo e explicitado no APENDICE 2.

A andlise de compostos isolados ndo prediz o efeito desses compostos na mistura em
que sdo encontrados no meio ambiente, visto que muitos compostos nao possuem efeito aditivo.
A citar as misturas que foram estudadas nessa pesquisa e apresentaram efeito maior que aditivo:

E2+EE2, E2+E1, EE2+E1.

O estudo da atividade estrogénica de matrizes ambientais pelo ensaio YES deve
considerar o devido preparo das amostras de acordo com as caracteristicas inerentes a elas. A
depender das propriedades das amostras, a analise da estrogenicidade e antiestrogenicidade, das

fases dissolvida e particulada deve ser levada em consideragao.
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Ambas as matrizes, agua superficial e lixiviado bruto de aterro sanitario, analisadas
quanto a atividade estrogénica da fase particulada apresentaram resultados positivos, indicando
a importancia do estudo da estrogenicidade associada aos solidos suspensos € nao somente a
fase dissolvida. Ademais, ambas as matrizes também apresentaram atividade antiestrogénica,
demonstrando também a relevancia dessa analise para o conhecimento do efeito bioldgico das

misturas no meio ambiente.

As amostras de lixiviado bruto de aterro sanitario foram as que apresentaram maior faixa
de EQ-E2 na fase dissolvida, assim como também apresentaram atividade estrogénica na fase

particulada e atividade antiestrogénica.

A maior frequéncia de citotoxicidade foi associada as amostras de sedimento e de
material particulado. Somente nas amostras de sedimento houveram casos em que foi
encontrado citotoxicidade e ndo foi possivel quantificar a atividade estrogénica, nas demais
matrizes, a citotoxicidade foi sempre superada com a dilui¢ao e com o preparo empregado na
amostra em questdo. Nessas amostras em que ocorreram citotoxicidade e nao foi possivel
quantificar a atividade estrogénica, ndo se pode afirmar que esta ndo existe, pois pode ter sido

mascarada pelo efeito toxico agudo da amostra.

4.3. Recomendacdes para a implementacio e execucio do ensaio YES

O tempo de crescimento do indculo da levedura a ser usado no ensaio pode influenciar
no crescimento das células durante a incubacdo do ensaio, por isso a importancia do

conhecimento da curva de crescimento da estirpe utilizada.

Fatores como a densidade celular e tempo de incubacgdo do ensaio podem interferir na
sensibilidade do método (LD e LQ), sendo fundamental o uso do fator de concentragao da

amostra adequado a sensibilidade do ensaio atingida.

A concentra¢do de CPRG adicionada ao meio de andlise do ensaio também pode ser um
fator de interferéncia no resultado do ensaio, pois a insuficiéncia de moléculas de CPRG para

ser degradada pela B-galactosidase no ensaio pode subestimar a estrogenicidade da amostra.
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O conhecimento da recuperagdao do método utilizado (incluindo filtragdo, EFS e ensaio)
também ¢ importante pois a metodologia empregada pode estar subestimando a atividade
estrogénica das amostras sendo necessario a otimizacdo da metodologia de preparo das

amostras.

A andlise de solugdes aquosas deve ser realizada com cautela pois ha maior dificuldade
na pipetagem das amostras devido a maior viscosidade da 4gua quando comparada a solventes.
A presenca de solidos suspensos em amostras aquosas também dificulta essa analise. Essas
condi¢des podem ocasionar maiores desvios entre as duplicatas, sendo necessario que o

operador tenha o devido treinamento para a realizagdo dessa pipetagem.

O uso de qualquer reagente sem o devido grau de pureza recomendado pode interferir
nos resultados do ensaio. Todos os reagentes devem ser de alto teor de pureza, desde os
constituintes das solucdes do ensaio, os padrdes e até mesmo os solventes utilizados, os quais

devem ser grau HPLC.

No que tange a citotoxicidade promovida por algumas amostras ambientais, esta muitas
vezes, pode ser superada com a diluicdo das amostras. Vale ressaltar que para a quantificagao
da atividade estrogénica de amostras citotoxicas € necessario a utilizacdo de uma dilui¢ao que
ndo tenha ocorrido o efeito tdxico, caso contrario este efeito pode subestimar ou, até mesmo,

inviabilizar a mensuracdo da estrogenicidade devido a reducao de células vidveis no ensaio.

Contaminagao por outros organismos, geralmente bactérias, pode ser mensurada através
do controle negativo. No entanto, o preparo do ensaio em fluxo laminar, o uso de material estéril
descartavel ou autoclavado (no caso de vidros), os devidos cuidados como o uso de luva nitrilica
(pois a luva de latex pode conter compostos estrogénicos em sua composicao) € a lacragdo da
placa de ensaio com fita crepe para a incubagdo em estufa reduzem a possibilidade desse

interferente.

Para saber se a mensuragao da atividade estrogénica se refere ao total presente na
amostra deve-se sempre relatar qual preparo foi realizado na amostra, pois desse modo
possibilita o conhecimento de qual fase da amostra estd sendo analisada (dissolvida, particulada
ou as duas juntas — amostras sem concentracdo). Caso a atividade estrogénica nao seja
encontrada, recomenda-se ainda a analise da atividade antiestrogénica pois esta pode estar
bloqueando a percepg¢ao da estrogenicidade da amostra, ocasionando falso-negativo a resposta

do ensaio.
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Além dos fatores estudados, a norma ISO 19040-1 de 2018 cita a coloragdo ou a turbidez
das amostras ambientais como um possivel interferente do ensaio, no entanto quando se realiza
o ensaio com a etapa de EFS e permitindo a evaporacao da aliquota da amostra adicionada na
placa de ensaio, esses fatores sdo minimizados, nao interferindo na mensuragdo da densidade

celular e nem na quantificagdo do CPR (produto de degradacdo do CPRG).

Os fatores de interferéncia estudados na fase 1 permitiram a elaboragao de um protocolo
otimizado para o ensaio YES (APENDICE 2) e, portanto, as dificuldades para a mensuragio da
atividade estrogénica de amostras ambientais, compostos organicos e misturas na fase 2 desse
estudo foram minimizadas. A Tabela 10 apresenta uma compilagdo das recomendagdes e
solucdes para as possiveis interferéncias na implementacado e execucao do ensaio in vitro Yeast
Estrogen Screen (YES) para anélise de estrogenicidade em amostras ambientais, compostos

organicos e misturas
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Tabela 10 — Recomendacdes e solugdes para as possiveis interferéncias na implementagdo e execugdo do ensaio in vitro Yeast Estrogen Screen
(YES) para analise de estrogenicidade em amostras ambientais, compostos organicos e misturas

Fator de interferéncia

Interferéncia

Recomendacio e solucio

Tempo de crescimento do indculo da

levedura a ser usado no ensaio

Crescimento nao adequado das células durante a
incubagdo do ensaio — diminui¢do da

sensibilidade do método

O uso da fase log (24 = 4 h de crescimento) para
a inoculagdo da levedura no ensaio garante o
melhor crescimento das células durante a

incubacao do ensaio

Densidade celular inicial no ensaio

Variacao na CE50, LD e LQ do ensaio

Estipular a densidade celular a ser usada

Tempo de incubagdo do ensaio

Diminui¢do do tempo de incuba¢do — diminui¢do

da sensibilidade do método

Adequacao do tempo de incubagdo de acordo

com as caracteristicas da amostra

LDelQ

Sensibilidade do método ndo compativel com a

amostra a ser analisada

Aumentar o fator de concentragao da amostra

Concentragao de CPRG no ensaio

Insuficiéncia de moléculas de CPRG para ser
degradada pela B-galactosidase no ensaio —

subestimacdo da estrogenicidade

Uso de uma concentragdo adequada — 100 mg L"!

no meio de analise

Eficiéncia de Recuperagcdo do método de

preparo da amostra

Subestimacao da atividade estrogénica

Otimizacao da metodologia de preparo da

amostra

Analise de solucao aquosa

Dificuldades na pipetagem, maior viscosidade que

solvente

Treinamento do operador

Continua



Continuacdo
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Tabela 10 — Recomendagdes e solugdes para as possiveis interferéncias na implementagdo e execugdo do ensaio in vitro Yeast Estrogen Screen
(YES) para analise de estrogenicidade em amostras ambientais, compostos organicos e misturas e suas devidas solucdes

Fator de interferéncia

Interferéncia

Recomendacéao e solugcao

Reagente sem o devido grau de pureza

Falso-positivo no ensaio

Uso de reagentes alta pureza (grau HPLC para
solventes, > 98% de pureza para reagentes solidos

e agua ultrapura)

Citotoxicidade

Reducao de células viaveis no ensaio subestimando
o resultado de estrogenicidade ou ocasionando

falso-negativo

Dilui¢do da amostra, otimizacao do preparo da

amostra

Contaminagao por outros organismos

Contaminacao do ensaio

Cuidados no manuseio da estirpe e no preparo das
solucdes do meio que devem ser estéreis,
observacao da limpidez das solugdes previamente
a realizacdo do ensaio, uso de material estéril, uso
de fluxo laminar ou cabine de seguranga
biologica, lacragdo da placa de ensaio com fita

crepe para a incubagao

Fase dissolvida e particulada

Nao conhecimento da atividade estrogénica total da

amostra

Analise de ambas as fases

Compostos antiestrogénicos

Falso-negativo

Analise de antiestrogenicidade
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CONCLUSAO

Com a avaliacdo dos fatores interferentes na analise da estrogenicidade de amostras
ambientais, misturas quimicas e compostos organicos, um protocolo otimizado do ensaio YES
foi elaborado garantindo a obtencdo de sucesso na realizacdo do ensaio com resultados seguros

e confiaveis.

Fatores como densidade celular inicial e tempo de incubagdo do ensaio influenciaram
diretamente na sensibilidade do ensaio YES. Valores de EQ-E2 e PR foram comparéaveis

independentemente da densidade celular adotada e do comprimento de onda utilizado.

Nao obstante, valores de CE50 foram dependentes da densidade celular inicial, do
tempo de incubacdo e do veiculo da substancia de referéncia (solvente ou dgua ultrapura) do
ensaio. A utilizagdo da carta controle para a substancia de referéncia permitiu a determinacao
de limites de controle estatistico, monitoramento da média da CE50 e sua dispersao, conferindo

mais confiabilidade aos resultados de compostos organicos, misturas e amostras ambientais.

O aumento da densidade inicial de células proporcionou maior sensibilidade ao ensaio,
sendo adequado para a detecgdo de atividade estrogénica de amostras com menor concentragao
de xenoestrogénios. A diminui¢do do tempo de incubagdo do ensaio para 48 horas foi adequada

para amostras com maior concentragdo de desreguladores endocrinos estrogénicos.

Dentre os compostos organicos estudados, os estrogénios foram os que apresentaram
maiores poténcias estrogénicas. Tal fato explica porque esses compostos costumam ser

responsaveis pela maior parte da atividade estrogénica que atinge as aguas superficiais.

O BPA foi o composto que apresentou menor poténcia, atingindo 7,31 x 10 de poténcia
relativa. Desse modo, a concentragdo de BPA precisa ser maior que 10000 vezes a concentracao

de E2 para apresentar o mesmo efeito estrogénico.

Os parabenos apresentaram citotoxicidade no ensaio YES, mas esta ndo mascarou o
resultado do potencial estrogénico desses compostos, comprovando que sua estrogenicidade

pode ser detectada pelo ensaio YES.

As concentragoes de atrazina, simazina, triclosan e cafeina estudadas ndo induziram

uma resposta estrogénica através do mecanismo de acdo do ensaio YES, tampouco
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apresentaram toxicidade. O composto fulvestrant, apesar de ser um antagonista puro,
apresentou uma resposta puramente agonista no ensaio YES, comprovando que o organismo
utilizado no ensaio ndo apresenta a capacidade de identificacdo de todos os compostos
antagonistas e, desse modo, alguns compostos antagonistas podem apresentar efeito agonista

(estrogénico) quando presentes em amostras ambientais.

Os valores EQ-E2 observados das misturas binarias E2+EE2, E2 +E1 e EE2 +E1 nas
concentragdes de 5,32 a 10,64 ng L™ para E2 e EE2, e de 14,64 a 29,29 ng L™! para E1 foram
estatisticamente maiores (valor p <0,05) do que os valores de EQ-E2 estimados. Assim, para o
mecanismo de acdo do ensaio YES, esses compostos apresentaram um efeito maior do que o
aditivo nas concentracdes testadas, mostrando a necessidade de legislagdes ambientais que
contemplem o estabelecimento de uma concentragao limite de atividade estrogénica em vez de

concentragdes individuais dos compostos.

Os valores de EQ-E2 encontrados nas matrizes ambientais estudadas nessa pesquisa
foram: i) 4gua potavel: < LD — 3.5 ng L'!; ii) 4gua superficial: < LD - 82.9 ng L"!; iii) material
particulado da dgua superficial: 15.5 - 34.5 ng L'!; iv) afluente de ETE: <LD - 10.6 ng L'!; v)
efluente de ETE: <LD - 10.6 ng L'!; vi) lixiviado bruto de aterro sanitario: < LD - 794.3 ng L-
I: vii) material particulado do lixiviado bruto de aterro sanitario: 163 — 1077 ng L!; viii)
lixiviado tratado de aterro sanitario: 120.3 ng L'!; xi) sedimento: <LD - 11.9 ng g'"". No entanto,
esses valores de atividade estrogénica podem ser ainda maiores, visto que amostras de dgua
superficial e de lixiviado também apresentaram atividade antiestrogénica, a qual reduziu, ou até
mesmo, suprimiu a atividade estrogénica das amostras. E, portanto, a analise de
antiestrogenicidade nao deve ser descartada na avaliagdo de uma amostra ambiental, pois

compostos antagonistas podem mascarar o resultado da atividade estrogénica da amostra.

Por fim, com todos os testes realizados e os resultados adquiridos foi elaborado um
protocolo otimizado do ensaio YES e uma lista de recomendagdes para a sua implementacao e
execucdo. O cumprimento de tal protocolo e a atencdo as recomendagdes elaboradas
proporcionou resultados seguros de atividade estrogénica. Dentre as recomendag¢des, destacam-
se: (1) a padronizacdo da densidade celular inicial a ser usada no ensaio, pois 0 uso
indiscriminado da densidade celular pode acarretar variacdes de CES0 e dos limites de detecgao
e quantificacdo do ensaio; (ii) o tempo de incubacdo do ensaio adequado a amostra a ser
analisada, pois a reducdo do tempo de incubagio pode levar a diminui¢do da sensibilidade do

método; (iii) a andlise da citotoxicidade da amostra e a sua redugdo ou eliminagdo quando
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possivel, pois algumas amostras podem ocasionar uma redu¢do de células viaveis no ensaio
subestimando o resultado de estrogenicidade ou ocasionando um falso-negativo como resposta.
Ademais recomenda-se sempre reportar a fase (dissolvida ou solidos suspensos) da amostra que

foi analisada e se foi, ou nao investigada a atividade antiestrogénica da amostra.
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SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

= Aplica¢do de modelos matematicos, como por exemplo, MIXTOX para prever o efeito de

misturas pelo ensaio YES.

= Investigar o crescimento da levedura na presenca de lixiviados de aterros sanitarios, pois
¢ uma matriz ambiental com elevado carater toxico e ndo ocasionou toxicidade as células

de leveduras nesta pesquisa.

= Estudar o efeito em bioequivaléncia da atividade antiestrogénica pelo ensaio YES.

* Investigar a tolerancia da levedura a salinidade.

» Elaborar carta controle com substancia de referéncia em solugdo aquosa.
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APENDICE 1 — Publicag¢des do grupo de pesquisa

O estudo dos fatores que interferem no ensaio in vitro YES propiciaram a publicacao de
varios artigos do grupo de pesquisa, podemos destacar 5 artigos publicados (4 Al e 1 Bl na
classificagdo de 2016 do qualis das Engenharias I) e 1 artigo submetido & Chemosphere, que
também ¢ classificada como Al. Os artigos publicados abrangem os resultados dos

experimentos com as modifica¢des que foram realizadas para o ensaio YES nesta tese.

O ultimo artigo submetido ¢ o mais amplo, onde todos os fatores interferentes na
avaliacdo de estrogenicidade de amostras ambientais, misturas quimicas e substancias simples

sdo relatados.

Abaixo segue a lista com a enumeragao dos artigos submetidos, aceitos e publicados
com os experimentos realizados nesse estudoe sua respectiva contribui¢do para a elaboragado

desta tese.

1. Gomes, Giselle; Argolo, Allan dos Santos; Felix, Louise da Cruz; Bila, Daniele Maia.
Assessment of interfering factors in recombinant yeast-based assay towards
evaluation of estrogenicity in environmental samples, chemical mixtures and single

substances. CHEMOSPHERE, submetido em 10/11/2020 FI 5;78 A1

Artigo principal da tese, onde todas as modificagdes e testes realizados com o ensaio
YES foram divulgadas. Abrange sobre as densidades celulares do organismo teste usadas no
ensaio, o tempo de incubagdo do ensaio, sensibilidade do método, carta-controle da substancia
de referéncia E2, possiveis interferentes e dificuldades na analise de amostras ambientais, limite
de deteccao de substincias simples e suas poténcias relativas, analise dos efeitos observados e

estimado de misturas de estrogénios ¢ BPA.

2. Argolo Allan dos Santos; Gomes, Giselle; Bila, Daniele Maia. Insights into total
estrogenic activity in a sewage-impacted urban stream assessed via ER

transcriptional activation assay: distribution between particulate and dissolved
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phases. ECOTOXICOLOGY AND ENVIRONMENTAL SAFETY, aceito para
publicacdo em 24/11/2020. F1 4,87 Al.

Neste artigo foi elucidado a contribui¢do dos compostos adsorvidos no material
particulado para a atividade estrogénica total da amostra. No comeco da implementacdo do
ensaio no LES, somente a fase dissolvida era analisada. Com o avanc¢o do conhecimento do
método YES, as analises foram expandidas para o material particulado. Neste artigo constam
as primeiras amostras que foram analisadas a fase particulada, permitindo que a mensuragao da

atividade estrogénica contemplasse também os compostos adsorvidos aos s6lidos suspensos.

Com o conhecimento de que era possivel a quantificagdo da estrogenicidade presente
no material particulado, elaborou-se a ideia de que parte da atividade estrogénica do lixiviado
poderia estar nesta fase, pois a dificuldade de anélise inerente a esta matriz ¢ grande e muitas
vezes os valores encontrados ndo pareciam coerentes com a realidade das amostras. Entdo,
mediante a ela apresentar elevada conecentracao de solidos suspensos, levantou-se a hipotese

de parte da estrogenicidade estar sendo negligenciada ao nao avaliar esta fase.

3. Chaves, Fernanda Pereira; Gomes, Giselle; Della-Flora, Alexandre; Dallegrave,
Alexsandro; Sirtori, Carla; Saggioro, Enrico Mendes; Bila, Daniele Maia. Comparative
endocrine disrupting compound removal from real wastewater by UV/Cl and
UV/H202: Effect of pH, estrogenic activity, transformation products and toxicity.
SCIENCE OF THE TOTAL ENVIRONMENT, v. 746, p. 141041, 2020. FI 6,55 A1l

4. Saggioro, Enrico M.; Chaves, Fernanda P; Felix, Louise C; Gomes, Giselle; Bila,
Daniele M. Endocrine Disruptor Degradation by UV/Chlorine and the Impact of
Their Removal on Estrogenic Activity and Toxicity. INTERNATIONAL JOURNAL
OF PHOTOENERGY, v. 2019, p. 1-9, 2019. FI 1,88 B1. Citacdes:2

Para estes dois artigos foi testado a possibilidade de realizacdo do ensaio YES com a
curva padrao em solucdo aquosa. Além disso, amostras sem a realiza¢do de extragdo em fase
solida foram analisadas. Contribuindo para o conhecimento da possibilidade de o ensaio ser
realizado nessas condi¢des, demandando menor tempo de preparo de amostras € nao ocorrendo
contaminag¢do na placa de ensaio incubada mesmo sem a purificagdo promovida pela EFS na

amostra.
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5. do Nascimento, Marilia Teresa Lima; Santos, Ana Dalva de Oliveira; Felix, Louise
Cruz; Gomes, Giselle; de Oliveira e Sa, Mariana; da Cunha, Danieli Lima; Vieira,
Natividade; Hauser-Davis, Rachel Ann; Baptista Neto, Jos¢ Antonio; Bila, Daniele
Maia. Determination of water quality, toxicity and estrogenic activity in a
nearshore marine environment in Rio de Janeiro, Southeastern Brazil.
ECOTOXICOLOGY AND ENVIRONMENTAL SAFETY, v. 149, p. 197-202, 2018.
F14,87 Al

Foi a partir da anélise dessas amostras ambientais que se estabeleceu a sensibilidade do

método, definindo como os limites de detecgdo e quantificacdo seriam calculados.

6. Griffero, L; Gomes, G.; Berazategui, M.; Fosalba, C.; Teixeira de Mello, F.; Rezende,
C.E.; Bila, D. M.; Garcia-Alonso, J.. Estrogenicity and cytotoxicity of sediments and
water from the drinkwater source-basin of Montevideo city, Uruguay.
ECOTOXICOLOGY AND ENVIRONMENTAL CONTAMINATION, v. 13, p. 15-
22,2018.

Com essas amostras de sedimento tomou-se conhecimento do teor de citotoxicidade
presente nessa matriz para as células de levedura do ensaio YES. Além disso toda a metodologia

de preparo dessa matriz ambiental foi estabelecida.
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1. Materiais, equipamentos e reagentes necessarios para o preparo das amostras, das solucoes e para a realiza¢ao do ensaio YES

Para a implementagdo e execucdo do ensaio YES os seguintes materiais, equipamentos e reagentes apresentados na Tabela A sdo

necessarios.

Tabela A — Materiais, equipamentos e reagentes necessarios para o preparo das amostras, das solucdes e para a realizagdo do ensaio YES

Preparo das amostras Preparo das solucdes Realiza¢do do ensaio YES

Materiais Vidro ambar 1L Filtro seringa 0,2 micra Ponteira e pipeta de 10 a 100 pl
Balao volumétrico 1L Seringa descartavel Ponteira e pipeta de 100 a 1000 pl
Membrana de filtracdo 0,45 ¢ 0,7 um  Frasco scoth 1L, 500 mL, 250 mL Pipeta multicanal 10 a 200 pL
Cartucho strata x 6 mL Vido ambar 50 mL Pipeta sorololégica 5 mL, 10mL e 50mL
Cartucho strata sax 6 mL Balao volumérico 1 L, 250 mL, 100 mL, 10 mL  Placa 96 pocos transparente

Tubo falcon 50 mL ou frasco de vidro

esterilizado

Continua



Continuacdo

143

Tabela A — Materiais, equipamentos e reagentes necessarios para o preparo das amostras, das solucdes e para a realizagdo do ensaio YES

Preparo das amostras Preparo das solucdes Realiza¢do do ensaio YES
Materiais Vial 5 mL Becker 50 mL Frasco para cultivo de células (Frasco T)
50 mL
Bastao de vidro
Funil de vidro
Equipamentos Manifold Balanca Incubadora orbital
Bomba a vacuo Autoclave Cabine de seguranca biologica ou fluxo
laminar
Fluxo de nitrogénio Cabine de seguranca bioldgica ou fluxo laminar ~ Agitador de placas de 96 pocos
Capela com sistema de exaustao Sistema Milli-q Estufa
Sistema Millli-q Freezer e geladeira Leitora de placas para absorbancia em
575 e 620 nm
Phmetro Espectrofotometro
Reagentes hexano, acetona, metanol, etanol, agua ultrapura, KH>POs (fosfato de potassio monobasico), (NH4)2SO4 (sulfato de amoénio), KOH

peletes (hidroxido de potassio), MgSO4 (sulfato de magnésio), Fe2(SO4); (sulfato férrico hidratado), L-leucina, L-histidina, adenina,

L-arginina — HCI, L-metionina, L-tirosina, L-isoleucina, L-isoleucina, L-lisina — HCI, L-fenilalanina, L-4cido glutdmico, L-valina, L-

serina, glicose, dcido L-aspartico, L-treonina, sulfato de cobre, tiamina, piridoxina, pantetonato de célcio, myo Inositol, biotina, CPRG,

17B-estradiol
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2. Coleta, transporte e preparo das amostras

2.1. Coleta

Todas as amostras devem ser coletadas em frascos de vidro ambar previamente
descontaminados. E recomendada a lavagem dos vidros com detergente neutro Extran®, pois
este ¢ um concentrado de tensoativos que quando diluido, atinge um elevado poder de
detergéncia, deixando as vidrarias limpas e sem residuos. Apos a lavagem, todos os utensilios
de laboratério devem ser rinsados com etanol ou acetona e devem ser colocados em estufa para

a completa secagem, sendo tampados em seguida.

No caso de caréncia de vidros ambar, o vidro transparente pode ser usado e coberto com
papel aluminio para evitar a foto degradagdo dos analitos de interesse. A tampa dos frascos
devem ser de PTFE ou silicone, caso contrario, use papel aluminio como uma tampa antes de

inserir a propria tampa do frasco.

Para a coleta use luvas nitrilicas e evite contato da amostra com a pele, evite também o
uso de hidratantes ou cremes nas maos, pois estes podem conter compostos estrogénicos. O
recipiente (geralmente balde) usado para a captura da amostra também deve ser de PTFE ou de

aluminio, recomenda-se a rinsagem do balde com a propria amostra antes da coleta.

2.2. Transporte

Leve as amostras para o laboratério imediatamente apds a coleta e mantenha-as resfriada
durante todo o transporte (2 a 8° C). Atente-se que essa temperatura ¢ para o interior do isopor

ou cooler e ndo a temperatura da amostra em si.
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2.3. Preparo

O preparo da amostra ira variar de acordo com as caracteristicas inerentes a elas. A
decisdo de filtragao e concentragao, ou ndo, devera ser baseada em conhecimentos prévios da
amostra a ser analisada, assim como a decisdo da andlise da fase dissolvida e particulada da

amostra. No entanto, essas informacdes devem sempre ser reportadas.

Recomenda-se que o preparo das amostras siga o fluxograma da Figura 10 desta tese,
no entanto outros métodos de extracdo e concentracdo das amostras também podem ser

aplicados.

3. Preparo das solucoes

As solugdes foram preparadas de acordo com o protocolo previamente estabelecido por

Routledge e Sumpter (1996), conforme especificado no ANEXO 1

4. Realizacao do ensaio

4.1. Armazenamento, cultivo e preparo da levedura para o ensaio YES

A levedura deve ser armazenada em tubos criogénicos de 2 mL e congelada a -80°C pelo prazo
maximo de 12 meses. Ou a -20°C por até 6 meses. Deve-se utilizar glicerol estéril (40%) para o
congelamento. O descongelamento deve ser realizado em cabine de seguranga bioldgica ou fluxo
laminar e todo o contetido do tubo criogénico deve ser vertido em um frasco T contendo 10 mL de meio
de cultivo. O frasco T deve ser incubado em uma incubadora de agitag@o orbital por 48 + 4 horas, a

28°C, a 150 rpm. Em seguida deve-se retirar uma aliquota de 10 pL e adicionar em um novo frasco T
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contendo 10 mL de meio de cultivo e ser novamente incubado em agitacdo orbital por mais 24 + 4 horas,

a 28°C, a 150 rpm.

Para o preparo da levedura que sera inoculada no ensaio recomenda-se o conhecimento da curva
de correlagdo entre densidade celular e densidade 6tica no equipamento/laboratério em que o ensaio sera
realizado. O cultivo deve conter 2,8 x 107 células mL"!, o que corresponde a 1 de abs para o laboratorio
e equipamentos em que o ensaio foi implementado. Caso ultrapasse essa densidade celular, deve-se
realizar a dilui¢do em meio de cultivo. Caso ndo atinja deve-se centrifugar o cultivo (utilizando um
frasco esterilizado), e utilizar as células concentradas no fundo do frasco, de forma a atingir a

absorbancia correspondente a 2,8 x 107 células mL™".

O uso de erlenmyer ou outro frasco estéril no lugar do frasco T, ndo altera os resultados, no
entanto, o frasco utilizado deve possuir espago interno suficiente para que o cultivo possa ser agitado na

incubadora de agitagao orbital.

A abertura do frasco contendo levedura so pode ser realizada na cabine de seguranca biologica

ou em fluxo laminar e a aliquota utilizada para a leitura da absorbancia deve ser descartada.

4.2. Inoculacdo da levedura no meio de analise para o ensaio

O meio de andlise deve ser preparado de acordo com a quantidade de amostras a serem
analisadas. Em cada placa de ensaio se analisa 2 amostras (o controle positivo ¢ contabilizado como

uma amostra) e necessita do volume de 20 mL de meio de analise, considerando as perdas do processo.

O meio de analise é composto por meio de cultivo + levedura + CPRG. A densidade celular
inicial no meio de analise pode variar de acordo com as amostras a serem analisadas. Podendo ser 1,35
x 10° células mL para amostras com maior concentragdo de xenoestrogénios e 2.7 x 10° células mL™!

para amostras com menor concentragdo de xenoestrogénios.

Sendo assim, a densidade final de levedura ¢ a concentragado final de CPRG no meio de analise

para amostras com maior concentragdo de xenoestrogénios devem ser 1,35 x 10° células mL! e 100 mg
L', respectivamente. Portanto, considerando o uso de uma placa de ensaio, utiliza-se 20 mL de meio de

cultivo + 20 pL da levedura preparada no item 4.1. do APENDICE 2 + 2 mg de CPRG. Enquanto para

amostras com maior concentragio de xenoestrogénios deve-se utilizar 2.7 x 10°células mL™!, e, portanto,
considerando o uso de uma placa de ensaio utiliza-se 20 mL de meio de cultivo + 40 uL da levedura

preparada no item 4.1. do APENDICE 2+ 2 mg de CPRG.
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Deve-se realizar a diluigdo serial das amostras e do controle positivo E2, para isto utiliza-se uma

placa de 96 pogos, onde em uma fileira de 12 pogos se realizara 12 dilui¢des conforme a Tabela B para

amostras em etanol (amostras concentradas) e conforme a Tabela C para amostras em solu¢do aquosa

(amostras sem concentrar). Atente-se que os 11 primeiros pogos ficardo com o volume final de 100 uLb

e 0 12° pogo ficara com o volume final de 200 pL.

Tabela B — Preparo das dilui¢des das amostras concentradas e do controle positivo E2 em etanol

Poco na placa de diluicao

Exemplo

Fator de diluicao

POCO 1
POCO 2
POCO 3
POCO 4
POCO 5
POCO 6
POCO 7
POCO 8
POCO 9
POCO 10
POCO 11
POCO 12

200 uL da amostra ou da solugdo de E2 (54, 48 ug L)
100 uL do pogo 1 + 100 pL de etanol
100 pL do pogo 2 + 100 uL de etanol
100 uL do pogo 3 + 100 pL de etanol
100 pL do pogo 4 + 100 uL de etanol
100 uL do pogo 5 + 100 pL de etanol
100 pL do pogo 6 + 100 uL de etanol
100 uL do pogo 7 + 100 pL de etanol
100 pL do pogo 8 + 100 uL de etanol
100 uL do pogo 9 + 100 pL de etanol
100 pL do pogo 10 + 100 pL de etanol
100 uL do pogo 11 + 100 uL de etanol

1

2

4

8

16
32
64
128
256
512
1024
2048

Tabela C — Preparo das diluigdes das amostras sem concentragdo ¢ do controle positivo E2 em solugio

aquosa

Poco na placa de diluiciao

Exemplo

Fator de dilui¢ao

POCO 1
POCO 2
POCO 3
POCO 4
POCO 5
POCO 6
POCO 7
POCO 8
POCO 9
POCO 10
POCO 11
POCO 12

200 uL da amostra ou da solugio de E2 (54, 48 ug L)
100 pL do pogo 1 + 100 pL de agua ultrapura
100 uL do pogo 2 + 100 uL de agua ultrapura
100 pL do pogo 3 + 100 puL de agua ultrapura
100 uL do pogo 4 + 100 uL de agua ultrapura
100 pL do pogo 5 + 100 puL de agua ultrapura
100 uL do pogo 6 + 100 uL de agua ultrapura
100 pL do pogo 7 + 100 uL de agua ultrapura
100 uL do pogo 8 + 100 uL de agua ultrapura
100 pL do pogo 9 + 100 uL de agua ultrapura
100 uL do pogo 10 + 100 uL de agua ultrapura
100 pL do pogo 11 + 100 pL de &gua ultrapura

1

2

4

8

16
32
64
128
256
512
1024
2048
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4.4. Preparo da placa de ensaio

As amostras e o controle positivo sdo realizadas em duplicatas e sempre intercaladas

com fileiras de controle negativo a fim de evitar contaminagao cruzada na placa (Figura A).

Figura A — Arranjo da placa de ensaio contendo 1 amostra, 1 controle positivo E2 e controle
negativo intercalando com as fileiras de amostras e controle positivo. Fileiras B, D, F, H —
controle negativo; fileiras A e C — 12 dilui¢cdes amostra; fileiras E e G — 12 dilui¢des do controle
positivo E2

1 2 3 4 5 9 10 11 12
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000000000000
OO0 0000000000
000000000000
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. Amostra
O Controle Negativo
. 17B-Estradiol

4.4.1. Amostras concentradas e controle positivo E2 em etanol

Adiciona-se 10 pL de etanol absoluto (grau hplc) nas fileiras referentes aos controles
negativos, (fileiras B, D, F, H), 10 pL de cada diluicdo da amostra (fileiras A e C) e 10 uL de
cada dilui¢do do controle positivo E2 (fileiras E e G) (Figura A). Em seguida, adiciona-se, em
todos os pocos, 200 uL. do meio de analise contendo meio de cultivo, levedura e CPRG. A
adicao do meio de andlise precisa ser realizada com cautela para que a ponteira nao encoste nos

pocos e contamine o ensaio.
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4.4.2. Amostras sem concentragdo e controle positivo E2 em solucdo aquosa

Adiciona-se 10 pL de agua ultrapura nas fileiras referentes aos controles negativos,
(fileiras B, D, F, H), 10 uL de cada diluicao da amostra (fileiras A e C) e 10 uL de cada diluicao
do controle positivo E2 (fileiras E e G) (Figura A). Em seguida, adiciona-se, em todos 0s pocos,
190 pL do meio de analise contendo meio de cultivo, levedura e CPRG. A adi¢ao do meio de
analise precisa ser realizada com cautela para que a ponteira ndo encoste nos pocos € contamine

0 ensaio.

4.5. Agitacdo das placas e incubacdo do ensaio

Apos o preparo das placas de ensaio estas devem ser agitadas por 2 minutos na agitadora
de placas e incubadas por 72 horas para amostras com menor concentracao de estrogénios ou
48 horas para amostras com maior concentracao de estrogénios. No caso de ndo conhecimento

das caracteristicas das amostras, recomenda-se a incubacao por 72 horas.

4.6. Mensuragao da resposta do ensaio

Findado o tempo de incubagdo das placas de ensaio, estas devem ser lidas nos
comprimentos de onda de 575 e 620 nm e a partir das leituras de absorbancia, os dados devem

ser analisados em termos de absorbancia corrigida (Eq. 1).

Abscorr (amostra) — Abs575 (amostra) — (Abs620 (amostra) — Abs620 (controle negativo)) Eq 1

As curvas de dose-resposta devem ser elaboradas usando absorbancias médias

corrigidas versus concentragdes em escala logaritmica (em ng L' para o controle positivos e
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porcentagem para extratos de amostras ambientais). Curvas padrao do controle positivo E2 deve

ser ajustada a uma fungdo logistica simétrica.

A atividade estrogénica das amostras ambientais ¢ obtida em equivalentes de estradiol
(EQ-E2) através da interpolacdo entre a curva dose-resposta do controle E2 e os dados das

amostras, utiliza-se o modelo logistico apresentado na Equacao 2.

_ A4
Y = T o /0P

+ A, Eq.2

Onde A e Az sdo para os valores de absorbancia corrigida maxima e minima da curva
E2 ajustada, xo é a CE50 para E2 em ng L', p é a inclinacdo da curva sigmoidal e (x, y) € o par

ordenado relacionado a uma concentracao de amostra e sua resposta na absorbancia corrigida.

O EQ-E2 ficou sendo o menor y que elucidou uma resposta agonista, multiplicado pelo
fator de dilui¢do (FD) usado no ensaio e dividido pelo fator de concentracdo (FC) da EFS (Eq.
3).

_Y.FD
EQ-E2=="— Eq. 3

A atividade estrogénica dos compostos organicos ¢ derivada de suas poténcias relativas
(PR), que ¢ definida como a razao entre a CE50 do E2 e a CE50 da substancia analisada (Eq.
4).

PR = CE50(17B—estradiol) Eq. 4
CESO(substéncia)

A citotoxicidade, ou seja, a inviabilizagdo ou a inibi¢do do crescimento das células de
levedura ocasionadas pela amostra deve sempre ser avaliada e quantificada através da

absorbancia a 620 nm, seguindo a Eq. 5.



151

Citotoxicidade = 1 — ( AbS620 (amostra) ) Eq. 5

ADbSe20 (controle negativo)

Os valores negativos e nulos sdo interpretados como auséncia de toxicidade, enquanto
os valores positivos indicaram inibicdo do crescimento da levedura e sdo expressos em

porcentagem.

Para o calculo dos limites de detec¢do e quantificagdo do ensaio baseou-se na curva do
controle positivo E2 realizada com 12 diluigdes em série 1: 1. O LD foi definido como 1,1 vezes
a concentragdo imediatamente abaixo da menor diluicdo detectada de E2. O limite de
quantifica¢do (LQ) foi definido como 3 vezes o LD. Estes célculos foram definidos em nosso
laboratorio apoOs a observacao das curvas sigmoides e da expressao da atividade estrogénica do
controle positivo E2, onde, como margem de seguranca, foi adicionado 10% do valor da
concentra¢cdo nominal imediatamente abaixo da menor diluicdo detectada de E2 para o calculo
do LD. Posteriormente, a concentracgao foi dividida pelo respectivo fator de concentragao final
da amostra e multiplicada pelo fator de diluicdo aplicado no ensaio. Os limites sdo estabelecidos
a cada 20 ensaios juntamente com a carta controle e, portanto, ndo sao fixados, havendo

variacao sazonal.
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Ensaio | Obs/Estim EQ-E2
E2+EE2+E1+E3 | E2+EE2+E1+E3+BPA | E2+EE2 | E2+E1 | E2+E3 | E2+BPA | EE2+E1 | EE2+E3 | EE2+BPA | E1+E3 | E1+BPA | E3+BPA
I Obs 29.86 29.56 31.38 31.90 | 2841 |29.78 26.30 27.58 58.12 29.95 |29.21 32.28
Obs 27.94 28.42 32.79 3240 |27.20 |32.38 26.89 29.17 48.16 28.95 |27.40 28.96
Estim 17.33 26.16 23.98 22.12 | 1423 | 20.32 12.41 14.57 41.99 14.34 | 20.53 21.73
II Obs 44.93 45.25 36.16 38.31 | 3233 | 42091 28.89 36.17 49.05 3447 | 34.17 36.33
Obs 52.12 49.54 37.56 39.94 |37.40 | 50.01 32.01 41.19 45.53 39.88 | 37.34 52.99
Estim 99.49 28.40 23.78 22.58 | 7441 | 4948 25.08 76.91 54.48 75.71 | 26.04 155.74
I Obs 14.59 18.61 18.54 17.01 |17.01 |21.26 16.54 15.05 20.39 16.26 | 16.49 16.82
Obs 15.15 21.25 20.39 17.99 | 19.08 |24.91 18.82 17.00 23.45 16.65 | 20.57 19.78
Estim 21.64 11.45 19.54 11.99 |32.15 |31.36 11.12 31.28 27.87 33.50 | 18.38 58.71
v Obs 23.54 17.50 - 19.69 | 18.25 |22.35 15.41 17.98 20.80 15.33 | 15.93 14.97
Obs 27.30 13.84 - 21.74 | 18.58 |27.53 17.44 18.19 25.15 2421 | 18.00 18.35
Estim 44.82 6.05 - 11.54 | 33.15 | 35.64 11.67 16.64 36.14 34.05 | 19.63 62.84

(Obs) EQ-E2 observado no ensaio YES
(Estim) EQ-E2 estimado, de acordo com a concentragdo analisada e a PR do composto, para o ensaio YES
(-) ndo realizado
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APENDICE 4 — ANOVA Misturas

Fonte Df Sum Sq Mean Sq F-value P-value
E2+EE2+E1+E3

Desvio do valor estimado 1 2.21 2.21 0.09 0.773
Residuos 7 172.07 24.58
E2+EE2+E1+E3+BPA

Desvio do valor estimado 1 175 175 3.92 0.0882
Residuos 7 312.5 44.6

E2+EE2

Desvio do valor estimado 1 99.03 99.03 7.921 0.0374
Residuos 5 62.51 12.5

E2+E1

Desvio do valor estimado 1 192 192.04 11.52 0.0115
Residuos 7 116.7 16.67

E2+E3

Desvio do valor estimado 1 33.51 33.51 1.967 0.204
Residuos 7 119.25 17.04

E2+BPA

Desvio do valor estimado 1 1 1 0.04 0.847247
Residuos 7 170.3 24.3

EE2+E1

Desvio do valor estimado 1 131.84 131.84 12.996  0.00868
Residuos 7 71.01 10.14

EE2+E3

Desvio do valor estimado 1 35.7 35.7 2.275 0.1752
Residuos 7 109.8 15.69

EE2+BPA

Desvio do valor estimado 1 48.7 48.7 2.559 0.154
Residuos 7 133.1 19

E1+E3

Desvio do valor estimado 1 0.1 0.07 0.001 0.9717
Residuos 7 369.3 52.76

EI1+BPA

Desvio do valor estimado 1 13.1 13.1 1.148 0.32
Residuos 7 79.8 11.4

E3+BPA

Desvio do valor estimado 1 2361 2361 2.712 0.1436

Residuos 7 6093 870
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APENDICE 5 — Valores de EQ-E2 (faixas, frequéncias de detec¢iio, média, mediana e valores de desvio padrio) e citotoxicidade (frequéncia e

valor maximo) das matrizes ambientais analisadas

n Atividade estrogénica Citotoxicidade

Matriz ambiental
Faixa“ Freq. (%)? Média® Mediana® Freq. (%) Max. (%)°

Agua superficial 54 <LD-82.9 74 12.6 5.5 4 95
Agua superficial (material particulado) 4 15.5-34.5 100 25.2 25.5 75 87.5
Agua potavel 21 <LD-3.5 9.5 2.5 2.5 0 -
Afluente de ETE 9 <LD-122.6 78 49.3 38.0 22 92.5
Efluente de ETE. 8 <LD-10.6 88 3.0 1.2 0 -
Lixiviado bruto de aterro sanitério 8 <LD-7943 67 402.4 392.2 0 -
Lixiviado bruto de aterro sanitario (Material particulado) 4 163 - 1077 100 161.0 851.5 0 -
Lixiviado tratado de aterro sanitario 1 120.3 - - - 0 -
Sedimento 28 <LD-11.9 46 2.2 1.0 61 95.3

@ EQ-E2 valores em ng L! para matrizes aquosas ¢ em ng g'!' para sedimentos.
® Frequéncia de detec¢io, média, mediana e valores de desvio padrio calculados com base em amostras acima do LD.

¢ Citotoxicidade maxima observada
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APENDICE 6 — Resultados de EQ-E2 e citotoxicidade referentes a fase dissolvida das
amostras ambientais de dgua potavel, agua superficial, afluente e efluente de ETE e lixiviado

bruto e tratado de aterro sanitario

Matriz Local de coleta Anode EQ-E2 Desvio Citotoxicidade
ambiental coleta (ng L-1) (%)
Agua potavel Torneira 2015 <LD - -
1.47 0.66 -
10.1 1.33 -
<LD - -
<LD - -
<LD - -
<LD - -
12.28 1.64 -
3.49 0.1 -
12.05 0.44 -
<LD - -
<LD - -
<LD - -
<LD - -
<LD - -
<LD - -
<LD - -
<LD - -
<LD - -
<LD - -
<LD - -
<LD - -
<LD - -
<LD - -
Agua superficial ~ Rio Guandu 2018 7.9 1 -
5.7 0.6 94
5.4 1.2 95
16.7 0.7 -
12.7 1.3 -
<LD 0 -
2015 0.47 0.11 -
15.61 1.85 -
4.43 0.14 -
0.28 0 -
1.12 0.2 -

Continua
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Continuagdo Apéndice 6

Resultados de EQ-E2 e citotoxicidade referentes a fase dissolvida das amostras ambientais de
agua potavel, agua superficial, afluente e efluente de ETE e lixiviado bruto e tratado de aterro
sanitario

Matriz Local de coleta Anode EQ-E2 Desvio Citotoxicidade

ambiental coleta (ng L-1) (%)

Agua superficial  Rio Guandu 2015 <LD - -
55.71 19.04 -
82.87 6.25 -
21.64 4.58 -
18.58 3.14 -
10.17 0.53 -
10.04 1.01 -
22.74 1 -
13.59 2.44 -
2.17 0.34 -
1.77 0.09 -
<LD - -
<LD - -
<LD - -
<LD - -
<LD - -
0.54 0.11 -
1.01 0.18 -
<LD - -
<LD - -
1.2 0.06 -
1.28 0.04 -
11.55 0.52 -
31.49 4 -
33.33 0.52 -
<LD - -
<LD - -
<LD - -
1.18 0.03 -
1.28 0.02 -
<LD - -
<LD - -
0.41 0.08 -
1.08 0.04 -

Continua
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Continuagdo Apéndice 6

Resultados de EQ-E2 e citotoxicidade referentes a fase dissolvida das amostras ambientais de
agua potavel, agua superficial, afluente e efluente de ETE e lixiviado bruto e tratado de aterro
sanitario

Matriz Local de coleta Anode EQ-E2 Desvio Citotoxicidade
ambiental coleta  (ngL-1) (%)
Agua superficial  Rio Guandu 2015 1.81 0.03 -
1.04 0.1 -
0.87 0.06 -
0.51 0.02 -
0.51 0.07 -
Rio Maracana 2018 19,2 1.8 55
38,8 0.5 65
30,39 0.4 47
17,84 0.7 38
Lixiviado bruto Seropédica 2017 <LD - -
2018 22 2 -
<LD - -
<LD - -

2015 115.61 15.91

Nova Iguacu 2015 698.19 62.48

603.92 1.95 -
794.28 107.05 -
Lixiviado Tratado Seropédica 2015 120.27 15.69 -
Afluente de ETE  ETE Deodoro 2015 <LD - -
<LD - -
6.3 1.02 -
39.68 2.36 87.5
35.17 3.95 -
37.97 5.09 92.5
3.16 0.62 -
99.96 7.15 -
122.55 0.08 -
Efluente de ETE ~ ETE Deodoro 0.7 0.05 -
<LD - -
4.46 0.64 -
2.55 0.23 -
0.79 0.11 -
0.69 0 -
1.22 0.1 -

10.57 1.03 -
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APENDICE 7 — Resultados de EQ-E2 e citotoxicidade referentes ao material particulado < 0.7 ¢ >0.7um e as amostras sem a realizagio das

etapas de filtragdo e concentracao por EFS

Matriz Local de Anode EQ-E2 Desvio  Toxicidade EQ-E2 Desvio Toxicidade EQ-E2 Desvio Toxicidade

ambiental coleta coleta particulado (%) particulado (%) Sem (%)
(9> 0,70 pm) (<0,70 pm) EFS
(ng L-1) (ng L-1) (ng L-1)

Agua Rio 2018 3.1 0.4 87.5 12.4 1.1 - - - -

superficial Maracand 25 0.3 - 18.7 0.2 - - - -
<LD 86.4 34.5 1.8 - - - -
<LD 86.7 29.7 1.4 - - - -

Lixiviado Seropédica 2017 349.0 22.0 - 311.0 11.0 - <LD - -

Bruto 2018 380.0 30.0 - 342.0 3.0 - 837.0 128.0 -
237.0 50.0 - 744.0 13.0 - 707.0 382.0 -
318.0 19.0 - 759.0 150.0 - 604.0 88.0 -
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APENDICE 8 — Resultados de EQ-E2 e citotoxicidade referentes ao extrato de sedimentos

Matriz Local de coleta Ano de coleta EQ-E2 Desvio Citotoxicidade
ambiental (ng g-1) (%)
Sedimento Canal do Cunha 2016 0.1 0.002 -
0.2 0.03 -
1.0 0.07 -
4.3 0.22 48.9
1.5 0.25 90.9
11.9 1.01 93.5
1.4 0.43 89.1
<LD - 89.6
<LD - 92.9
0.9 0.02 92.3
Baia de Ganabara 2016 <LD - 94.1
<LD - 92.0
<LD - 90.7
<LD - 94.1
<LD - 88.3
<LD - 94 .4
<LD - 95.3
<LD - 94.5
<LD - 93.9
0.1 0.01 -
0.3 0.01 -
0.1 -
Praia em Angra 2017 <LD - -
dos Reis <LD - 27.0
<LD - -
4.2 1.10 -
<LD - -

1.9 0.07 -
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ANEXO 1 — Preparo das solugdes do ensaio YES

Meio minimo

O meio minimo foi preparado adicionando-se os seguintes reagentes a 1L de agua ultrapura:
13,61 g de KH,PO4

1,98 g de (NH4)2S0O4

4,2 ¢ de KOH

0,2 g de MgSO,

ImL de solugdo de Fex(SO4); (40mg/50mL de agua ultrapura)
50 mg de L-leucina

50 mg de L-histidina

50 mg de adenina

20 mg de L-arginina

20 mg de L-metionina

30 mg de L-tirosina

30mg de L-isoleucina

30 mg de L-lisina-HCl

25 mg de L-fenilalanina

100 mg de acido glutdmico

150 mg de L-valina

375 mg de L-serina.

Solucio de glicose

A solucdo de glicose foi preparada a 20% m/v (20 g/100 mL), dissolvendo a glicose em agua ultrapura.

Solucao de acido L-aspartico

A solugdo de 4cido L-aspéartico foi preparada na concentra¢do de 4 mg mL™!, com 4gua ultrapura.

Solucio de L-treonina

A solugio estoque foi preparada na concentragdo de 24 mg mL™"! (600 mg/25 mL) com 4gua ultrapura.

Solucio de sulfato de cobre (II)

A solugdo de sulfato de cobre (II) foi preparada na concentracdo de 20 mM (0,5g¢/100mL), com agua

ultrapura.
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Continuacdo Anexo 1

Preparo das solugdes do ensaio YES

Solucio de vitamina

A solugdo de vitamina foi preparada adicionando-se os seguintes reagentes a 180 mL de agua
ultrapura:

8 mg de tiamina

8 mg de piridoxina

8 mg de pantetonato de calcio

40 mg de inositol

20 mL de solugdo de biotina (2 mg/100 mL de dgua ultrapura)

Solucio de CPRG (Clorofenol vermelho-p-D-galactopiranosida)

Foi adicionado diretamente ao meio de cultivo, na concentragdo de 10 mg L',

Meio de Cultivo

5 mL de solugdo de glucose

1,25 mL de solugdo de acido L-aspartico
0,5 mL de solugao de vitamina

0,4 mL de solu¢ao de L-treonina

125uL de solugao de sulfato de cobre (II)

45 mL de meio minimo

Meio de analise
Meio de cultivo + células de levedura (1,35 x 10 células mL™') + CPRG (100 mg L)

O meio minimo, as solugdes de glicose, acido L-aspartico e L-treonina foram
esterilizadas em frascos de vidro, em autoclave a 121°C por 15 min.

As solucdes de sulfato de cobre (II) e de vitamina foram esterilizadas utilizando-se um
kit de filtragdo estéril, com membrana de 0,2 um.

As solugdes de L-treonina, vitamina e meio de cultivo foram armazenadas a temperatura
de 4°C. Todas as demais foram armazenadas em temperatura ambiente. O CPRG foi adicionado

ao meio de cultivo somente na hora da realizacao do ensaio.





