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RESUMO

Os desreguladores enddcrinos sdo substancias exdgenas que provocam disturbios na funcdo hormonal e efeitos
agonistas e antagonistas na salde de um organismo ou sua descendéncia. Esses micropoluentes podem ser
naturais ou sintéticos e atingem o meio ambiente, principalmente, pelo despejo de esgoto in natura. Essas
substancias sdo responsaveis por causar anomalias no sistema reprodutivo de animais e humanos, tais como
cancer, reducdo na quantidade de esperma, infertilidade, feminizacdo de algumas espécies entre outros, mesmo
em baixissimas concentracdes (ug L e ng L) no ambiente aquatico. A area de estudo foi o canal do Cunha
que faz parte da bacia hidrografica da Baia de Guanabara localizada na zona norte da cidade do Rio de Janeiro
em uma regido com alta densidade populacional e com a presenca de algumas industrias. O presente estudo
teve como objetivo avaliar a presenca de atividade estrogénica e a toxicidade aguda nos sedimentos do canal
do Cunha. Os resultados mostram um nivel elevado de toxicidade nos sedimentos em todos os pontos de
coleta. O valor maximo de EQE?2 encontrado foi de 17 ng g*.

PALAVRAS-CHAVE: Desreguladores enddcrinos, toxicidade, ensaio in vitro YES, sedimentos.

INTRODUCAO

A sub bacia hidrografica do Canal do Cunha é uma das principais responsaveis pelo lancamento de grande
volume de residuos solidos e esgoto na Baia de Guanabara (PEREIRA, 2012). H& problemas gravissimos
acumulados ao longo do tempo nessa regido, como a poluicdo causada pelo antigo aterro sanitario do Caju, a
proximidade da refinaria de Manguinhos e a intensa ocupagdo de suas margens. Segundo Amaral (2006), a sub
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bacia conta com 133 favelas e 24 loteamentos clandestinos ou irregulares dos 7.015,99 hectares que ocupa
somente 415,43 hectares sdo areas naturais. Com uma auséncia maciga de vegetacdo, forma-se uma imensa
ilha de calor sobre a regido, que € aliviada pelas constantes trocas propiciadas por sua proximidade com a Baia
de Guanabara.

O termo micropoluentes vem sendo empregado na literatura em referéncia aos poluentes encontrados no
ambiente em baixissimas concentracdes e que oferecem sérios riscos aos seres vivos (YOON et al., 2010).
Esses compostos incluem produtos farmacéuticos e de higiene pessoal, horménios naturais e sintéticos,
subprodutos industriais e drogas ilicitas (RODIL et al., 2012).

A grande dificuldade de determinar a forma como esses micropoluentes atuam em amostras ambientais
suscitou o desenvolvimento de metodologias analiticas para identificar e quantificar essas substancias em
matrizes ambientais complexas. Desta forma, para melhor compreensdo dos efeitos potenciais dos
micropoluentes ocorreu uma demanda por métodos de ensaios bioldgicos in vitro e in vivo para identificar os
efeitos de uma grande variedade de substancias naturais e sintéticas presentes no meio ambiente. (SODRE et
al., 2010).

O interesse da comunidade cientifica sobre essa classe de contaminantes presentes no meio ambiente advém
do potencial de seus efeitos adversos na satde dos seres humanos e de animais. A esses contaminantes sao
atribuidos efeitos cancerigenos, alteracdes crbnicas no desenvolvimento e na reproducdo de varias espécies,
perturbacdo nos sistemas cardiovascular e no neuroendécrino de acordo com Waye et al. (2011).

O objetivo do estudo foi analisar a presenca de atividade estrogénica e ecotoxicidade em sedimentos do Canal
do Cunha, contribuindo para o entendimento do nivel de contaminagdo nesta area e discutir os dados para
avaliacdo dos niveis de contaminacdo e sua correlacdo com as influéncias antropogénicas e os danos para a
populacéo da sub baciada e a sua contribui¢do na poluicdo da baia de Guanabara. Os ensaios ecotoxicoldgicos
sdo de suma importancia para o estudo de contaminagdo do sedimento, pois essa matriz tem a capacidade de
acumular poluentes ja que podem ser um testemunho dos impactos sofridos pelo ambiente ao longo dos anos
(ARAUJO et al., 2006; ESTEVES, 1988).

Foi realizado um estudo para avaliacdo do nivel da estrogenicidade dos sedimentos coletados no canal, assim
como, a avaliagdo do estudo ecotoxicolégico na regido através de ensaios agudos com a bactéria (Aliivibrio
fischeri). Para andlise da atividade estrogénica pelo ensaio YES (Yeast Estrogen Screen), foram utilizadas
duas metodologias de extragdo nas amostras de sedimento.

MATERIAIS E METODOS

Foi realizada uma campanha de campo onde foram coletadas 10 amostras de sedimento em diferentes areas do
Canal do Cunha. As amostras coletadas foram submetidas a ensaios de ecotoxicidade e avaliacdo de potenciais
compostos que provocam desregulagdo enddcrina. Os ensaios ecotoxicoldgicos sdo de suma importancia para
0 estudo de contaminagdo do sedimento, pois essa matriz tem a capacidade de acumular poluentes ja que
podem ser um testemunho dos impactos sofridos pelo ambiente ao longo dos anos (ARAUJO et al., 2006;
ESTEVES, 1988).

Para avaliacdo da ecotoxicidade utilizou-se o ensaio de toxicidade aguda com metodologia descrita na norma
NBR 15411-3 (ABNT, 2012), a qual descreve a utilizacdo da espécie de bactéria luminescente Aliivibrio
fischeri para determinacgdo da concentracdo que promove um efeito inibitorio da producdo de luz na metade da
populacdo do organismo-teste utilizado (CE50).

A avaliacdo da presenca de atividade estrogénica foi realizada pelo ensaio YES, o qual faz uso da levedura,
geneticamente modificada, Saccharomyces cerevisie. A levedura contém um receptor de estrogénio humano
ligado a um gene repérter que codifica B — galactosidase. A cultura de levedura e o ensaio foram realizados
como descrito por Routledge e Sumpter (1996) com algumas modificages.

Foram utilizadas duas metodologias de preparo das amostras para o ensaio YES, chamadas de método 1 e
método 2, onde a metodologia 1 foi de acordo com EMBRAPA (2008) nos 10 pontos das amostras e a
metodologia 2 foi de acordo com Lorenzen et al (2004) com algumas modificacfes nos pontos 1, 2, 5 e 10.
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Para o preparo dos sedimentos para a analise de ecotoxicidade aguda foi aplicado o método 3, descrito na
sequéncia.

Método 1: Inicialmente para o preparo dos sedimentos foram separados 100g de cada sedimento em um
becker de 250 mL e adicionado 100 mL de &gua Mili-Q, essa suspensdo ficou em repouso por 24h. O pH foi
medido no inicio e ap6s 24h, a agua foi descartada e a suspensdo foi levada para estufa (TENNEY
ENGINEERING INC) a temperatura de 60° até secagem completa (aproximadamente 48h). ApoOs esse
procedimento, os sedimentos foram mantidos em um dessecador até a proxima etapa de preparo. As amostras
foram maceradas com o auxilio do gral e do pistilo até obter um p6. Deste, foram separados 10 g e
adicionados 10 mL de metanol. A mistura permaneceu no ultrassom por 5 min, em seguida a parte liquida foi
separada por centrifugacdo (2500 giros por 5 minutos) (Nova Técnica, NT 810) e transferida para um baldo
volumétrico de 200 mL. Esse procedimento foi realizado 03 vezes e aos liquidos combinados, somando um
volume final de 30 ml, foram adicionados 170 mL de &gua ultrapura, acidificada com H2SO4 para ajuste do
pH 2.

Método 2: Inicialmente para o preparo dos sedimentos foram separados 30 g de sedimentos imidos que foram
colocados em cadinhos e deixados por 5 horas no dessecador. Posteriormente, foram separados 10 g deste
sedimento de cada ponto de coleta, os quais foram adicionados 10 mL de metanol, deixando por 5 minutos no
ultrassom. As amostras foram centrifugadas por 5 minutos a 2500 giros, e separada a fragdo liquida. Este
processo foi repetido por 3 vezes e avolumado em baldo de 200 mL, e acidificada com H2S04 para ajuste do
pH 2. Simultaneamente, foram colocados 10g de cada sedimento Umido na estufa por 24 h para determinar o
peso seco e corrigir o teor de umidade.

Método 3: Este método foi aplicado para obtengdo do elutriato para analise de ecotoxicidade com a bactéria
bioluminescente, Aliivivrio fischeri. Utilizou-se 7g de sedimento, secos na estufa a 600 C por 24 horas,
adicionados a 35 mL de diluente (NaCl 3,5%), esta solucdo foi mantida sob agitagdo magnética (Fisatom,
modelo 751) a 500 rpm durante 2 horas, conforme descrito no protocolo MICROTOX SOLID FASE
(MICROTOX OMNI 4.1). O sobrenadante foi separado para andlise, apds repouso de 1 hora. Foi adicionado
0,02 mg de EDTA.

RESULTADOS OBTIDOS

No ensaio YES foi observada citotoxicidade em todas as amostras analisadas. A fim de superar a
citotoxicidade, as amostras foram diluidas serialmente, conforme recomenda o documentp descrito pela Unido
Europeia (COMPREHEND, 2002), porém vale ressaltar que ao executar a diluicdo das amostras a0 mesmo
tempo em que se diluem os compostos toxicos, dilui-se também os possiveis compostos estrogénicos presentes
na amostra.

Todas as amostras foram analisadas de acordo com o Métodol e todas apresentaram citotoxicidade, portanto, a
presenca de atividade estrogénica nessas amostras podem ter apresentado mascaramento toxico, conforme
descrito por Frische et al. (2009), onde ele ressalta que algumas combinacdes de substancias quimicas,
presentes no meio ambiente, podem ter diferentes formas de ac¢do toxica em amostras ambientais e podem
impedir o crescimento e até mesmo provocar a morte da levedura (Saccharomyces cerevisie).

Utilizando-se 0 Método 1, somente na amostra de sedimento coletada no ponto 1 apresentou atividade
estrogénica com valor de EQE2 de 0,16 ng g%, os demais pontos estudados apresentaram atividade estrogénica
abaixo do limite de detec¢do do ensaio.

Para as amostras de sedimentos coletadas nos pontos 1, 2, 5 e 10 também foram utilizados o Método 2 como
forma de evitar possiveis perdas de compostos estrogénicos provocadas por decomposicdo térmica ou
volatilizacdo ocasionadas pelo aquecimento da amostra a 60°C, para desse modo conseguir a quantificacdo de
atividade estrogénica.

Com o uso da metodologia 2 observou-se a reducdo da citotoxicidade em todas as amostras de sedimentos
coletadas nos pontos analisados. Além disso, verificou-se uma maior atividade estrogénica nos sedimentos
coletados nos pontos 1 e 2. Pelo Método 1 o sedimento coletado no ponto 1 apresentou 0,16 ng g2, ja pelo
Método 2 apresentou 3,4 ng g, ja o0 ponto 2 pelo Método 1 apresentou atividade estrogénica abaixo do limite
de detecgdo do ensaio e pelo Método 2 apresentou 17 ng g™*. Provavelmente essa diferenca na quantificagdo da
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estrogenicidade ocorreu pela ndo degradacdo dos compostos estrogénicos presentes nos sedimentos devido ao
ndo aquecimento do mesmo. Desta forma a concentracdo dos compostos presentes na amostra tornou-se
detectavel pelo método de ensaio, pois é sabido que temperaturas elevadas degradam os estrogénios, 0s quais
s80 0s compostos com maior poténcia relativa (Jarosova et al., 2004) e, portanto, sdo os principais compostos
responsaveis pela atividade estrogénica em amostras ambientais.

No sedimento coletado no ponto 5 observou-se uma elevada citotoxicidade (tanto pelo Método 1 quanto pelo
Método 2), a qual pode estar relacionada a sua localizacdo, este ponto se situa apds o encontro do Canal do
Cunha com o Canal do Funddo, estando préximo a ETE Alegria, e, portanto, ha um grande aporte de esgoto.
Provavelmente, a citotoxicidade impediu a determinacdo da atividade estrogénica da amostra. O Método 2
reduziu a citotoxicidade, mas ainda assim néo foi possivel o cdlculo do EQE2 pelo fato de a citotoxicidade ter
sido aparente até nas menores concentracBes testadas, porém ndo foi possivel determinar a atividade
estrogénica da amostra.

No sedimento coletado no ponto 10 também se constatou elevada citotoxicidade pelos dois métodos de
extracdo empregados. Porém, assim como no ponto 5, 0 Método 2 apresentou uma menor citotoxicidade da
amostra, mas ainda assim ndo foi possivel a quantificacdo do EQE2. A Figura 1 apresenta os valores de EQEZ2,
obtidos pelo ensaio YES, das amostras de sedimentos coletadas no Canal do Cunha.

Atividade estrogénica

35}

=
(=]

EQF2-(ng g ')

(=T S R A

Ponto 1 Ponto2 Ponto 5 Ponto 10 Ponto 1 Ponto 2 Ponto 5 Ponto 10
Método 1 | Método 2

Figura 1: Valores de EQE2 (ng g2), obtidos pelo ensaio YES, das amostras de sedimentos coletadas no
Canal do Cunha.

Para o ensaio de ecotoxicidade foi utilizado a bactéria luminescente (Aliivibrio fischeri) e 0 método 3 com
adicdo de EDTA afim de diminuir a interferéncia dos metais presentes nos sedimentos. Com o0 uso dessa
metodologia todas as amostras, menos as coletadas no ponto 2, apresentaram valores de CE50 variando entre
5,23% a 24,89%, que sdo considerados muito toxicas, segundo a escala de classificacdo de ecotoxicidade
descrita por Bulich (1982), Tabela 1.

Tabela 1. Escala de Grau de toxicidade adotada por Bulich (1982).

Grau de Toxicidade
CEsy - %v/v Classificacio

<25 Muito Téxica

25-50 Toxica

51-75 Moderadamente Toxica
=75 Levemente Téxica

O ponto com a menor toxicidade foi o ponto 1 que esta localizado no encontro do Canal do Cunha com a Baia
de Guanabara, que ainda assim pode ser considerado muito toxico. Nesta regido podemos encontrar grande
deposicdo de matéria organica oriunda de efluentes sem o devido tratamento. O ponto com maior nivel de
toxicidade aguda foi o ponto 6 que esta localizado no encontro do rio Faria Timb6 com o canal do Cunha, nas
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proximidades da refinaria de petroleo desativada. Pode-se associar este elevado nivel toxico a presenca de
residuos recalcitrantes da antiga refinaria. Os resultados dos ensaios com a bactéria Aliivibrio fischeri mostram
o nivel de poluicdo do canal, conforme observa-se na Figura 2.

Toxicidade Sedimentos do Canal do Cunha
(Aliivibrio fischeri)

m Método 3

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Pontos de coleta
Figura 2: Valores de CE50 (%) obtidos nos ensaios de toxicidade aguda dos sedimentos coletados de
diferentes pontos do canal do Cunha com o organismos-teste Aliivibrio fischeri.

O ponto 1 esta localizado no encontro do canal do Cunha com a baia de Guanabara, o entorno deste canal é
ocupado por comunidades sem infraestrutura de saneamento bésico, portanto é o destino de esgoto in natura,
recebendo este efluente com diferentes caracteristicas ao longo de seu percurso. A baia de Guanabara é
receptora de diferentes canais com caracteristicas semelhantes a este estudado. A qualidade da agua nesta
regido pode ser considerada de baixa qualidade devido ao grande aporte de efluentes ndo tratados, o que
dificulta que as 4guas exercam sua capacidade de autodepuracdo. Para este ponto, 0 CE50 encontrado foi de
24,89 %, sendo este ponto considerado muito tdxico.

O segundo ponto de coleta, a jusante da ecobarreira localizado ao lado da favela da Maré. Esta regido ndo
apresenta sistema de coleta de residuos sdlidos e nem sistemas de esgotamento sanitario, esta barreira foi
implantada para reter os s6lidos grosseiros que sdo langados no rio, sendo que ocasionalmente esta barreira é
desobstruida com a remocéo destes dejetos. O resultado da concentracdo de efeito em percentual de amostra
que causa efeito nocivo ao organismo-teste usado (CE50) foi de 76,6%, indicando que este foi o ponto de
menor toxicidade neste estudo, no entanto ainda sendo considerado moderadamente tdxico.

O ponto 3 refere-se a0 momento em que as aguas do canal passam por debaixo da Linha Vermelha depois da
ecobarreira, sendo nas proximidades do cais dos pescadores do canal do Cunha. Este ponto esta ao lado do
complexo da Maré na comunidade da Vila dos Pinheiros e embaixo de uma das principais vias da cidade do
Rio de janeiro e seu CE 50 % foi 10,54 considerada muito toxica.

O quarto ponto de coleta foi no encontro do canal do Cunha com o canal do Fund&o, local com grande aporte
de esgotamento sanitario oriundo das comunidades do entorno dos dois canais, pois 0s mesmos recebem
despejos de esgoto in natura ao longo do seu trajeto. O valor de CE50 (%) obtido nesse ponto foi de 6,238 que
é considerado muito toxico, este resultado mostra o nivel de poluigdo dos dois canais.

O ponto 5 foi coletado proximo a Estacdo de Tratamento de esgoto Alegria, apos a saida do canal do Fundéo,
esta localidade recebe o efluente da ETE.

Os sedimentos coletados no ponto 6 apresentaram a maior toxicidade dentre todos os pontos investigados, com
valor de CE50 de 5,236 %. A regido de coleta encontra-se na juncdo do rio Faria Timbé com canal do Cunha,
préximo a refinaria de petrdleo desativada de Manguinhos, a toxicidade provavelmente é devido a presenca de
compostos recalcitrantes dos efluentes da antiga refinaria.

O ponto 7 esta localizado no canal do Cunha préximo a Avenida Brasil e ao lado da refinaria desativada de
Manguinhos, este ponto apresentou o0 CE50 de 10,52 % que é considerado muito toxico. Este ponto além de
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receber efluentes da antiga refinaria também recebe as aguas pluviais da principal via expressa da cidade do
Rio de Janeiro.

O Ponto 8 esta localizado no rio Faria Timbo entre a comunidade da Varginha (complexo de Manguinhos) e a
Fiocruz antes do encontro com o canal do Cunha. Neste ponto, é possivel verificar casas que foram
construidas na margem do rio de forma desordenada sendo ausente qualquer tipo de estrutura sanitaria. Desta
forma, as aguas deste trecho do canal recebem uma alta carga de esgoto ndo tratado. O CE 5o (%) desse ponto
foi de 11,47 sendo considerado muito téxico.

Outra regido de coleta dos sedimentos no Rio Faria Timbé foi na proximidade da passarela de Manguinhos ao
lado da Estrada de Manguinhos, chamado de Ponto 9. Esta regido é proxima a estagdo de trem de Manguinhos
e ao novo trecho da rua Leopoldo BulhGes. Esta area apresentava muitas casas no entorno do rio, as quais
foram removidas para a constru¢do do novo trecho da rua Leopoldo BulhBes. Apesar da diminuicdo da
emissdo de esgoto bruto oriundo das residéncias que foram removidas, o canal ainda recebe muita carga de
residuos solidos provenientes das comunidades circunvizinhas. O CEso encontrado para este ponto foi de 10,78
%, que é considerado muito tdxico.

A (ltima coleta foi chamada de Ponto 10, e foi realizada no canal do Cunha situado entre os Correios na rua
Leopoldo Bulhdes e a refinaria desativada de Manguinhos. Nesse local havia uma ocupacéo irregular que foi
totalmente removida no periodo das obras do Programa de Aceleracdo do Crescimento (PAC). O valor de CE
50 (em %) encontrado para estes sedimentos foi de 15,51, que ainda é considerado muito téxico.

Os resultados encontrados de ecotoxicidade para a bactéria ao longo do canal apresentaram pouca variagdo dos
valores de CE50, tendo como excegdo o ponto 2, o qual pode ser considerado um outlier do padréo estatistico
de caracterizacdo dos sedimentos deste canal como um todo.

CONCLUSAO

Para 0 ensaio Yes o método 2 se mostrou uma metodologia mais eficiente na deteccdo de presenca de
estrogenicidade em sedimentos, provavelmente pela ndo decomposicao térmica e volatilizacdo dos compostos
estrogénicos, visto que esta metodologia ndo utiliza aquecimento da amostra. O sedimento coletado no ponto 2
apresentou a maior atividade estrogénica de todos os pontos investigados, com valor de EQE2 de 17 ng g*.

O ensaio de ecotoxicidade se apresentou uma ferramenta eficiente na avaliagdo do nivel de toxicidade em
sedimentos, onde 100% das amostras estudadas apresentaram uma elevada toxicidade, sendo a amostra mais
toxica, sedimento coletado no ponto 6, apresentou valor de CE50 de 5,236%.

Estes resultados sdo razdes de preocupacges, pois mostra a falta e/ou precariedade no tratamento de efluentes
na regido da sub bacia provocando grandes danos para a popula¢do do entorno do canal e sua contribuicéo
para a poluicdo da Baia de Guanabara.
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