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RESUMO

VALADARES, Louise da Cruz Felix. Dinamica e efeitos ecotoxicolégicos de
desreguladores enddcrinos em ambientes estuarinos. 2024. 147 f. Tese (Doutorado em
Engenharia Ambiental) - Faculdade de Engenharia, Universidade do Estado do Rio de
Janeiro, Rio de Janeiro, 2024.

Os desreguladores enddcrinos sdo compostos capazes de provocar efeitos adversos ao
sistema endocrino dos organismos expostos, mesmo quando presentes em baixissimas
concentragcBes. Estes poluentes apresentam diferentes mecanismos de transporte e acumulo,
estando amplamente distribuidos em diferentes compartimentos ambientais, com destaque para
os sedimentos estuarinos. Estes sedimentos, frequentemente impactados pela polui¢do
proveniente do langcamento de esgoto doméstico, desempenham um papel relevante na dinamica
de contaminagdo ambiental. No entanto, a presenca de desreguladores enddcrinos em
sedimentos e 0s impactos dessa contaminacgdo na dindmica ambiental e nas cadeias troficas de
ambientes estuarinos ainda s&o pouco estudados. Diante disso, este estudo teve como objetivo
avaliar a biodisponibilidade, os processos de adsorcdo/dessorcédo e os efeitos adversos desses
contaminantes nos sedimentos estuarinos. O estudo contempla a geracdo de dados de ensaios
ecotoxicoldgicos, analises cromatogréaficas e de potencial estrogénico, além de caracterizacdo
fisico-quimica de &gua, material particulado e sedimentos estuarinos oriundos de trés
localidades no Sudeste do Brasil. Foram avaliados cenarios de potencial efeito ecotoxicoldgico
em organismos expostos direta e indiretamente a esses contaminantes em ambientes estuarinos.
Os resultados indicaram que a presenca de matéria organica e a influéncia de aguas salinas sdo
fatores determinantes para a biodisponibilidade dos desreguladores enddcrinos e para
quantificacdo dos seus efeitos por meio de ensaios in vitro e in vivo. Nos estuarios analisados,
foram identificados cinco pontos de agua e sedimento com potencial estrogénico, sendo que,
em trés desses pontos, o material particulado suspenso também apresentou potencial
estrogénico. O ensaio in vitro YES mostrou-se eficiente no monitoramento de diferentes
matrizes ambientais quanto a presenca de substdncias com atividade estrogénica. Em
contrapartida, 0s ensaios ecotoxicolégicos tradicionais, baseados na analise de elutriatos e
liquido intersticial, mostraram-se insuficientes para compreender plenamente os efeitos dos
contaminantes nos organismos aquaticos. Sendo assim, torna-se necessario otimizar
metodologias analiticas que retratam com maior precisdo a dindmica ambiental da
contaminacdo e seus efeitos em organismos aquaticos expostos indiretamente as areas
contaminadas. Essa abordagem permitira uma avaliacdo mais robusta do risco ecoldgico,
contribuindo para o desenvolvimento de estratégias de regulacdes e mitigacoes.

Palavras-chave: Desreguladores enddcrinos; Biodisponibilidade; Sedimento estuarino;

Ecotoxicologia aquética; Atividade estrogénica



ABSTRACT

VALADARES, Louise da Cruz Felix. Dynamics and ecotoxicological effects of endocrine
disruptors in estuarine environments. 2024. 147 f. Tese (Doutorado em Engenharia
Ambiental) - Faculdade de Engenharia, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de
Janeiro, 2024,

Endocrine disruptors (EDs) are compounds capable of causing adverse effects on
exposed organisms, even at trace concentrations. These pollutants exhibit various transport and
accumulation mechanisms, being widely distributed across different environmental
compartments, with estuarine sediments standing out as a critical reservoir. These sediments,
often impacted by pollution from domestic sewage discharges, play a significant role in the
dynamics of environmental contamination. However, the presence of EDs in sediments and the
impacts of this contamination on environmental dynamics and the trophic chain in estuarine
environments remain underexplored. This study aims to evaluate the bioavailability,
adsorption/desorption processes, and effects of these contaminants in estuarine sediments. The
research encompasses the generation of data from ecotoxicological assays, chromatographic
analyses, estrogenic potential evaluations, and the physicochemical characterization of
estuarine sediments collected from three sites in Brazil. Scenarios of potential ecotoxicological
effects on organisms directly and indirectly exposed to these contaminants in estuarine
environments were assessed. The results indicated that organic matter content and the influence
of saline waters are key factors affecting the bioavailability of EDs and the quantification of
their effects through in vitro and in vivo assays. Among the estuaries analyzed, five water and
sediment sampling points demonstrated estrogenic potential, with three of these points also
exhibiting estrogenic activity in suspended particulate matter. The in vitro Yeast Estrogen
Screen (YES) assay proved effective for monitoring different environmental matrices regarding
the presence of estrogenic compounds. In contrast, traditional ecotoxicological assays based on
the analysis of elutriates and interstitial water were insufficient to fully understand the effects
of these contaminants on aquatic organisms. Thus, it is necessary to optimize analytical
methodologies that more accurately reflect the environmental dynamics of contamination and
their effects on aquatic organisms indirectly exposed to contaminated areas. This approach will
enable a more robust assessment of ecological risks, contributing to the development of
effective regulatory and mitigation strategies.

Keywords: Endocrine disruptors; Bioavailability; Estuarine sediment; Aquatic ecotoxicology;

Estrogenic activity.
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INTRODUCAO

Os sedimentos sdo componentes do ecossistema aquatico, resultantes de interacdes
biodticas, quimicas, fisicas e mineraldgicas. Podem se comportar como deposito final de
contaminantes ou como fontes secundarias de contaminacdo para o corpo d’agua, devido a
processos de dindmica e ressuspensdo (ESTEVES, 1988). Esta matriz altamente complexa, uma
vez que processos como biogénese, biodegradacéo, biodisponibilidade e adsorcéo de diferentes
contaminantes, incluindo desreguladores endocrinos, ocorrem em ambientes naturais.

Os desreguladores enddcrinos (DE) pertencem a uma classe de contaminantes
conhecidos micropoluentes, caracterizados por estarem presentes no ambiente em
concentragcfes-traco. Por sua vez, os micropoluentes podem ser subdivididos em compostos
regulamentados, com avaliacdo de seu potencial toxico, e compostos ainda em fase de estudo
para desenvolvimento de métodos de avaliacdo de risco, denominados de Contaminantes de
Preocupacgéo Emergente (Contaminants of Emerging Concern - CEC). Esses contaminantes tém
sido amplamente estudados devido ao seu potencial risco a saude humana ou ao ambiente, e
por ainda ndo estarem sujeitos a critérios regulatérios de protecdo ambiental. Mesmo em
concentracdes da ordem de ng. L a pg. L, os DE podem causar efeitos adversos aos
organismos e/ou ao ser humano (VOSGES et al., 2010; NIETO et al., 2017; KHAN, REHMAN
e MALIK, 2020).

O monitoramento de DE em matrizes ambientais aquosas é amplamente abordado na
literatura académico-cientifica, com diversos estudos voltados a quantificacdo destes
contaminantes em corpos d’agua de distintas regides ao redor do mundo (FINOTO VIANA et
al., 2023; KANDIE et al., 2020; O’FLYNN et al., 2021; ZHAO et al., 2024). A literatura
também aborda extensivamente seus efeitos na biota (GONSIOROSKI et al., 2020; VESELI et
al., 2022; BAEKELANDT et al., 2023; LACOUTURE et al., 2023; MARIANA et al., 2023;
MALI et al., 2024) e em seres humanos (KILCOYNE; MITCHELL, 2019; SABIR; AKHTAR,;
SALEEM, 2019; MEAKIN; BARRETT; ALEKSUNES, 2022; SYCHROVA et al., 2022). A
proposta de controle para o langamento, tratamento e remogao destes contaminantes no meio
aquatico tem motivado uma consideravel producéo cientifica a nivel global (MULLA et al.,
2020; VIEIRA et al., 2020; WANG et al., 2020).

Organizagdes internacionais, como por exemplo a Water Research Australia, estéo
desenvolvendo protocolos (projeto australiano ECHIDNA 1127) para estabelecer parametros
que orientem a priorizacdo do monitoramento continuo de CEC em ambientes aquéaticos, com

base em seus riscos potenciais, destino, transporte e biodisponibilidade. Esses protocolos
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também consideram o potencial estrogénico das substancias (NEALE et al., 2023). No Brasil,
ainda ndo ha regulamentacédo quanto as concentragcdes seguras de DE em matrizes ambientais,
nem ha a obrigatoriedade do seu monitoramento, ainda assim a CETESB passou a avaliar a
presenca destes compostos no monitoramento de aguas subterraneas, sendo a primeira agéncia
ambiental no Brasil a fazé-lo (CETESB, 2012).

Em contrapartida, ao avaliar a proporcdo dos estudos em matriz aquosa, verifica-se o
atraso no monitoramento da presenca e dos efeitos dos DE presentes no compartimento
sedimento (FROEHNER et al., 2012; SERRA et al., 2019). Sendo assim, a definicdo de
parametros que sirvam de subsidios para uma legislagéo especifica para sedimentos esta ainda
mais distante. No entanto, a dindmica de ambientes aquaticos pode favorecer a ressuspensao de
DE presentes no sedimento, tornando-os biodisponiveis para uma grande gama de organismos,
mesmos os peldgicos (ZHANG et al., 2016). Ademais, esse compartimento atua como
sumidouro de contaminantes, favorecendo a bioacumulagéo e biodisponibilidade de DE para
0s organismos aquéticos (SARDINA et al., 2019). A presenca de contaminantes nos sedimentos
indica a necessidade de aprofundar os estudos sobre os processos de transporte, distribuicao,
interacdo entre sedimento e contaminantes, bem como a biodisponibilidade desses
contaminantes nessa matriz.

Um dos desafios para 0 avanco das pesquisas na area de micropoluentes em sedimento
é o0 estabelecimento de metodologias analiticas de extracdo, identificacdo e quantificacdo dos
analitos nessa matriz (BIALK-BIELINSKA et al., 2016). Como os sedimentos sofrem grande
variagdo na composi¢do granulométrica, mineraldgica, teor de carbono orgéanico e outras
substancias interferentes, h4 uma limitacdo na definicdo de métodos analiticos que
guantifiquem precisamente a presenca destes compostos. O efeito matriz observado em
sedimentos resulta em baixa acuracia e baixa reprodutibilidade do método ao diminuir ou
expandir o sinal ou a resposta do equipamento de analise (BRASIL, 2011; INMETRO, 2020).

Para superar os interferentes de efeito matriz, etapas subsequentes de purificacdo dos
extratos devem ser aplicadas, assegurando a confiabilidade dos resultados e melhor
desempenho dos métodos de analise aplicaveis, sejam ensaios bioldgicos ou quimicos. O
processo de validacdo da metodologia empregada tem como uma das principais fungdes avaliar
o0 efeito matriz, garantindo que os resultados obtidos sejam representativos e coerentes com as
condig0es reais do ambiente.

O estudo do transporte e mobilidade dos micropoluentes nos sedimentos depende do
prévio conhecimento das propriedades fisico-quimicas dos compostos e as caracteristicas dos

sedimentos. A adsorc¢do de micropoluentes em sedimentos varia conforme as propriedades tanto



17

dos adsorbatos, como coeficientes de particdo octanol-agua (kow), constante de acidez (pka),
massa molecular, presenca de anéis aromaticos, linearidade da molécula, grupos funcionais
presentes, assim como as propriedades dos adsorventes, incluindo area superficial, tamanho e
textura de poros, composicdo quimica superficial e composi¢cdo de matéria mineral (RAKI et
al., 2015). Sendo assim, a presenca desses compostos nos sedimentos pode ndo afetar
diretamente a qualidade ambiental e a satde dos ecossistemas (FILIPKOWSKA et al., 2018),
uma vez que sua biodisponibilidade pode ser reduzida devido a forte adsorcao ao substrato e as
caracteristicas fisico-quimicas do sedimento (SANGSTER et al., 2016).

No entanto, a dindmica de ambientes aquaticos pode favorecer a ressuspensdo desses
compostos, tornando-os biodisponiveis para uma ampla gama de organismos (ZHANG et al.,
2016). Além disso, o efeito adverso desses compostos ndo € amplamente estudado em
organismos epibentdnicos, 0 que cria uma lacuna de informacdo quanto ao potencial
ecotoxicolégico (SNOW et al., 2015). Essa diversidade de fatores influencia diretamente a
avaliacdo de risco e dos efeitos reais da contaminacdo de sedimentos por desreguladores
enddcrinos (SANGSTER et al., 2014). Portanto, é essencial estabelecer metodologias eficazes
para quantificacdo desses compostos em sedimentos, compreender seu comportamento e
transporte em ambientes aquaticos, o que é fundamental para a implementacdo de estratégias
de monitoramento e o desenvolvimento de politicas publicas para o controle da poluicéo.
Assim, o estudo da biodisponibilidade e dos processos de biodegradacdo desses compostos no
ambiente é fundamental.

Considerando a relevancia do estudo dos DE e, consequentemente, necessidade de
desenvolver métodos analiticos eficazes para avaliar esses compostos em sedimento, esse
trabalho teve como objetivo investigar a presenca, as interacGes e o transporte destes compostos
em sedimentos de ambientes dindmicos estuarinos. Sendo necessario avaliar os impactos na
sobrevivéncia e no comportamento de organismos pelagicos e bentonicos, tanto quando
expostos direta, quanto indiretamente a esses compostos, em ambientes sedimentares
controlados. A presente avaliacdo visa caracterizar os potenciais efeitos e o transporte tréfico

que o lancamento de DE pode causar em ambientes estuarinos.
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1 OBJETIVOS

1.1 Geral
O objetivo geral foi investigar os mecanismos de transporte e as interacfes dos
desreguladores enddcrinos (DE) em ambientes estuarinos, avaliando os efeitos
ecotoxicoldgicos da exposicdo direta e indireta em organismos-teste. A partir disso, buscou-se
elucidar um perfil de contaminacao realista, que subsidiasse uma avaliacdo de risco ambiental

e a formulacdo de diretrizes para a regulamentacdo de DE no ambiente.

1.2 Especificos

Cenario 1: Caracterizacdo das areas de estudo e avaliacdo da presenca de DE e
seus efeitos toxicos em diferentes compartimentos ambientais

« Investigar a influéncia das condi¢cdes ambientais nos processos de interagdo entre a agua
e os sedimentos.

« Investigar a influéncia da caracterizacao fisico-quimica do sedimento na eficacia da
extracdo dos DE, considerando o impacto do efeito matriz.

« Avaliar metodologias otimizadas para o preparo e a extracdo de DE em sedimentos,
considerando a minimizacdo de interferentes e aplicabilidade a diferentes matrizes
ambientais;

« Auvaliar a contaminacdo por DE nos sedimentos e na agua superficial das areas de
estudo, integrando analises quimicas e bioensaios;

« Estabelecer correlagdes entre os resultados de ecotoxicidade dos sedimentos e das aguas
superficiais das areas de estudo, visando compreender as relacBes entre as
caracteristicas ambientais e os impactos dos DE.

o Investigar a influéncia da granulometria dos sedimentos estuarinos na deteccdo e

avaliacdo dos impactos de DE.

Cenario 2: Avaliacdo do transporte, biodisponibilidade e efeitos toxicos de DE em
ambientes estuarinos

« Avaliar a biodisponibilidade de DE em ambientes estuarinos;

« Avaliar os efeitos da exposicdo direta e indireta aos contaminantes em ambiente
estuarino por meio de ensaios ecotoxicologicos com o organismo-teste de coluna d’agua
Mysidopsis juniae;

« Investigar os mecanismos de transferéncia de contaminantes entre 0s compartimentos

aquaticos.
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o Comparar os resultados obtidos nos dois cenarios para estabelecer um perfil de
transporte de contaminantes nos sedimentos estuarinos para gerar dados que no futuro

subsidiem a regulamentacéo.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Contaminantes de preocupacdo emergente

2.1.1 Desrequladores Endécrinos

Micropoluentes orgéanicos constituem uma classe de contaminantes presentes no
ambiente em concentragdes-traco. Sdo classificados como Contaminantes de Preocupacdo
Emergentes (Contaminants of Emerging Concern - CEC) quando ainda ndo estdo sujeitos a
monitoramento normatizado em legislacdo vigente. Exemplos destes compostos incluem
produtos de higiene e uso pessoal, que abrangem farmacos ndo regulados (PPCPs), além de
hormonios, plastificantes, filtros UV, fragrancias e outras substancias naturais e sintéticas.

Entre os micropoluentes, destaca-se a classe dos desreguladores enddcrinos (DE),
substancias quimicas que, mesmo em baixissimas concentragdes, sdo capazes de causar efeitos
adversos ao sistema enddcrino dos organismos (BILA e DEZOTTI, 2007). Estudos tém
apontado os efeitos desses contaminantes na saude humana e na biota (ALMAZROUEI et al.,
2023; BABIC et al., 2018; FINCKH et al, 2022; KHAN, REHMAN e MALIK, 2020; WAN et
al., 2022). Essas substancias quimicas sdo encontradas em diversas matrizes ambientais e
bioldgicas, como agua superficial e potavel (ALVES et. al., 2022), sedimentos (LIU et al.,
2023), plantas, alimentos (TAN et al., 2022), biota (KLANCIC et al., 2022) e até em tecidos e
fluidos humanos e animais (WElI et al., 2021). Schonfelder et al. (2002) e Takeuchi e Tsutsumi
(2002) detectaram a presenca de BPA parental em tecido placentario, tecido materno e plasma
fetal, indicando uma elevada exposi¢do humana a esses compostos.

Os compostos classificados como DE pertencem a diferentes classes quimicas. Entre
eles, destacam-se 0s pesticidas (ex: inseticidas, herbicidas e fungicidas), metais (como cadmio,
mercdrio, chumbo, cromo), plastificantes (como bisfenol-A e ftalatos), surfactantes (ex:
nonilfenol). Também sdo exemplos os estrogénios naturais, como 17 B-estradiol (E2), estrona
(E1), estriol (E3), e estrogénio sintético, como o 17 a-etinilestradiol (EE2) presente em
anticoncepcionais, além de subprodutos da degradacao desses compostos.

Essas substancias podem atingir ecossistemas costeiros por meio de diversas fontes
pontuais e difusas, como os lancamentos de efluentes domésticos e industriais, lixiviados de
aterros sanitarios, deposicdo Umida a partir da atmosfera e escoamento superficial
(GERBERSDOREF et al., 2015). Uma das principais fontes de contaminagédo é o langamento de
esgoto doméstico in natura em corpos hidricos, que representa um dos grandes problemas
ambientais no Brasil (FROEHNER etal., 2012; LARA-MARTIN etal., 2015; FUSI et al., 2016;

DAI et al.,, 2018). Embora aproximadamente metade do esgoto doméstico gerado pela
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populacdo brasileira (50,8%) seja direcionada a estacOes de tratamento de esgotos (SNIS,
2021), as técnicas convencionais de tratamento ndo sdo eficientes na remocdo completa de
micropoluentes (BILA e DEZOTTI, 2007). Dessa forma, mesmo efluentes tratados podem
apresentar concentragdes residuais de DE, resultando em efeitos toxicos cronicos em diferentes
fases do ciclo de vida dos organismos expostos (BILA e DEZOTT]I, 2007).

2.1.2 Estrogénios naturais e sintéticos

Os estrogénios constituem uma das categorias de desreguladores enddcrinos mais
estudadas devido a sua alta poténcia relativa e aos efeitos deletérios em organismos expostos.
Esses estrogénios podem ser de origem natural ou sintética. Dentre os estrogénios naturais,
destacam-se a estrona (E1), o 17p-estradiol (E2), o estriol (E3). Entre os estrogénios sintéticos,
o 17a-etinilestradiol (EE2) é amplamente utilizado, sendo prescrito principalmente em
contraceptivos e em terapias de reposi¢cdo hormonal (MONTAGNER; VIDAL; ACAYABA,
2017). Em virtude de sua relevancia e lancamento constante nos ambientes, esses compostos

foram selecionados como analitos de interesse para este estudo.

2.1.3 Compostos fendlicos

Os compostos fenolicos constituem uma extensa classe de desreguladores endécrinos,
frequentemente encontrados no ambiente devido a sua ampla aplicacdo em produtos industriais
e comerciais. Entre os principais exemplos, destacam-se o bisfenol A (BPA) e o nonilfenol
(4NP), ambos bastante estudados por seus efeitos adversos ao ambiente e a salude de
organismos.

O bisfenol A é uma substancia sintética utilizada como plastificante na fabricacao de
policarbonato e resina epdxi, sendo encontrado em uma variedade de produtos, incluindo
revestimentos de latas, equipamentos de seguranca, embalagens, resinas odontoldgicas, papéis
térmicos e outros utensilios (RUBIN, 2011). A contaminacao por BPA esté associada a diversos
efeitos adversos, como a inducdo da feminizacdo dos peixes, répteis e passaros, além de
alteracdes no processo de espermatogénese (CRAIN et al., 2007).

O nonilfenol (4NP) é um surfactante ndo iénico utilizado em resinas fendlicas, aditivos
plasticos, detergentes, emulsificantes e formulacBGes de pesticidas. Estudos indicam que a
exposicdo ao 4NP pode reduzir a taxa reprodutiva de organismos em experimentos de

laboratério, comprometer o sistema imunoldgico (KIM, 2014) e induzir a produgdo de
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vitelogenina em peixes machos expostos as baixas concentracGes deste contaminante
(MIYAGAWA et al., 2016).

2.2 Avaliacao de contaminantes em ecossistemas aquaticos - sedimentar
2.2.1 Estuérios

Estuarios sdo corpos d’agua costeiros semifechados, conectados ao oceano e sujeitos a
diluicdo mensuravel de agua marinha por agua doce proveniente da drenagem continental. O
aporte de agua fluvial é essencial, pois, na auséncia de diluicdo da agua marinha, o ambiente
ndo é caracterizado como estuarino (BARROSO, 2019). A conectividade com o mar,
permanente ou periddica, influencia a circulagdo hidrodinamica (marés e ondas) e a distribuicdo
bioldgica nesses ambientes. Por tanto, sdo ambientes aquaticos dindmicos complexos,
caracterizados por interaces bidticas e abidticas entre todos 0os compartimentos ambientais
(YANEZ-ARANCIBIA et al, 1993). Os estuarios sdo de dificil classificacio, pois apresentam
variagdes temporais em sua forma, tamanho e amplas variagdes nas condi¢des que vao desde
ambientes fluviais a marinhos.

Sua classificacdo pode variar de acordo com o regime de marés e correntes, que
influenciam diretamente a salinidade e a densidade das dguas de entrada (NAGELKERKEN et
al., 2000). A maré é o principal mecanismo de mistura nos estuarios, pois induz a circulacédo de
massas de &gua, gradientes de salinidade e processos de erosao e deposi¢do (BIANCHI, 2007).
Ademais, a interacdo entre balanco hidrico e evaporacdo altera a salinidade do ambiente,
podendo resultar em aguas salobras, salinas ou hipersalinas e ainda variando de forma
estratificada em relacdo a zona de mistura (LANA et al., 2006). No entanto, apenas 0 aspecto
morfodinamico e de perfil de salinidade ndo sdo suficientes para classificacdo completa do
estuario. Aspectos relacionados a qualidade da agua e aos impactos antropicos da regido, sao
relevantes para classificagdo mais efetiva para assegurar o equilibrio ecossistémico local
(LEMLEY etal., 2015).

Devido a sua rica biodiversidade de espécies e pelo desdgue nos mares e oceanos, sdo
considerados ecossistemas de extrema relevancia ecolégica. No entanto, o crescimento
populacional desordenado, e o desenvolvimento das grandes cidades com processo de
industrializacdo, mineracdo, agricultura e pecuéria acarretam mudancas significativas nas
classes de uso e ocupacdo dos solos nas adjacéncias de regifes estuarinas. Essas mudancas
introduzem efeitos de reducdo do volume de agua nos rios e consequentemente no aporte fluvial
aos estuarios (MAUAD et al., 2015). Esta reducdo ocorre devido a processos de erosao,

assoreamento, desflorestamento, desabamentos de encostas e outros que afetam as populacGes
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e acarretam a perda de biodiversidade. Sendo assim, o critério sanitario, a qualidade estética,
parametros fisicos, quimicos e bioldgicos precisam ser monitorados para garantir a qualidade
da &gua no estuario (LEMLEY et al., 2015).

Ambientes estuarinos contribuem para aporte de sedimentos e outros materiais das
bacias hidrograficas para 0s oceanos, principalmente estuarios de pequena area. Como
conseguinte, muito esforco é despendido para obter dados sobre a variabilidade dos fatores
condicionantes em relacdo aos processos naturais, antropicos e mudancas climaticas. O aporte
de material particulado oriundo de ressuspensdo em estuarios pode ser mensurado através da
medicdo de sélidos suspensos em fase aquosa destes ambientes. No Brasil, 0s rios que 0
compdem esses sistemas frequentemente transportam grandes volumes de esgoto domeéstico,
reflexo da deficiéncia no saneamento brasileiro (CARVALHO, 2015; ARAUJO et al., 2021).
Por esta razdo, os estudos de contaminacao precisam averiguar nao so as dguas superficiais dos
estuarios, mas também os sedimentos e material particulado. Sabendo-se que 0s estuarios
brasileiros recebem constantes aportes de poluentes, se faz necessario investigar a presenca de

desreguladores enddcrinos nestes ambientes.

2.2.2 Sedimentos

Os corpos hidricos atuam como receptores de cargas poluidoras oriundas de diversas
fontes antropogénicas. Em virtude disso, recebem grande esforco cientifico para a compreensédo
e preservacao dos ambientes aquaticos. Os impactos causados pelos poluentes sdo influenciados
por fatores climaticos, condi¢cdes locais, como densidade populacional, taxas de liberacdo e
padrdes de dispersdo dos poluentes, além da variabilidade espacial e temporal das
concentracOes e da sensibilidade das espécies no ecossistema receptor (PASCHOAL, 1996).
Com isto, esses ambientes frequentemente contém misturas complexas de compostos quimicos
cuja toxicidade ndo pode ser atribuida a elementos isolados, visto que interagdes sinérgicas e
antagbnicas podem modificar os efeitos toxicos, tornando-os superiores, inferiores ou

equivalentes a soma de suas partes.

Os sedimentos em ambientes aquaticos apresentam quatro componentes principais,
sendo eles: a 4gua intersticial, a fracdo inorganica, a matéria organica e substancias de origem
antropogénica. A avaliacdo da contaminacdo dos sedimentos e seus impactos sobre as
comunidades aquéticas emprega ferramentas integradas, como estudos de bioacumulacéo,

biomarcadores, anélises da estrutura de comunidades bentdnicas, medi¢fes quimicas e testes
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de toxicidade. Esses métodos fornecem uma visdo abrangente da qualidade do sedimento e de
seus efeitos no ecossistema (ANDERSON et al., 1996). A matéria organica, embora apresente
grande variabilidade em massa na constituicdo do sedimento, desempenha papel crucial na

regulacdo da adsorcéo e biodisponibilidade de contaminantes.

Nos ambientes costeiros, a dindmica oceanogréfica pode favorecer o transporte de
contaminantes, envolvendo processos como ressuspensdo, sedimentacdo e adsorcdo, que
podem torna-los biodisponiveis ao longo da cadeia alimentar (LIU et al., 2023), como pode ser
visto na Figura 1. Essa biodisponibilidade representa um risco, visto que organismos
epibentdnicos e pelagicos podem ingerir particulas contaminadas, resultando em efeitos
deletérios decorrentes dessa exposicdo (GIAMAKI et al., 2023; WAN et al., 2022).
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Fonte: Elaborado pela autora BioRender ® (2022)
Figura 1: Esquema dos processos de transporte e acumulagdo de poluentes em ambientes aquéticos.

Os sedimentos, devido as suas caracteristicas fisico-quimicas, que favorecem a adsor¢ao
de contaminantes hidrofobicos provenientes de lancamento de efluentes ndo tratados, s&o
considerados um compartimento-chave no monitoramento da poluicdo ambiental por DE
(SARDINA et al., 2019). Os sedimentos interagem intensamente com a matriz aquosa, tornando
essencial considerar a dinamica dos ambientes aquaticos para identificar areas potencialmente
contaminadas. Estudar compartimentos de forma isolada ndo proporciona uma visao integrada
do ambiente.

Parte da interacdo dos sedimentos com a fase aquosa ocorre a partir dos elementos que
compdem o liquido intersticial. Sendo assim, o estudo desta subamostra, obtida a partir dos

sedimentos, permite identificar a biodisponibilidade dos contaminantes, ou seja, a fracdo dos
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poluentes que pode ser absorvida e provocar efeitos adversos na biota aquatica. Esse
compartimento € altamente relevante, pois reflete as interacdes entre fases sélidas e liquidas do
sedimento, influenciadas pela composicédo organica, o pH e as condic¢des redox locais. Com
isso, a andlise do liquido intersticial fornece uma perspectiva critica sobre o papel dos
sedimentos na dindmica ambiental de poluentes, facilitando a predi¢do do risco ecoldgico e o
desenvolvimento de estratégias de remediacéo.

Outra forma de analisar os sedimentos € a partir do preparo de elutriatos. Esta
metodologia consiste em avaliar os contaminantes presentes no sedimento que se tornam
biodisponiveis para a coluna de agua. Usualmente é preparada uma mistura de proporcéo de
massa de sedimento por volume de diluente (majoritariamente de 1:2; 1:4; 1:10) submetida a
uma agitacdo por determinado periodo curto em condicdes controladas de temperatura e
velocidade. O sobrenadante desta mistura é removido e submetido as analises necessarias.
Inicialmente esta metodologia foi proposta para avaliacdo de efeitos de dragagem de sedimentos
na coluna d’agua (USEPA, 2001). No entanto, vem sendo utilizada como ferramenta de
avaliacdo da qualidade da &gua quando ha ressuspensdo seja por processos naturais
(bioperturbacéo, regime hidroldgico) ou antropogénico (dragagem) do sedimento.

Esta subamostra de sedimento apresenta limitagdes de expresséo de resultados, uma vez
que o diluente usado como extrator influencia na quantificagdo de determinado composto alvo.
Outros fatores limitantes sdo o uso de diferentes tempos de agitacdo, diferentes processos de
mistura e temperatura permitidos na elutriagdo. Sendo assim, ha constantes variagbes de
procedimentos para diferentes analitos a serem obtidos a partir dos sedimentos, gerando um
fator de incerteza quanto a caracterizagdo completa da contaminagdo do sedimento (USEPA,
2001). Por haver a separacdo do sobrenadante para analise, esse extrato acaba nao
representando as condi¢fes reais do ambiente quanto aos mecanismos de ressuspensdo de
contaminantes do sedimento para a coluna d’agua.

Tendo em vista a complexidade e importancia do monitoramento da qualidade destes
ambientes, é questionavel a presenca ou ndo de contaminantes de preocupagdo emergentes em
sedimentos estuarinos, considerando as interacdes e os diversos compartimentos dispostos.
Estudos tém investigado a presenca de DE em sedimentos com distintas composicgdes,
analisando seus efeitos na biota e os riscos associados a exposi¢cao humana (ARIS et al, 2014;
BABIC et al., 2018; FROEHNER et al., 2012; KHAN, REHMAN e MALIK, 2020; NIETO et
al., 2017; TISLER et al., 2016; VOSGES et al., 2010). Os resultados mostram que esses podem
causar danos ecotoxicologicos, favorecer a bioacumulacdo em organismos expostos e, até

mesmo resultar na biomagnificacdo ao longo das cadeias troficas (FAN et al., 2019).
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Embora sejam de grande importancia, poucos estudos tém investigado a contaminagédo
de sedimentos marinhos por contaminantes de preocupacdo emergentes no Brasil. Um dos
principais estudos publicados analisou estrogénios em sedimentos superficiais de manguezal
expostos a esgoto doméstico ndo tratado (FROEHNER et al., 2012). Os resultados indicaram
que todas as amostras apresentaram a presenca de 17-a-etinilestradiol (EE2), variando de 0,45
a 129,78 ng. g*. Além disso, uma revisdo realizada por Aris et al. (2014) destacou que as
maiores concentracdo de EE2, E1 e E2 em sedimentos analisados no mundo foram encontrados
no manguezal de Itacorubi, no Brasil, com valores de 133,64 ng. g%, 50,75 ng. g%, e 40,96 ng.
g?, respectivamente (FROEHNER et al., 2012; ARIS; SHAMSUDDIN; PRAVEENA, 2014).

2.3 Ensaios biologicos e quimicos aplicados para investigacédo da

contaminacéo de sedimentos

2.3.1 Bioensaios ecotoxicol6gicos in vivo — organismos usados e efeitos observados

Os bioensaios tém o objetivo avaliar os efeitos biologicos de contaminantes por meio
da exposicao de organismos-tese a diferentes matrizes ambientais ou amostras fortificadas em
condigdes controladas em laboratério. Esses ensaios permitem identificar potenciais impactos
nos organismos expostos, bem como em suas geragOes futuras, contribuindo para a
compreensdo dos riscos ambientais associados a presenca dessas substancias quimicas no
ambiente.

Os ensaios de toxicidade desempenham um papel importante no diagnostico da
qualidade ambiental e no controle da poluicdo. A complexidade, execugédo e duracdo desses
ensaios podem variar. Nos ensaios de ecotoxicidade aguda, por exemplo, os efeitos séo
analisados ao longo de todo o ciclo de vida do organismo-tese. Esses ensaios geralmente
utilizam organismos com ciclos de vida curtos, o que permite a obtencdo de resultados em um
periodo curto de duracdo. As principais respostas avaliadas incluem a mortalidade e a
imobilidade dos individuos expostos.

Em contraste, 0s ensaios crénicos tém como objetivo avaliar os efeitos de exposicoes
prolongadas a contaminantes. Esses testes analisam alteracdes no crescimento, reproducao e
comportamento dos organismos-teste. Realizados, geralmente, com organismos de ciclo de vida
mais longo, os ensaios cronicos sdo fundamentais para compreender os efeitos persistentes e

fornecer informagdes sobre 0s riscos ambientais a longo prazo.
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Os esforcos cientificos em Ecotoxicologia Aquatica tradicionalmente focaram na
caracterizacdo dos efeitos toxicos na coluna d’agua, resultantes da contaminacao de origem
terrestre. Contudo, observa-se um reconhecimento crescente de que a contaminacéo localizada
em sedimentos pode gerar impactos adversos significativos nos ecossistemas aquaticos,
especialmente na estrutura das comunidades epibenténicas (PROSPERI, 2002). Esses efeitos

frequentemente estdo associados as interacdes na interface sedimento/agua superficial.

Em virtude dessa interacdo, a protecdo da qualidade dos sedimentos passou a ser
considerada uma extensdo natural da prote¢do da qualidade da &gua (Environment and Climate
Change Canada - ECCC, 2022). Os sedimentos ndo apenas desempenham um papel essencial
como habitat para inimeros organismos aquaticos, mas também atuam como reservatérios de
diversos compostos quimicos persistentes introduzidos no ambiente. Estudos geoquimicos,
realizados tanto em campo quanto em laboratdrio, indicam que os sedimentos possuem um alto
potencial de formar associagdes com diferentes classes de poluentes antropogénicos (ARAUJO,
2005). Nesse contexto, os sedimentos funcionam simultaneamente como reservatérios de

contaminantes e potenciais fontes de contaminacao para a coluna d’agua.

No entanto, a presenca de niveis elevados de contaminantes nos sedimentos ndo implica
necessariamente em efeitos adversos diretos sobre a biota aquatica. A manifestacdo desses
impactos depende de uma série de fatores que regulam a biodisponibilidade dos poluentes,
influenciando, consequentemente, sua toxicidade. Ademais, é importante destacar que
sedimentos contendo misturas de contaminantes podem produzir efeitos toxicos distintos
daqueles observados para contaminantes isolados, exigindo uma abordagem diferenciada para
sua avaliacdo. No Brasil, a legislacdo ambiental ndo exige o monitoramento da ecotoxicidade
de sedimentos, apenas aponta na Resolu¢gdo CONAMA N° 454, de 1° de novembro de 2012

(BRASIL, 2012) uma diretriz para monitorar apenas em caso de dragagem.

No Brasil, as normas da Associacdo Brasileira de Normas Técnicas (ABNT)
estabelecem as principais metodologias para 0 monitoramento da toxicidade em efluentes e
matrizes ambientais. Essas metodologias sdo amplamente adotadas e exigidas por agéncias de
fiscalizacdo ambiental, como a Fundacdo Estadual de Protecdo Ambiental Henrique Luiz
Roessler (FEPAM) no Rio Grande do Sul e a Companhia Ambiental do Estado de Sdo Paulo
(CETESB), garantindo a padronizagdo e a confiabilidade dos procedimentos analiticos.
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A elaboracéo, adaptacdo e reviséo dessas metodologias sdo conduzidas pela Comissao
de Estudo Especial de Anélises Ecotoxicologicas da ABNT (ABNT/CEE-106). Essa comisséo,
composta por especialistas de diversas areas, inclui representantes de universidades,
laboratorios, indUstrias, agéncias ambientais e consultores técnicos. Ha mais de duas décadas,
esse grupo dedica-se ao desenvolvimento continuo das metodologias, promovendo a
atualizacdo e a adequacdo as demandas cientificas e regulatérias. A Figura 2 exemplifica as
metodologias vigentes para ensaios crénicos e agudos aplicados para diferentes ambientes

segundo a salinidade local e 0 compartimento ambiental a ser avaliado.

ABNT
Ecotoxicologia
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( )
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Agua Sedimento Interface Agua Sedimento Interface

Fonte: Elaborado pela autora, 2024.

Figura 2: Esquema representativo das normativas brasileiras usadas para avaliagéo ecotoxicologica,
cronica e aguda, para compartimentos ambientais isolados e interface.

Todavia, os procedimentos normatizados propdem uma avaliagdo compartimentada dos
ambientes aquaticos. Propondo uma avaliacdo aguda ou cronica de contaminacdo de agua
apenas afetando organismos de coluna d'agua, e de sedimentos apenas afetando organismos
bentbnicos. Porém, como explorado no item 2.2 deste documento, os ambientes aquéaticos séo
dindmicos sofrendo com variagcBes de marés, correntes e outros fenbmenos, propiciando a
migracdo dos contaminantes de uma matriz para outra. Esta caracteristica afeta a
biodisponibilidade dos contaminantes para organismos bentdnicos e pelagicos e os sinergismos
dos contaminantes com componentes intrinsecos da matriz.

Os ensaios ecotoxicoldgicos com liquido intersticial e elutriato sdo amplamente
empregados para avaliar a toxicidade em espécies aquaticas, como organismos benténicos e
pelégicos, revelando potenciais impactos em niveis troficos diferentes e ajudando a extrapolar

possiveis riscos a cadeia alimentar. Apesar de ambas as metodologias visarem elucidar a
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biodisponibilidade de contaminantes, a ecotoxicidade de agua intersticial & usualmente maior
que a de elutriato em ensaios classicos (RIOS et al., 2012; ITRC,2011; ALMEIDA, 2010;
USEPA, 2001). Néo obstante, um desafio persistente reside na variabilidade da metodologia de
preparo das amostras, que pode influenciar significativamente a precisdo dos resultados,
sobretudo em ambientes complexos e heterogéneos. Nesse contexto, é fundamental desenvolver
e padronizar técnicas de fracionamento de sedimentos que assegurem a representatividade e
reprodutibilidade dos ensaios.

Ensaios ecotoxicolégicos variam em relagdo aos endpoints observados, desde screening
até analises abrangendo todo o ciclo de vida do organismo. Alguns medem parametros extremos
como sobrevivéncia, crescimento e reproducao, mas frequentemente ndo consideram um efeito
a niveis subcelulares ou teciduais. A andlise de risco de desreguladores enddcrinos requer a
definicdo de modo de acao endécrino (MoA) plausivel, conectado a efeitos adversos relevantes
em nivel populacional (CHOI et al., 2024; MARTY et al., 2017). Por essa relagdo entre esses
parametros e os efeitos populacionais frequentemente permanecer incerta, 0S ensaios
ecotoxicoldgicos classicos para desreguladores enddcrinos ndo representam os efeitos desses
contaminantes no ambiente (WAGNER et al., 2017). A Organizacdo para a Cooperacao e
Desenvolvimento Econémico (OECD) e a Agéncia de Protecdo Ambiental dos EUA (USEPA)
estruturaram diretrizes que incluem ensaios de screening, voltados a efeitos subletais a nivel
subcelular, e testes de longa duracdo, que avaliam efeitos populacionais e desregulacdo
endocrina. Alguns estudos apresentados no SETAC Pellston Workshop® "Ecotoxicological
Hazard and Risk Assessment Approaches for Endocrine-Active Substances (EHRA)",
identificaram diversos parametros potencialmente relevantes para o sistema enddcrino em
moluscos, peixes, anfibios, aves e mamiferos (MARTY et al., 2017).

Sendo assim novas metodologias vém sendo elaboradas para avaliar de forma mais
eficiente as respostas ecotoxicolégicas de ambientes contaminados com compostos de
preocupacdo emergentes. A OECD (2024), por exemplo, elaborou um documento com
modifica¢es nos endpoints observados no ensaio classico com claddceras (Daphnia sp.) e nos
periodos de exposicdo dos organismos-teste aos DE. O documento aponta para um grande
surgimento de machos nos cultivos expostos a diferentes concentraces de DE. Ressalta ainda
que a modificacdo morfoldgica acontece apds um tempo de exposi¢do superior ao periodo de
48 h usualmente aplicado nos ensaios agudos. Desta forma, pode-se ressaltar que a metodologia
atualmente aplicada para avaliagdo de risco ambiental com uso de CE50 para substancias
isoladas ndo expressa efetivamente os danos ambientais que os DE podem ocasionar no

ambiente.
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Como alternativa, as metodologias in silico tém ganhado destaque por sua eficiéncia em
prever a toxicidade de compostos quimicos, reduzindo custos, tempo e questdes éticas
relacionadas ao uso de animais. O termo in silico refere-se a simulagdo computacional de
problemas biolégicos, baseada no principio de que compostos com estruturas semelhantes
apresentam comportamentos similares. Esses modelos podem ser aplicados ao design de

farmacos, a avaliacdo de riscos ambientais e a andlise toxicoldgica de substancias.

Entre as abordagens metodologicas utilizadas na modelagem in silico, destacam-se a
Relacdo Estrutura-Atividade (SAR), Relacdo Estrutura-Atividade Quantitativa (QSAR),
formacdo de categorias, métodos de extrapolacdo e interpolacdo, redes neurais artificiais e
arvores de decisdo. Essa abordagem representa um avanco significativo na toxicologia,
proporcionando ferramentas preditivas para a avaliacdo de riscos e 0 desenvolvimento
sustentavel. Entretanto, ainda carecem de informac@es das respostas ecotoxicolégicas in vivo e

in vitro para subsidiar os modelos computacionais.

Roy e Khan (2021) publicaram um capitulo de livro com diretrizes para novos ensaios
e mecanismos de monitoramento de DE no ambiente usando aplica¢Ges de ferramentas in silico,
principalmente a relagdo quantitativa entre estrutura-atividade (QSAR), na deteccéo precoce de
possiveis contaminantes de preocupacdes emergentes usando dados de ecotoxicidade de
bactérias marinhas. Estes autores ainda ressaltam a importancia do uso de modelagem da
ecotoxicidade de bactérias marinhas e sua aplicacdo na estimativa precoce de diferentes
contaminantes ambientais usando QSARs. O trabalho é pautado para construcdes de novos

modelos para avaliagdo de risco ambiental destes compostos.

2.3.2 Bioensaios in vitro — para predicdo de potencial de desrequlacdo enddcrina

Bioensaios in vitro sdo técnicas que envolvem o uso de organismos, como bactérias,
fungos, algas e crustaceos, aléem de componentes subcelulares, como suspensdes celulares,
culturas de tecidos, culturas celulares, enzimas e proteinas. Seu objetivo é substituir ensaios
com animais ou atuar como etapas preliminares em estudos toxicoldgicos in vivo,
complementando-os e aprimorando sua sensibilidade e especificidade (BEDNARCZUK,
2010). Séo testes realizados em laboratorio utilizando células isoladas ou tecidos para medir os
efeitos de uma substancia em determinado mecanismo de resposta (MoA) (FOUYET et al.,

2024). Esses ensaios podem ndo refletir totalmente as caracteristicas de um composto da mesma
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forma que os métodos in vivo, mas eles se concentram em pontos finais interagdo com
receptores especificos, seja por ativacao ou por inibicdo (BEDNARCZUK, 2010).

O desenvolvimento de ensaios in vitro para avaliar a desregulacdo endocrina enfrenta
desafios devido a complexidade do sistema endocrino e a diversidade de mecanismos pelos
quais desreguladores podem causar efeitos adversos. Uma das principais dificuldades é a
identificacdo de parametros relevantes para mensuragao.

Os bioensaios que utilizam receptores de hormonios para avaliar os efeitos agonistas e
antagonistas dos DE séo frequentemente aplicados. A acdo agonista ocorre quando o DE
mimetiza um estrogénio e elucida uma resposta, enquanto a acdo antagonista ocorre quando o
DE se liga ao receptor de estrogénio, bloqueando e impedindo a elucidacdo da resposta (BILA;
DEZOTTI, 2007; GHISELLI e JARDIM, 2007; OMS, 2012). Entre os DE, as substancias
quimicas que atuam na via metabolica do receptor de estrogénio merecem especial atencéo.

Entre os ensaios in vitro de atividade estrogénica, destacam-se:

(i) Ensaios de ligacdo a ligantes (ligand-binding assays): detectam interacdes receptor-
ligante de forma competitiva, quantificando a capacidade de uma substancia de se ligar ao
receptor de estrogénio em substituicdo ao estradiol (E2), sem diferenciar agonistas de
antagonistas;

(i1) Ensaios de proliferacéo celular (E-screen): avaliam a proliferagdo dependente do

receptor de estrogénio, comumente usando células MCF-7 de carcinoma humano;

(iii) Ensaios de gene repdrter: utilizam a transfec¢do de um construto reporter em células
de mamiferos ou leveduras para avaliar a ativacdo do receptor de estrogénio (GEA et al., 2022;
WANGMO et al., 2018).

Os ensaios de gene reporter subdividem-se em dois grupos:

@) Células com receptor de estrogénio endogeno: a ativacdo é medida pela
expressdao do gene repdrter, como nos ensaios MELN (células MCF-7), T47D-KBluc e
T47Dluc (células T47D) (ROBITAILLE et al., 2022; WANGMO et al., 2018);

(b) Células sem receptor enddgeno: requerem transfeccdo tanto do receptor de
estrogénio quanto do elemento de resposta de estrogénio (ERE). Exemplos incluem o ER-
CALUX® (células U2-0S), ER-GeneBLAzer (células HEK293) ¢ hERa-HelLa-9903. Esses
ensaios com leveduras incluem Saccharomyces cerevisiae (YES), Arxula adeninivorans (A-
YES) e Photorhabdus luminescens (BLYES).
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Um exemplo de bioensaios utilizado para avaliar a atividade estrogénica em sedimentos
€ 0 ensaio in vitro YES (Yeast Estrogen Screen) (BERTIN et al., 2020; CUNHA et al., 2020;
MULLER et al., 2019). O ensaio YES é um bioensaio in vitro de ativagdo transcricional do
receptor de estrogénio que utiliza um gene repdrter do receptor de estrogénio humano (REha)
integrado ao genoma da levedura Saccharomyces cerevisiae (ROUTLEDGE e SUMPTER,
1996). A atuacdo dos esterdides ocorre quando estes atravessam a membrana plasmatica e se
ligam a receptores intracelulares especificos (YING; KOOKANA; RU, 2002). O 17pB-estradiol
(E2) é o estrogénio mais potente, devido a sua alta afinidade pelos receptores estrogénicos
(RUGGIERO; LIKIS, 2002). Assim, bioensaios in vitro sdo utilizados para quantificar a

atividade estrogénica de substancias, mistura ou amostras ambientais (GOMES, et al, 2023).

2.4 Biodisponibilidade

2.4.1 Transporte de contaminantes

O transporte de contaminantes de preocupagdo emergentes nos ambientes aquaticos é
influenciado por suas propriedades fisico-quimicas, como solubilidade em &gua, pressdo de
vapor, polaridade, constante de Henry, coeficiente de particdo octanol-agua (Kow) e constante
de particdo carbono-orgénico (Koc). Estudos de particdo e sor¢do de micropoluentes sdo
fundamentais para a compreender seu comportamento ambiental, uma vez que a parti¢do entre
as fases aquosa e particulada esta diretamente relacionada ao destino, aos mecanismos de
transporte e dispersdo, além de influenciar sua biodegradabilidade e biodisponibilidade
(ARGOLO et al., 2020).

Essas propriedades determinam como 0s contaminantes se distribuem entre os
compartimentos ambientais, afetando seu movimento, persisténcia e interacdo com 0s
diferentes componentes do ecossistema (SCHWARZENBACH, GSCHWEND & IMBODEN,
2003). A hidrofobicidade, uma caracteristica diretamente influenciada pelo Kow e Kaoc,
desempenha papel central no comportamento desses compostos. Contaminantes mais
hidrofdbicos tendem a se associar preferencialmente as fases sélida e organica do sedimento,
enguanto compostos hidrofilicos permanecem predominantemente na fase aquosa. Em sistemas
estuarinos, fatores como a salinidade, a presenca de matéria organica dissolvida e a dindmica
das particulas em suspensdo podem alterar significativamente os processos de transporte,
incluindo fluxos entre o sedimento ¢ a coluna d’agua.

. Compostos com valores de Kow inferiores a 1,5 possuem elevada solubilidade em

agua, e, portanto, sdo menos propensos a se acumular nos sedimentos (ALVES et al., 2017). A
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adsorcdo de micropoluentes nos sedimentos varia conforme as propriedades dos adsorbatos,
como os coeficientes de dessor¢cdo (Kd), particdo octanol-agua (Kow), a constante de acidez
(pKa), a massa molar, a presenca de aneis aromaticos, a linearidade da molécula e os grupos
funcionais presentes. Os compostos com maior peso molecular e alto Kow e Kd sdo mais faceis
de serem absorvidos em sedimentos e de se concentrarem em organismos vivos. Além disso, as
caracteristicas dos adsorventes, como area superficial, tamanho e textura de poros, composicado
quimica superficial e a natureza da matéria mineral desempenham um papel fundamental nesse
processo (RAKI et al., 2015).

Com isso, temos que a biodisponibilidade dos desreguladores enddcrinos esta
intrinsecamente ligada ao equilibrio entre as fases solida e liquida do ambiente, sendo
fortemente influenciada pela constante de particdo carbono-orgéanico (Koc). O Koc reflete o
potencial de um contaminante de se associar ao carbono organico presente nos sedimentos e
solos, modulando sua disponibilidade para organismos aquaticos. Por outro lado, o coeficiente
de particdo octanol-agua (Kow) é amplamente utilizado como preditor da lipossolubilidade e
bioacumulacdo dos contaminantes em tecidos bioldgicos, especialmente aqueles ricos em
lipidios (Schwarzenbach et al., 2003). Valores elevados de Kow indicam maior tendéncia de
bioacumulacéo e toxicidade em organismos aquaticos. Em estuarios, onde o aporte de matéria
organica detritica € elevado, e os sedimentos finos ricos em carbono orgéanico predominam, a
biodisponibilidade pode ser intensificada. Condi¢6es ambientais especificas, como o pH, a
salinidade e a presenca de substancias competidoras, também desempenham um papel critico,

alterando a interacdo entre 0s contaminantes e 0S organismos expostos.
2.4.2 Sorcéo

Os processos de sorcdo, que incluem adsorcdo e absorcdo, sdo fundamentais para
compreender o destino dos contaminantes nos ambientes aquaticos. A sorcdo descreve a
associacao de substancias quimicas com superficies sélidas, sendo governada por fatores como
a area superficial, o tamanho dos poros e a densidade do adsorvente, além das propriedades do
adsorvato, como polaridade, solubilidade e tamanho molecular (COONEY, 1999; MCKAY,
1996). As caracteristicas dos sedimentos influenciam diretamente a adsorcdo de contaminantes
nessa matriz ambiental. No caso da adsorcdo, as substancias se acumulam na interface solido-
liquido, regulando tanto sua retencdo quanto sua liberacdo no ambiente. Em zonas estuarinas,
a competicdo por sitios de adsorc¢do entre diferentes contaminantes e substancias naturais, como
acidos hdmicos e fulvicos, pode influenciar significativamente o processo, alterando a

biodisponibilidade e a toxicidade.
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O teor de matéria organica, por exemplo, favorece a adsorcéo de substancias organicas
e inorganicas aos sedimentos (ARGOLO, 2023). Contudo, esse mesmo parametro pode
aumentar a incerteza nas mediges analiticas, uma vez que atua como um forte interferente para
ensaios in vitro (BIALK-BIELINSKA et al., 2016). Nesse contexto, o desenvolvimento de
metodologias de preparo de amostras de sedimentos, que combine métodos eficientes na
remocdo de interferentes com a preservacdo dos analitos de interesse, permanece um desafio

para 0 monitoramento da poluicdo em ambientes sedimentares.

Por outro lado, o processo inverso, conhecido como dessorc¢éo, refere-se a liberacdo dos
contaminantes previamente adsorvidos para a fragdo aquosa. Este fendmeno é particularmente
relevante em sistemas dindmicos, como estuarios, onde alteracdes nas condi¢fes ambientais,
como mudancas na salinidade e no pH, podem mobilizar contaminantes da matéria organica
dissolvida ou do material particulado suspenso (MCKAY, 1996). A dessor¢do também ¢é
potencializada por processos fisicos, como a ressuspensdo de sedimentos durante eventos de
alta energia, como tempestades e atividades antrépicas, possibilitando a redistribuicdo dos
compostos no sistema aquatico. Assim, a sorcao e a dessor¢cdo sao processos interdependentes
que determinam ndo apenas a retengdo, mas também a mobilizacdo dos contaminantes,

influenciando diretamente seu transporte, biodisponibilidade e impacto ambiental.

A Figura 3 apresenta de forma esquemaética os processos de adsorcdo e absor¢do em

grdos de material solido, exemplificando os sedimentos em contato com matriz aquosa.
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Fonte: Elaborado pela autora, BioRender ® 2024.
Figura 3: Esquema dos processos de adsor¢édo e absorgdo em grdos de material solido, exemplificando
0s sedimentos em contato com matriz aquosa.

Meio aquoso

2.5 Desafios Analiticos e Estratégias para a Quantificacdo de Micropoluentes

em Sedimentos

Os sedimentos constituem uma matriz ambiental de alta complexidade devido a sua
ampla variacdo em sua composicao granulométrica, mineraldgica, teor de carbono orgéanico e
presenca de substancias interferentes. Essas caracteristicas dificultam a definicdo de métodos
analiticos capazes de quantificar com precisdo a presenca de compostos, uma vez que o efeito
matriz compromete a acurdcia e a reprodutibilidade dos resultados analiticos, interferindo na
intensidade do sinal ou na resposta do equipamento de analise (BRASIL, 2011; INMETRO,
2020).

Um dos principais desafios na pesquisa de micropoluentes em sedimento reside na
elaboracdo de metodologias analiticas robustas para extracdo, identificacdo e quantificacdo
desses analitos (BIALK-BIELINSKA et al., 2016). Com base na literatura, foram identificadas
e avaliadas abordagens metodologias para otimizar e validar técnicas de analise em diversas
matrizes ambientais, incluindo sedimentos (LARA-MARTIN et al., 2015; COMBI et al., 2013;
COMBI etal., 2016; PINTADO-HERRERA et al., 2016; CHIAIA-HERNANDEZ et al., 2020).

2.5.1 Metodologias de extracdo de DE em amostras ambientais

O método QUECHhERS (Quick, Easy, Cheap, Effective, Ruged and Safe) foi

originalmente desenvolvido para analise multirresiduo de pesticidas, sendo publicado pela
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primeira vez por Anastassiades et al. (2003). Este método apresenta vantagens como rapidez,
simplicidade, custo reduzido, eficacia, robustez e seguranca (PRESTES et al., 2009).

Inicialmente, 0 QUEChERS envolve uma extracao inicial utilizando 10 g de amostra
com 10 mL de acetonitrila (ACN), seguida por uma etapa de particdo liquido-liquido promovida
pela adicdo de 4 g de MgSO4 anidro. A adicdo de sais promove o efeito “salting out” que
aumenta as recuperacdes de analitos mais polares ao reduzir a solubilidade desses compostos
na fase aquosa e minimizar a quantidade de 4gua na fase organica.

A remocéo de agua residual e o clean-up sdo realizadas simultaneamente por meio da
extracdo em fase sélida dispersiva (dispersive solid-phase extraction — d-SPE). Nessa etapa,
150 mg de MgSO4 anidro e 25 mg PSA (amina primaria e secundaria, grupos etilenodiamina-
N-propil ligados a silica) sdo adicionados a 1 mL de extrato. O PSA desempenha a funcéo de
remover interferentes como acUcares, acidos graxos, acidos organicos e pigmentos
(ANASTASSIADES et al., 2003; ANDRADE, 2013).

O método de Extracdo Acelerada por Solvente (ASE, Accelerated Solvent Extraction) é
amplamente utilizado para a extracdo de DE em matrizes ambientais, como sedimentos. Essa
técnica emprega solventes organicos em altas temperaturas e pressdes controladas, o que resulta

em extracdes rapidas e eficientes dos analitos de interesse, superando métodos convencionais.

A ASE funciona aquecendo o solvente acima de seu ponto de ebulicdo normal em uma
camara pressurizada, permitindo maior penetracdo na matriz sedimentar e solubilizacdo eficaz
dos compostos alvo. Suas principais vantagens incluem reducdo do tempo de extracdo, menor
consumo de solvente e elevada recuperacdo de DE, que frequentemente apresentam interacGes

complexas com sedimentos.

Essa eficacia torna a ASE particularmente relevante na analise de DE, considerando-se
sua persisténcia ambiental e potencial bioacumulativo. Esses compostos podem ser liberados
de sedimentos para a coluna d'dgua, representando riscos a biota aquatica. Estudos tém
demonstrado que a ASE fornece resultados consistentes e reprodutiveis, consolidando-a como
uma ferramenta robusta para avaliacdo de risco e monitoramento ambiental de contaminantes

de preocupagdo emergente.
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2.5.2 Desafios e Avancos no Monitoramento e Regulacido de Contaminantes de

Preocupacdo Emergentes

Nos ultimos anos, contaminantes de preocupacdo emergentes tém despertado crescente
interesse da comunidade cientifica e agéncias regulatorias. Esses contaminantes s&o compostos
que ainda ndo estdo incluidos em programas normativos de monitoramento, nem sao abrangidos
por legislacdes ambientais. Tal lacuna decorre da incerteza quanto aos seus efeitos na biota e
da dificuldade na deteccdo e quantificacdo no ambiente. Esse cenario tem impulsionado
investimentos em pesquisas para determinar concentracdes seguras e desenvolver estratégias
de monitoramento das fontes de langamento destes compostos.

O estudo de Puri et al. (2023) apresenta uma visdo abrangente das atuais politicas e
estruturas globais voltadas a avaliagdo de contaminantes emergentes, destacando o estado-da-
arte e as perspectivas futuras. Entre os exemplos de iniciativas internacionais, estdo as diretrizes
de agéncias reguladoras como USEPA, Conselho de Controle de Recursos Hidricos do Estado
da Califérnia (California's State Water Resources Control Board), Toxic Substances Control
Act (TSCA) e o Food and Drug Administration (FDA) nos Estados Unidos.

Adicionalmente, o Ministério de Infraestrutura e Meio Ambiente (I&M) dos Paises
Baixos, em parceria com a Agéncia de Residuos Publicos da Regido Flamenga da Bélgica
(OVAM), desenvolveu medidas para regular, monitorar e remediar determinadas classes de DE
no ambiente.

No Brasil, ainda ndo ha regulamentacéo especifica que defina concentracbes seguras de
micropoluentes em matrizes ambientais ou que obrigue o seu monitoramento. Contudo,
iniciativas pioneiras tém sido conduzidas, como a da Companhia Ambiental do Estado de S&o
Paulo (CETESB), que utiliza ensaios bioldgicos especificos para avaliar a presenca de
compostos com atividade estrogénica em aguas superficiais e subterraneas. Entre eles,
destacam-se o ensaio in vitro BLYES (Bioluminescent Yeast Estrogen Screen), que avalia a
atividade estrogénica, e 0 ensaio in vitro GR-CALUX, para compostos glicocorticoides
(CETESB, 2018).

O ensaio BLYES, desenvolvido por Sanseverino et al. (2005), utiliza a levedura
Saccharomyces cerevisiae geneticamente modificada com receptor estrogénico humano,
permitindo a deteccdo de substancia potencialmente desreguladoras endécrinas por meio de
uma resposta bioluminescente. De forma semelhante, o ensaio YES (Yeast Estrogen Screen),
desenvolvido por Routledge e Sumpter (1996), utiliza 0 mesmo mecanismo de acdo, porém

apresenta uma resposta colorimétrica. O ensaio YES foi recentemente normatizado pela
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International Organization for Standardization sendo criado o documento 1ISO 19040-2:2018.
Com base nesta publicacdo, a Comissdo de Estudos Ecotoxicologicos da ABNT (CEE-106)
elaborou adaptagdes desta diretiva para aplicacdo do ensaio em ambito nacional. O documento
elaborado segue em consulta nacional, ABNT NBR ISSO 19040-1:2024, para posterior
publicagéo.

Com isso, a delineacdo de ensaios padronizados para deteccdo e quantificacdo de DE
em diferentes matrizes é fundamental para entender a amplitude de contaminacdo que estes
compostos atingem no meio ambiente e propor ensaios que consigam efetivamente avaliar o0s
efeitos destes contaminantes considerando ambientes naturais dindmicos com efeitos sinérgicos
e mudancas sazonais. Os ambientes estuarinos ndo apresentam regulamentacdes para o
monitoramento de sua qualidade ambiental, e por serem de grande relevancia para saude publica

e da biota, precisam ter esse cenario de monitoramento e legislacdo modificado.
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3 MATERIAIS E METODOS

O presente estudo foi estruturado em dois cenérios de execucdo, de modo a tornar as
etapas mais compreensiveis e facilitar a analise das abordagens adotadas. O primeiro, chamado
de Cenério 1 (C1), consistiu na caracterizagdo das areas de estudo, com o objetivo de
estabelecer um panorama da contaminagdo e da disperséo dos DE nos compartimentos
ambientais avaliados. Para isto, foram preparadas subamostras a partir dos sedimentos e das
aguas coletadas. Durante esta fase do estudo, foram avaliadas trés técnicas de preparo das
subamostras de sedimento para posterior analises quimica e bioldgica, buscando minimizar a

interferéncia da matriz nas respostas dos ensaios, conforme Figura 4.

. /@ % ¢ liquido
Cenario 1 Sedimento . - _intersticial
in natura % 0 -

Coleta em estuarios = g extratos a partir
de 3 municipios: | de 3 métodos de
s Rio das Ostras; Sedimento | extragao distintos
& Paraty; seco
s Ubatuba. .
-..__\____-_. o SR
- i . elutriato
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Superficial
L‘ eeiad
— particulado

agua superficial
filtrada

Fonte: Elaborado pela autora, BioRender ® 2024.

Figura 4: Esquema representativo do Cenario 1: Caracterizacdao das amostras de sedimento in natura e
agua superficial coletadas nas areas de estudo e avaliagcdo de metodologias de preparo e extragdo.

No Cenério 2 (C2), utilizou-se um Unico tipo de sedimento, coletado na area de estudo
em Paraty, para as analises de biodisponibilidade de DE. Optou-se por sedimentos estuarinos
organicos, visando elucidar a dindmica ambiental de um estuario reconhecido como bercario
de diversas espécies (BEDE, 2011; MOREIRA et al., 2011). Além disso, esse sedimento é
amplamente adotado como referéncia em ensaios ecotoxicoldgicos padronizados no Brasil
(COSTA, 2010; MOLISANI etal., 2012). Essa etapa foi fundamental para identificar limitacdes
nos protocolos ecotoxicolégicos para a anélise de DE, os quais subsidiam as avaliagdes de risco.

Essa abordagem visou investigar ferramentas que simulam, de forma mais realista, os modelos
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de dindmica local. O esquema apresentado na Figura 5 sintetiza a discussdo levantada nas etapas

analiticas empregadas no Cenario 2.

Contaminacao
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solugdo padrio
de mix DE
(dgua limpa)

Contaminacao
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agua com
solugdo padrdo
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(sedimento limpo)

_\ﬁ

—
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Ensaios ecotoxicolagicos
para avaliar a migracao
dos contaminantes entre
0s compartimentos
ambientais

Fonte: Elaborado pela autora, BioRender ® 2024.
Figura 5: Esquema representativo do Cenario 2: Uso de sedimento estuarino de Paraty para avaliagéo

do efeito da biodisponibilidade de contaminantes sobre a toxicidade em organismos-teste

3.1 Areade estudo

padronizados. Contaminantes

O estudo foi conduzido em trés cidades da regido Sudeste do Brasil, localizadas em dois

estados. As areas estuarinas selecionadas possuem relevancia econémica e turistica, sendo

monitoradas para identificar a presenca de DE em sedimentos e agua superficial. Este item

detalha os estuarios selecionados, cuja localizacdo geografica em relacdo aos municipios,

estado e ao pais esta apresentada na Figura 6.
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Fonte: Elaborado por José Rafael, 2023
Figura 6: Esquema de localizagéo das areas geogréficas delimitadas para o estudo.

3.1.1 Rio das Ostras

O primeiro municipio selecionado para o estudo foi Rio das Ostras (RdO), localizado
na Costa do Sol do estado do Rio de Janeiro. Seu territorio abrange 28 km de praias, 0 municipio
é atravessado pelo rio que da o nome a cidade, com 15 km de extenséo. Rio das Ostras ocupa a
21° posicdo em densidade demografica (461,38 hab/km2) e apresenta o maior indice de
crescimento populacional do estado (IBGE, 2022). Apenas 37,4% da populacéo é atendida pelo
sistema de esgotamento sanitario, com trés ETE e um emissario submarino (SNIS, 2022). O
municipio ndo possui Politica Municipal relacionada ao saneamento e nem Plano Municipal de
Saneamento Béasico (PMSB).

Uma pesquisa realizada pelo Ministério da Saude apresentou as informacdes de que
92,21% dos domicilios do municipio tém o sistema de fossa como tratamento de esgoto, 4,68%
dos domicilios estdo ligados a rede publica de esgoto e 3,12% o0 esgoto a céu aberto. O estuario
do rio das Ostras esta inserido na regido hidrogréfica da bacia de Sdo Jodo. O rio corta 0
municipio sendo corpo receptor de efluentes tratados pela ETE mais antiga que atende ao
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municipio, bem como de efluente in natura das regifes ndo incorporadas ao sistema de
saneamento basico local.

A bacia hidrografica do rio das Ostras esta localizada no setor sudeste do litoral do
estado do Rio de Janeiro. A area de estudo esta localizada entre 22° 7' S - 22°32'S e 42°34'W -
41°38'W, coordenadas geograficas e sua area total de drenagem é de 157 km?. E composta por
trés rios, das Ostras, Iriri e Jundia, entre 0s quais 0 mais importante é o das Ostras. Esta € uma
regido turistica importante e 0 aumento da populacao tem causado uma diminui¢do da qualidade
da &gua. O rio das Ostras percorre toda a cidade, chegando a ser o que recebe a maior quantidade
de efluentes ndo tratados (BARROSO E MOLISANI, 2019; PRIOSTE, 2007; RIO DAS
OSTRAS, 2004). Esta zona estuarina apresenta elevados niveis de salinidade provenientes das

afluéncias oceénicas que se estendem por 6 km rio acima.

3.1.2 Paraty

A Praia do Jabaquara, localizada no setor sudoeste da Baia da Ilha Grande, abriga uma
extensa area de manguezal situada a aproximadamente 2 km do centro historico de Paraty, nas
coordenadas 23°14'12.8"S e 44°42'37.1"W. Esse manguezal € reconhecido por seu bom estado
de conservacdo e é frequentemente utilizado como fonte de sedimentos de referéncia para
estudos ecotoxicoldgicos devido a sua funcdo ecoldgica e a integridade ambiental. Contudo,
com a construcdo de uma estrada principal que conecta a regido a Rodovia Rio-Santos e o
aumento da influéncia antropica, esta area passou a ser impactada por despejo de esgoto, o que

representa um risco crescente a sua biodiversidade e a qualidade ambiental (BEDE, 2011).

Dados do ultimo Censo do IBGE indicam que o municipio de Paraty tem apresentado
um crescimento populacional significativo, acompanhado por um aumento na demanda por
infraestrutura de saneamento basico, especialmente em &reas turisticas como a Praia do
Jabaquara. Embora o municipio tenha se esforcado para expandir 0s servi¢os de saneamento,
os indices ainda revelam deficiéncias na cobertura, com apenas 31% do municipio ligado a rede
coletora de esgoto com posterior tratamento, o que contribui para a entrada de efluentes
domeésticos no ecossistema local. Esse cenério ressalta a necessidade de agdes de gestdo que
integrem o planejamento urbano com a preservacdo ambiental, visando mitigar os impactos
sobre 0 manguezal e assegurar a sustentabilidade das fontes de sedimentos de referéncia para

ensaios ecotoxicoldgicos.
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3.1.3 Ubatuba

A Baia de Ubatuba localiza-se no setor norte do litoral do estado de S&o Paulo, no
sudeste do Brasil. A regido abriga o porto da cidade de Ubatuba, um importante centro turistico
impactado pela crescente influéncia antrdpica. VVoltada para o leste e protegida das ondas vindas
do sul e sudoeste no mar aberto, a baia possui uma saida delimitada pela Ponta do Respingador
e pela Ponta Grossa. Divide-se em duas partes: a parte interior, que se estende da linha de costa
até os 10 m de profundidade e apresenta baixa movimentacao hidrodinamica; e a parte externa,
entre 10 e 16 m de profundidade, sujeita a influéncia de correntes e ondas do mar aberto
(SANTOS & PIRES-VANIN, 2004).

A Baia de Ubatuba apresenta sedimentos superficiais de fundo bastante heterogéneos,
variando de sedimentos grosseiros ao norte e leste a sedimentos finos ao noroeste
(MAHIQUES, 1995). O restante da baia é coberto por silte grosso e médio. A entrada de
sedimentos fluviais é fortemente dependente do regime de chuvas, levando a uma maior
contribuicdo durante o verao, resultando em maiores teores de carbono na parte central da baia
(MAHIQUES ET AL., 1998).

A area de estudo esta localizada entre 23°25'S - 23°27'S e 45°01'W - 45°03'W. Quatro
rios desaguam na baia, influenciando a qualidade de suas aguas, todos impactados por
emissarios de esgoto. Entre eles, o rio Acarau é considerado a principal fonte de contaminacao
(CETESB, 1996). A entrada de esgoto, proveniente do aumento de conjuntos habitacionais ao
longo da costa, estd crescendo rapidamente, evidenciada pelo aumento nos indices de
coliformes fecais na area. Esse fendmeno é particularmente intenso em periodos chuvosos,
quando grandes volumes de esgoto néo tratado sdo langados da cidade de Ubatuba, e durante
periodos de férias (BURONE ET AL., 2003).

3.2 Coleta das amostras de sedimento e 4gua superficial

3.2.1 Procedimento de limpeza de vidraria

Para evitar interferentes e a contaminagdo das amostras, todas as vidrarias usadas na
extracao e no preparo de amostras para 0s ensaios analiticos e ecotoxicologicos, assim como as
vidrarias utilizadas na coleta, foram submetidas a um procedimento de limpeza utilizado no
Laboratério de Engenharia Sanitéaria (LES) da UERJ. Este procedimento assegura que as baixas
concentracBes de compostos quantificadas nos ensaios cromatograficos e de atividade
estrogénica provenham exclusivamente da matriz analisada, minimizando a contaminacao

cruzada de outras fontes. As etapas desse procedimento sdo: lavar com agua potavel; imergir
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por 24h em solucdo de detergente (Extran®/Merck) a 5%; esfregar e enxaguar 10 vezes com
agua potavel; rinsar com acetona (grau ACS, Tedia); e enxaguar 5 vezes com agua ultrapura
obtida do sistema Milli-Q® (Merck-Millipore).

3.2.2 Procedimento de coleta e armazenamento de amostras de dgua superficial e

sedimento

Amostras de agua superficial e sedimento foram coletadas nas regifes estuarinas dos
trés municipios selecionados durante a estacdo chuvosa, abrangendo os rios Acarau, Tavares,
Grande, Indaia na cidade de Ubatuba; a praia do Jabaquara na cidade de Paraty e rio das Ostras
na cidade de Rio das Ostras. A partir dessas duas matrizes, foram geradas subamostras em
laboratorio. As amostras de material particulado (MP) foram obtidas por filtracdo das amostras
de &gua superficial, enquanto o liquido intersticial foi retirado do sedimento in natura. Além
disso, foram preparados elutriatos a partir de amostras do sedimento seco.

As amostras de agua superficial foram coletadas em frascos ambar de 1 L previamente
descontaminados (conforme item 4.2.1) para as andlises cromatograficas e de atividade
estrogénica (ensaio in vitro YES), e em frascos plasticos de 1 L para as demais analises. Todas
as amostras foram preservadas em cooler com gelo até a chegada ao laboratério. As aliquotas
de &gua para a caracterizacdo fisico-quimica e os ensaios ecotoxicoldgicos foram mantidas em
geladeira a 4 °C obedecendo os tempos de estocagem estipulados para cada método (APHA,
2023) e NBR 15469 (ABNT, 2021), respectivamente. As amostras de agua para o ensaio YES
e analise cromatografica foram imediatamente acidificadas a pH 2 com HCI e armazenadas em
geladeira a 4 °C por até 48 h, quando foi realizado o preparo das amostras.

Os sedimentos foram coletados com auxilio de pas previamente descontaminadas
(conforme item 4.2.1) em sacos de coleta comerciais. A camada mais superficial do sedimento
foi descartada, sendo coletada a camada com profundidade de aproximadamente 5 cm. Cada
amostra de sedimento coletada foi homogeneizada manualmente por 10 minutos e, em seguida,
separada em aliquotas para cada analise. As fragdes destinadas a extracdo foram transferidas
para recipientes inertes com capacidade de 500 mL, enquanto as aliquotas para caracterizacdo
fisico-quimica e os ensaios ecotoxicologicos foram mantidas nos sacos de coleta.

Devido a variagdo das marés, alguns pontos investigados neste estudo ndo permitiram a
coleta de amostras de agua superficial, sendo possivel coletar apenas sedimentos. As
informagdes de cada compartimento ambiental analisado em cada ponto de coleta estéo

apresentadas na Tabela 1.
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Tabela 1: Descrigdo dos pontos de coleta com os compartimentos ambientais avaliados, coordenadas
geograficas, municipio de origem e data de coleta.

Coordenadas

PT Matriz | Municipio | Estuario | do ponto de Descrigédo Data de
coleta Coleta
agua _ no limiar da praia com
. -23,4162682
1 superficial | |Jhatuba Ii?igig a vegetagio de g:t;ggg
sedimento -45 0526283 mangue
agua parte mais interna do
2 superficial | |jpatuba do rio "Z3ANBS manguezal e parle | outubro
sedimento Grande 45 0586441 mais externa no curso | de 2022
: da praia
agua ) . .
supericial do rio 23446973 |parte interna do rio que outubro
3 Ubatuba tem encontro com a
. Tavares . de 2022
sedimento -45,0681313 praia
agua . re interna do
. -23,4593038 parie In
4 superficial | |Jpatuba ;CE;;; manguezal na foz do é}:t;g;t;
sedimento -45 0549194 ro
agua
. ; -23,2038211
5 superficial | pgraty CaBrai;)Erl:a na praia de Jabaguara g:t;g;[;
sedimento -44 7189363
5 lsedimento| R0 das |doriodas| 225316172 Ef} ﬁ:ﬁg;”j;“fgg margo de
Ostras Ostras |, 9351531 do rio 2022
+ lsedimento| R0 das |doriodas| 225316172 Eiﬁi:ﬁgrﬂz';aff:;gj marco de
Ostras Ostras 410351534 do rio 2022
agua na foz do rio em sua
8 superficial| Riodas |do rio das "22,5324984 maré baixa bem | margo de
, Ostras Ostras proximo ao seu 2022
sedimento -41,9345339 espetho d'agua
agua na foz do ric em sua
9 superficial| Riodas |dorio das -22,5324984 maré baixa bem margo de
. Ostras Ostras proximo ao seu leito 2022
sedimento -41,9345339 Mais Seco
_99 5900068 | M@ leito do rio proximo
10 sedimento Riodas |dorio das ' ao atracamento de | margo de
Ostras Ostras 41 9362016 barcos pesqueiros em | 2022

sua parte mais interna

As amostras coletadas nos pontos indicados na Tabela 1 foram submetidas a

procedimentos analiticos distintos, tanto no preparo das subamostras quanto nas andlises a que

foram submetidas. O organograma apresentado nas Figura 7, 8 e 9 representa, respectivamente,

o0s procedimentos analiticos e as amostras coletadas em Rio das Ostras, Ubatuba e Paraty.
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P
Rio das Ostras
Pto Pt7 Pte Pts P10
sedimento Sedimento Agua superficial Sedimento Agua superficial Sedimento Sedimento
Elutriato In natura Elutriato In natura Agua filtrada Elutriato in natura Agua filtrada Elutriato In natura Elutriato In natura
o o o p— o — o o o o o —
N N N N N N N N
Fisico-quimico Fisico-quimico Fisico-quimico Fisico-quimico YES Fisico-quimico Fisico-quimico YES Fisico-quimico Fisico-quimico Fisico-quimico Fisico-quimico
— — ~— — — ~— — — — — — ~—
LN N I I — N N I
Microtox YES Microtox YES HPLC/FLU-DAD Microtox YES HPLC/FLU-DAD Microtox YES Microtox YES
— — ~— — — ~— — — — — — ~—
I o N I N L 7N I N I N
HPLC/FLU-DAD HPLC/FLU-DAD HPLC/FLU-DAD HPLC/FLU-DAD HPLC/FLU-DAD
p S o o R

Legenda: FQ - parametros fisico-quimicos; AS - agua superficial; AF - agua filtrada; MP - material particulado; YES - ensaio de atividade estrogénica; ESI - cromatografia
LC/MS-MS-ESI; Microtox - ensaio ecotoxicoldgico.
Figura 7: Organograma com as subamostras geradas a partir de cada matriz coletada em Rio das Ostras e as respectivas analises realizadas em cada
subamostra.
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—~~
Ubatuba
~
Pt1 Pt 2
T ~ T |
AS Sedimento AS Sedimento
o
AJ/—/-\ ™ /\J-/—/-\ TN
AF MP —— ] AF MP Elutriato In natura
i j Elutriato In natura i j
FQ YES YES ESI A—\I—/—’—\ FQ YES YES ESI FQ Microtox FQ YES
— ~— ~— ~— FQ Microtox FQ YES ~— ~— ~— ~— ~— ~— ~— ~—
~ ~— ~— ~—
ESI ESI ESI
— ESI ~— ~—r
s ~
- Intersticial
Intersticial
FQ Microtox FQ Microtox
~— s ~— ~—r
Pt3 Pt4
\l-/ PN \T/ ™
AS Sedimento AS Sedimento
I N P i, S—
AF MP Elutriato In natura AF MP Elutriato In natura
FQ YES YES ESI FQ Microtox FQ YES FQ YES YES ESI FQ Microtox FQ YES
pa— pa— pa— pa— ~— ~— ~— — p— p— p— p— S S ~— ~—
ESI ESI ESI ESI
~—r — ~—r —
— —_
Intersticial Intersticial
FQ Microtox

%

Microtox

FQ
p—

LC/MS-MS-ESI; Microtox - ensaio ecotoxicologico.

N

p—
Legenda: FQ - parametros fisico-quimicos; AS - dgua superficial; AF - 4gua filtrada; MP - material particulado; YES - ensaio de atividade estrogénica; ESI - cromatografia

Figura 8: Organograma com as subamostras geradas a partir de cada matriz coletada em Ubatuba e as respectivas anélises realizadas em cada subamostra.
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Paraty

~~

Agua superficial

~

—~

Agua filtrada

\—

_

I N
Fisico-quimico
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Legenda: FQ - parametros fisico-quimicos; AS - agua superficial; AF - agua filtrada; MP - material particulado; YES - ensaio de atividade estrogénica; ESI - cromatografia
LC/MS-MS-ESI; Microtox - ensaio ecotoxicoldgico.

Figura 9: Organograma com as subamostras geradas a partir de cada matriz coletada em Paraty e as respectivas analises realizadas em cada subamostra.
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3.3 Procedimentos para preparo de amostras para ensaios analiticos no Cenario 1

3.3.1 Procedimentos para obtencdo das subamostras de material particulado para

realizacdo do ensaio in vitro YES e andlises cromatograficas

As amostras de agua superficial, analisadas por meio do ensaio YES e de analises
cromatogréficas, foram preparadas conforme descrito por Argolo et al. (2021). Inicialmente,
1L de cada amostra foi filtrada utilizando membranas Millipore com porosidades de 0,7 um
(GF) e 0,45 um (MCE). As membranas de 0,7 um contendo material particulado (so6lidos

suspensos), foram submetidas a extracao ultrassonica acelerada por solvente (item 4.1.9.3).

3.3.2 Preparo e obtencdo de fracoes de amostras de sedimento para a realizacdo de

ensaios ecotoxicoldgicos e caracterizacdo fisico-guimica

Amostras de sedimentos foram manualmente homogeneizadas e separadas em partes
iguais para a realizacdo dos da caracterizagdo fisico-quimica, ensaios biolégicos e anélises
cromatograficas. O fracionamento de sedimentos in natura para a obtencdo de liquido
intersticial e elutriato representa uma metodologia fundamental para a avaliagcdo
ecotoxicoldgica e a compreensdo da biodisponibilidade de contaminantes em ambientes
aquaticos.

O liquido intersticial, composto pela fase aquosa retida entre as particulas de sedimento,
€ um compartimento essencial para o entendimento da mobilidade e disponibilidade de
contaminantes. Neste estudo, em alguns pontos foi extraido por separacdo fisica/mecanica
fracdes intersticiais para analise fisico-quimica e ecotoxicoldgica com a bactéria Vibrio fischeri.
O processo foi realizado em centrifuga a 1495 rpm por 40 minutos. Em seguida o sobrenadante
foi separado com uso de pipeta para um novo recipiente até que fosse analisado.

Por sua vez, o elutriato, obtido pela agitacéo e filtracdo do sedimento em uma solugéo
controlada, simula a liberacdo de contaminantes potencialmente bioativos e representa uma
fracdo que pode ser mobilizada para a coluna d'agua em eventos de ressuspensdo, como
tempestades e atividades antropogénicas. Esta metodologia foi aplicada para 0s ensaios
ecotoxicoldgicos, usando a proporcéo de 1:4 (v/peso seco) de cada ponto de sedimento coletado
e com a solucdo de NaCl 2% (m/v), a qual é a solucao diluente do ensaio com a bactéria Vibrio
fischeri.

Para garantir analises mais precisas e sensiveis, € importante considerar que o sedimento
pode conter interferentes que afetam os resultados dos ensaios quimicos ou bioldgicos. Por

esses motivos, tornou-se necessario aplicar metodologias capazes de minimizar a influéncia
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desses interferentes. Assim, as fracGes de sedimento coletadas no Cenéario 1, destinadas ao
ensaio in vitro YES e as andlises cromatograficas, foram submetidas a trés diferentes

procedimentos de extracdo de contaminantes, descritos nos itens seguintes.

3.3.3 Preparo das solucbes-padrdo dos DE

Foram preparadas sete solucBes-estoque, uma para cada DE estudado (E1, E2, E3, EE2,
BPA, 4NP, 4tOP), na concentracdo de 2 g/L em acetonitrila, devido a adequada solubilidade
dos compostos nesse solvente. As solugdes-padrdo foram preparadas com trés finalidades
especificas: para definicdo do método cromatografico e construcdo da curva de calibracao; para
utilizacdo em ensaios ecotoxicoldgicos; e para dopagem das amostras de sedimentos utilizados
no ensaio de biodisponibilidade entre compartimentos ambientais no Cenario 2.

Para as analises cromatograficas, foi preparado um mix dos compostos a partir das
solugdes-estoque previamente descritas. A concentragdo do mix foi de 20 mg/L de cada
composto em acetonitrila. Este mix foi usado em cada uma das inje¢Ges de amostra em um vial
separado no inicio e fim de cada rodada experimental, a fim de identificar cada composto no
método cromatografico utilizado. A curva de calibracdo foi construida com 9 pontos de
concentracOes preparadas a partir da solugdo-estoque, variando entre 20 ppb e 2 ppm.

Os ensaios ecotoxicologicos com a bactéria Vibrio fischeri, realizados no sistema
Microtox, utilizaram solucdes-estoque para preparar as solucdes-teste de cada DE. A
concentracdo inicial foi de 100 mg/L, com NaCl 2% (v/v) como diluente. A partir dessa
concentracdo, foram preparadas dilui¢des sucessivas em NaCl a 2% para construir a curva dose
resposta e calcular a CEsg de cada composto.

Para o preparo do mix destinado a dopagem dos sedimentos no Cenario 2 deste estudo,
foram preparadas solucdes intermediarias em metanol. As concentragc6es dessas solugdes foram
preparadas de acordo com a massa de sedimento usada em cada uma das trés metodologias
aplicadas, garantindo uma concentragdo aproximada de 400 mg de cada DE por Kg de

sedimento.

3.3.4 Métodos de extracdo das amostras de sedimento para ensaio in vitro YES e analise

cromatografica

Conforme discutido no referencial tedrico, a analise de sedimento apresenta desafios
significativos, principalmente devido a presenca de uma variedade de interferentes. O efeito

matriz é particularmente evidente nos resultados obtidos dos ensaios quimicos e biolégicos, em
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funcdo da complexidade da composicdo desses sedimentos. Para minimizar esses efeitos,
otimizar a deteccdo de DE nos sedimentos e avaliar seus impactos, foram selecionadas trés
metodologias de extracdo amplamente reportadas na literatura:

1. Método QUEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe);

2. Extracdo assistida por ultrassom (Ultrasound-assisted extraction - UAE);

3. Extracdo com liquido pressurizado (Accelerated Solvent Extraction - ASE).

Para cada metodologia aplicada, foi realizada a analise de sedimentos dopados com uma
solucdo de mix de padrdes, conforme item 4.2.3. O comparativo entre as metodologias
QUEChERS e UAE utilizou sedimentos coletados em Rio das Ostras (pontos de 6 a 10). Por
sua vez, o comparativo entre as metodologias UAE e ASE foi realizado com sedimentos
coletados em Ubatuba e Paraty (pontos 1 a 5). Os extratos obtidos a partir de cada método foram

submetidos a diferentes analises, cujas etapas e diferencas estdo apresentadas na Figura 10.

Métodos de extracdo Métodos de extracdo
avaliados: avaliados:
QUEChERS UAE

UAE ASE

Andlises realizadas
com os extratos:

YES
HPLC

Anadlises realizadas
com os extratos:

YES

Figura 10: Comparacdo das metodologias de extracdo aplicadas aos sedimentos de cada ponto de
coleta e 0s ensaios realizados com 0s respectivos extratos.

3.3.4.1 Procedimento experimental do Método QUEChERS

A metodologia utilizada nesta etapa foi adaptada de Berlioz-Barbier et al. 2014.
Inicialmente, 2 g de sedimento seco foram submetidos a extracdo utilizando 10 mL de
acetonitrila acidificada (1% de &cido acético em acetonitrila) e agitados em vortex por um
minuto.

Na etapa de particdo (salting-out), foram adicionados 2,0 g de sulfato de magnésio
(MgSO04) e 1,5 g de acetato de sodio anidro a mistura. Apos nova agitada em vortex por um

minuto, a solucao foi centrifugada a 4000 rpm por 5 minutos.
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Na etapa de clean-up, o sobrenadante obtido na centrifugacéo foi transferido para um
novo tubo Falcon de 15 mL. Adsorvente foram adicionados a solucdo para remover
interferentes. As quantidades utilizadas foram: 0,4g de PSA, 0,4 g de C18 e 1,5 g de MgSQO.. O
tubo foi agitado em vortex por um minuto para favorecer a adsorgdo, durante essa etapa
dispersiva de extragdo em fase solida (d-SPE), e depois centrifugado novamente por 10 minutos
a 3000 rpm. Por fim, o sobrenadante da solucdo centrifugada foi filtrado através de um filtro

seringa de 0,2 um e transferido para um vial de analise. Todas as etapas desta metodologia estao

ilustradas na Figura 11.

Fonte: Elaborado pela autora com Bio Render® (2024).
Figura 11: Etapas do processo de extracéo, particdo e remocéo de interferentes da metodologia de
QUEChERS

3.3.4.2 Extragdo com solvente assistido por ultrassom (UAE)

O uso de sedimentos secos e liofilizados na anélise de DE tem causado debates no meio
académico e cientifico, principalmente devido as potenciais interferéncias da matriz em ensaios
quimicos e biolégicos. Antes de definir o método de secagem, € importante considerar
pardmetros como constantes de ionizacdo e dissociagdo, além dos pontos de ebuli¢do e fusdo
dos compostos-alvo, a fim de evitar perdas durante o preparo das amostras.

O estudo de Valadares (2020) avaliou a secagem a 60°C para 0s estrogénios em
sedimento, demonstrando maior eficiéncia em comparacdo a secagem a 100°C. A liofilizacéo
também foi aplicada em alguns sedimentos da area de estudo. Para a maioria das amostras do
presente estudo, optou-se pela secagem parcial a 60°C, com excegéo dos sedimentos de Rio das

Ostras, nos quais a liofilizacdo foi avaliada.

— )\
- /1
Q == | \_.__%__
‘8 10 mL solvente = - _._} \ .
(ACM acidificada) "
g + - ) = Adicionar sais de extragio v @.
> 2 g sedimento seco = ° et
Ll 1,5 g acetato de sadio L
\ + =
v 2,0 g MgSO0. 5 min a 4000 rmp
= . s
""“ - 5 mL em filtro
a — = d SPE i set;igga de
3 T .2 um
[ [
c 0,4 g PSA . =y ]
< A ‘"@ > -
Q2 04gCc18
O ) + _
4 \/  1,5gMgs0.
10 min a 3000 rmp
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Uma quantidade de sedimento, parcialmente seca a 60 °C foi macerada e dividida em
subamostras de 10 g, analisadas em duplicata. A extracdo foi realizada utilizando solvente em
trés ciclos, empregando banho ultrassonico de 10 min com 10 mL de metanol, seguido de
centrifugagdo a 2500 g por 5 min. Os sobrenadantes de cada ciclo foram combinados em um
baldo volumétrico, e diluidos para 250 mL com &gua ultrapura, sendo a solugdo acidificada a

pH 2. Os extratos obtidos foram submetidos a EFS, conforme descrito no item 4.1.6.

- pH 2

W 10 g sedimento seco

™y 3 ciclos com renovagao de 10 3% 10 mL
mL de metanol
e A - ‘-‘

o = '

uo # * - #

%’ I A Avolumar

- 10 mL solvente | com agua

= (metanol) @. ultrapura

Ll + e Acidificar a
-

5 min a 2500 rmp

Figura 12: Etapas do método de extracdo assistida por ultrassom
Fonte: Elaborado pela autora com Bio Render® (2024).

3.3.4.3 Extracédo acelerada por solvente (ASE)

O método descrito por Marina (2016) foi adotado como referéncia para a aplicacao deste
procedimento, com adaptacGes nos parametros de extracdo para atender a realidade do
laboratdrio e incluir todos os contaminantes investigados neste estudo. O equipamento utilizado
foi o Dionex™ ASE™ 350 Accelerated Solvent Extractor, da Thermo Scientific.

A metodologia consistiu na insercao de um filtro de celulose no fundo da célula de ASE,
seguido pela adicdo de 2 g de amostra de sedimento previamente homogeneizada com 1,5 g de
terra diatomécea, utilizada como agente dispersante. O mix de padrdes, previamente preparado

conforme item 4.1.8 foi adicionado & amostra de sedimento em uma concentragéo de 50 ng g ~*

para contabilizar possiveis perdas durante o procedimento de extracéo.,

O diclorometano foi selecionado como solvente, utilizando trés ciclos de extracéo
estatica de 10 min cada (tempo de purga = 60 s, volume de lavagem = 60%), a uma temperatura
de 60 °C e pressédo de 1500 psi. Os extratos gerados (30 mL) foram submetidos a uma etapa de
limpeza (clean up) em coluna de silica, seguidos de evaporacdo em TurboVap® e redissolvidos
em 1000 pL de acetonitrila. Posteriormente, os extratos foram filtrados utilizando filtros de

seringa de PTFE com tamanho de poro de 0,22 pm.
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2 g sedimento - Clean-up
Adicao do coluna de silica
oo mix de - i Concentrador
Q 3 3 ™
1,5 g diatomacea padrao 1IN |
Ressuspender
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g
— — — =5 w — |
.
fil ful | .I i i =
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Figura 13: Etapas do método de extracdo acelerada por solvente com pressdo
Fonte: Elaborado pela autora com Bio Render®) (2024).

3.3.5 Preparo das amostras de aqua superficial para analises cromatograficas e ensaios
in vitro YES

As amostras de agua superficial analisadas por meio do bioensaio YES e de analises
cromatograficas foram preparadas de acordo com Argolo et al. (2021). Primeiramente, 1L de
amostra foi filtrada utilizando membranas (Millipore), com porosidades de 0,7 um (GF) e 0,45
um (MCE). As membranas de 0,7 pum contendo sélidos suspensos, foram submetidas a extrag@o
ultrassdnica acelerada por solvente, que consistiu em 3 ciclos de 10 min em banho ultrassénico,
utilizando 10 mL de metanol a cada ciclo. Os extratos obtidos da extracdo a partir das
membranas foram diluidos para 250 mL com &gua ultrapura e acidificados a pH 2. Em seguida,
as amostras filtradas e os extratos de membrana diluidos foram submetidos a EFS.

3.3.5.1 Extracdo em fase solida (EFS)

A extracdo em fase sélida foi realizada com cartuchos Strata-X (Phenomenex®) de 500
mg de fase sorvente polimérica e 6 mL, sob vacuo em Manifold (Agilent Technologies®) e
capela. O condicionamento foi procedido com 6 mL de hexano, 2 mL de acetona, 6 mL de
metanol (grau HPLC, Tedia®) e 10 mL de agua ultrapura com pH ajustado para 3,0, com HCI
3M (grau P.A., Merck). Em seguida, as amostras foram percoladas sob vacuo, na vazao
aproximada de 3 mL min com cuidado para que a fase néo ficasse seca.

Apos a percolagdo de amostras, foi realizado clean up com 10 mL de solugdo de metanol
e agua ultrapura (1:9) e, em sequéncia, o vacuo foi mantido por 10 minutos para completa
secagem dos cartuchos. Os cartuchos foram embalados em papel aluminio e armazenados em
freezer a -20 °C até o momento da eluig&o.

A eluicdo dos analitos foi realizada com 4 mL de acetona (grau HPLC, Tedia®), sob
acdo da gravidade, com os volumes transferidos para frascos de vidro de 10 mL usando o

sistema manifold sem o vacuo. Ao final, o vacuo foi acionado por 5 minutos para a completa
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secagem dos cartuchos. Os extratos das amostras foram separados em aliquotas iguais para o
ensaio YES e para as analises cromatograficas. Posteriormente, foram evaporados com fluxo
de nitrogénio gasoso e reconstituidos com 2 mL de etanol (grau HPLC, Tedia®) para a
realizacdo do ensaio YES e 1 mL de acetonitrila para a andlise cromatografica.

Para a EFS em amostras de sedimentos foi usado adicionalmente o cartucho Strata-SAX
(Phenomenex®) de 500/6 mL para remocdo de interferentes. Este foi condicionado
separadamente do cartucho Strata-X, e foi procedido com 10 mL de metanol e 10 mL de agua
ultrapura, em seguida foi acoplado ao cartucho Strata-X para que a amostra passasse por ambos
0s cartuchos, sendo primeiro pelo Strata-SAX, para remogédo dos interferentes e em seguida

pelo Strata-X para a retencao dos analitos de interesse.

3.3.6 Caracterizacdo das amostras por parametros fisico-quimicos

A caracterizagdo fisico-quimica das amostras de agua superficial, dgua intersticial,
elutriato e sedimento in natura foram conduzidas para identificar possiveis contaminacées
decorrentes do lancamento de efluentes nas regides de estudo e avaliar o transporte de
contaminantes entre 0os compartimentos ambientais analisados. Esses dados contribuem para
um entendimento da dinamica de adsorcao e dessor¢cdo de compostos nos sedimentos.

Nas amostras aquosas, 0s parametros fisico-quimicos foram determinados conforme as
metodologias descritas no APHA (2023), incluindo pH, condutividade, salinidade, cor,
turbidez, DQO, TOC, Nitrito, Nitrato, UV 254 e nitrogénio amoniacal.

Para as amostras de sedimento as analises de pH, condutividade, salinidade, UV 254 e
Na*/K*, NH*" seguiram metodologias descritas por Gastalho et al. (2009), que consiste no
preparo de fragdes do sedimento em contato com solucéo de adgua ultrapura. O teor de matéria
organica foi determinado pelo método gravimetrico com uso de mufla, segundo metodologia
de Goldin (1987), enquanto o teor de umidade foi obtido pela diferenca entre massa seca e
Umida, com secagem a 105°C em estufa.

O carbono organico foi quantificado tanto nas amostras de sedimento quanto nas de
agua utilizando o equipamento Shimadzu TOC/SSM, OCT-1 modelo SSM 5000A . A analise
granulométrica dos sedimentos foi realizada no Laboratorio de Sedimentologia da Universidade
Federal Fluminense, com o analisador de distribui¢do de tamanho de particulas, 0 CAMSIZER
(Macrolab). As concentracGes de sodio e potéssio foram determinadas nas amostras de liquido

intersticial dos sedimentos, utilizando o fotdmetro de chama (910M - Analyser).
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3.3.7 Analises cromatogréaficas

A técnica cromatografica empregada foi HPLC/FLU-DAD, baseada na metodologia
consolidada e validada por Moreira et al. (2021) no LES/UERJ. Nessa etapa, foram analisados
os extratos de sedimentos de Rio das Ostras preparados com extracao ultrassdnica com solvente
e com a metodologia do QUEChERS.

A deteccdo e quantificacdo dos estrogénios seguiram a metodologia descrita por
Oliveira (2015), com adaptacdes de Silva (2016) e validacdo por Moreira (2021). Os compostos
analisados foram os estrogénios 17B-estradiol (E2), 17a-etinilestradiol (EE2), estriol (E3) e 0s
compostos fendlicos Bisfenol-A e 4-Nonilfenol, utilizando um cromatégrafo da Waters
Corporation®, equipado com detector de fluorescéncia configurado para comprimentos de onda
de emissdo a 306 nm e excitacdo a 280 nm. A separacdo foi realizada com uma coluna
cromatografica Novapak PAH (4,6 x 250 mm, 5 micras), mantida a 30° C por um forno de
colunas.

As condic¢des de analise dos DE incluiram um fluxo de fase mével de 1 mL/min no
modo gradiente, variando a porcentagem de acetonitrila (ACN) e agua ultrapura: 40% de ACN
no inicio, 50 % aos 6 minutos, 30 % aos 9 minutos e 40% até o tempo total de 15 minutos. A
fase mdvel, composta por ACN e &gua ultrapura, era de alto grau de pureza, isenta de oxigénio
e outros gases dissolvidos. O volume injetado foi de 20 pL com trés repeti¢cdes por amostra. A
temperatura do mostrador foi mantida a 18°C para prevenir degradacfes ao longo da analise.
Antes da injecéo, as amostras foram filtradas com auxilio de seringas de vidro e discos de
membranas de fluoreto de polivinilideno (PVDF) com poros de 0,22 pum (Millex®, modelo
GV).

Devido a problemas operacionais, o equipamento HPLC/FLU-DAD precisou ser
substituido para as analises das amostras de Ubatuba e Paraty. Foi utilizado um sistema
cromatogréafico composto pelo sistema Altus™ UPLC® e Empower® 3 (Waltham, MA)
acoplado a um médulo de amostragem A-30, modulo de entrega de bomba de solvente A-30 e
detector Altus SQ, com fonte de ionizagéo ESI. A separacéo foi realizada com uma coluna Altus
UPLC BEH C18 (150 mm x 2,1 mm, i.d., 1,7 um).

A fase movel constitui em acetonitrila (fase A) e 4gua ultrapura acidificada com 0,1%
v/v de &cido formico) (fase B), com gradiente de eluicdo programada: 5,0% de A e 95,0% de B
no inicio, aumento linear para 100,0% de A aos 8 min, mantido isocratico por 2 min, seguido
de reducdo linearmente para 5,0% de B em 0,1 min e mantido por 0,9 min. O tempo total de

separacdo foi de aproximadamente 11 min, com intervalo de 4 minutos entre injecbes e
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recondicionamento da coluna. A vazdo foi de 0,3 mL.min? , a temperatura da coluna foi
mantida a 30,0 °C, e o volume de inje¢ao foi de 20,0 uL (amostra) e 2,0 uL (padroes).

O espectrometro de massa em tandem (MS/MS) foi utilizado nos modos ESI negativo e
positivo, com monitoramento de multiplas rea¢cGes (MRM) para determinar a melhor resposta
dos estrogénios e compostos fendlicos. As condi¢des 6timas foram ajustadas por injecdes de
amostras e padrao individuais. A fonte de ions MS foi mantida a 150,0 °C, com voltagem do
spray de ionsde 3,5V e o potencial de entrada ajustado a 30 V. O nitrogénio (N2) foi empregado
como géas de colisdo e dessolvatacdo, com temperatura de 450 °C, fluxo de 800 L/h em na
camara e 40 L/h no cone.

Os padrdes analisados incluiram Estrona (E1), Estradiol (E2), Estriol (E3),
Etinilestradiol (EE2), Bisfenol A e 4-Nonilfenol, detalhados no Quadro 1, que apresenta suas
nomenclaturas, estruturas moleculares, formulas, massas e caracteristicas de detec¢do nos
modos positivos e negativos.

Quadro 1: InformacGes sobre os compostos analisados neste estudo, incluindo nomenclatura, estrutura
molecular, férmula molecular, massa molecular e massa do ion atdmico nos médulos positivo e
negativo de eletrovoltagem.

, ionm/z | lon m/z
n Férmula | Massa
Substancia Estrutura modo | modo
Molecular|Molecular " .
positivo | negativo

Estrona — E1 CiH:0, | 270,4 271 269

CoHhO, | 2724 | .22 | o7

Estradiol — E2 (273-18)

271

(289-18)] 287

Estriol — E3 CisH205 288,4

279
CxH.0, | 296,4 (297-18) 295

Etinilestradiol
-EE2
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\\L ._.a"
. ) - e
B.sf;goAl A ﬁ’\( ) CisH:O, | 228,29 227
HD.-‘ . R~ MDH
4-Nonilfenol | [ ]” T CuH.O | 220,35 219

A partir dessas solugdes estoques, foram preparadas diluicbes para obtencdo da
concentragdo de 10 pg.ml?, adicionando-se 10 pL da solucdo estoque a 990 pL de metanol.
Essas solucbes foram injetadas no LC-EM em volumes de 2 pL por analise.

A analise foi realizada comparando duas condi¢cGes de voltagens no cone do
espectrofotdbmetro: voltagem tune (automatica) e uma voltagem fixa de 15 eV, com objetivo de
garantir a formacédo dos ions moleculares sem a perda de &gua.

Os padroes foram reanalisados com voltagem determinada de 15 eV, pois foi percebido
que os ions formados de forma predominante para o estradiol, estriol e etinilestradiol eram o
ion molecular com a perda de 18 unidades de massa. Essa perda provavelmente era relativa a
desidratacdo da hidroxila na posicdo 17 (DEWICK), o que é corroborado pela estrona que
possui ha mesma posi¢do uma cetona, e consequentemente foi o Gnico padréo a ndo apresentar
a perda de agua como comportamento.

Além da analise por electrospray, as amostras de Ubatuba e Paraty também foram
analisadas por UPLC-DAD.

3.3.8 Ensaio in vitro YES

O ensaio in vitro YES foi realizado segundo a metodologia descrita por Routledge e
Sumpter (1996), com modificagcdes propostas por Gomes et al. (2023). Para o ensaio, foram
utilizadas microplacas de 96 pogos com fundo chato, onde cada fileira continha uma amostra
em 12 concentragOes de diluicdo seriada, o controle negativo e o controle positivo. As dilui¢es
foram preparadas em uma placa separada, conforme as seguintes etapas: (i) Adicionar 100 pL
de etanol (grau HPLC) em todos os pocos de uma fileira, exceto o primeiro poco; (ii) Adicionar
200 pL do extrato da amostra no primeiro poco; (iii) Transferir 100 uL do primeiro poco para
0 segundo e homogeneizar com a pipeta; (iv) Transferir 100 pL do segundo poc¢o para o terceiro
e homogeneizar; (v) Repetir o procedimento até o Gltimo poco, que devera conter 200 pL ao

final.
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Apos a diluicdo, uma aliquota de 10 pL do liquido de cada poco foram transferidos em
duplicata para a placa de ensaio, onde o solvente foi evaporado dentro da capela de fluxo
laminar. Esse procedimento foi repetido para todas as amostras e para o controle positivo. Para
o0 controle negativo (branco) foram transferidos 10 pL de etanol (grau HPLC) para cada poco
da fileira correspondente. As fileiras das amostras foram intercaladas com as do controle

negativo para evitar contaminacédo cruzada, conforme ilustrado na Figura 3.

1 2 345 6 78 9101112

A 17p-estradiol
8 000000000000

C

> 000000000000 pranco
E

F 000000000000 Amostra
G

H OO00000000000

Fonte: GOMES (2020)
Figura 14: Esquema representativo da distribuicdo das amostras por fileiras em placas de 96 pocos
para realizacdo do ensaio YES.

Uma curva padrdo de referéncia nos ensaios foi preparada utilizando o 17p-Estradiol
como controle positivo. A diluicdo do controle positivo foi realizada de maneira idéntica as
amostras. A solu¢do estoque continha 17B-Estradiol (> 98%, Sigma-Aldrich®) a uma
concentracéo de 54,48 pg L™t em etanol (grau HPLC, Tedia®), gerando uma curva de 12 pontos
na faixa de concentracéo de 2724 ng L™t a1,3301 ng L.

Ap0s a evaporagdo dos 10 pL transferidos para cada pogo na placa de ensaio. Em
seguida, 200 pL do meio de anélise foram cuidadosamente adicionados em cada poc¢o da placa,
garantindo a auséncia de contaminacao. As placas foram entdo fechadas, lacradas, agitadas por
2 minutos em um agitador de placas (marca IKA, modelo MS-3) e incubadas a 30 °C por 72
horas.

Apos o periodo de incubacdo, foi possivel observar a mudanca de coloracdo nos pocos
que apresentaram atividade estrogénica. Para finalizar o ensaio, foram lidas as absorbéancias nos
comprimentos de onda 575 nm e 620 nm, para avaliar a cor e a turbidez, respectivamente,
utilizando o espectrofotbmetro leitor de microplacas VersaMax (Molecular Devices). Os

valores de absorbéncia corrigidos foram obtidos segundo a Equagéo 1.
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I"."]:'St.'m‘r (amostra) — AbSSTS (amostra) — (Absﬁzﬂ (amostra) — Absﬁz& (controle negativu}) Eq]_

Os dados de absorbancia e concentragdes corrigidas foram plotados, e as curvas
sigmoidais resultantes foram ajustadas a uma funcéo logistica simétrica usando o pacote de
software Origin 6.0 (OriginLab). Antes da quantificacdo da atividade estrogénica, foi realizada
a analise do potencial citotoxico das amostras, comparando o crescimento celular em relacdo
ao controle negativo. Em seguida, os resultados de equivalente-estradiol (Eq-E2) dos extratos
foram obtidos em ng L%, pela interpolagéo entre a curva dose-resposta do padrdo E2 e os dados

das amostras, usando um modelo log-logistico, conforme a Equacdo 2.

."‘1-:‘12
Toror A2 Eq.2

}I =
Por fim, o Eq-E2 das amostras foi calculado em ng g * para sedimentos e em ng L™ para
agua, considerando o fator de enriquecimento da amostra quando aplicavel.
A citotoxicidade, ou seja, a inviabilizacdo ou a inibicdo do crescimento das células de
levedura ocasionadas pela amostra foi avaliada e quantificada através da absorbancia a 620 nm,

seguindo a Equacéo 3, conforme proposto por Frische et al. (2009).

, . Abs,
Citotoxicidade =1 —( 520 (amostra) )

Aﬁsﬁzn (controle negativo)

Eq.3

A atividade antiestrogénica foi avaliada seguindo a metodologia de determinacdo de
atividade estrogénica com adicao de estradiol em todos os po¢os contendo as 12 diluigdes em
série da amostra na placa de ensaio, resultando na concentragéo final de 27,24 ng L™ de E2 em
cada poco. A avaliagdo de atividade antiestrogénica permite a observacdo do efeito de
desregulacdo em concentracdes abaixo do limite de detecgdo, pois a resposta é observada a
partir do decréscimo da resposta de absorbancia corrigida do E2. Sendo assim, a resposta obtida
nesta etapa € o efeito qualitativo desse potencial e identificacdo de possiveis compositos

antagonistas.

3.3.9 Ensaios ecotoxicoldgicos

Os ensaios de toxicidade com o organismo-teste Vibrio fischeri, bactéria
bioluminescente, foram realizados usando o sistema Microtox (SDI, analisador modelo 500),
um fotdbmetro de precisdo desenvolvido para esse bioensaio. A cepa bacteriana liofilizada foi
adquirida da Umwelt br, e 0 ensaio seguiu a metodologia descrita na NBR 15411-3 (ABNT,
2021). As solucdes de ensaio foram preparadas em laboratério com reagentes analiticos e agua

ultrapura. A solucdo de referéncia usada para construcédo da carta-controle foi o sulfato de Zinco
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heptahidratado [3,14 mg. L?]. As amostras tiveram os parametros de salinidade, pH e
condutividade medidos para o ensaio.

O elutriato dos sedimentos foi preparado segundo a metodologia descrita na ABNT
NBR 15469 (ABNT, 2021) para ensaios ecotoxicologicos. Adotou-se a proporcdo de 1:4,
misturando-se 3 g de sedimento seco com 12 mL de solugéo diluente de NaCl 3,5% (m/v). O
liquido intersticial dos sedimentos foi extraido por processo mecanico de centrifugacéo,
descrito no item 3.3.2. O sobrenadante do processo de centrifugacdo equivale ao liquido
intersticial, o qual foi separado com auxilio de pipeta para posterior analise.

Inicialmente, a luminescéncia de 10 puL de bactérias puras foi registrada em cada cubeta.
Em seguida, 900 pL da amostra foram adicionadas, as cubetas foram manualmente
homogeneizadas e, entdo, incubadas a 15 °C por até 30 min, com leituras intermediarias nos
tempos 5 minutos e 15 minutos. Um controle negativo (branco) foi preparado com uma solucao
de NaCl a 3,5%, e as amostras de elutriato e liquido intersticial foram analisadas em duplicata.
Cada amostra foi diluida serialmente em solugdo de NaCl a 3,5%, sendo 900 pL de cada
diluicao adicionados a 10 puL da solugdo bacteriana diluida, em cubetas de borosilicato.

As solucBes-padrdo de DE também foram avaliadas segundo esta metodologia de ensaio
a fim de calcular a concentragdo que causa efeito em 50% dos organismos-teste, para cada um
dos compostos individualmente. Os resultados foram expressos em CE5S0 calculado pela reta
de regressdo linear obtida pelos valores logaritmos de gama e concentracdo das concentracdes.
As solucdes-estoque foram preparadas em altas concentragfes em acetonitrila, conforme
descrito no item 3.3.1, para que fosse possivel preparar uma solucao-teste em diluente proprio
para este ensaio. A proporcéo final de acetonitrila usada no ensaio ndo ultrapassou 0,1% e foi
analisada como um controle adicional para assegurar que o uso deste solvente ndo afetasse os
organismos-teste. A analise estatistica t-student foi aplicada para a significancia da diferenca
entre os controles, ACN e NaCl.

A resposta ao efeito toxico foi medida ap6s 30 min de exposi¢do, observando-se a
reducdo na emissdo de luz, que indica o nimero de organismos que podem ser afetados pela
toxicidade da amostra. Ap6s o tempo de contato, a luminescéncia residual emitida pelas
bactérias foi registrada, e esses valores foram processados estatisticamente no programa
Microtox OMNI 4.1 para calcular a porcentagem de efeito em cada concentragdo-teste. A
toxicidade de cada amostra foi comparada ao controle negativo (branco) para determinar se 0s
resultados indicaram um efeito toxico significativo. A resposta obtida para as amostras
ambientais foi expressa em percentual de efeito, baseado no célculo do fator de correcéo e dos

valores de gama (I") obtidos no ensaio segundo as Equacéo 4 e Equacdo 5.
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fo =+ Eq.4

Fory =12 —1 Eq.5

O fator de correcéo (ft) é calculado em cada um dos tempos de contato (5 minutos, 15
minutos e 30 minutos). O valor de It é obtido pela leitura do controle em cada tempo de
exposicao, sendo o 10 do controle medido no tempo anterior a exposi¢ao.

3.4  Procedimentos dos ensaios para estudo do Cenario C2

3.4.1 Ensaio ecotoxicolégico de biodisponibilidade

Nessa etapa do estudo, foram realizados experimentos de contato direto entre o
sedimento e a &gua, seguidos pela extracdo de ambos os compartimentos e anélise do potencial
estrogénico e andlises cromatograficas. Adicionalmente, foi conduzido o0 ensaio
ecotoxicolégico NBR 15308 (ABNT, 2023) com o organismo-teste Mysidopsis juniae, com
adaptacGes propostas para avaliar a interface sedimento/agua. Ao término do periodo de
exposic¢do, os compartimentos ambientais foram analisados quanto ao potencial estrogénico
(ensaio YES) e por analise cromatografia.

Na primeira etapa, foi desenvolvido um ensaio em triplicata para avaliar o transporte de
contaminacdo do sedimento para a agua a partir da resposta do ensaio de atividade estrogénica
(YES) para cada compartimento. Desta forma, foi avaliado o processo de recuperacdo do
composto a partir do sedimento organico de Jabaquara (Pt 10) dopado com solugédo de E2 (220
ng. L) em etanol. Para avaliar a perda do contaminante presente no sedimento em ambiente
aquatico, em um segundo recipiente foi avaliado o sedimento sem dopagem, apenas em contato
com &gua ultrapura. E em um terceiro recipiente foi utilizada uma aliquota do sedimento ndo
dopado e sem a interacdo com agua. O experimento foi montado em bancada no laboratorio
com temperatura controlada (23 °C + 2 °C) ao abrigo da luz. Apos 24 horas de aclimatacgao, os
sedimentos e sobrenadantes dos testes foram submetidos ao processo de extracdo UAE, descrito
em 4.3.4.3, e os extratos foram analisados pelo ensaio YES e analises cromatograficas.

Na segunda etapa da avaliacdo da biodisponibilidade dos compostos, foi desenvolvido
um ensaio ecotoxicoldgico para identificar os efeitos de exposicdo indireta aos DE com
organismos-teste padronizados. O procedimento envolveu o uso do sedimento coletado em
Jabaquara - Paraty (Pt10) intencionalmente contaminado com mix de DE.

O experimento foi conduzido utilizando trés concentragbes do mix de padréo,
denominadas C1 (3,57 ppm de cada DE), C2 (7,14 ppm de cada DE) e C3 (14,28 ppm de cada
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DE). Os ensaios tiveram como objetivo avaliar a migracdo dos contaminantes entre oS
compartimentos agua e sedimento. Para isso, foram simulados dois tipos de exposicao: direta e
indireta.

Na exposicdo direta, organismos-teste de coluna d’agua foram colocados em recipientes
que simulavam um ambiente aquatico, contendo sedimentos naturais em contato com 0
sobrenadante, preparados com as concentragc6es descritas anteriormente. Na exposi¢édo indireta,
0S mesmos organismos-testes foram colocados em recipientes simulando um ambiente aquatico
com os sedimentos previamente dopados nas concentracbes mencionadas, em contato com o
sobrenadante composto por agua de cultivo natural, simulando despejo de poluentes
diretamente no sedimento.

Para estas simulacGes, foram selecionados os organismos epibenténicos Mysidopsis
juniae. Os ensaios consideraram a hipétese inicial de que hd migracdo de DE entre os
compartimentos de um ambiente aquatico. Simulando um cenario com langcamento direto de
efluentes ricos em DE em um determinado compartimento ambiental, &gua ou sedimento, e sua
biodisponibilidade quando em contato com o outro compartimento isento do lancamento de
DE. Com isto, objetivaram avaliar o efeito provocado pelo sinergismo e biodisponibilizacdo
destes contaminantes para organismos modelos em vias diretas e indiretas de exposicao,
partindo da premissa de migracdo de contaminantes entre matrizes.

Paralelamente aos ensaios de biodisponibilidade proposto com alteracdes
metodologicas, foi realizado um ensaio com o mesmo organismo-teste de acordo com a
normativa da ABNT NBR 15308 (ABNT, 2023), utilizando a mesma solucao de mix de padrbes
de DE. Neste ensaio, os organismos foram expostos apenas a fragcdo aquosa, simulando
ambientes controlados em laboratério para 0s ensaios convencionais. As concentracfes
analisadas foram aquelas correspondentes a cada DE incluido no estudo (E1, E2, E3, EE2,
4tOP, 4NP e BPA). O objetivo foi elucidar o transporte dos DE entre os diferentes
compartimentos ambientais e os efeitos nos organismos-teste selecionados.

Os trés ensaios ecotoxicoldgicos com Mysidopsis juniae foram realizados utilizando 100
g de sedimento e 300 mL de agua de cultivo. Como a solucéo de mix de padrdes foi preparada
em metanol, foi necessario inserir um controle positivo, além do controle negativo, para avaliar
o efeito nos organismos da mistura de metanol e agua do mar (1% v/v). Durante 0s
experimentos, os parametros fisico-quimicos de pH, oxigénio dissolvido (OD), condutividade,
salinidade e temperatura foram monitoradas no inicio e no fim do ensaio. Os recipientes
contendo simultaneamente sedimento e dgua foram mantidos sob leve aeracdo para evitar a

deplecdo de oxigénio no periodo de 96 horas. Em cada recipiente, foram adicionados 10
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organismos com 4 a 5 dias de vida, retirados de matriz consolidada com carta-controle em DSS
(10 ppm). O resultado do ensaio foi expresso em percentual de efeito para cada concentracéo
avaliada, com o objetivo de avaliar a aplicabilidade dos ensaios tradicionais de ecotoxicologia

para monitorar potenciais efeitos de DE em ambientes aquaticos estuarinos.

3.4.2 Andlises cromatogréaficas e ensaio YES para avaliacido da biodisponibilidade

Para quantificacdo dos DE, foi realizada a analise cromatografica em ensaios de contato
com sedimentos dopados de diferentes granulometrias e composi¢des, em contato com agua
ultrapura. Apds a mistura, o sedimento e o sobrenadante foram separados e analisados como
amostras ambientais para a quantificacdo do potencial estrogénico e identificacdo dos
compostos.

O sedimento foi submetido ao procedimento de extragdo por UAE, descrito no item
3.3.4.2, sequido pela quantificagdo dos DE por HPLC/FLU-DAD, conforme a metodologia
descrita em 3.3.7, e pelo ensaio YES (descrito no item 3.3.8). O objetivo desta etapa foi avaliar
a possivel transferéncia e degradacao dos compostos e, por meio da poténcia relativa de cada
DE, estabelecer uma correlagéo entre as respostas observadas nas diferentes matrizes (agua,

sedimento e material particulado).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracterizacao fisico-quimica das amostras e subamostras de agua superficial e
sedimento das areas de estudo - Cenério 1

Os dados de precipitacdo (pluviométricos) sdo fundamentais para a caracteriza¢do de
uma area de estudo, devido a capacidade das chuvas de atuar na lixiviagdo dos contaminantes
para os corpos hidricos e serem depositados nos estuarios. Durante eventos de precipitacdo
intensa, particulas e compostos presentes no solo e na pavimentacdo urbana podem ser
carreados para os corpos d’agua por escoamento superficial, aumentando a turbidez da agua e
as concentracbes de compostos dissolvidos. Esse processo também contribui para o
carreamento de sais, elevando os valores de condutividade, salinidade e sdlidos totais
dissolvidos, o que evidencia fontes difusas de poluicdo proveniente de areas rurais e urbanas.
Por outro lado, o aumento do fluxo de agua nos corpos hidricos pode promover a dilui¢cdo dos
DE, ao mesmo tempo que favorece o transporte desses contaminantes para o ambiente marinho.

Para fomentar as discussdes sobre os parametros fisico-quimicos analisados nas
amostras, foram utilizados dados de série historica (1991-2022) de precipitacdo para as trés
regides, gerados pelos modelos ECMWEF Data Center (European Centre for Medium-Range
Weather Forecasts) e disponibilizados pelo Climate Data, conforme Figura 15.
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Figura 15: Graficos da série historica (1991-2022) de precipitacdo mensal das areas de estudo (a)
Ubatuba; (b) Paraty; (c) Rio das Ostras, gerados pelos modelos ECMWF Data Center (European
Centre for Medium-Range Weather Forecasts) e disponibilizados pelo Climate Data.

As coletas em Ubatuba e Paraty foram realizadas no més de outubro, o qual representa
0 periodo chuvoso para ambas as localidades, segundo exposto na Figura 15. No entanto, em
Ubatuba, tanto o volume do acumulado de chuvas quanto a periodicidade das chuvas no més
s&o mais intensos, com uma média histdrica de 16 dias de chuva no més. As coletas em Rio das
Ostras ocorreram em marco, que também é considerado um més de grandes precipitacdes para
a regido, sendo o quarto més com maior indice de chuvas. Sendo assim, os resultados
apresentados para 0s parametros a seguir expressam o periodo chuvoso de todas as regides

analisadas.
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Os parametros fisico-quimicos, incluindo pH, carbono organico total, salinidade,
condutividade, carbono organico total, nitrito, nitrato, cor e turbidez do elutriato das amostras
de sedimentos coletados nas areas estudadas foram apresentados na Tabela 2. A analise desses
parametros permitiu avaliar a influéncia de fatores ambientais e antropicos na qualidade das

aguas superficiais e dos sedimentos das areas de estudo.

Tabela 2: Resultados dos parametros fisico-quimicos obtidos para as subamostras de elutriato dos
sedimentos coletados em cada ponto das areas de estudo.

Agua Elutriato

. Local da
Municipio PT Cor Cor

coleta UV 254 DQO Nitrito Nitrato Condutividade Turbidez
(abs) {mgOz.L'l) (mg.L'll (mg.L'll pH (uS/cr‘nz) Verdadeira Aparente (UNT) Salinidade
{uc) {uc)
Ubatuba Indaia 1 B 2129 | 1071 <LQ <LQ 6,9 91,6 11 28 | 1,04 3
Grande 2] os07 | 274 0,033 <Lq 7,11 69,8 212 216 6
Tavares 3| oo09a | o048 0,057 <LQ 7,32 79,1 224 159 [ li56 3
Acarati 4 [ 2020 [Els03 0,071 07183 6,87 128,2 214 193 2
Paraty Jabaquara 5| 0133 [Ee27 0508 | 0437 7,71 374,1 142 140 [ 19 15
Riodas  Mangue | 6 1,851 ] 13,93 0,083 <Lq 7,09 52,2 349 357 17
Ostras Mangue E 7 [ 1429 ] 1095 0,078 <Lq 6,98 57 347 350 18
Estudrio Agua 8 [ 2,002 ] 13,21 0,073 <LQ 6,96 45,8 350 358 15
EstuarioSeco 9 [ 2,516 | 16,75 0,17 <LQ 6,61 111,4 221 294 15
rio das Ostras 10 73112 6,87 0291 [ 0,071 7,42 374,2 149 212 16

O uso de elutriato € comum para uma simulacdo simplificada de ressuspenséo do leito
sedimentar, carreando substancias para a fase aquosa. O uso de agua ultrapura no processo de
elutriacdo corresponde a fracédo soltuvel dos componentes organicos e inorganicos do sedimento
em agua. O elutriato simula as condi¢bes das operacGes de dragagens e, bioensaios de
toxicidade com essa fracdo séo utilizados na avaliacdo dos efeitos toxicos potenciais do material

dragado.

A andlise do liquido intersticial ndo foi realizada uniformemente nas areas de estudo.
Em Rio das Ostras, a quantidade limitada de massa sedimentar coletada comprometeu a
execucao desta etapa, devido a etapa de liofilizacdo empregada como método de preparo para
a extracdo. Por conta dessa limitacdo, as amostras dos pontos de coleta dessa regido ndo foram
submetidas aos processos mecanicos para a retirada de liquido intersticial. Portanto, 0s
parametros fisico-quimicos dos liquidos intersticiais foram avaliados apenas nas amostras de
Ubatuba e Paraty. Os parametros analisados foram pH, condutividade, salinidade, DQO, teor

de Na*/K" e espectrometria UV 254 pm, os resultados obtidos estdo apresentados na Tabela 3.
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Tabela 3: Resultados dos parametros fisico-quimicos obtidos para as subamostras de liquido
intersticial dos sedimentos coletados em Ubatuba e Paraty.

Agua Intersticial

Local da

Municipio PT UV 254 DQO Na® . Condutividade
coleta 1 K (ppm) pH 2 Salinidade
(abs)  (mg0,L”) (ppm) (ms/em?)

Ubatuba Indaid 1] o157 [Bl1s,74 18,8 0,3 8,01 13,32 10
Grande 2 <0 Fl16,24 21,2 7 8,06 16,18 14
Tavares 3 <0 | a93 19,1 5,1 7,88 12,1 10
Acarali 4| o026 [Flio,78 30 1 8,39 7,61 8

Paraty Jabaguara 5 0144 [ h2e1 46 23,6 7,79 25,1 19

O liquido intersticial analisado refere-se a camada superficial do sedimento, ou seja, a
camada biologicamente ativa. Conhecer o pH da agua intersticial é importante, pois valores
extremos de pH prejudicam a biota, podendo causar desequilibrio ecoldgico. Além disso,
variagdes no pH podem alterar a particdo dos contaminantes entre as fases particuladas e
liquidas, aumentando a mobilidade desses compostos para a coluna d’dgua. A mobilidade dos
contaminantes também € afetada pela presenca de ions, neste trabalho foram avaliados o sédio
e 0 potassio (CAVALCANTE, 2020). Além disso as concentragcdes desses macronutrientes
estdo relacionadas ao nivel de poluicdo por fontes antropogénicas que esses ambientes estdo
submetidos (MOTA et al., 2024)

E relevante comparar os valores de pH no elutriato e no intersticio, uma vez que,
geralmente, o pH tende a ser menor no liquido intersticial em relagéo a interface sedimento-
agua devido a mineralizagdo microbiana da matéria orgénica, principalmente nas camadas
superficiais dos sedimentos, cujo processo libera ions H3O* e CO, (LESVEN et al., 2010). No
entanto, isto ndo foi observado para o estudo. Os pontos de elutriato analisados apresentaram
pH alcalino variando entre 7,79 e 8,39, valores considerados adequados para ambientes salinos.
Enquanto os valores para o liquido intersticial estavam proximos a neutralidade, na faixa entre
6,64 e 7,61.

A caracterizacgdo fisico-quimica das aguas superficiais foi conduzida nos pontos de 1 a
5 e nos pontos 8 e 9. Entretanto, em Rio das Ostras, a coleta de amostras nos pontos 6, 7 e 10
ndo foi viabilizada devido as condi¢des de maré baixa, que resultaram na seca total do estuario
e das &reas de mangue adjacentes. Nessa localidade, os pontos de coleta acessiveis restringiram-
se a acumulos isolados de 4gua no estuario (Pt9) e em areas proximas ao leito do rio (Pt8). Os
resultados obtidos dos pardmetros fisico-quimicos de carbono organico total, DQO, pH,
condutividade, salinidade e espectrometria UV 254 um das aguas superficiais estdo

apresentados na Tabela 4.
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Tabela 4: Resultados dos parametros fisico-quimicos obtidos para as amostras de agua superficial
coletadas em cada area de estudo.

Agua Superficial

L Local da —
Municipio PT uv?2s4 DQO Condutividade coT
coleta 1 pH 2 Salinidade 1
(abs) (mg0,.L7) (mS.em™) (mg/L7)
Ubatuba Indaid 1 <0 Fl 2 7,56 73,3 25 | 302
Grande 2 | 07481 [ 428 7,82 75,4 22 [Fd143
Tavares 3 o002 [ g8 7,47 1,293 30 []s5,95
Acarali 4|l o157 [E3hao 6,57 0,911 26 [PFi71s
Paraty  Jabaquara 5 || 0,144 7,35 124,61 34 25,73
Riodas  EstuarioAgua 8 | 0982 []1485 8,16 318,39 35  [s571
Ostras Estuario Seco 9 1964 |F]17,34 8,01 333,74 35 [l618

A salinidade observada nas aguas superficiais em todos os estuarios do estudo indica
um aporte maior de 4gua marinha (salinidade = 30) do que das dguas fluviais. A contribui¢ao
oceanica favorece a bioturbacéo de fundo, com a ressuspensao de particulas finas do sedimento
para a coluna d’agua e deposicao de particulas mais grosseiras (SAVERGNINI, 2013). Sendo
assim, sdo formados complexos de sedimento finos com matéria organica sedimentar e se
tornam biodisponiveis para organismos aquaticos. A matéria organica sedimentar pode ser
considerada um dos mais importantes e completos testemunhos de mudancas ambientais, em
escala local e global (SAVERGNINI, 2013).

Para contribuir com a analise de contaminacao destes pontos foi utilizado a leitura de
absorbancia UV 254 nm, parametro que também € usado como correlagdo para avaliar a
presenca de compostos aromaticos na dgua. A leitura deste parametro vem sendo estudada como
uma ferramenta de otimizacdo dos ensaios que demandam uma complexidade maior na
execucdo. E utilizada para identificar substancias organicas, como por exemplo, as substancias
himicas, os contaminantes organicos emergentes (ANUMOL et al., 2015; SGROI et al., 2018)
e o carbono organico dissolvido, principalmente na industria petrolifera, que demanda uma
velocidade muito elevada na obtencao de resultados. Ademais, os valores de DQO também sdo
associados ao lancamento de efluentes domeésticos, caracterizados por uma alta concentracéo
de matéria orgénica. Para os estuarios avaliados, os valores de DQO e COT reforcam a
influéncia de fontes poluidoras urbanas nas areas de estudo.

De acordo com a Resolu¢do CONAMA n° 357, de 17 de marco de 2005 (BRASIL,
2005), que estabelece diretrizes para classificacdo dos corpos hidricos, guas com salinidade
entre 0,5 e 30 sdo classificadas como salobras, enquanto valores iguais ou superiores a 30 séo
classificadas como salinas. Na data de coleta, 0s pontos 1, 2 e 4 apresentaram caracteristicas

mais salobras, indicando maior influéncia do carreamento de aguas do rio no estuario. Quando



70

0 estuério tem maior influéncia oceénica, sua capacidade de autodepuracdo dos contaminantes
aumenta, promovendo também uma maior diluicdo dos contaminantes, reduzindo o impacto
dos despejos na biota local (BARROSO e MOLISSANI, 2019). Em contrapartida, os pontos 3,
5, 8 e 9 tiveram salinidades proximas ou superiores a 30, evidenciando a influéncia oceénica
para este ambiente.

Considerando ainda a Resolucdo CONAMA 357/2005 (Brasil, 2005) para avaliacao, 0s
corpos hidricos sdo classificados segundo seu uso e em relacdo aos limites dos parametros
fisico-quimicos monitorados. Para aguas salobras, o limite de COT é de até 10 mg/L, com pH
entre 5 e 9 para &guas de classe 3. Em &guas de classe 2, o limite é de até 5 mg/L de COT, com
pH entre 6,5 e 8,5 e auséncia de efeito ecotoxicoldgico agudo sobre os organismos, conforme
critérios do 6rgdo ambiental competente ou, na auséncia deste, de instituicGes nacionais ou
internacionais renomadas, comprovado por ensaios ecotoxicolégicos padronizados ou outros
métodos cientificamente reconhecidos. A classe 2 inclui 4guas destinadas a pesca amadora e
recreacdo de contato secundario, enquanto a classe 3 abrange dguas destinadas a navegacao e
harmonia paisagistica.

Os pontos de amostragens 6 a 10, estdo em uma regido de forte interesse turistico com
seu uso associado a recreacdo de contato primario, localiza-se em uma area de mangue
protegido que desemboca na praia da Boca da Barra, o que indica que a qualidade da agua
deveria se enquadrar na classe | (Brasil, 2005). No entanto, a intensa atividade antrdpica e a
presenca de grande quantidade de embarcac¢des na regido e pratica de Jet Ski contribuem para
a deterioracdo da qualidade desse corpo hidrico. Parte desse efeito ¢ atribuido ao crescimento
populacional sofrido pelo municipio, levando ao aumento da geracdo de esgoto sem politicas
publicas adequadas de saneamento para acompanhar o desenvolvimento local (BARROSO e
MOLISANI, 2019). Ademais, este estuario ja foi avaliado por outros autores quanto ao seu grau
de poluicdo em sedimentos em toda a bacia de drenagem, constatando presenca de fontes
poluidoras de esgoto em toda sua extensdo e derivados de petrdleo na parte fluvial
(SAVERGNINI, 2013; RANGEL, 2010). Por tanto, a classificacdo deste manancial segundo a
resolucdo CONAMA 357/2005 ndo estd de acordo com o uso efetivo destas &guas pela
populacéo, contribuindo para riscos a satde da populacdo e a biota.

Os pontos de amostragem 1 a 5 correspondem a diferentes estuarios com composicoes
e usos distintos, sendo cada um deles descrito a seguir. A qualidade das aguas dos rios de
Ubatuba é monitorada por programas realizados em parcerias de ONGs e institui¢es publico-

privadas, com financiamento da FEHIDRO. Um exemplo sdo os projetos da Associacdo



71

Socioambientalista Somos Ubatuba (ASSU-Ubatuba), que se dedica a gestdo das aguas dos rios
Grande, Indaia e Acarad.

O rio Acarau (Pt 4) e considerado um dos rios com pior qualidade de dguas na regido,
conforme dados de monitoramento de indice de Qualidade da Agua (IQA) apresentado pela
CETESB (2015) e pelo Instituto Costa Brasilis (ICB). Este rio sofre diversos impactos
ambientais decorrentes da acdo antrdpica, uma vez que percorre diversos bairros do municipio,
alguns dos quais com ocupacdo irregular nas proximidades de suas margens. Parte da populacao
ao redor do rio ndo é atendida por sistema de esgotamento sanitario, resultando no despejo ilegal
de esgoto ndo tratado. Por sua vez, a vazdo do rio é ineficiente para a autodepuracdo dos
poluentes, o que compromete a balneabilidade da praia de Itagua, localizada em sua foz. Esse
impacto afeta negativamente o turismo da regido e gera um déficit econémico local.

O ecossistema aquatico também sofre impacto devido as agdes antrépicas, como
alteracGes hidroldgicas, contaminacdo, enriquecimento com nutrientes, retirada da vegetacdo
riparia, assoreamento e alteracdo biologica, afetando a sobrevivéncia, o crescimento e a
reproducédo dos organismos locais (HAMADA et al., 2014). De acordo com o estudo elaborado
por dos Santos e Batalla (2017), a biodiversidade local proxima a foz do rio Acaral encontra-
se alterada, com perda significativa de espécies bentdnicas, relacionada aos altos indice de
surfactantes no corpo hidrico decorrente da contaminagdo por esgoto. Essa condicdo é
classificada como azobica, o que significa auséncia de fauna na amostragem, sendo definida
como uma zona de &guas fortemente contaminadas, conforme o Indice de Biological
Monitoring Work Party (BMWP) da CETESB (2012).

Um dos pontos de monitoramento adotados pelo Instituto Costa Brasilis no projeto
coincide com o ponto do rio Acaral adotado no presente trabalho. Os dados apresentados pelo
ICB indicam uma qualidade predominantemente ruim do IQA associados a periodos mais
secos, com variacOes para aceitavel em periodos de chuva. Sendo assim, os dados aqui
apresentados se enquadram no periodo em que a qualidade deste ambiente estd em seu melhor
desempenho. Os dados do ICB também retratam que h& uma oscilagdo entre a classifica¢do do
ambiente como doce e salobra, devido as influéncias sazonais de dindmica de correntes e mares
no estuario. Esta caracterizacdo confirma os valores obtidos neste trabalho, no entanto, o
monitoramento feito pelo ICB ndo se estende a andlise de ecotoxicidade e nem quanto a
presencga de contaminantes de preocupagdo emergente.

A bacia do rio Grande (Pt 2) possui vasta extensdo e é coberta por florestas nativas com
areas de preservacdo (floresta ombréfila densa no dominio da Mata Atlantica). O rio Grande é

o principal manancial de abastecimento de Ubatuba, atendendo cerca de 88% da populacdo, por



72

meio da Estacio de Tratamento de Agua (ETA) Carolina. De acordo com o Codigo Florestal,
suas margens devem ser protegidas por uma Area de Preservacio Permanente (APP) de 50
metros. No entanto, diversos trechos do rio apresentam ocupacdes irregulares que afetam a
qualidade ambiental e colocam a bacia hidrografica em situacdo critica, em relacdo ao
desmatamento, saneamento inadequado e despejo irregular de residuos das embarca¢fes no
porto local (GASPAR, 2014). Parte dessa populacao ilegal ndo possui coleta de residuos, utiliza
fossas sépticas ou despejo de esgoto diretamente no rio, e ndo ha um sistema adequado de
drenagem de &guas pluviais (BUCHIANERI, 2004; LEAL, 2014). Aparte final desta bacia é
composta pelo estuario que apresenta atividade pesqueira e embarcacGes, sendo ainda
encontrada uma area com acondicionamento irregular de residuos solidos nas proximidades da
margem.

O ponto de coleta 1 encontra-se na Bacia hidrografica do rio Indaia, apresenta uma das
maiores densidades populacionais de Ubatuba, com grande ocupacdo urbana consolidada nas
proximidades da orla, onde vivem familias caicaras. A parte montante do rio é protegida por
vastas areas de unidades de conservacao e manutencdo da Mata Atlantica (IBGE, 2010). Devido
a sua geografia e aspectos geoespaciais da regido, essa area € classificada como forte
susceptibilidade a deslizamentos, eros@o costeira e inundacdo. 1sso destaca a importancia da
preservacao ambiental, ndo apenas para a manutencdo ecoldgica/ecossistémica, mas também
para a saude e seguranca da populacdo local (OLIVATO et al., 2017). Embora a area tenha
vastas zonas de preservacdo, oS impactos antropicos ainda precisam ser monitorados
constantemente para assegurar a sobrevivéncia da biodiversidade local. Abessa e Burone (2003)
avaliaram a caracterizacdo fisico-quimica e ecotoxicoldgica dos sedimentos desta e de outras
regifes de Sdo Paulo e encontraram baixos teores de nitrogénio amoniacal, carbono, fosforo e
enxofre no rio Indaid, sendo que os sedimentos ndo apresentaram ecotoxicidade quando
expostos aos copépodos usados como organismo-teste (S. knabenii), concluindo assim que o
ambiente apresenta baixo impacto antropogénico.

O rio Tavares (Pt 3) corta a regido central de Ubatuba, apresentando pequenos
fragmentos de mangue em suas margens e uma ocupacao urbana consolidada. Até 2004, uma
estacdo de tratamento de esgoto contribuia para a melhoria da qualidade ambiental do corpo
hidrico, no entanto a desativacdo dessa estacdo resultou em um aumento da poluicdo (ALVES,
2018; VASCONCELLOS e SANCHES, 2009). O estudo de Assungéo et al. (2017) avaliou a
qualidade dos sedimentos de areas de manguezal no Sudeste do Brasil e identificou uma
contaminacdo fraca a moderada por Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos (HPA) nos

sedimentos do rio Tavares, além de niveis considerados normais de n-alcanos nesta regiéo.
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Os parametros fisico-quimicos analisados para o sedimento in natura foram o teor de
umidade, teor de matéria organica, carbono organico total e granulometria e estdo apresentados
na Tabela 5.

Tabela 5: Resultados dos parametros fisico-quimicos obtidos para as amostras de sedimentos in natura
coletados em cada area de estudo.

Sedimento in natura

. Local da Teor de Matéria
Municipio PT coT
coleta umidade orgénica pH Granulometria
(%) (mg/g) (%)

Ubatuba Indaid 1B 2a6 ] 239 | 18 7,82  areia fina/média
Grande 2 W 3gps P iy s 7,47  areia média
Tavares 3 19,2 015 [ oz 7,56  areia média
Acarau 4 ,8 B,D? I] 4 6,57  areia muito fina

Paraty Jabaquara s B7zs P22z e | 735 lama

Riodas  Mangue | 6 I 2432 [ 301 Bl 27 594 areia fina

Ostras Mangue E 7 |:i!4,[]9 D 3,79 I] 2,7 5,5 areia fina
Estudrio Agua 8 |:.15_4,23 |:| 1,94 [| 1,1 4.6 areia fina/média
Estuario Seco 9 |:|26,9 D 3,06 [| 21 5,12 areia fina/média
rio das Ostras 10 m5,63 D 4,17 [| 2,9 5,69  areia fina/média

Os sedimentos de Rio das Ostras apresentaram resultados similares na sua
caracterizacgdo, variando a granulometria da area, como o diametro dos gréos classificados como
areia fina nos pontos 6 e 7. A regido apresentou um pH com tendéncia acida. J& os dados dos
estuérios de Ubatuba, apresentaram grande varia¢do quanto aos constituintes do sedimento. O
sedimento de Paraty foi a fragdo com a maior caracteristica organica, com graos de sedimento
muito finos, sendo classificados como lamosos.

Os sedimentos dos pontos 2, 4, 5 e 10 analisados neste trabalho, apresentaram elevadas
concentracBes de matéria organica nos pardmetros analisados, 0 que sugere um maior
favorecimento da adsorcdo de DE nos mesmos. Dentre estes, apenas o ponto 10 pertence ao
estuario de Rio das Ostras. Outros estudos avaliaram a qualidade e transporte de sedimentos
para esta regido e obtiveram resultados semelhantes na avaliacdo da presenca de compostos
organicos para o estuario de Rio das Ostras (RANGEL, 2011), pontuando que o transporte de
sedimento desta regido é mais favorecido com particulas mais finas no verao, e particulas mais
grossas no inverno (FERNANDES e CASTRO, 2020). Este fendmeno é correlacionado com os
ventos, correntes e zonas de convergéncia que favorecem o transporte de particulas mais finas.
Desta forma, as coletas foram realizadas no verdo, indicando o cenario onde tem a menor

granulometria.
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4.2  Resultados dos ensaios ecotoxicoldgicos das amostras de sedimento e subamostras

das areas de estudo - Cenario 1

Os ensaios ecotoxicologicos foram realizados conforme as normativas vigentes para o
organismo-teste Vibrio fischeri (ABNT, 15411-3). O objetivo principal foi avaliar a
disponibilidade de contaminantes provenientes do sedimento ressuspendido na fracdo aquosa
das subamostras de elutriato, utilizando a inibicdo de bioluminescéncia bacteriana como
indicador. Vale destacar que esse ensaio ndao possui mecanismos especificos para detectar
efeitos relacionados a desregulacéo enddcrina. Asim, as respostas obtidas refletem um cenéario

pontual e momentaneo, considerando a toxicidade da amostra como um todo.

Nesse ensaio, as subamostras de elutriato dos sedimentos de Rio das Ostras foram
analisadas nos periodos de exposicdo de 5, 15 e 30 minutos. Os percentuais de inibicdo da
bioluminescéncia observados para cada amostra estdo apresentados na Figura 16. Ressalta-se
que a agua intersticial dos sedimentos de Rio das Ostras ndo foi obtida, o que impossibilitou a

avaliacdo do potencial ecotoxicoldgico dessa fracao.
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Figura 16: Resultados de % de inibigdo da bioluminescéncia obtidos nos ensaios de ecotoxicidade do
elutriato de sedimentos de Rio das Ostras com o organismo-teste Vibrio fischeri.

As amostras de elutriato de Rio das Ostras ndo apresentaram efeito toxico significativo,

com o maior efeito de inibicdo de bioluminescéncia observado sendo de 34 % com 30 minutos
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de exposigdo, para a amostra coletada no ponto 9. Esta area corresponde a fracdo do estuario
que, em marés baixas, fica com a totalidade da camada sedimentar exposta. O sedimento deste
ponto apresentou caracteristicas mais acidas, com pH de 5,12, e sedimentos de grdos médios a
finos, com teor de umidade de 26,9%, COT de 3,06 mg. g e composicéo de 2,1% de matéria
organica nos graos. O pH é um fator limitante para o ensaio com V. fischeri, sendo a faixa ideal
de trabalho entre 6,5 a 8. No entanto, o procedimento de elutriacdo deste sedimento resultou
em um aumento no valor de pH, adequando-o dentro da faixa de trabalho do organismo-teste.
A medicdo de nitrito (0,17 mg. L) e valor de absorbancia UV 254 nm (2,516 abs) mais
elevados nesse ponto podem ter contribuido para o leve aumento na inibicdo da
bioluminescéncia (PAVLOVSKY et al., 2024; YARGEAU et al., 2023).

O comportamento do percentual inibicdo entre os tempos de exposicdo do ensaio ndo
seguiu o padrdo esperado para a contaminacdo, onde o percentual de inibicdo geralmente
aumenta com o tempo de exposi¢do. Para as amostras coletadas nos pontos 6, 7 e 10, observou-
se que o efeito de inibicdo foi mais pronunciado apés 5 minutos de exposicdo. A medida que o
tempo de contato com o organismo-teste aumentou, o percentual de inibi¢cdo diminuiu. Isso
sugere que a perda da bioluminescéncia no inicio do ensaio ndo estd associada a morte da
bactéria, mas sim a um efeito agudo e pontual no metabolismo da bactéria, possivelmente

associado a presenca de metais na amostra (YANG et a, 2016).

Para as amostras de elutriato de Ubatuba e Paraty, os resultados foram obtidos para 0s
tempos de exposicdo de 5, 15 e 30 minutos, e 0s percentuais de efeitos observados durante esses

periodos séo apresentados na Figura 17.
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Figura 17: Resultados de % de inibigdo da bioluminescéncia obtidos nos ensaios de ecotoxicidade do
elutriato dos sedimentos de Ubatuba e Paraty com o organismo-teste Vibrio fischeri.

Embora tenha sido realizada uma diluicdo seriada dos elutriatos, ndo foi observada uma
resposta toxica significativa (>50% de efeito) nas cocentra¢des analisadas, o que impossibilitou
o0 célculo do CE50. Portanto, o ensaio ecotoxicolégico com os elutriatos dos sedimentos foi
expresso em termos de percentual de efeito observado na exposicdo a uma Gnica concentracao,
correspondente a maior concentracdo preparada a partir do elutriato 1:4. O percentual de efeito
de inibicdo nas amostras de Ubatuba e Paraty variou de 0,12% a 18,29%, indicando que 0s
elutriatos analisados nédo apresentaram toxicidade suficiente para reduzir a bioluminescéncia
das bacteérias a niveis criticos (>50%). Com base na descri¢cdo de contaminacdo dessas areas
discutida nos resultados fisico-quimicos, conclui-se que a resposta do ensaio de ecotoxicidade
ndo exprime a realidade dos impactos antropicos do local. Outros estudos também reportam
essa mesma lacuna dos ensaios bioldgicos com uso de elutriato em extrato aquoso, devido a
ndo solubilidade de alguns compostos toxicos presentes no sedimento na fase aquosa
(DOMINGUEZ et al., 2023; CHECA-FERNANDEZ et al., 2024)

Os elutriatos dos sedimentos de Jabaquara e do rio Acaral, apresentaram um efeito
estressor na bactéria, ocasionando picos de emissdo de bioluminescéncia superiores ao valor
observado no controle do ensaio. Tal fendmeno pode ser explicado com base no entendimento
do mecanismo de agdo da bactéria. Este processo envolve uma interacdo balanceada entre a

luciferase, acidos flavina reduzido (FMNH>), aldeido de cadeia longa (RCHO) e oxigénio
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molecular ilustrado na Figura 18. A bioluminescéncia da bactéria é uma luz verde-azulada
gerada pela acdo da luciferase, que transforma o FMNH2 e o RCHO, utilizando oxigénio
molecular em FMN (flavina mononucleotideo), acidos graxos e dgua (YINGYING et al., 2024).
Quando ha alteragdes nas concentracdes de Na* e Cl™ na presenca de certas substancias toxicas,
como os alguns metais especificos, a emissao de luz sofre picos de emissdo (ZHANG et al.,

2023). Portanto, investigacbes mais aprofundadas sdo necessarias para o0 completo

entendimento deste fendmeno.
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Fonte: Zhang et al., 2023.
Figura 18: Esquema que mostra a reducéo na intensidade luminosa, que ocorre devido a interacdo das
bactérias luminescentes com os poluentes, o que inibe a producéo de luciferase ao suprimir 0s
processos de transcricdo e traducdo. Isso resulta na inibicdo da reacdo de luminescéncia mediada pela

luciferase bacteriana, levando a uma diminuicdo na intensidade luminosa.

Para as amostras de Ubatuba e Paraty, foi possivel extrair o liquido intersticial dos
sedimentos para a avaliacdao ecotoxicoldgica. Os efeitos ecotoxicologicos foram expressos em
percentual de efeito, permitindo uma avaliacdo comparativa da toxicidade do elutriato e do
liquido intersticial. Os resultados dos ensaios ecotoxicoldgicos com a bactéria Vibrio fischeri

para o ensaio com liquido intersticial sdo apresentados na Figura 19.
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Figura 19: Resultados de % de inibigdo da bioluminescéncia obtidos nos ensaios de ecotoxicidade do
liquido intersticial dos sedimentos de Ubatuba e Paraty com o organismo-teste Vibrio fischeri.

A andlise do liquido intersticial mostrou um panorama de contaminacao bem diferente
dos resultados apresentados no ensaio com elutriato. Evidenciando a questéo da sensibilidade
do organismo-teste a diferentes preparos da amostra. Para o ensaio com liquido intersticial, as
amostras coletadas nos pontos do rio Tavares, Acarau e Grande mostraram elevada toxicidade,
ocasionando 100% de reducdo da bioluminescéncia da bactéria para os dois primeiros pontos e
81% para o rio Grande. Fischer et al. (2021) destacam a importancia da analise do liquido
intersticial, evidenciando que o tempo de contato da agua com o sedimento e a pressao aplicada
para a dessorcdo dos componentes do intersticio alteram a biodisponibilidade de contaminantes
do sedimento. Nesse contexto, 0 sobrenadante mais distante da camada sedimentar tende a
apresentar menor toxicidade, especialmente em ambientes mais distantes da fonte poluidora.
Por outro lado, a camada mais préxima ao sedimento com maiores concentragdes de poluentes,
geralmente resulta em uma toxicidade mais elevada. Os autores ainda ressaltam a relevancia do
estudo dos coeficientes de dessorcéo e adsorcdo para predizer os impactos ambientais. Embora
0s ensaios com elutriato ndo tenham evidenciado toxicidade aguda, esses ambientes ainda

merecem atengdo quanto a presenca de contaminacao antropica.

Além disso, os parametros fisico-quimicos das amostras podem interferir de maneira
distinta, dependendo do método de preparo da subamostra para os ensaios. Mehler et al. (2009)

indicaram que, no caso da avaliacdo TIE (Toxicity Identification Evaluation) de organismos
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como C. dubia e H. azteca em agua intersticial, a aménia é identificada como a principal fonte
de toxicidade. Em contraste, o TIE para o0 sedimento integral sugere que compostos organicos
ndo polares, especificamente os hidrocarbonetos aromaticos policiclicos, sdo os principais
responsaveis pela toxicidade, com a aménia atuando como um contribuinte secundario. Desta
forma, uma analise direcionada, considerando as caracteristicas especificas de cada ambiente o
organismo-teste selecionado, € essencial para entender os mecanismos de acado e fornecer base

solida para a previséo dos efeitos toXicos.

O estudo realizado por Ferraz et al., (2020) teve como objetivo comparar os efeitos de
contaminantes presentes em sedimentos com diferentes teores de matéria organica, analisando
sedimentos ricos ou pobres nesse componente. Os autores destacaram que a analise do liquido
intersticial e do sobrenadante do sedimento em ambiente aquoso resultou em respostas distintas
nos organismos expostos em microcosmo. Esses resultados sugerem que a biodisponibilidade
de substancias toxicas em sedimentos ndo é determinada apenas pela sua particdo entre as
diferentes fases do sedimento (Koc, Kd e Kow), mas também pela ecologia trofica do

organismo-teste selecionado.

Embora muitos estudos avaliem a eficacia dos extratos aquosos na avaliacao
ecotoxicoldgica (KOVATS et al., 2021), ha criticas a essa abordagem, pois ela pode néo refletir
as condicOes ambientais reais. Em geral, supde-se que os elutriatos aquosos subestimem a
quantidade e os efeitos dos contaminantes biodisponiveis (SELIVANOVSKAYA et al., 2010;
VERMA et al., 2012). Por outro lado, amostras extraidas com solventes organicos tendem a
representar melhor as condi¢cdes ambientais, proporcionando uma quantificagdo mais precisa
das concentragcBes dos analitos de interesse e demonstrando uma toxicidade superior a

observada em extratos aquosos (USEPA, 2001).

Embora apresente limitacdes, € importante ressaltar que o método de ensaio com
elutriato é padronizado e preconizado em normativas nacionais e internacionais, constituindo
uma ferramenta importante para a predi¢do da contaminagdo por compostos organicos e metais
em sedimentos (DE FREITAS etal., 2024; DE FREITAS etal., 2022; RIBA et al., 2023; SEOK
etal.,, 2022; HWANG et al., 2012; VILLA et al., 2021).

Varios estudos ressaltam a influéncia da biodisponibilidade de compostos ligados ao
material particulado sobre a resposta ecotoxicologica (CVANCAROVA et al., 2013; JAN et
al., 2018; SAH et al., 2019; VARSHNEY et al., 2016). Isto sugere que, dependendo do
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contaminante estudado, correlacionar seu potencial ecotoxicolégico com uma espécie
especifica de organismo-teste pode ser complexo, uma vez que o0 contaminante pode estar
adsorvido ao material particulado ou depositado no fundo, tornando-se ndo biodisponivel para

as espécies que ndo estdo expostas a essas vias de contaminacao.

Portanto, a avaliacdo ecotoxicoldgica de um ambiente deve abranger o uso de diferentes
organismos de multiplos niveis troficos da cadeia, avaliar multiplos compartimentos
ambientais, como demonstrado no estudo de Dradrach et al. (2020), que observou uma
correlacdo estatistica significativa entre a presenca de determinados metais em sedimentos e o
efeito toxico do liquido intersticial desses mesmos pontos de analise sobre o0 organismo-teste
Vibrio fischeri. Enquanto a analise do elutriato para este estudo, ndo apresentou 0s mesmos
resultados. Sendo assim, os resultados apontados nesta tese, apresentaram comportamento
semelhante ao descrito pelos autores.

Embora estudos anteriores tenham demonstrado que diferentes solventes afetam os
efeitos observados em ensaios com elutriato, € importante destacar que 0s ensaios de exposi¢ao
direta geram respostas distintas em relacdo aos ensaios com elutriato. Isso evidencia a
necessidade de incluir ambos os tipos de ensaios nas analises de risco ambiental, uma vez que
cada abordagem reflete aspectos diferentes da dinamica real do local. O trabalho apresentado
por de S&-Salomao et al. (2020) ressalta a importancia de considerar multiplos critérios ao
delinear estudos ecotoxicoldgicos em ambientes aquaticos. Sabendo-se que a matriz sedimentar
é formada por uma variedade de compostos, € fundamental considerar ensaios de exposi¢ao
direta para garantir a representatividade da dindmica real do local.

Ao comparar 0s ensaios de contato direto com os elutriatos, os biotestes de contato sdo
claramente recomendados para determinar as fragdes biodisponiveis de substancias e as vias de
exposi¢do (KLIMKOWICZ-PAWLAS et al., 2019; GONZALEZ-MERCHAN et al., 2014;
PAULOVITS et al., 2012). O estudo de Selivanovskaya et al. (2010) apresentou uma analise
comparativa de ensaios ecotoxicoldgicos realizados por contato direto e por medi¢do em
elutriatos aquosos, utilizando organismos-teste de trés niveis troficos distintos. Foram utilizadas
as espécies Bacillus pumilus (bactéria), Daphnia magna (microcrustaceo) e Paramecium
caudatum (protozoario), sendo o P. caudatum um organismo-teste de facil manutencdo em
laboratério, mostrou-se adequado para ensaios ecotoxicolégicos em amostras de ambientes
eutrofizados. Este organismo, por ser o inicio da teia trofica, pode fornecer informagdes sobre
estudos de bioacumulacgéo e biomagnificagdo para avaliar o potencial de biodisponibilidade e

bioacumulacdo da toxicidade de residuos e estimar analise de risco. Os resultados obtidos
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indicaram que os ensaios de interface (contato entre a matriz sélida e a fase aquosa) foram mais
eficientes na avaliacdo dos efeitos, enquanto o0s ensaios com elutriatos aquosos néo
demonstraram risco aos organismos estudados. Além disso, os autores observaram maior
sensibilidade dos organismos Daphnia magna e Bacillus pumilis nos ensaios comparativos.

Em sintese, o bioensaio in vivo com a bactéria bioluminescente Vibrio fischeri, de
acordo com a metodologia adotada, ndo indicou toxicidade aguda nas amostras preparadas a
partir da diluicdo 1:4 com diluente salino. Ensaios ecotoxicologicos tradicionais ndo possuem
um mecanismo de acao especifico para compostos desreguladores enddcrinos, por isso, ao
avaliar matrizes ambientais, o efeito destes compostos pode estar mascarado. Como a salinidade
pode interferir diretamente na dessor¢do de contaminantes, seria importante investigar a
correlacdo entre esse parametro e os dados ecotoxicoldgicos. Sendo assim, é necessario realizar
mais estudos sobre as dguas coletadas e os sedimentos, com énfase na biodisponibilidade e na
interacdo entre as diferentes matrizes.

Além disso, é fundamental desenvolver novos métodos padronizados para a avaliacao
integrada do ambiente aquatico, promovendo a investigacdo de mais ensaios de interface para
avaliar os efeitos agudos, crénicos e avaliagdes geracionais. Ensaios com exposicao direta de
curta duracdo com as solucdes padrdo preparadas em laboratorio dos DE ndo expressam o
verdadeiro impacto das concentragdes dos DE na dindmica ambiental do local, gerando assim
resultados de CE50 em concentracdes ambientais nao relevantes. A metodologia QSAR e
biomarcadores também representam boas alternativas para serem incorporados nas avaliagoes

de risco.

4.3 Avaliacdo comparativa de metodologias de preparo e extra¢ao de sedimentos para

0 ensaio in vitro YES

4.3.1 Amostras coletadas no municipio de Rio das Ostras

As amostras de sedimento do estuario do rio das Ostras foram coletadas durante a maré
baixa, quando a comunicagdo entre 0 rio e 0 mar é interrompida, expondo grandes porcdes de
sedimento. Os pontos de coleta foram distribuidos em duas areas distintas: uma porcao interna
do manguezal (2) que compBdem o estuario e por¢do proxima ao rio (3), totalizando cinco pontos
de amostragem (Figura 20). Além disso, sob as mesmas condi¢Ges, foram coletadas duas
amostras de agua superficial: uma da coluna d’agua do rio principal e outra de uma porcao de
agua presente na parte seca do estudrio. Esta porcdo de agua pode ser considerada um
afloramento de liquido intersticial misturado com resquicios de agua superficial do rio, antes

de sua maré ser reduzida a zero.
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Figura 20: llustracdo dos pontos de coleta realizados no estuario do rio das Ostras.

As amostras de sedimento de Rio das Ostras foram utilizadas na selecdo da metodologia
mais apropriada para o preparo e extracdo de DE dessa matriz. O objetivo foi avaliar o efeito
da liofilizacdo na resposta do ensaio in vitro YES, com énfase na remocéo de interferentes que
possam causar citotoxicidade ou reduzir a resposta estrogénica da amostra, comparando 0s
resultados obtidos com sedimentos Umidos. Essa etapa investigativa foi realizada devido as
divergéncias relatadas na literatura quanto a necessidade de liofilizacéo para esse tipo de matriz.
As cinco amostras foram analisadas em ambas as condi¢fes, sedimento umido e liofilizado,
antes da extracdo. O método de extracdo utilizado foi a Extracdo Assistida por Ultrassom
(UAE), descrito no item 3.3.4.2.

A Figura 21 apresenta as curvas dose-resposta obtidas na andlise das amostras de

sedimento pelo ensaio YES, de acordo com as duas metodologias de preparo avaliadas.
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Figura 21: Curvas dose-resposta das amostras de sedimento Umido e liofilizado com a UEA obtidas no
ensaio in vitro YES

Os resultados indicaram que a etapa de liofilizagdo ndo favoreceu a quantificacdo da
resposta estrogénica dos compostos estrogénicos presentes no sedimento. Nos pontos 8 e 9,
observou-se, a partir das curvas dose-resposta (Figura 21), que as amostras de sedimentos
liofilizadas apresentaram citotoxicidade. Para o ponto 7, a curva dose-resposta apresentou uma
pequena melhora para o sedimento Umido, contudo a amostra coletada neste ponto apresentou
resposta estrogénica abaixo do limite de deteccdo do ensaio, inviabilizando o comparativo
numeérico das respostas do ensaio. O ponto de coleta de sedimento onde foi possivel quantificar
efetivamente a atividade estrogénica (ponto 10) apresentou o valor de EQ-E2 reduzido para
valores inferiores ao limite de detec¢do do método quando o sedimento liofilizado foi utilizado.
Este resultado sugere a perda de compostos estrogénicos durante o processo, dificultando a
mensuracdo do efeito. Adicionalmente, o processo de liofilizacdo pode ter favorecido a
preservacdo e a posterior extracdo da matéria organica, interferindo na resposta do ensaio
devido a um aparente antagonismo (Argolo, 2023). Assim, a etapa de liofilizagdo néo se

mostrou eficiente, representando um esforgo adicional no processo sem promover melhorias
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nos resultados dos ensaios YES. Diante disso, optou-se por realizar as demais analises
utilizando o sedimento seco em estufa a 60°C antes da extracdo UAE.

Outro aspecto avaliado foi a eficiéncia dos méetodos de extracdo (QUEChERS e UAE)
aplicados aos sedimentos coletados em Rio das Ostras, com o objetivo de identificar o método
que proporciona a melhor resposta no ensaio YES. Todas as amostras extraidas pelo método
QUEChERS apresentaram inibicdo do crescimento das leveduras nos pocos das placas de
ensaios, indicando citotoxicidade. Essa resposta inviabilizou a quantificacdo da atividade
estrogénica das amostras preparadas por esse método de extracdo. A alta citotoxicidade
observada foi atribuida a salinidade intrinseca do extrato obtido pelo método do QUEChERS,
tornando esse método inadequado para analise pelo ensaio YES.

A curva dose-resposta da amostra do ponto 10 extraida seguindo a metodologia do
QUEChERS, apresentada na Figura 22, indica que o crescimento da levedura ficou abaixo do
controle negativo do ensaio, evidenciando a citotoxicidade associada & amostra. Essa
citotoxicidade foi confirmada pelos resultados do percentual de inibic&o de crescimento celular,
obtido pela Equacédo 3, que indicaram variacao entre 24% a 95% para as amostras analisadas.
Em todas as amostras, 0 comportamento citotoxico foi similar, apresentando alta citotoxicidade

nas maiores concentracoes.
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Figura 22: Curva dose-resposta da amostra de sedimento do ponto 10 extraida segundo a metodologia
QUEChERS para o ensaio YES.

A partir dos ensaios preliminares, todas as amostras seguiram o protocolo de preparo e

extracao do sedimento sem liofilizacdo, utilizando o método de ultrassom associado a solvente
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(UAE - item 3.3.4.2). A avaliacdo do potencial estrogénico das amostras indicou que 0s
sedimentos coletados nos pontos 6, 7, 8 e 9 ndo apresentaram respostas quantitativas de
atividade estrogénica no ensaio YES. Contudo, isso ndo significa que essas areas estejam livres
de contaminagéo por DE, pois respostas antagonistas e antiestrogénicas devem ser avaliadas no
cenario de contaminacdo (GOMES, 2021). Além do mais, a amostragem dos pontos foi
realizada em periodo chuvoso, o que poderia influenciar na disponibilidade dos compostos no
sedimento.

A Tabela 6 apresenta os resultados do potencial estrogénico das amostras de agua e
sedimento de Rio das Ostras obtidos pelo ensaio YES, com seus respectivos limites de deteccéo

e citotoxicidade apresentada em cada amostra.

Tabela 6: Dados de atividade estrogénicas em EQ-E2 para o ensaio in vitro YES das amostras de agua
e sedimento coletadas em Rio das Ostras.

. . Limite de
EQ-E2 (ngL*'ou Citotoxicidade . .
PT Matriz . Deteccao Efeito
ngg) na diluigdo
— LD (ng L* Observado
(%) oungg™)
Média Desvio

6 sedimento  <LD - 0 0,001 NR

sedimento
. <LD - 0 0,001 NR
(liof.)

7 sedimento  <LD - 0 0,001 MR

sedimento
. <LD - 0 0,001 NR
(linf.)

8 agua <LD - 0 0,012 NR
sedimento  <LD - 0 0,001 NR
sedimento

] <LD - 0 0,001 NR
(liof.)

9 dgua 0,34 - 0 0,012 NR
sedimento  <LD - 0 0,001 NR
sedimento

. <LD - 0 0,001 NR
(linf.)

10 sedimento 0,16  8,30E-05 0 0,001 NR

sedimento
. <LD - 0 0,001 NR
(liof.)

Legenda: (-) atividade estrogénica quantificada; (N) nenhum efeito observado; (E)
atividade estrogénica observada (potencializacdo do efeito do 17B-estradiol
adicionado); (NR) avaliacdo de atividade antiestrogénica ndo realizada.

Os pontos 6 e 7 correspondem a é&reas de manguezal protegidas por Areas de

Preservacdo Permanente (APP) localizadas na margem direita da foz do rio das Ostras. Desde
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2017, essas areas estdo sob processo de revitalizagdo como parte do Plano Municipal de
Conservacdo e Recuperacdo da Mata Atlantica, desenvolvido em parceria com a Secretaria de
Estado do Ambiente (Rio de Janeiro, 2017).

Embora ndo tenham sido obtidos valores de EQ-E2 nas amostras coletadas nesses
pontos, as areas em questdo sofrem com acdes antrdpicas. Por isso, € importante avaliar as
caracteristicas ambientais para avaliar a susceptibilidade da area a contaminacdo por DE. Os
processos de sorcdo desses compostos geralmente ocorrem de forma espontanea e exotérmica,
dependendo de fatores quimicos e fisicos (Qi et al., 2014). Temperaturas relativamente altas
podem reduzir a hidrofobicidade dos hormonios e promover o desprendimento da MO para a
fase aquosa, tornando o ambiente menos favoravel a sorcao nos sedimentos (DAI et al., 2022).
A area de estudo ¢ um ambiente de clima tropical, contudo as temperaturas das aguas
superficiais ndo foram avaliadas no momento da coleta. No entanto, segundo o Relatério de
Caracterizacdo da Regido Hidrografica Macaé e das Ostras - RDO1 (Rio de Janeiro, 2012), as
aguas superficiais desta regido apresentam temperaturas de 26 °C £ 2 °C, com os valores mais
altos registrados durante o verdo. Esse cenario pode aumentar a susceptibilidade a presenca de
DE nas aguas superficiais.

Considerando ainda o estudo de Dai et al. (2022), quando o percentual de carbono
organico em sistemas sedimento/agua € baixo, a adsor¢do de compostos tem maior correlagdo
com o tamanho das particulas inorganicas, sendo a argila o principal adsorvente dos horménios.
Os sedimentos analisados apresentaram granulometria média/fina (areia fina siltosa) e baixa
presenca de matéria organica em sua composicdo (COT = 3,91 e 3,79 mg. g™}, respectivamente
e MO = 2,7%). Estes fatores associados ao teor de umidade de 24 % sugerem que a matriz
aguosa dessa regido precisa ser avaliada para detectar a presenca de DE neste ambiente.

Outro fator a ser considerado € a dindmica estuarina, pois estes ambientes sdo mais
suscetiveis a contaminacdao em periodos de maior influéncia das correntes fluviais em direcao
a foz, quando ocorre o transporte de contaminantes. Em virtude disto, os resultados das
caracterizagdes fisico-quimicos das subamostras de sedimentos coletados confirmam que a
dindmica do mangue estava sob maior influéncia oceéanica (salinidade 17 e 18,
respectivamente), contribuindo para o processo de autodepuracao e dispersdo de contaminantes.
Ademais, a salinidade associada ao pH mais acido (5,94 e 5,5, respectivamente) atua como um
fator de salting out dos compostos, favorecendo a solubilidade de DE em agua.

Dai et al. (2022) relataram que a matéria organica dissolvida (Dissolved Organic Matter
- DOM) e a matéria organica suspensa (Suspended Organic Matter - SOM) afetam fortemente

na distribuicdo de DE, em especial os hormonios esteroides, na interface sedimento/agua,
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atuando como a fase organica da agua e alterando assim a hidrofobicidade do DE em meio
aquoso. Os autores ainda pontuam que valores elevados de matéria organica na agua diminuem
a interacdo dos DE com os sedimentos. Os elutriatos destes pontos apresentaram valores de
turbidez de 51 UNT para o ponto 6 e de 53 UNT, sugerindo que a presenca de sélidos suspensos
pode atuar como mecanismo de transporte dos DE do sedimento para a agua.

Nos pontos 8 e 9, as andlises das aguas superficiais revelaram comportamentos distintos
em relacdo a atividade estrogénica. No ponto 8, os valores de Eg-E2 na fragdo de agua
superficial coletada no leito do rio durante maré baixa, caracterizado como estuario umido,
foram inferiores ao limite de detecgdo do método (LD = 0,012 ng. L™1). Em contraste, no ponto
9, foi registrado um valor de 0,34 ng L de EQ-E2 em uma amostra composta por liquido
intersticial misturado com resquicio de agua superficial do rio, também coletada em baixa maré.
No entanto, as analises realizadas nos sedimentos desses dois pontos ndo indicaram um
potencial estrogénico.

No entanto, ao avaliar valores de condutividade, ions e salinidade nas amostras de agua
e sedimento coletadas nesses pontos, observou-se que esses parametros contribuem para o
transporte de DE entre os compartimentos ambientais. Embora a amostra de agua superficial
tenha apresentado potencial estrogénico, as amostras de sedimento desses pontos apresentam
uma granulometria relativamente maior em comparag¢do com 0s outros pontos analisados, o que
reduz a suscetibilidade a adsorcao de DE.

No ponto 9, a fracdo de 4gua apresentou atividade estrogénica, sugerindo que a aliquota
de agua composta pelo liquido intersticial apresenta valores elevados de condutividade e
salinidade, fatores que podem influenciar o transporte de DE, possivelmente devido a presenca
de fons. A andlise da agua superficial deste ponto revelou valores de 17,34 mg. L™ para DQO
e 6,18 mg. L para o COT, ambos os parametros utilizados como indicadores da presenca de

matéria organica.

Neale et al. (2009) relataram que a sorcdo de horménios esterdides na matéria organica
(MO) atinge niveis méximos em condic¢des de pH &cido, enquanto apresenta uma reducgéo, de
até 14 vezes, em pH alcalino. Esse comportamento € atribuido a forma nédo dissociada da MO
em condicGes acidas, o0 que favorece a interacdo com os compostos. Em contrapartida, em pH
alcalino (pH > 8,7), o grupo fendlico dos estrogénios sofre dissociacdo gradativa, resultando na
formacdo de &nions organicos que diminuem a sor¢cdo em sistemas aquosos de solo e sedimento
(Zhang et al., 2013). Zhang et al. (2013), corroboram essa dindmica ao demonstrar que a

capacidade de sorcdo do estrona (E1) em sedimentos mantém-se praticamente constante no
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intervalo de pH entre 5 e 8, mas reduz-se em aproximadamente 29,4% com o aumento do pH
de 8 para 11.

Esses resultados destacam a importancia da caracterizagdo da matéria organica natural
(MON) e sua interacdo com contaminantes organicos sob diferentes condi¢cbes ambientais. A
medicdo indireta de compostos aromaticos e insaturados, como acidos humicos e fulvicos
frequentemente associados a MON, é essencial para compreender a dinamica desses sistemas.
No presente estudo, a concentracao desses compostos, estimada pelo parametro UV a 254 nm,
foi maior no ponto 9, indicando uma maior presenca de MON nesse local. Essa variacdo na
MON pode influenciar significativamente os processos de sorcdo e transporte de compostos
organicos no ambiente. Essas evidéncias reforcam a relevancia de monitorar parametros fisico-
quimicos, como o pH, para avaliar a mobilidade e a bioacessibilidade de contaminantes em

solos e sedimentos.

Além disso, a anélise dos resultados de ecotoxicidade indicou que o ponto 9 apresentou
0 maior percentual de inibicdo de bioluminescéncia em relacdo ao organismo-teste Vibrio
fischeri, atingindo 34% de inibicdo. Esse resultado evidencia o efeito da matéria organica como
um potencial fator estressor, contribuindo ndo apenas para a deteccdo de DE no ambiente, como
também para a amplificacdo de efeitos toxicos observados. A interacdo entre a matéria organica
e 0s DE pode intensificar os impactos ambientais, destacando a relevancia de monitorar ambos

os fatores para compreender os riscos ecoldgicos associados.

As proximidades do ponto de coleta 10 correspondem a uma area historicamente
destinada a pesca e captura de mariscos, caranguejos e ostras, mas que, atualmente, é utilizada
predominantemente como local de atracamento de embarcagGes, incluindo uma marina em
operagdo. A degradagcdo ambiental observada neste local contribuiu para a reducdo das

atividades de pesca artesanal, resultando em uma significativa alteracdo no uso da regiao.

Os sedimentos coletados no ponto 10 apresentaram resposta estrogénica no ensaio YES,
com valor de Eg-E2 de 0,16 ng g!, sugerindo a presenga de desreguladores endocrinos (DE).
A afinidade destes compostos por fragcdes orgénicas do sedimento pode ser explicada pelas
caracteristicas fisico-quimicas locais. Esse ponto destacou-se por apresentar o maior teor de
matéria organica (2,9%) da area estudada, o maior teor de carbono orgéanico total (COT, 4,17
mg g '), um teor de umidade elevado (25,63%) e pH ligeiramente &cido (5,69). Essas condi¢cOes

criam um ambiente favoravel para a retencdo de compostos lipofilicos, como os estrogénios.
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A analise do elutriato do ponto 10 revelou a complexidade do sistema estuarino,
evidenciada por parametros fisico-quimicos especificos. Destacam-se a condutividade de
0,3742 mS cm™, a qual esta associada a disponibilidade de ions para os processos quimicos de
sorcdo, o alto valor de UV 254 nm (3,112), que indicam presenca de &cidos humicos e falvicos
que complexam os DE, e uma DQO de 26,87 mg L', a qual ¢ uma medicdo indireta da presenca
de matéria organica na matriz. Esses dados, associadas as concentra¢des de nitrito (0,291 mg
L) e nitrato (0,071 mg L") e ao pH neutro (7,42), sugerem uma interagdo significativa entre
a matéria organica dissolvida e os contaminantes emergentes presentes na matriz sedimentar.
A alta concentragdo de compostos aromaticos e insaturados, representada pelo parametro UV
254 nm, pode desempenhar um papel relevante na mediacdo do transporte e da disponibilidade

de DE no ambiente.

Apesar dessas condicOes, 0 ensaio de ecotoxicidade, baseado na inibicdo da
bioluminescéncia do Vibrio fischeri, apresentou resposta pouco expressiva. Esse resultado pode
ser atribuido a incompatibilidade do método de analise usando o elutriato com as vias de
exposicdo do organismo aos compostos no ambiente. A baixa biodisponibilidade imediata dos
compostos, provavelmente devido a forte adsorcéo nas fragdes organicas e a granulometria fina
do sedimento, pode ter influenciado os resultados. Este sedimento apresentou a menor
granulometria entre os pontos analisados na regido de Rio das Ostras. A granulometria fina
aumenta a superficie especifica, favorecendo a retencdo de contaminantes. Além disso, durante
0 processo de elutriacdo, a solugdo é submetida a centrifugacdo, o que pode ter limitado a
mobilidade e disponibilidade dos contaminantes adsorvidos nas particulas finas, reduzindo sua

interagcdo com 0s organismos.

As amostras foram analisadas por HPLC-FLU/DAD com o objetivo de identificar e
quantificar desreguladores endécrinos (DE). Entretanto, devido a problemas operacionais no
equipamento, ndo foi possivel realizar as curvas de calibracdo necessarias para a quantificacdo
dos compostos. Ainda assim, a interpretacdo dos cromatogramas baseou-se na identificagdo dos
tempos de retencdo de cada composto individualmente quando injetados isoladamente e assim,
posterior identificacdo da presenca de picos nos respectivos tempos de retencdo nos
cromatogramas das amostras analisadas. Permitindo a identificacdo qualitativa dos DE nas
amostras. A Tabela 7 apresenta os compostos identificados, organizados conforme seus tempos
de retengdo e padrdes cromatogréficos caracteristicos. Os cromatogramas detalhados de cada

amostra estdo disponiveis no Anexo 3.
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Tabela 7: Relacdo dos compostos identificados em cada ponto amostral a partir da identificacéo de
similaridade de picos cromatograficos.

Composto E1l E2 E3 EE2 BPA NP
Tempo 7,041 3,977 8,692 8,156

Amostra  Matriz Pico Pico Pico Pico Pico Pico

6 SED NO SIM NO SIM NO NO

7 SED NO SIM NO SIM NO NO

3 SED NO SIM NO SIM SIM NO

AS NO SIM SIM NO NO NO

9 SED NO SIM NO NO NO NO

AS NO SIM NO NO NO NO

10 SED NO SIM SIM SIM SIM NO

Legenda: (NO) ndo observada semelhanca do pico cromatografico; (SIM) similaridade no
pico cromatografico no tempo de retencdo do composto; (AS) agua superficial; (SED)

Embora a abordagem adotada neste trabalho ndo permita quantificar concentracdes
absolutas, ela fornece dados relevantes sobre a presenca ou auséncia de compostos-alvo. Com
base nessa avaliacdo qualitativa foi possivel identificar que nos pontos onde houve
quantificacdo de EQ-E2 pelo ensaio YES, também houve identificacdo de DE pelo método
cromatografico. Apesar de ter sido identificado qualitativamente a presenca de E2 em todos 0s
pontos, essa informacao ndo pode estar associada a uma falha na avaliagéo do ensaio YES, uma
vez que a sensibilidade dos métodos interfere na detec¢do e quantificagdo dos compostos.
Ademais, analisando os cromatogramas disposto no ANEXO 3, é possivel observar que a
intensidade dos picos para as amostras 6, 7, 8 (tanto agua quanto sedimento) e 10 foi muito
baixa, sendo assim necessario uma validacdo da curva para quantificar se as concentracdes
nesses pontos séo efetivamente uma presenca de DE na amostra ambiental ou se podem ser
considerados apenas ruido da linha de base do cromatograma.

Um dos principais desafios para o avanco das pesquisas sobre contaminacao por DE em
sedimentos é o estabelecimento de metodologias analiticas de extracdo, identificacdo e
quantificagio desses analitos nessa matriz (BIALK-BIELINSKA et al., 2016). Os resultados
obtidos nas analises in vitro, in vivo e quimica indicaram concentragcdes abaixo do limite de
deteccdo dos métodos, 0 que muitas vezes é interpretado como um indicativo de baixo risco
ambiental para determinada area. Contudo, a matriz sedimento apresenta uma grande
variabilidade em sua composi¢do granulométrica, mineraldgica, teor de carbono organico, além
de outras substancias interferentes, que podem impactar a interpretacdo dos resultados obtidos
nos ensaios quimicos e bioldgicos. Ainda foi possivel perceber que a dindmica ambiental

favorece ou ndo a deteccdo de compostos em determinados compartimentos ambientais, sendo
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necessaria uma analise conjunta para uma real medigéo de risco. Dessa forma, os sedimentos
sdo considerados uma matriz de alta complexidade para avaliacdo de impactos ambientais.

O bioensaio in vitro YES é um modo eficaz para avaliar o potencial estrogénico das
amostras, quando estas apresentam substancias estrogénicas que agem pelo mecanismo de acao
de ligacdo ao receptor. Para as amostras analisadas, foi possivel detectar atividade estrogénica
no ponto de agua superficial do ponto 9 e na amostra de sedimento integral do ponto 10. Os
demais pontos analisados apesar de nao apresentarem potencial estrogénico, precisam ser
investigados quanto ao potencial antiestrogénico. Isto se da porque matrizes ambientais
complexas apresentam substancias com comportamento antagonista que enfraquecem a
eficiéncia do ensaio YES. Para superar estes interferentes, a metodologia de antiestrogénio
dispde de uma etapa posterior com a adicdo de E2 diretamente na placa de analise. Contudo, o
resultado obtido para esta etapa € baseado em um método quantitativo e possui a limitacdo de
nédo identificar a presenga de compostos antagonistas quando o ensaio YES expressa resposta
positiva para atividade estrogénica. Desta forma, futuros estudos estdo sendo desenvolvidos
para aprimorar a forma de detec¢do de comportamento antiestrogénico no ensaio.

Adicionalmente, observou-se que a presenca de interferentes influenciou os resultados
dos métodos de preparo de amostras sedimentares para avaliacdo de DE. Embora as analises
cromatogréaficas ndo tenham permitido a quantificacdo dos compostos, foi possivel realizar uma
identificacdo qualitativa baseada na similaridade de picos dos compostos nos cromatogramas e
tempos de retencdo. Esses resultados indicaram a presenca de DE nos compartimentos
ambientais analisados.

Para superar essas limitagOes, foi realizado um aprimoramento no procedimento de
extracdo das amostras coletadas em Ubatuba e Paraty. Adicionalmente, conduziu se um
experimento utilizando sedimentos dopados, com o objetivo de avaliar a eficiéncia de
recuperacdo dos compostos e a dinamica de migracdo entre os compartimentos ambientais

analisados.

4.3.2 Amostras coletadas nos municipios de Ubatuba e Paraty

A partir dos resultados obtidos nas amostras coletadas em Rio das Ostras, foi iniciada
uma nova etapa investigativa com énfase na dindmica dos DE em ambientes aquaticos,
considerando também sua associa¢do com o material particulado presente na agua superficial.
Nesse contexto, foram analisados o material particulado retidos nas membranas usadas para a

filtracdo da agua no laboratorio, conforme descrito no item 4.3.2. Os resultados obtidos para a
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agua superficial filtrada, material particulado foram avaliados para investigar a capacidade de
transferéncia de contaminantes entre os diferentes compartimentos ambientais.

Simultaneamente, as amostras coletadas nesses pontos também foram avaliadas
qualitativamente segundo seu potencial antiestrogénico, com adi¢cdo de E2 em concentracdo
Unica conhecida em todos os pontos da placa de ensaio, conforme descrito no item 3.3.8. A
citotoxicidade das amostras também foi avaliada individualmente para cada pogo de analise
segundo metodologia descrita no item 3.3.8. A Tabela 8 apresenta os resultados de EQ-E2
obtidos no ensaio YES, bem como o desvio padrdo entre as réplicas, o limite de detec¢do do
método, a citotoxicidade encontrada na amostra concentrada e o efeito observado no ensaio
antiestrogénico para as amostras coletadas em Ubatuba e Paraty.

A metodologia de extracdo usando o ASE foi testada para todos os sedimentos destas
areas de estudo. Contudo, o ensaio YES apresentou resultados de ndo expressdo de
estrogenicidade mesmo com a adicdo de padrbes na amostra. Com isso, 0s resultados
apresentados seguiram apenas o0 uso da metodologia UAE. Todos os sedimentos foram
analisados com réplicas do processo de extracdo, resultando em dois extratos de sedimento
provenientes da mesma amostra para cada ponto de coleta. Esses extratos foram analisados
tanto pelo ensaio in vitro YES quanto nas analises cromatograficas. Os resultados de ambas as

réplicas estdo apresentados nas Tabelas 8 e 9 e Figuras 23, 24, 25, 26 e 27.
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Tabela 8: Valores de EQ-E2 (ng.L') para amostras de agua, material particulado e sedimento
coletados em Ubatuba e Paraty, obtidos pelo ensaio YES.

. EQ-E2 (ng L' ou Citotoxicidade Limiteﬁde .
PT Matriz o Deteccao — Efeito
nge”) na diluigdo LD (ng L* Observado
(%) oungg’)
Média Desvio

1 agua <LD - 0 0,047

MP <LD - 0 0,047
sedimento (1) <LD - 0 0,005 E
sedimento (2) 0,13 0,01 0 0,005 -
2 agua 0,5 0 0 0,005 -
MP <LD - 0 0,047 N
sedimento (1) <LD - 0 0,005 E
sedimento (2) <LD - 0 0,005 E
3 agua 5,84 0 0 0,023 -
MP 1 0,94 0 0,023 -
sedimento (1) 0,05 0 0 0,001 -
sedimento (2) <LD - 0 0,005 E
4 agua 40,3 0,5 0 0,047 -
MP 1,3 0 0 0,047 -
sedimento (1) 1,5 0,1 0 0,005 -
sedimento (2) 1,5 0,1 0 0,005 -
5 agua 0,43 0 0 0,012 -
MP 0,86 0,18 0 0,012 -
sedimento (1) 0,17 0,01 0 0,001 -
sedimento (2) <LD - 0 0,005 E

Legenda: (-) atividade estrogénica quantificada; (N) nenhum efeito observado; (E)
atividade estrogénica observada (potencializacdo do efeito do 17P-estradiol
adicionado); (NR) avaliacdo de atividade antiestrogénica ndo realizada.

Os dados apresentados na Tabela 8 indicam que, em pelo menos um dos compartimentos
ambientais analisados de cada ponto de coleta, foi possivel quantificar a atividade estrogénica.
Destaca-se que os pontos 4 e 5 apresentaram 0s maiores valores de EQ-E2 em todos os
compartimentos investigados, com o ponto 4 apresentando os maiores valores em todas as
matrizes analisadas. Esse ponto, representativo do estuario do rio Acarad, € significativamente
impactado por atividades antropogénicas, como o langcamento de esgoto in natura ao longo do
corpo hidrico. Essas condi¢6es contribuem para a forte degradacdo do mangue local disposto
no trecho final do rio. Além disso, o local ¢é influenciado pelo aporte de esgoto sanitario da
regiao e apresenta intensa deposicao de sedimentos devido as correntes que circulam na enseada
(DOS SANTOS E BATALLA, 2017).

A analise de agua superficial do ponto 4 revelou os maiores valores de COT e DQO em

comparacio aos pontos avaliados em Ubatuba, com 31,19 mg L™ para DQO e 17,15 mg L*
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para COT. Esses valores indicam uma elevada presenca de matéria organica nessa matriz
aquatica. Embora a lipofilicidade dos DE sugira que matrizes com altos valores de matéria
organica apresentam maior probabilidade de exibirem maior atividade estrogénica (ARGOLO
etal., 2023), é essencial que o preparo das amostras siga procedimentos rigorosos para remocao
dessa MO antes do ensaio YES. Isso se deve ao fato de que a MO diretamente exposta pode
ser toxica para a levedura usada no ensaio (GOMES et al., 2023), mascarando, assim, o real
potencial estrogénico da amostra.

Mesmo com os valores de matéria organica observados, o preparo da amostra de agua
para avaliacdo de estrogenicidade se mostrou eficiente, pois foi possivel calcular o valor de 40,3
ng. L de EQE2 da amostra sem nenhum tipo de interferentes. Desta forma, infere-se que os
DE presentes nessa matriz estavam associados aos elementos organicos dissolvidos, e no
processo de SPE os analitos foram separados da MO para posterior analise. Este ponto
representa o estuario do rio Acarad, j& descrito como um corpo hidrico bastante degradado com
acdes antropicas. Além do quadro de poluicdo fisico-quimica, esse resultado corrobora para a
presenca de poluicdo com DE neste ambiente. As curvas dose-respostas para cada uma das
subamostras analisadas nesta area estao representadas na Figura 23.

Para a avaliacdo da estrogenicidade associada ao material particulado (MP) do rio
Acaral, o ensaio YES apresentou valor de 1,3 ng. L™ de EQE2. A amostra de elutriato deste
ponto apresentou valores fisico-quimicos de 2,029 abs para a espectrometria UV254. Sendo
assim, a elutriacdo neste ponto pode ser associada ao desprendimento de substancias himicas
e falvicas para o material particulado da amostra. Além disto, esta matriz apresentou valores
26,03 mg L* de DQO, associado a quantificacio de matéria organica. Em relacdo aos
parametros de nitrito e nitrato, ha pouco conhecimento quanto a sua correlacdo com a presenca
de DE no ambiente, no entanto este ponto apresentou a maior concentracdo de nitratos da
campanha. O procedimento de extracdo desta subamostra permitiu calcular o potencial
estrogénico, no entanto alguns interferentes foram observados. Esta matriz apresentou
citotoxicidade de 26% na quarta diluigdo na placa de ensaio, indicando que a inclusdo de uma
etapa adicional de clean up com o uso do cartucho SAX para a remocéo de substancias humicas,
uma fracdo especifica de matéria organica (Felix et al., 2020) pode ser necessaria para uma
melhora na quantificacdo. Essa etapa adicional contribui para mitigar interferéncias e garantir

maior precisdo na avaliacdo da atividade estrogénica.
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Figura 23: Curvas dose-respostas das amostras de material particulado, agua superficial filtrada e
sedimento e posterior medicdo de atividade antiestrogénica para o ponto de coleta 4, rio Acarad,
Ubatuba obtidas no do ensaio in vitro YES.

Os sedimentos analisados no ponto 4, apresentou um aspecto granulometria de areia de
muito fina composicdo, com 35,8% de seus espacos intersticiais preenchidos com teor de
umidade. Os sedimentos apresentaram 9,07 mg.g™ de carbono organico total e 11,8% de
matéria organica na sua composi¢cdo com caracteristica tendendo a neutralidade, com pH 6,6.
Este compartimento apresentou atividade estrogénica em ambas as suas réplicas, calculando
um valor de 1,5 ng.g™* de EQE2 sem citotoxicidade aparente nos pogos de andlise. Este valor
foi o maior apresentado entre os pontos de sedimento deste estudo, e é considerado
expressivamente alto em relacdo a outros estudos de sedimentos naturais (Sabino et al., 2021,
Silva et al., 2021).

A amostra de sedimento coletada no ponto 5 apresentou uma resposta positiva nos
ensaios YES, porem somente um dos extratos de sedimento foi possivel calcular o valor de 0,17
ng.g! EQ-E2. No entanto, quando foi realizada a anélise de atividade antiestrogénica, o
sedimento apresentou uma baixa potencializacdo do efeito de E2. Esta resposta pode indicar

gue compostos estrogénio podem estar associados aos sedimentos em concentracbes muito
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baixas, que ndo chegam a expressar resposta estrogénica. Este ponto de analise corresponde a
area de estudo da praia de Jabaquara e as curvas dose respostas do ensaio YES estdo expostas
na Figura 24. O sedimento desta regido é lamoso com finos constituintes. Esta regido é extensdo
de uma vasta &rea de mangue preservada com correntes sedimentares intensas. Muitas
instituicdes utilizam esta regido para coletar sedimentos controle para cultivos de organismos
benténicos em laboratorio. Apesar de ser o ponto com maior constituicdo organica, em relacdo
aos pontos deste estudo, com valores de 24,82 mg.g™* de carbono organico total e 11,8% de
materia organica, sugerindo forte afinidade de DE com este sedimento, o resultado do ensaio
YES apresentou resposta menor que o sedimento do rio Acaral. Comparativamente, 0 aporte
de contaminantes no estuario Acaral é maior que em Jabaquara.

Esta andlise se repete na resposta obtida para a agua superficial, onde foi encontrado um
valor de 0,43 ng.L* de EQEZ2, sendo quantificada uma DQO de 78,57 mg.g™* e 25,73 mg.g™* de
carbono orgénico total. Esta analise reforca a importancia de uma avaliagdo abrangente para
caracterizacéo de poluicdo de determinada localidade. Uma acéo integrativa permite justificar
a auséncia de DE no ambiente mesmo quando ha parametros fisico-quimicos que indiquem um
favorecimento de adsor¢do de DE na area. Ter a caracterizagao da area permite que o ambiente
seja mantido preservado, com a implementacao de politicas de monitoramento que impegam o
despejo contaminantes de preocupagao emergentes no meio.

A fracdo de material particulado analisado, apresentou valores de 0,86 ng.L™* de EQE2.
Esses resultados reforcam a importancia de prosseguimento do estudo sobre o transporte de
contaminantes no meio, pois pode indicar que ha uma troca continua dos poluentes entre

sedimento e &gua.

3,0 T T T T 30 T T T T
—8— Pt. 5 - 4gua ! ®— Pt.5 - Material Particulado
@ Controle Negativo @ Controle Negativo
254 < 25 4
.0 =1
2 . 20 -
8 s i
245 4 B
£15 ] €154 -
[ - P 0
Qo - - ™ L] Qo = T
< - a—0—0 00 o o o o o o | < r —p—a—s—0—8—u—0—8 ¢ .
m | 4
0,54 - 0,5 .
0,0 T g T T T 0,0 — — ——
0,01 0.1 1 10 100 0,01 0.1 | 10 100

Concentragéo (%) - Concentragao (%)



98

3,0 T T T T 25 T T T
& Pt5- sedlmentg (1) g —&— Pt.5 - sedimento (2)
e @ Controle Negativo @ Controle Negativo
= 7 204 E2(24,48ngL") i
' ¥ Pt.5 - sedimento (2) + E2
2,04 . g
1,5 =
3 . 3
£ 154 1 ¢t
gu ) , - | (/)8 o
< 4. g —a—a—0 80§ e o o 2 1,04 3 : 3 ¥ : X 4 A )
1,0 B —e——l— ¢ _—u—18
! Y
05 R 93] ]
0,0 T T T T T 0,0 ey e e ey
0,01 01 1 10 100 0,1 1 10 100
Concentracao (%) - Concentragéo (%)

Figura 24: Curvas dose-respostas das amostras de material particulado, agua superficial filtrada e
sedimento e posterior medicdo de atividade antiestrogénica para o ponto de coleta 5, praia de
Jabaquara, Paraty obtidas do ensaio in vitro YES.

O ponto 1 corresponde ao estuario do rio Indaia, situado em uma area cercada por
unidades de conservacdo. A andlise granulométrica revelou a predominancia de areia fina e
média, caracteristica ja descritas por Marconi e Abrahdo (1975) ao avaliarem o0s estuarios do
litoral de Ubatuba. Esses autores destacaram que o estuario do rio Indaid apresenta ampla
comunicag¢do com o oceano e circulacdo de correntes. Além disso, essa area é utilizada como
praia salobra por turistas. Os resultados obtidos para amostras de agua filtrada e material

particulado estiveram abaixo do limite de detec¢do do método.

A avaliacdo dos parametros fisico-quimicos do elutriato e da &gua intersticial, que atuam
como vetores de transporte de contaminantes para a coluna d'agua, indicou baixos valores de
turbidez no elutriato (1,04 UNT), sugerindo uma presenca de pouco material particulado. A
DQO, utilizada como indicador indireto da presenca de matéria organica, apresentou 0s
seguintes valores: 10,71 mg-L™" no elutriato, 15,74 mg-L ' na 4gua intersticial e 20,0 mg-L™
na agua superficial. Considerando a afinidade dos DE por matéria organica e sedimentos de
granulometria fina, esses resultados sugerem que o ponto 1 ndo apresenta condicdes favoraveis

para a adsorcéo de altas concentragdes desses DE.

Para complementar a analise, foi realizado um ensaio de atividade antiestrogénica, no
qual o E2 foi adicionado diretamente na placa de ensaio junto com as amostras. Esse
procedimento visa investigar se 0s compostos presentes nas amostras atuam como bloqueadores
dos receptores de estrogénio no ensaio YES. A interpretacao das curvas dose-resposta (Figura
25) revelou uma potencializacao da atividade estrogénica nos compartimentos sedimento e gua

superficial. Essa resposta foi atribuida a adicdo de E2, permitiu a deteccdo da atividade
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estrogénica ndo previamente identificada devido as baixas concentra¢es de DE, que estavam

abaixo do limite de deteccdo do método.

Por outro lado, no material particulado, observou-se um comportamento antagonista na
curva dose-resposta. Esse padrdo sugere que, nesta matriz, hd compostos que atuam bloqueando
0s receptores de estrogénio contidos na levedura, reduzindo o efeito esperado do E2 adicionado

experimentalmente a placa.
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Figura 25: Curvas dose-respostas das amostras de material particulado, agua superficial filtrada e
sedimento e posterior medicao de atividade antiestrogénica para o ponto de coleta 1, rio Indaid,
Ubatuba obtidas no ensaio in vitro YES.

Ainda para este ponto a discussdo para a matriz sedimento segue parecida com o
material particulado e agua superficial, pois é possivel verificar que este ponto apresentou o
segundo menor valor de carbono organico total e matéria organica, respectivamente, 2,39 mg.g°
1e 1,8 %, sendo que o teor de umidade que esta correlacionado com a granulometria do
sedimento (maior o teor de umidade indica que mais liquido intersticial é retido entre as
particulas do sedimento e isto indica que sdo graos mais finos). Contudo, umas das réplicas do

sedimento analisado neste local apresentou o valor de 0,133 ng.g* de EQ-E2.
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O estuario do rio Grande esta representado pelo ponto 2. Apresentou uma das maiores
granulometria (areia média). Valores de COT 11,2 mg.g* e MO 4,8% nas amostras do
sedimento, sendo composto de 38,28% de teor de umidade. E uma &rea com muitas
embarcagdes e atividade pesqueira. Tem um deposito de lixo a céu aberto no entorno, uma
encosta de area abandonada pela prefeitura. Amostra de agua superficial com DQO de 24,28
mg.L?, COT de 9,14 mg.L™* com pH neutro 7,82, maior valor de condutividade de Ubatuba
75,4 mS.cm com absorbancia de 0,75 U de UV 254 pum e salinidade 22. Para a 4gua intersticial
apresentou DQO de 16,24 mg.L™? e presenca de fons de Na® 21,2 ppm e K* 7 ppm, esse
compartimento interfere no transporte do contaminante para a coluna d’agua. O elutriato, por
sua vez, sugere os critérios para avaliacdo do material particulado, uma vez que simula o
processo de ressuspenséo de particula do sedimento para coluna d’agua. Apresentou baixo valor
de DQO 2,74 mg.L?, turbidez 31 UNT e baixa condutividade elétrica 0,698 mS.cm™.

Ao analisar as curvas dose-resposta apresentadas na Figura 26, observa-se que, no
ensaios YES, ndo foi detectada atividade estrogénica no material particulado. No entanto, no
ensaio antiestrogénico, verificou0-se um decaimento da curva nas maiores concentracoes,
sugerindo uma atividade antiestrogénica na amostra. A amostra de agua superficial apresentou
atividade com 0,5 ng.L™* de EQ-E2, sem evidéncias de citotoxicidade nos extratos analisados
para este ponto. Os sedimentos analisados apresentaram um efeito potencializador do E2 no
ensaio qualitativo antiestrogénico para ambas as réplicas de sedimento, indicando presenca de
compostos desreguladores endocrinos, embora suas concentragdes nao tenham sido mensuradas
no ensaio padrdo. Com base no comportamento das curvas, ainda é observado um efeito
antiestrogénico nas amostras de sedimento. evidenciando a presenca de compostos antagonistas

nessas amostras ambientais.
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Figura 26: Curvas dose-respostas das amostras de material particulado, agua superficial filtrada e
sedimento e posterior medicao de atividade antiestrogénica para o ponto de coleta 2, rio Grande,
Ubatuba obtidas no ensaio in vitro YES.

Sendo assim, a andlise do estuario do rio Grande apresentou atividade estrogénica
quantificada em EQE2 para a fracdo de agua superficial analisada, e deteccdo de compostos
com comportamento antiestrogénico para a fracdo de sedimentos. Apesar dos diferentes
mecanismos de resposta do ensaio YES e do ensaio ecotoxicoldgico com V. fischeri, podemos
comparar 0os comportamentos das fragdes analisadas. No ensaio de resposta nao especifica, V.
fischeri, o elutriato ndo apresentou inibitorio para a bactéria usada no ensaio, semelhantemente,
o ensaio YES para a fracdo de material particulado também nédo apresentou resposta quantitativa
para atividade estrogénica. O ensaio YES é um ensaio de receptor especifico com a resposta
direcionada para uma Unica classe de compostos, enquanto o ensaio de elutriato aquoso com a
bactéria retrata o0 cenario de ressuspensdao de contaminantes e posterior centrifugacdo do
material suspenso. Sendo assim, organismos de coluna d’agua podem nao ser afetados
considerando apenas esse tipo de interacdo da matriz. No entanto, na anélise dos resultados do
liquido intersticial, tem-se que a resposta ecotoxicologica foi méxima, indicando assim
presenca de compostos toxicos associados as fracGes internas do sedimento, necessitando de

uma forca extratora para dessorver os compostos do intersticio do sedimento. O ensaio YES
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para estes mesmos sedimentos, ndo apresentaram estrogenicidade, contudo, apresentaram
efeitos antagonicos. Sugerindo assim, que estes compostos precisam também ser avaliados para
definicdo de potenciais risco ecoldgicos na area de estudo.

O estuario do rio Tavares, ponto 3, apresentou valores de 5,84 ng.L™ de EQE2 para a
amostra de agua superficial, de 1 ng.L™ de EQE2 para amostra de material particulado e de
0,05 ng.g* para os sedimentos (Figura 27). Este estuario apresentou os sedimentos com a menor
constitui¢do organica dentre todos os pontos avaliados nas areas de estudo, com valores de 0,15
mg.g* para COT e 0,8% de matéria organica. Estes sdo constituidos por grios médios de areia
com teor de umidade de 19,2%. Esta caracteristica pode indicar que mesmo que haja o
lancamento de DE neste ambiente, os sedimentos do local ndo tém caracteristicas fisico-
quimicas que favorecem a adsorcao destes compostos no meio. Sendo assim, a poluicdo por DE
nesta regido torna-se mais favoravel para a coluna d’agua, uma vez que os ions presentes € 0
pH podem alterar a solubilidade dos compostos. Neste estudo foram avaliados apenas o Na* e
K* na fracédo intersticial do sedimento, no entanto outros elementos podem ter maior impacto

na migracdo dos compostos entre os compartimentos ambientais.
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Figura 27: Curvas dose-respostas do ensaio in vitro YES para as amostras de material particulado,
agua superficial filtrada e sedimento e posterior medicdo de atividade antiestrogénica para o ponto de
coleta 3, rio Tavares, Ubatuba.

Os resultados apresentados na Tabela 8, referentes a atividade antiestrogénica, indicam
que os sedimentos dos pontos 1, 2, 3 e 5 mostraram uma potencializacdo do efeito do E2 nas
réplicas analisadas, sugerindo a presenca de desreguladores enddcrinos (DE) mesmo em
concentragfes muito baixas. O ponto 1 apresentou um comportamento semelhante para a matriz
agua e material particulado, com atividade estrogénica detectavel por meio do ensaio de
atividade antiestrogénica. Essas evidéncias destacam a relevancia do ensaio para identificar a
contaminacdo por DE em sedimentos, complementando a interpretacdo de dados
cromatogréaficos e permitindo uma discussao mais abrangente sobre o transporte entre matrizes
ambientais, a degradacdo de compostos e os fatores fisico-quimicos que modulam essa
dindmica.

As curvas dose-respostas apresentadas na Figura 27 associadas a esses resultados
evidenciam que a adi¢do de E2 ao ensaio YES junto com os extratos das amostras possibilitou
observar uma atividade estrogénica que anteriormente estava abaixo do limite de deteccéo do
método. Isso sugere que os compostos detectados tém concentracdes tdo reduzidas que,
sozinhos, ndo ativam os receptores de estrogénio, mas, quando potencializados pela adicéo de
E2, tornam-se mensuraveis. Tal fendmeno confirma a presenca de DE atuando em niveis
subclinicos, destacando a sensibilidade do método aplicado.

Além disso, foi possivel identificar que as amostras do ponto 3 de sedimento, ponto 2
de sedimento e ponto 1 de material particulado apresentaram antagonistas nos ensaios, o que
representa um mecanismo distinto de acdo dos DE. Em vez de ativarem o receptor estrogénico,
esses compostos atuam bloqueando a ligagdo de hormonios naturais como o E2, reduzindo ou
inibindo a resposta estrogénica. [Essa caracteristica reforca a complexidade da

biodisponibilidade dos DE em matrizes como sedimento, agua intersticial e material
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particulado, uma vez que esses compostos podem se ligar a matéria organica, acidos himicos
e fulvicos ou adsorver em particulas finas, dificultando sua deteccdo direta e influenciando sua
atividade bioldgica.

As amostras destas areas de estudo foram analisadas por UPLC-MS/MS-ESI com o
objetivo de identificar e quantificar desreguladores enddcrinos (DE). Entretanto, devido a
problemas operacionais no equipamento, nao foi possivel realizar as curvas de calibracdo
necessarias para a quantificacdo dos compostos. Ainda assim, foi realizada a identificacdo de
cada composto individualmente com base na similaridade dos espectros obtidos. Foi analisada
a presenca de picos nos respectivos tempos de retencdo nos cromatogramas de cada amostra. A
comparacao foi feita mediante a consulta do comportamento do composto alvo na biblioteca
analitica. A Tabela 9 apresenta os compostos identificados, organizados conforme seus tempos
de retencdo e padrbes cromatograficos caracteristicos. Os cromatogramas detalhados de cada
amostra estdo disponiveis no Anexo 1.

Tabela 9: Relacdo dos compostos identificados em cada ponto amostral a partir da identificacdo de
similaridade de picos cromatograficos.

Composto El E2 E3 EE2 BPA 4NP
Tempo 17,114 16,297 12,349 16,921 15,752 25,059

Amostra Matriz Pico Pico Pico Pico Pico Pico
1 AS NO NO NO NO NO NO
MP NO NO NO NO NO NO

SED NO NO NO NO NO NO

SED NO NO NO NO NO NO

2 AS NO NO NO NO NO NO
MP NO NO NO NO NO NO

SED NO NO SIMv SIM NO NO

SED NO NO SIM SIM NO NO

3 AS NO NO NO NO NO NO
MP NO NO NO NO NO NO

SED NO NO NO NO NO NO

SED NO NO NO NO NO NO

4 AS NO SIm NO NO NO SIMvI
MP SIM SIm SIMv SIM SIm NO

SED SIM NO NO SIM NO NO

SED S5IM SImv NO S5IM SImv NO

5 AS NO Simv NO NO NO SIMv
MP NO NO NO SIM NO NO

SED S5IM NO SIMvI S5IM NO NO

SED NO NO NO NO NO NO

Legenda: (NO) ndo observado semelhanga do pico cromatografico; (5IM) similaridade no
espectrof/pico cromatografico no tempo de retengdo do composto; (AS) dgua superficial; (MP)
material particuladeo; (SED) sedimento.
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A amostra 4 apresentou a identificacdo de todos os compostos alvos analisados em
diferentes intensidades de picos. Esse ponto de analise coincidiu como sendo o de maior valor
de atividade estrogénica e como o ponto com maior indicio de langamento de efluentes segundo
0s ensaios realizados no presente trabalho. Nos espectros analisados do ponto 3 e do ponto 1,
ndo foi observado padrdo de similaridade para nenhum dos compostos-alvo em nenhum dos
compartimentos ambientais avaliados. No entanto, alguns destes pontos apresentaram resposta
positiva para desregulacdo enddcrina pelo ensaio YES. Isto sugere que outras substancias, ndo
avaliadas neste estudo, sdo as responsaveis pela acdo estrogénica nos pontos. A amostra do
ponto 2 para o sedimento apresentou similaridade nos compostos E3 e EE2, apesar do EE2 ser
0 composto de maior poténcia relativa, este ponto ndo apresentou resposta no ensaio YES. No
entanto, a analise antiestrogénica destes sedimentos apresentou resposta positiva, ressaltando a
hip6tese da presenca de compostos antagonistas que mascaram a resposta do ensaio YES pelo
bloqueio do receptor de estrogénio. Sendo assim, é necessario um aprofundamento no estudo
destes compostos e das a¢fes que ocasionam em ambientes estuarinos.

A quantificacdo destes compostos no ambiente pode ser correlacionado com as
constantes de particdo de cada um deles. Para este estudo o EE2 foi 0 composto mais detectado,
sendo encontrado em trés pontos de sedimento e dois pontos de MP. Ja o E2 foi reconhecido
em dois pontos de agua superficial, um de MP e um de sedimento. Seguido pela avaliagdo da
presenca de E3 em dois pontos de sedimento e um de MP. O E1 e o BPA foram identificados
em um ponto de MP e 1 ponto de sedimento, enquanto o 4NP foi detectado apenas em dois
pontos de agua superficial.

Os resultados obtidos sugerem que os pontos analisados apresentam contaminagao por
DE, cuja biodisponibilidade é modulada por fatores como granulometria dos sedimentos, teor
de matéria organica, pH e a dindmica de transporte entre sedimento, agua e material particulado.
Adicionalmente, a potencial biodegradagédo e biotransformacdo dos compostos no ambiente
podem contribuir para a formagdo de metabdlitos com diferentes propriedades de interacdo com
0 receptor estrogénico. A integracdo dos dados fisico-quimicos, cromatograficos e biologicos
se mostra indispensavel para compreender o comportamento e a dinamica desses contaminantes
emergentes em ambientes estuarinos, especialmente considerando as implicacdes ecologicas e
de satde publica associadas a sua presenca.

Visto isso, novas metodologias para avaliagéo de risco ambiental, em especial os efeitos
ecotoxicoldgicos precisam ser identificadas e definidas para garantir que as futuras legislacoes
construam mecanismos seguros de monitoramento da qualidade da vida aquatica que € um

ODS. Sabendo-se que os ensaios tradicionais de ecotoxicologia ndo sdo configurados para
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mecanismos especificos de via de exposicdo de DE, os novos modelos de ensaio precisam ao
menos avaliar a relacdo destes compostos com os constituintes do meio ambiente, avaliando a

questdo do sinergismo e transporte entre camadas sedimento e agua.

4.4  Respostas dos ensaios de biodisponibilidade para avaliacdo ecotoxicoldgica -

Cenério 2

Nesta etapa do trabalho, foi proposta uma nova metodologia para avaliacdo da
ecotoxicidade de DE em ambientes estuarinos. Exposicdes a aguas intersticiais e elutriatos
eliminam as vias de exposicdo por ingestdo de sedimentos e alteram as dindmicas naturais de
sorcéo e dessorcdo. As metodologias de bioensaio utilizadas na primeira etapa do trabalho para
avaliar a ecotoxicidade aguda dos extratos aquosos de sedimento apresentaram limitacGes. A
metodologia de elutriato mascarou a real condi¢do de degradacdo das areas estudadas, enquanto
0 uso do liquido intersticial proporcionou uma avaliagdo mais representativa. No entanto, em
pontos com alta concentracdo de matéria organica e ions Na™, o efeito toxico ndo foi observado
devido a expressiva emissdo de bioluminescéncia emitido pela bactéria utilizada como
organismo-teste.

Os testes tradicionais de toxicidade podem ndo produzir conclusdes confiaveis para
detectar efeitos adversos de exposicdes a estressores flutuantes, nutrientes, sélidos suspensos,
variagoes de temperatura, luz ultravioleta, fluxo, mutagenicidade, carcinogenicidade,
teratogenicidade, desregulacdo enddcrina ou outras respostas subcelulares importantes. Essa
limitacdo, combinada com o fato de que compostos com alta constante Kow podem néao
produzir respostas de curto prazo em exposic¢oes, destaca a necessidade de ferramentas de
avaliacdo adicionais e inovadoras para proteger 0s ecossistemas aquaticos. Ademais, 0 tempo
de deposicdo dos contaminantes no sedimento interferem na adsorcédo e dessorcéo destes nos
sedimentos, alterando a suscetibilidade de ressuspensdo em eventos de bioturbacao.

A incapacidade dos ensaios tradicionais de prever os efeitos deve-se, em grande parte,
aos padrbes complexos de resposta bioldgica resultantes de diferentes combinacdes de
magnitude, duracdo e frequéncia da exposi¢cdo, bem como das interacdes entre misturas de
estressores, como os efeitos sinérgicos e antagdnicos e variaces de temperatura.

Com isso, a biodisponibilidade de DE foi simulada em ambientes controlados em
laboratério, utilizando sedimentos e 4gua dopados. A migracdo entre a interface sedimento/agua
foi observada, embora outras varidveis, como a dessor¢ao, precisem ser investigadas. Estudos
futuros devem avaliar, também, os efeitos aditivos e sinérgicos dos contaminantes,

considerando o tempo de contato e as interfaces ambientais.
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Os ensaios foram montados simultaneamente, com 0 mesmo lote de organismos-teste
juvenis retirados do cultivo. Como os ensaios de interface foram montados um dia antes para
permitir o equilibrio entre as camadas, a idade dos organismos expostos variou em 1 dia, sendo
usados organismos de 4 dias de vida no ensaio tradicional apenas com agua e organismos de 5
dias nos experimentos de interface. A metodologia esti descrita em 4.4.1 e os resultados
observados em todos os periodos de exposi¢do para todas as concentracdes testadas estdo

compilados na Tabela 10.

Tabela 10: Resultados de percentual de efeito observado em todos os ensaios de biodisponibilidade
proposto para avaliacdo da exposicao direta e indireta de M. juniae aos DE.

Efeito Observado (%)

Sedimento dopado e d4gua do mar (SDA) | Sedimento e dgua do mar dopada (SAD) Agua do mar dopada (AD)
24 h 48 h 72 h 96 h 24 h 48 h 72h 96 h 24 h 48 h 72 h 96 h
Controle
. 0 20 20 30 0 0 20 20 0 0 0 0
Negativo
Controle
- 10 20 20 40 10 20 20 20 0 0 0 0
Positivo
C1
i 50 50 100 100 20 40 60 100 0 0 10 10
Mix 25%
Cc2
i 60 60 100 100 40 40 80 100 0 0 10 20
Mix 50%
c3
) 90 100 100 100 70 70 80 100 0 0 20 20
Mix 100%

Os resultados apresentados na Tabela 10 indicaram que para o ensaio tradicional com
M. juniae exposto diretamente a uma solucéo padréo preparada em laboratério, sem simulagdo
de interacBes entre compartimento ambientas (representado pela sigla AD na Tabela 10), os
organismos ndo sofreram efeito dos contaminantes. Sendo o maior efeito observado de 20% de
letalidade na maior concentracgdo testada (C3) para no maior tempo de exposigédo (96h).

No entanto, quando estas mesmas concentracdes preparadas em &gua do mar foram
colocadas em contato com sedimentos organicos lamoso da praia de Jabaquara (SAD), foi
observado que os organismos foram afetados em sua totalidade (100% de efeito) na menor
concentracdo testada (C1) para no maior tempo de exposi¢cdo (96h). Este resultado sugere que
a presenca de DE na coluna d’agua pode favorecer a dessor¢do de outros elementos do
sedimento potencializando o efeito tdxico. Ainda, pode se supor que 0s produtos de
biodegradacdo daquele ambiente ocasionaram a letalidade dos organismos. O padrdo observado
desperta grande incerteza quanto aos limites que vem sendo expostos na literatura como limites
seguros de langamento destes compostos. Uma vez que, 0s ensaios nos quais os resultados se
baseiam ndo levam em consideragdo a dindmica do ambiente.

A situacdo se torna ainda mais preocupante na discussdo do terceiro cenario (SDA),

onde a o DE ja estava presente no sedimento, por meio de dopagem intencional, e depois foi
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deixado em contato com agua do mar natural. Os resultados expressaram que o tempo de efeito
toxico ficou mais curto. Na exposicdo de 24 horas, pelo menos a metade dos organismos
expostos ja haviam sido afetados pelas trés concentracdes do ensaio. Sendo assim, oS
fendmenos observados nesta simulagdo precisam ser investigados em ensaios de
biodegradabilidade e dessor¢do de DE em sedimentos orgéanicos estuarinos.

Ademais, 0s ensaios ecotoxicoldgicos propostos para avaliar a mobilidade de
contaminantes entre compartimentos e suas vias de exposicao indiretas e diretas aos organismos
demonstraram a relevancia de considerar a toxicidade dos sedimentos para organismos
pelagicos. Os resultados mostraram alta letalidade dos organismos expostos a ambientes de
interface de contaminagao, enquanto os ensaios em coluna d’agua ndo revelaram imobilidade
significativa, conforme o formato padrdo. Os parametros fisico-quimicas do tempo inicial e

final de exposicéo estdo expostos na Tabela 11.

Tabela 11: Pardmetros fisico-quimicos analisados no ensaio ecotoxicoldégico com Mysidopsis juniae.

Tempo Sedimento dopado e dgua do mar (SDA) Sedimento e dgua do mar dopada (SAD) Agua do mar dopada (AD)
Parametros analisados
de R Controle Controle Cc1 c2 c3 Controle Controle c1 c2 c3 Controle Controle Cc1 [or c3
leftura ne ensale Negativo Positive Mix25% Mix50% Mix100%| Negativo Positive Mix25% Mix50% Mix 100%| Negativo Positivo Mix25% Mix50% Mix 100%
PH 83 80 8,0 82 80 83 80 83 83 7,9 83 8,0 82 81 8,0
Condutividade (uS_cm'lj 21847 21736 21169 21874 22113 21847 21442 21416 22098 22142 21847 21658 21220 21943 22311
Inicial  Salinidade 36 37 36 37 37 36 37 36 37 37 36 37 36 37 37
oD (mg L) 85 76 76 74 77 79 78 81 8,7 75 8,9 84 80 86 7,7
Temperatura (°C) 251 25,1 25,0 252 25,1 25,1 251 25,2 25,2 252 25,0 25,0 251 25,2 25,1
pH 84 79 79 7.9 79 84 79 7,9 8,0 79 8,4 79 8,0 8,2 82
Condutividade (uS_cm'lj 26453 26447 22408 26392 26363 26453 26413 22413 26418 26379 23658 23147 23068 22971 23027
Final  Salinidade 43 42 40 41 42 42 42 40 42 40 37 37 37 38 38
0D (mg.LY) 7,8 7,0 6,0 10,9 59 78 7,3 7.8 104 5,2 7,9 75 74 8,0 74
Temperatura (°C) 22,0 22,0 22,0 22,1 224 22,0 22,1 22,1 22,0 22,9 21,9 22,0 22,0 22,2 21,9

Neste trabalho os resultados dos ensaios com V fischeri, M juniae e 0s ensaio de
biodisponibilidade contribuiram para esta analise sistémica dos ambientes. Sendo assim, houve
grande impacto nestes resultados em relagdo aos ensaios tradicionais, onde os limites
considerados seguros para langamento ndo expressaram a realidade da toxicidade do ambiente
com presenca de DE. Com isso, novas padronizacdes de ensaios ecotoxicologicos precisam ser
amplamente estudados para garantir a determinacdo de faixas ambientalmente seguras de
compostos DE no ambiente aquatico.

Dessa forma, conclui-se que os bioensaios devem considerar novas metodologias que
capazes de simular de forma mais real os efeitos ambientais, especialmente 0os mecanismos de
migracdo de contaminantes entre os compartimentos ambientais. 1sso deve considerar também
as vias de exposicao indireta dos organismos as areas contaminadas. A utilizacao de organismos
de diferentes niveis troficos e comportamentos precisam ser associados para a fornecer uma

avaliacdo mais abrangente dos riscos ambientais.
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Nesse contexto, o estudo das caracteristicas dos sedimentos e sua correlagdo com a
presenca de DE e seus potenciais toxicos € crucial, diversas dessas caracteristicas influenciam
diretamente a adsorcdo de DE e outros contaminantes nesta matriz sedimentar, alem de impactar
sua mobilidade em ambientes aquéticos. Estudos sobre a particéo e sor¢do de micropoluentes
entre diferentes matrizes sdo fundamentais para a compreender o comportamento ambiental
desses compostos. A interacao entre as fases aquosa e particulada esta diretamente relacionada
ao destino, aos mecanismos de transporte, dispersao e, consequentemente, a biodegradabilidade

e biodisponibilidade dos contaminantes presentes nos sedimentos.

4.5 Transporte de contaminantes entre compartimentos no ensaio de
biodisponibilidade - Cenario 2

Devido a incerteza sobre a limitacdo do método para avaliar a biodisponibilidade e
quantificacdo de DE, o sedimento coletado no ponto 5, referente a praia do Jabaquara em Paraty,
foi utilizado em um experimento de dopagem de matriz para posterior extragdo e quantificagéo.
Para isso, foi desenvolvido um ensaio com trés réplicas, considerando trés diferentes interacdes
entre compartimentos ambientais: (A) sedimento puro submetido ao método de extragcdo UAE,
seguido de EFS; (B) sedimento puro e exposto ao sobrenadante de &gua ultra pura (Sistema
Milli-Q); (C) sedimento dopado com solucdo de E2 com concentragdo conhecida, exposto ao
sobrenadante de agua ultra pura (Sistema Milli-Q).

Para cada condicgéo de interacéo, ao final do periodo de exposi¢éo, os sedimentos foram
extraidos individualmente em triplicata, e uma amostra composta dos respectivos sobrenadantes
foi coletada. A Tabela 12 apresenta os resultados obtidos em EQ-E2 para o ensaio YES em
todos os cenarios avaliados. Ademais, a Tabela 12 também apresenta o efeito qualitativo
observado no ensaio antiestrogénico realizado em algumas replicas de amostras coletadas nos

pontos de analise.
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Tabela 12: Resultados de EQ-E2 ( ng.g™) dos sedimentos com e sem dopagem e o0s sobrenadantes de
cada ponto do ensaio preliminar de transporte de contaminantes.

L EQ-E2 (ng L' ou Citotoxicidade LIMItE,,dE )
PT Réplica o Detecgdo—  Efeito
ngg) na diluigdo
LD (ngL* Observado
(%) oungg™)
Média Desvio

A 1 0,085 0,02 0 0,047 N
2 0,17 0,01 0 0,047 NR
3 0,262 0,012 0 0,005 NR

B 1 0,173 0,000 0 0,005 N
2 <LD - 0 0,005 NR
3 <LD - 0 0,047 NR

C 1 0,174 0,05 0 0,005 E
2 0,318 0,077 0 0,005 NR
3 0,108 0,003 0 0,005 NR

Milli-Q 1 5,69 0,21 0 0,047 N
E2 sobre 1 3,58 0,009 0 0,047 E

Legenda: (-) atividade estrogénica ndo quantificada; (N) nenhum efeito observado; (E)
atividade estrogénica observada (potencializacdo do efeito do 17p-estradiol
adicionado); (NR) avaliacdo de atividade antiestrogénica ndo realizada.

Os resultados apresentados na Tabela 12 indicam que, para a condicdo (A), 0 maior
valor observado de EQ-E2 foi 0,262 ng.g™%, correspondente ao procedimento padrao de extragio
de sedimentos, sem dopagem prévia e sem interacdo do sedimento com a 4gua. Este valor reflete
a analise de background, permitindo avaliar a contaminacdo real do sedimento natural. Em
contraste, na simulacdo do sedimento sem dopagem prévia, mas com a interagdo com a agua
(B), o valor obtido foi 0,173 ng.g!, evidenciando uma diminuicéo, o que sugere a migragao do
contaminante para a coluna d’agua. Por fim, para o sedimento dopado com E2 e exposto a 4gua
apos a dopagem ©, o valor obtido foi 0,318 ng.g™. Para investigar a migracdo dos compostos,
os sobrenadantes também foram extraidos e analisados. A Figura 28 apresenta a curva dose-

resposta do ensaio YES para os sobrenadantes analisados.
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Figura 28: Curva dose-resposta dos sobrenadantes do ensaio de biodisponibilidade.

O sobrenadante com agua Milli-Q apresentou uma resposta estrogénica de 5,69 ng.L™
EQ-E2, evidenciando que, apesar da dopagem ter sido realizada no sedimento, houve migracéo
dos compostos para a fase aquosa. Vale ressaltar que a resposta do ensaio YES néo foi capaz
de assegurar qual composto presente na amostra causa o efeito estrogénico. Isso indica que, na
simulacdo com sedimento e agua, outros compostos além do dopado podem ter migrado do
sedimento para a &gua, construindo para o0 aumento da resposta observada.

O sobrenadante do ensaio com dopagem de E2 apresentou valores mais baixos (3,58
ng.L! EQ-E2) quando comparado ao ensaio (B). O uso do metanol usado na dopagem do
sedimento favoreceu o acimulo do contaminante na matriz sedimentar, em vez da ressuspensao
na coluna d’agua, visto que o valor obtido para o sedimento (C) foi maior que o observado em
(B).

Diante disso, ensaios de mistura sdo recomendados para avaliar o potencial aditivo e
sinérgico das misturas de DE com outros contaminantes. A simulacdo em laboratério de
amostras ambientais sempre apresenta essa limitacdo, pois cada ambiente contém constituintes
diferentes que influenciam as respostas.

A Figura 29 apresenta a curva dose-resposta dos sedimentos do ensaio de

biodisponibilidade com sedimentos previamente dopados obtidas no ensaio YES.
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Figura 29: Curva dose-resposta dos sedimentos do ensaio de biodisponibilidade.

Considerando o exposto, é fundamental que novas abordagens para avaliacdo de risco
sejam desenvolvidas e testadas, com o objetivo de tornar os experimentos em laboratorios mais
representativos das condi¢cdes ambientais reais. Essas abordagens permitirdo o aprimoramento
dos mecanismos de regulamentacéo, contribuindo para a definigdo de limites de langamento de

efluentes mais eficazes e adequados.

4.6 Comparativo entre 0s cenarios avaliados e proposta de novos métodos de anélise

de risco e legislacao

A partir das discussdes sobre biodisponibilidade e transporte de contaminantes, 0s
resultados supracitados foram compilados na Figura 30 para elucidar o cenario de contaminacéo

por desreguladores enddcrinos em seis areas estuarinas na regido Sudeste do Brasil.
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Figura 30: Grafico com os resultados de atividade estrogénica (EQ-E2) calculados a partir do ensaio
YES para todos o0s pontos de coleta nas areas de estudo.

Os resultados evidenciam que o conhecimento hidrodindmico, fisico, quimico e
bioldgico da regido contribui para 6rgdos puablicos de tomada de decisdo implementem politicas

publicas para mitigacdo e remediacdo da contaminacao por DE em ambientes estuarinos.
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Os valores apresentados de atividade estrogénica na regido, demonstram que 0S
compostos migram entre camadas distintas no meio ambiente, sendo este transporte favorecido
pela forma como a matéria organica e ions livres se comportam no meio. Sete amostras de agua
superficial, sete de material particulado e dez de sedimento foram analisadas quanto ao
potencial de estrogenicidade, ecotoxicidade e qualitativamente identificados os DE.

Os estuarios, por se tratar de um ambiente com forte dinamismo, precisa ser monitorado
com ensaios integrativas que avaliem multiplos compartimentos e simulem os efeitos sinérgicos

do ambiente.
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5 CONCLUSAO

Este estudo avaliou as caracteristicas fisico-quimicas, a ecotoxicidade e a atividade
estrogénica em amostras de agua, sedimento e material particulado provenientes de trés
municipios da regido Sudeste do Brasil. Os resultados indicaram que os estuérios analisados
ndo atendem aos critérios de enquadramento na qualidade ambiental estabelecidos pela
Resolucdo CONAMA 357/2005 (BRASIL, 2005) para 0s usos previstos, evidenciando
significativo impacto antropico e poluicao decorrente do langamento de esgoto sanitario.

Os dados demonstraram que fatores como elevados teores de matéria organica (DQO
16,75 mg. L™t a 46,27 mg. L), pH alcalino (8,01 a 8,39), presenca de ions (Na* 18,8 ppm a 46
ppm) e substancias humicas (0,7 abs a 3,1 abs) aumentam a atividade estrogénica. Sendo
detectados valores de 0,43 a 40,3 ng. L™ de EQE2 nas amostras de agua. Além disso, a
granulometria dos sedimentos influenciou na migracdo de contaminantes, afetando diretamente
0S processos de extracdo e a determinacgéo do potencial estrogénico. Sedimentos com baixo teor
de adsorcdo promoveram a migracdo dos DE para o material particulado. Sendo detectada
atividade estrogénica na faixa de 0,86 a 1,3 ng. L™ de EQE2 para esta matriz. As amostras de
sedimento apresentaram valores de 0,05 a 1,5 ng. g de EQE2 para esta mesma analise.

Dentre as metodologias de preparo de amostras ambientais testadas, a com uso de
extracdo assistida por ultrassom (UAE) combinada com extracdo em fase sélida (EFS), que
apresentou o melhor desempenho para o ensaio YES. Em matrizes mais complexas, como
sedimentos, foi necessaria uma etapa adicional de purificacdo das amostras com cartuchos SAX
para a remocdo de interferentes analiticos, como acidos falvicos e himicos, sendo ainda
sugerido o seu uso para amostras de material particulado.

Adicionalmente, o ensaio antiestrogénico revelou a presenca de substancias
antagonistas em quatro pontos de sedimento e dois de material particulado, destacando
relevancia para estudos mais aprofundados para fins de monitoramento ambiental. Entretanto,
0 bioensaio ecotoxicolégico agudo aplicado aos extratos aquosos de sedimentos apresentaram
limitacdes. Ensaios baseados em elutriatos subestimaram as condicdes reais de degradacédo dos
ambientes estudados, enquanto a andlise do liquido intersticial se mostrou mais representativa.
Mesmo assim, em areas com alta concentracdo de ions como Na+ e supostamente por nitritos
e nitratos, a toxicidade foi mascarada pela emissdo elevada de bioluminescéncia da bactéria
utilizada como organismo-teste.

Os dados também evidenciaram que os desreguladores enddcrinos (DE) identificados,
incluindo E1, E2, E3, EE2, BPA e 4NP, sdo modulados por fatores como a presenca de matéria

organica natural (MON) e granulometria fina, especialmente em sedimentos. Esses parametros
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afetam diretamente os processos de sor¢ao, transporte, bioacumulacéo e biodisponibilidade dos
DE nos ambientes estuarinos. A migracdo entre sedimento e agua foi observada em
experimentos controlados, mas variaveis como a dessor¢ao precisam ser mais investigadas para
elucidar a dindmica de mobilidade dos contaminantes. Dentre estes compostos o EE2 foi o que
foi detectado na maioria dos pontos de sedimento analisados, enquanto nas amostras de agua
foi o composto E2. O material particulado ndo apresentou um favorecimento especifico de
compostos, sendo observada a presenca de BPA, E3, EE2, E2 e E1 em nimeros iguais. Outros
estudos levando em consideragéo as constantes de particdo e sor¢do precisam ser desenvolvidas
para propor medidas de monitoramento seguras para a biota e satde publica.

Os ensaios ecotoxicologicos demonstraram a importancia de integrar avaliacbes de
mobilidade de contaminantes entre compartimentos ambientais e vias de exposicdo diretas e
indiretas aos organismos. Os resultados revelaram elevada letalidade em organismos expostos
a zonas de interface contaminada, enquanto os testes convencionais de coluna d’agua
subestimaram a toxicidade real dos compostos preparados em solucdo no laboratorio. 1sso
reforca a necessidade de métodos integrados que considerem os efeitos sinérgicos e aditivos
dos contaminantes, bem como as variagdes nos tempos de contato e as condi¢cdes ambientais.

Por fim, este estudo destaca a relevancia de caracterizar as propriedades dos sedimentos
e suas correlagcdes com a presenca e 0s impactos toxicos de DE. A interacdo entre fases aquosa
e particulada influencia significativamente o destino, o transporte e a biodegradabilidade desses
compostos. Compreender 0s processos de particao e sor¢éo entre diferentes matrizes ambientais
é essencial para avaliar os riscos ecoldgicos e propor estratégias mais eficazes de gestdo e

mitigacdo em ambientes estuarinos impactados.
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ANEXO 1 - LC-MS/MS-ESI - Espectro de Massas

CLAE-DAD-ELSD: cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia modelo 1200 infinity series
do fabricante Agilent Technologies. O equipamento € formado pelos seguintes mddulos:
Degaseificador (1260 HIP degasser G4225A), bomba de dois canais (1260 bin pump G1312B),
amostrador automatico (1260 ALS G1329B), compartimento de coluna (1260 TCC G1316A),
detector de ultravioleta por arranjo de diodos (1260 DAD G4212B) e detector de espalhamento
de luz (1260 ELSD G4260 B).

CLAE-EM (SQD) — Cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia modelo Altus UPLC
fabricante PerkinElmer. Equipamento composto dos seguintes modulos: amostrador
automatico (A-30 sampling module), bomba (A-30 solvent delivery module) e detector (Altus
SQ detector).

QUADRO XXXXX apresenta os resultados obtidos de area. Os resultados evidenciam
gue quando a voltagem aplicada no cone é fixa em 15 eV, as areas sdo menores que quando
aplicamos voltagem em tune, sugerindo uma possivel menor formacdo de ions, conforme
visualmente observado na Figura XXXX.

Cromatogram Voltag Volume Tempo Area
a em injetado de retencao
El m/z 271 Positiv 2 uL 7,149 246.781.
tune 0 635
E1l m/z 271 15 Positiv 2 uL 7,190 221.895.
eV 0 628
E1 TIC tune Positiv 2 uL 7,150 370.217.
0 366
E1TIC 15eV Positiv 2 uL 7,192 237.706.
0 798
El m/z 269 Negati 10 pL 7,177 161.445
tune VO
E1 TIC tune Negati 10 pL 7,184 11.540.1
VO 16
E2 m/z 273 Positiv 2 uL 6,682 13.253.9
tune 0 84
E2 m/z 273 15 Positiv 2 uL 6,732 11.153.5
eV 0 22
E2 TIC tune Positiv 2 uL 6,678 349.245.
0 406
E2TIC 15eV Positiv 2 uL 6,734 210.537.
0 503
E2 m/z 271 Negati 10 pL 6,753 92.011
tune VO
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E2 TIC tune Negati 10 pL 6,749 50.929.9
VO 14
E3 m/iz 289 Positiv 2 UL 5,138 8.589.50
tune 0 4
E3 m/z 289 15 Positiv 2 uL 5,170 6.463.30
eV 0 1
E3 TIC tune Positiv 2 UL 5,140 160.872.
0 542
E3TIC 15eV Positiv 2 UL 5,164 119.692.
0 232
E3 m/z 287 Negati 10 pL 5,189 22.786
tune VO
E3 TIC tune Negati 10 pL 5,164 11.041.2
VO 23
EE2 m/z 297 Positiv 2 uL 6,999 7.866.20
tune 0 1
EE2 m/z 297 Positiv 2 UL 7,016 6.573.25
15 eV 0 2
EE2 TIC tune Positiv 2 UL 7,005 296.595.
0 937
EE2 TIC 15 Positiv 2 uL 7,016 151.357.
eV 0 066
EE2 m/z 295 Negati 10 pL 7,022 88.672
tune VO
EE2 TIC tune Negati 10 uL 7,014 14.299.7
\Yo] 76
BPA m/z 227 Negati 10 pL 6,598 6215342
tune VO
BPA m/z 227 Negati 10 pL 6,641 5839683
tune VO
BPA TIC tune Negati 10 pL 6,501 1373063
\Yo] 6
BPA TIC tune Negati 10 pL 6,612 8019405
\Yo] 9

A partir dos dados do Quadro XX foi definido que as quantificacBes dos estrégenos
seriam no modulo de ionizagdo positiva, enquanto os compostos fendlicos seriam no modulo

negativo.
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o

Legenda: a) Cromatograma de m/z 271 com voltagem de cone em tune, b) Cromatograma de m/z 271 com voltagem
de cone fixa em 15 eV, c) Cromatograma TIC com voltagem de cone em tune, d) Cromatograma TIC com voltagem de cone
fixa em 15 eV, e) espectro de massas obtido do TIC com voltagem de cone em tune, f) espectro de massas obtido do TIC com
voltagem de cone fixa em 15 eV g) Cromatograma de m/z 269 com voltagem de cone em tune negativo, h) Cromatograma
TIC com voltagem de cone em tune negativo e i) espectro de massas obtido do TIC com voltagem de cone em tune negativo.
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ANEXO 2 - Cromatogramas HPLC-DAD

Figura 5: Pico do padrdo de E1 no comprimento de onda de 280 nm, indicando tempo de retencdo de 17,114
minutos.

DAD1 B, Sig=280,1 Ref=off (G HPLC\Resullados DAD\ 2022 HP Alestrogenos 2023-05-05 10-07-17003-71-E1.D)
mAU ] s
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Figura 6: Pico do padrdo de E2 no comprimento de onda de 280 nm, indicando tempo de retengdo de 16,297
minutos.
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Figura 7: Pico do padrdo de E3 no comprimento de onda de 280 nm, indicando tempo de reten¢do de 12,349

minutos.
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Figura 8: Pico do padrdo de EE2 no comprimento de onda de 280 nm, indicando tempo de reten¢do de 16,921
minutos.
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Figura 9: Pico do padrdo de 4NP no comprimento de onda de 280 nm, indicando tempo de retengdo de 25,059
minutos.
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Figura 10: Pico do padrdo de BPA no comprimento de onda de 235 nm, indicando tempo de reten¢do de 15,752
minutos.
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Figura 11: Espectros de cada um dos compostos de interesse nos respectivos comprimentos de onda.
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ANEXO 3 — Cromatogramas HPLC-FLU/DAD

A seguir estdo apresentados os cromatogramas das amostras de Rio das Ostras
realizadas no HPLC-FLU/DAD do laboratdrio de Engenharia Sanitaria da UERJ. As amostras
analisadas por este método foram extratos de sedimento in natura intencionalmente dopados
com DE (mix de compostos, BPA e E2) e sem dopagem prévia. Ainda foram avaliados por esta
metodologia os sedimentos liofilizados e néo.

UERJ Eng Sanitaria A ,
Project Name Desreguladores Endocrinos a " PfLeCeSZe 2
Reported by User: UERJ yELEM
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IBOd.OOI I1006_00I I I‘IZDb.Gd I14Ob.od I‘ISDb_Od ‘ I180'0.00
Amount
Name: E1; Time: 9.468; Fit Type: Linear (1st Order); R: 0.991264; R* 0.982605; Equation: Y =
3.47e+002 X + 1.14e+004; Date Calibrated: 2/10/2023 12:32:57 PM BRST
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UERJ Eng Sanitaria 1 )
Project Name Desreguladores Endocrinos a " PrLeCeSze 2
Reported by User: UERJ yeiem
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| o
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Amount

Name: E2; Time: 8.183; Fit Type: Linear (1st Order); R: 0.999337; R* 0.998675; Equation: Y =
1.37e+004 X + 3.96e+005; Date Calibrated: 2/10/2023 12:32:57 PM BRST

UERJ Eng Sanitaria an ‘
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Name: E3; Time: 3.832; Fit Type: Linear (1st Order); R: 0.999287; R* 0.898574; Equation: Y =
1.19e+004 X + 4.20e+005; Date Calibrated: 2/10/2023 12:32:57 PM BRST
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UERJ Eng Sanitaria 1 ‘
Project Name Desreguladores Endocrinos .a " PrLeCesze 2
Reported by User: UERJ yaLom
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Amount

Name: EE2; Time: 8.688; Fit Type: Linear (1st Order); R: 0.999314; R* 0.998628; Equation: Y =
1.27e+004 X + 3.81e+005; Date Calibrated: 2/10/2023 12:32:57 PM BRST
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Name: BPA; Time: 6.797; Fit Type: Linear (1st Order); R: 0.999090; R* 0.998181; Equation: Y =
1.12e+004 X + 3.82e+005; Date Calibrated: 2/10/2023 12:32:57 PM BRST
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Project Name

Reported by User: UER)

Desreguladores Endocrines
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Breeze 2
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SAMPLE INFORMATION
Sample Name: Ponte1_RDO_1campo Acguired By: LER.
Sample Type: Unknown Date Acquirsd: 5272022 9:16:21 PM BRST
Vial: 1:4,2 Acg. Method: Gradiente 2
Injection #: 2 Date Processed:  SM92022 6:59:17 PM BRST
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UERJ Eng Sanitaria
Project Mame Desreguladores Endocrines
Reported by User UERJ

5 Breeze 2

IPLC System

SAMFLE

INFORMATICON

Run Time:

Injection Volume: 20.00 ul

15.00 Minutes

Sample Mame: Ponte2_RDC_1campo Acguired By:
Sample Type: Unknown Date Acquired:
Vial: 1:A3 Acg. Method:
Injection #: 2 Date Processsd:

Channgl Mame:

UERJ

5/13/2022 10:02:21 PM BRST
Gradiente 2

5/18/2022 5:59:16 PM BRST
2475ChA ex280/em306

Sample Set Mame Louise 130522
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LUERJ Eng Sanitaria

Project Hame Deseguladores Endocrinos
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Reported by User UERJ PLE Eyatem
SAMPLE INFORMATION
Sample Mame: Ponto3_RDO_1campo Acguired By: UERJ
Sample Type: Unknown Date Acquirsd: 132022 10:33:02 PM BRST
Vial: 1:4,4 Acg. Method: Gradiente 2
Injecticn #: 1 Date Processed:  S/15/2022 6:59:16 PM BRST
Injection Yolume: 20.00 ul Channel Mame:  2475ChA ex280/em30E
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UERJ Eng Sanitaria

Froject Name Deseguladores Endocrinos 5 Br'?:eze 2
Reported by User UERJ PLE Gyatom
SAMFLE INFORMATION
Sample Mame: Pontod _RDO_1campo Acguired By: UERJ
Sample Type: Unknown Date Acquirsd: 51312022 11:45:41 PM BRST
Vial: 1:A.5 Acg. Method: Gradiente 2
Injection #: 3 Date Processed:  S/19/2022 6:59:16 PM BRST
Injection Volume: 20.00 ul Channel Mame:  2475ChaA ex280/em306
Fun Time: 15.00 Minutes Sample Set Mame Louise 130522
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EU

SAMPLE INFORMATION

Sample Mame: ponto 5 louise Acguired By: LUERJ
Sample Type: Unknown Date Acquirsd: 32812022 10:16:37 PM BRET
Vial: 1:A,2 Acg. Method: Gradiente 2
Injection #: 2 Date Processed:  3/25/2022 6:36:55 PM BRST
Injection Volume: 20.00 ul Channel Mame:  2475ChaA ex280/em3l6
Run Time: 15.00 Minutes Sample Set Mame 28032022 louis
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UERJ Eng Sanitaria

Project Mame Degreguladores Endocrings
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SAMFLE INFORMATION
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UERJ Eng Sanitaria 78
Project Name Deszguladorss Endocrings a Ipre_e_zej 2
Reported by User UERJ Loeysiam

SAMFLE INFORMATION

Sample Name: padrao mix Acquired By UERJ
Sample Type: Unknown Date Acquirsd: A28/2022 9:45.56 PM BRST
Vial: 1A Acg. Method: Gradiente 2
Injection #: 4 Date Processed:  3/29/2022 5:36:55 PM BRST
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ANEXO 4 - DADOS COMPLETOS DO YES
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Tabela X: Resultados de atividade estrogénica, antiestrogénica e citotoxicidade
medidos a partir do ensaio YES para todos os pontos de coleta do estudo.

EQ-E2 (ngL'ou Citotoxicidad Limite de Efeito
PT Matriz ngg?) e na diluigdo Deteccdo— LD  Observado
Média Desvio (%) (ngL* oungg?)
1 dgua 40,3 0,5 0 0,047 -
MP 1,3 0,0 0 0,047 -
sedimento (1) 1,5 0,1 0 0,005 -
sedimento (2) 1,5 0,1 0 0,005 -
2 dgua 0,5 0,0 0 0,005 -
MP <LD - 0 0,047 N
sedimento (1) <LD - 4] 0,005 E
sedimento (2) <LD - 0 0,005 E
3 agua <LD - 0 0,047 E
MP <LD - 0 0,047 E
sedimento (1) <LD - 0 0,005 E
sedimento (2) 0,13 0,01 4] 0,005 -
4 dgua 5,84 0,00 0 0,023 -
MP 1,00 0,94 0 0,023 -
sedimento (1) 0,05 0,00 0 0,001 -
sedimento (2) <LD - 4] 0,005 E
5 dgua 0,43 0,00 0 0,012 -
MP 0,86 0,18 0 0,012 -
sedimento (1) 0,17 0,01 4] 0,001 -
sedimento (2) <LD - 0 0,005 E
6 sedimento <LD - 0 0,001 NR
sedimento (liof.) <LD - 0 0,001 NR
7 sedimento <LD - 4] 0,001 NR
sedimento (liof.) <LD - 4] 0,001 NR
8 agua <LD - 0 0,012 NR
sedimento <LD - 4] 0,001 NR
sedimento (liof.) <LD - 0 0,001 NR
9 agua 0,34 - 0 0,012 NR
sedimento <LD - 4] 0,001 NR
sedimento (liof.) <LD - 4] 0,001 NR
10 sedimento 0,04  83E-05 0 0,001 NR
sedimento (liof.) <LD - 0 0,001 NR

Legenda: (-) atividade estrogénica quantificada; (N) nenhum efeito observado; (E) atividade estrogénica
observada (potencializag¢do do efeito do 17B-estradiol adicionado); (NR) avaliacdo de atividade antiestrogénica

nao realizada.



