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RESUMO

SILVA, R. L. d. O. Avaliagdo da Atividade Glicocorticogénica em Aguas Superficiais do Estado de
Sdo Paulo. 2021. 88 p. Dissertacdo (Mestrado em Tecnologia Nuclear), Instituto de Pesquisas
Energéticas e Nucleares, IPEN-CNEN/SP, Sdo Paulo.

O monitoramento da qualidade dos ambientes aquéaticos é uma importante
ferramenta para o diagnostico da qualidade da agua com vistas a protecdo da
saude da populagcédo, manutencéo do equilibrio ecoldgico e ao desenvolvimento
de acdes de recuperacdo de corpos hidricos ja comprometidos por atividades
antropicas. A inclusdo de contaminantes emergentes, muitos dos quais atingem
0os corpos d'agua por meio de descargas de esgotos domésticos, nos
programadas de monitoramento é fundamental para a avaliacdo da real
qualidade dos recursos hidricos e entendimento sobre 0s possiveis efeitos
desses compostos no ambiente. O objetivo desse estudo foi investigar a
ocorréncia de glicocorticoides em aguas superficiais do Estado de S&o Paulo por
meio do bioensaio in vitro GR-CALUX e avaliar possiveis correlacbes com
atividade estrogénica e outros parametros indicadores de contaminacao por
esgotos com o intuito de direcionar futuras escolhas de novos pontos de
monitoramento para esse parametro. Entre 2018 e 2020 foram avaliados 19
pontos de coleta, entre rios e reservatorios, totalizando 70 ensaios para atividade
glicocorticogénica. Embora a maior parte dos resultados obtidos esteja abaixo
do limite de quantificacdo do método, na ordem de ng eq. Dexametasona.Lt, os
pontos Rio Capivari, Ribeirdo Pires, Ribeirdo Preto e Ribeirdo dos Meninos
apresentaram resultados quantificaveis entre 2,2 e 44 ng eq. Dexametasona.L™.
Foram identificadas correlagcbes diretas com o0s parametros nitrogénio
amoniacal, nitrogénio kjeldahl total, fésforo, Escherichia Coli, carbono orgénico
total, demanda bioquimica de oxigénio e atividade estrogénica e correlacao
inversa com os resultados para oxigénio dissolvido, corroborando a ligagéo entre
a presenca dessa classe de farmacos com o langamento de esgotos nos corpos
d"agua. O agrupamento dos locais estudados de acordo com os resultados
obtidos pode ser usado como base para escolha de futuros locais de
amostragem e investigacdo da ocorréncia de atividade glicocorticogénica em
outros corpos d’agua. Embora os efeitos imediatos na salde humana sejam
improvaveis, a presenca ambiental de compostos glicocorticogénicos na faixa de
ng.L? indica a necessidade de estudos mais detalhados para o estabelecimento
da identidade dos compostos ativos, identificagcdo e compreensédo dos efeitos
ecotoxicologicos cronicos e avaliacdo o0s riscos humanos e ecologicos
envolvidos.

Palavras-chave: bioensaios, contaminantes  emergentes, farmacos,
glicocorticoides, GR-CALUX



ABSTRACT

SILVA, R. L. d. O. Avaliagdo da Atividade Glicocorticogénica em Aguas Superficiais do Estado de
Sao Paulo. 2021. 88 p. Dissertacdo (Mestrado em Tecnologia Nuclear), Instituto de Pesquisas
Energéticas e Nucleares, IPEN-CNEN/SP, Sdo Paulo.

Water quality monitoring is an important tool for diagnosing water quality with a
view to protecting the health of the population, maintaining ecological balance
and developing actions to recover waterbodies already compromised by human
activities. The inclusion of emerging contaminants, many of which reach surface
water by discharging domestic sewage, in the monitoring programs is essential
for understanding the real quality of water resources and understanding the
possible effects of these compounds on the environment. The aim of this study
was to investigate the occurrence of glucocorticoids in surface waters of the State
of S8o Paulo using the in vitro bioassay GR-CALUX and to evaluate possible
correlations with estrogenic activity and others sewege pollution indicators in
order to direct future selections of new monitoring sites. Between 2018 and 2019,
19 sampling locations were evaluated, including rivers and reservoirs, totaling 70
tests for glucocorticogenic activity. Most of the results obtained were below the
limit of quantification of the method (LOD), in the order of ng eq.
Dexamethasone.L, however Rio Capivari, Ribeirdo Pires, Ribeirdo Preto and
Ribeirdo dos Meninos have presented quantifiable results between 2.2 and 44 ng
eq. Dexamethasone.Lt. There were identified direct correlations with the
parameters ammoniacal nitrogen, total kjeldahl nitrogen, phosphorus,
Escherichia Coli, total organic carbon, biochemical oxygen demand and
estrogenic activity and inverse correlation with the results for dissolved oxygen,
corroborating the link between the presence of this class of drugs with the release
of sewage into water bodies. The clustering of the studied sites according to the
results obtained can be used as a basis for choosing future sampling locations
and investigating the occurrence of glucocorticogenic activity in other water
bodies. Although the immediate effects on human health are unlikely, the
environmental presence of glucocorticogenic compounds in the range of ng.L*
indicates the need for further studies to establish the identity of the active
compounds, identify and understand chronic ecotoxicological effects and assess
the human and ecological risks involved.

Key-words: bioassay, emerging contaminants, drugs, glucocorticoids, GR-
CALUX
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1 INTRODUCAO

A agua é um elemento fundamental para a perpetuacdo da vida,
participando dos processos metabolicos que acontecem em todos 0s seres
vivos. Além de sua importancia biolégica, possui ainda funcdo social e
econdmica uma vez que é utilizada para transporte, recreagdo, producdo de
energia e outras atividades imprescindiveis para as civilizacdes (OLIVEIRA,
2010).

A manutencéo da qualidade da agua esta prevista na Politica Nacional de
Recursos Hidricos (PNRH) que tem como um de seus objetivos “assegurar a
atual e as futuras geracdes a necesséria disponibilidade de agua, em padrdes
de qualidade adequados aos respectivos usos” (BRASIL, 1997).

Os processos de urbanizacdo e o crescimento populacional nos ultimos
anos levaram a um aumento de pressao sobre as reservas de agua no mundo,
significando, ao mesmo tempo, um aumento diretamente proporcional da
poluicdo nesses ambientes, diminuindo ainda mais a quantidade de dgua com
gualidade adequada disponivel.

Qualidade da agua € um termo dinamico e relativo pois depende dos
objetivos do seu uso, de forma que a qualidade da agua pode ser definida, para
fins especificos, como o conjunto de caracteristicas fisicas, quimicas e biologicas
adequadas a sua utilizacao para determinado fim.

Para cada uso da agua, portanto, € necessario estabelecer as exigéncias
relativas a sua qualidade, isto €, definir parametros de qualidade e estabelecer
0s seus valores-limite (MENDES, 2010).

A classificacdo das aguas superficiais € dada com base em valores de
algumas caracteristicas fisicas, quimicas e biologicas. Assim, por meio do
monitoramento de variaveis de qualidade, principalmente para aqueles que
fornecem agua para a populacéo, € possivel evitar maiores problemas a saude
publica e desenvolver acfes de recuperacdo dos corpos hidricos ja fortemente
impactados por acdes antropicas consideradas deletérias (LIMA, 2001).

Uma série de poluentes de ocorréncia natural ou de origem antropica,
biéticos ou abidticos, e que podem apresentar algum risco ao ecossistema e a
saude humana ndo estéo incluidos em programas de monitoramento de rotina e
tdo pouco sao legislados. Trata-se dos chamados contaminantes emergentes,
que podem se tornar candidatos para legislacbes futuras dependendo de
pesquisas sobre (eco)toxicidade, efeitos sobre a satde humana, percepcao pelo
publico e dados sobre sua ocorréncia em varios compartimentos ambientais
(MONTAGNER et al., 2017; USEPA, 1997; USGS, 2012).

Os farmacos constituem uma das classes de contaminantes emergentes
mais estudadas em todo mundo e a segunda mais estudada no Brasil, pois sdo
constantemente langados no ambiente em grandes quantidades, além de serem
produzidos com a finalidade de apresentarem efeitos biologicos (MONTAGNER
et al., 2017).
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Esse grupo de compostos inclui medicamentos consumidos com ou sem
prescricdo médica, de uso humano ou veterinario, e também suplementos
alimentares. Devido a estrutura quimica, muitos séo persistentes e lipofilicos e
podem ser lancados no meio ambiente, na sua forma original ou metabolizada,
de forma a causar possiveis efeitos indesejados a biota e ao homem
(MONTAGNER et al., 2017).

Nas ultimas décadas houve um aumento significativo no consumo de
medicamentos em todo mundo, inclusive no Brasil, e a presenca de farmacos
em amostras ambientais tem sido reportada desde a década de 1970 em
concentracbes de nanograma por litro a miligrama por litro (QUADRA et al.,
2016; HIGNITE e AZARNOFF; 1977, KEITH, 1976).

Uma grande atencao é dada aos farmacos de origem hormonal, pois séo
potenciais interferentes endocrinos; definidos como substancias, ou mistura de
substancias, que em baixas concentracfes podem interferir no funcionamento
natural do sistema enddcrino de espécies animais, incluindo os seres humanos,
e consequentemente causar efeitos adversos em um organismo saudavel, ou
em sub-descendentes ou ainda em sub-popula¢des (GHISELLI e JARDIM, 2007;
IPCS, 2002; MONTAGNER et al., 2017).

Os interferentes endoécrinos sdo também chamados de compostos
estrogénicos quando desencadeiam resposta  biolégica chamada
estrogenicidade ou atividade estrogénica, via ativacdo dos receptores
estrogénicos ou por outro mecanismo de acado (SANSEVERINO et al., 2009). A
quantificacdo da atividade estrogénica pode ser realizada por meio de
bioensaios que comparam o efeito observado nas amostras com efeitos frente a
uma substancia referéncia como o 173-estradiol (ROCHA, 2012; LOPES, 2016;
MARTINI, 2018).

Glicocorticoides sdo substancias que fazem parte de um grupo de anti-
inflamatorios esteroidais com importantes fungdes fisioldgicas. Para peixes e
outros vertebrados, glicocorticoides naturais, como o cortisol, regulam o
desenvolvimento e o envelhecimento, além de exercerem um papel critico na
adaptacdo bem-sucedida ao estresse (CHANG et al., 2007). Estdo entre os
farmacos mais frequentemente prescritos, utilizados em quantidades bem
maiores que estrogénios e androgénios, recomendadas para tratamentos de
doencas inflamatérias e imunes, incluindo asma, reumatismo, alergias,
inflamacdes intestinais, doencas dos olhos e da pele. Mais recentemente tém
sido utilizados no tratamento de quadros clinicos associados a COVID-19
(MACIKOVA et al., 2014; TARAZONA et al., 2021).

Estudos demonstraram potenciais efeitos ecotoxicologicos desses
compostos em peixes; tratamentos continuos com cortisol (dieta) tém sido
relacionados com inibicdo de locomocédo, comportamento agressivo e influéncia
em respostas imunoldgicas (HALPENNY et al., 2002; QVERLI et al., 2002).

A principal via de introducdo de interferentes endocrinos em aguas
superficiais no Brasil esta relacionada ao descarte de efluente bruto, uma vez
gue 36 municipios nas 100 maiores cidades do pais tém menos de 60% da
populacdo com coleta de esgoto e apenas 46% dos esgotos sao tratados (IBGE,
2020; BRASIL, 2019).
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Os processos convencionais de tratamento, tanto de agua quanto de
esgoto, ndo sao eficientes para remocao de muitas substancias poluidoras, entre
elas os contaminantes emergentes, devido principalmente as caracteristicas
fisicas e quimicas das mesmas, como polaridade (STACKELBERG et al., 2007,
WANG et al., 2011).

Uma das ferramentas para a identificacdo dos glicocorticoides em
matrizes ambientais é o bioensaio in vitro GR-CALUX (Glucocorticoid Receptor
— Chemical Activated Luciferase Gene Expression). Nesse ensaio, a medicdo da
atividade glicocorticogénica (AG) de amostras ambientais € realizada por meio
de uma linhagem de células geneticamente modificadas para responderem a
presenca de substancias, ou misturas de substancias, que ativem
glicoreceptores e emitirem luz de intensidade proporcional a concentracdo
desses compostos. A expressao dos resultados é baseada em uma curva dose-
resposta sigmoidal construida a partir de dexametasona (composto de
referéncia) e reportada em nanograma equivalente de dexametasona por litro
(ng eqg. DEX.LY). As linhagens de células GR-CALUX foram fornecidas pela
empresa BioDetection Systems, sediada em Amsterda na Holanda.

A identificacdo e quantificacdo de substancias suspeitas de causarem
interferéncia enddcrina e, por consequéncia, uma série de possiveis efeitos
toxicos aos seres humanos e a vida aquatica, tém sido descritas em escala
mundial, porém em relacdo aos compostos anti-inflamatoérios essas informacdes
ainda sdo bastante restritas ou ainda inexistentes, no caso do Brasil. E de
extrema importancia o conhecimento da atual situacdo dos corpos d agua
quanto a presenca de glicocorticoides para direcionar futuros estudos
ecotoxicoldgicos, toxicoldgicos e, entdo, propostas de legislacao.

O presente estudo investigou a presenca de atividade glicocorticogénica
em 14 rios e 5 reservatérios no Estado de Sao Paulo.

2 OBJETIVOS

O presente estudo visou a identificacdo e quantificacdo da atividade
glicocorticogénica em aguas superficiais do Estado de Sdo Paulo.

2.1 Objetivos Especificos

- Investigar os pontos da Rede Béasica de Monitoramento das Aguas
Superficiais do Estado de S&o Paulo, operada pela Companhia Ambiental do
Estado de Sdo Paulo (CETESB), em relacdo a ocorréncia de glicocorticoides,
por meio do bioensaio in vitro GR-CALUX.

- Avaliar possiveis correlagcbes entre atividade glicocorticogénica,
atividade estrogénica, parametros indicadores de contaminacao por esgotos do
indice de qualidade das aguas (IQA) e carbono organico total em ambientes
|énticos e Idticos.
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- Estabelecer, por meio de meio de técnicas estatisticas, direcionamento
para escolha de novos pontos de monitoramento para atividade
glicocorticogénica.

3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 Aguas Superficiais e Legislacdo Ambiental

Na natureza, o ciclo hidrolégico € o mecanismo que compreende as
mudancas de estado fisico e o contato da Agua com diferentes ambientes; dentro
das etapas do ciclo € conferida uma natureza quimica a agua. As caracteristicas
da agua natural estdo determinadas pelas substancias quimicas nela
dissolvidas, diretamente relacionadas com a geoquimica do solo e das rochas
nas bacias hidrograficas que drenam os rios e lagos (DREVER, 1988; VON
SPERLING, 2007).

O tipo de poluicéo varia de acordo com o uso e ocupacéao do solo de uma
dada bacia hidrogréafica. Geralmente, o uso e 0 manejo de terras agricolas tém
forte influéncia sobre as concentracdes de nutrientes na agua, como o hitrogénio
e o fésforo (BU et al., 2014; NGOYE e MACHIWA, 2004; WOLI et al., 2004). Ja
em areas urbanas e industriais o uso e a ocupacao do solo tém sido associados
com a poluigdo organica e com poluigdo por metais pesados e nutrientes (KANG
et al., 2010; LI et al., 2009).

As preocupacdes relacionadas as caracteristicas dos poluentes ndo séo
fixas e variam ao longo do tempo, com tendéncia para aumento da complexidade
analitica, toxicidade e dos impactos a saude humana e a economia. Nos ultimos
anos, por exemplo, houve um aumento da preocupacao a respeito da poluicdo
pelos chamados poluentes organicos persistentes (POPs) e contaminantes
emergentes (Figura 1).

No Brasil, os critérios minimos de qualidade das dguas brutas superficiais
estdo definidos na Resolugdo CONAMA (Conselho Nacional de Meio Ambiente)
n° 357 de 17 de marco de 2005 e em suas modificagbes. O documento
contempla caracteristicas fisicas, quimicas, organolépticas, biolégicas e
toxicolégicas (BRASIL, 2005).

Apesar do aumento do numero de pesquisas e discussfes relativas a
ocorréncia de contaminantes emergentes em matrizes ambientais, e também
acerca de diretrizes e protocolos para avaliacao de efeitos agudos e crénicos na
biota aquatica, ndo existe ainda uma legislacao nacional contemplando esse tipo
de composto (MARTINI, 2018).
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Figura 1 — Problemas globais de qualidade da agua
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Fonte: Traduzido de TUNDISI et al. (2015)
3.2 Contaminantes Emergentes

Contaminantes emergentes sao poluentes cuja ocorréncia no meio
ambiente tem sido investigada de forma mais abrangente somente a partir do
final da década de 1990 devido a falta de métodos analiticos sensiveis o
suficiente para deteccédo em baixissimas concentracdes (na ordem de pg.Lt) em
amostras ambientais (NOGUERA-OVIEDA e AGA, 2016).

Trata-se de centenas de compostos que tém sido detectados nos
diferentes compartimentos ambientais (solo, agua e ar) e que podem ser de
origem antrGpica ou natural. Porém, apesar de poderem apresentar algum risco
ao ecossistema, ainda ndo estao incluidos em programas de monitoramento de
rotina e tampouco sao legislados (MONTAGNER et al., 2017)

De acordo com NOGUERA-OVIEDA e AGA (2016), MONTAGNER e
colaboradores (2017) e Water Quality Association (WQA) dos Estados Unidos
(2017), os farmacos, produtos para cuidados pessoais (PCPs) e interferentes
endocrinos (IEs) sdo alguns dos principais exemplos de contaminantes
emergentes.

Os IEs referem-se a compostos naturais e sintéticos com potencial de
causarem efeitos adversos a saude ambiental e humana, interferindo no
funcionamento do sistema enddcrino (SUMPTER, 2005; CAMPBELL et al., 2006;

USEPA, 2008).

Muitos dos efeitos séo atribuidos a exposicéo crénica a esses compostos
que ocorrem em concentragcdes extremamente baixas, principalmente em
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matrizes aquaticas, na ordem de nanograma a picograma por litro, o que torna
ainda mais complexa a analise de avaliacdo de risco, seja considerando a
preservacdo da vida aquética, dessedentacao de animais, recreacdo ou saude
humana (MONTAGNER et al., 2017).

Considerando o aumento significativo de novos compostos quimicos,
incluindo novos farmacos, e o potencial de desregulacdo enddcrina ndo ser
prontamente determinado a partir de caracteristicas estruturais dessas novas
moléculas, a demanda por identificacdo e monitoramento de interferentes
endocrinos é de grande importancia (DIAMANTI-KANDARAKIS et al., 2009;
WANG, 2016).

3.3 Ocorréncia de Farmacos em Ambientes Aquaticos

Farmacos sdo compostos quimicos, sintéticos ou naturais, com estrutura
definida, produzidos para uso humano ou veterinario, para consumo com ou sem
prescricdo meédica, e que contém ingredientes ativos que foram desenvolvidos
para produzir efeitos farmacolégicos e conferir uma série de beneficios para o
organismo receptor (OGA et al., 2008; OECD, 2019).

Segundo publicacdo de BURNS e colaboradores (2018), cerca de 2000
ingredientes farmacéuticos ativos (IFAs) sdo administrados mundialmente,
incluindo medicamentos de venda livre e remédios veterinarios. Os IFAs
compreendem uma variedade de moléculas produzidas por industrias
farmacéuticas, atingindo a marca de 100 mil toneladas por ano e constantes
aumentos anuais de desenvolvimentos e aprovacdes de novos compostos
(WEBER et al., 2014; MULLARD, 2019).

O crescimento e envelhecimento da populacdo, aumento em
investimentos no setor de salde em paises industrializados, avancos em
pesquisa e desenvolvimento e disponibilidade global levaram a um aumento
significativo no consumo de farmacos (AUS DER BEEK, 2016; OECD, 2019).

Farmacos de uso humano e de uso veterinario, seus metabdlitos e
produtos de transformacao estdo presentes nos corpos d'agua. Esses e outros
produtos farmacéuticos chegam ao ambiente como consequéncia da producéo
e formulacéo farmacéutica, uso pela populacdo em geral, uso em producao de
alimentos e descarte inapropriado. Depois de passar pelo corpo humano ou
animal, os IFAs sdo excretados em sua forma ativa inalterada ou como
metabdlitos, que podem ser ativos ou inativos, e tém o potencial para posterior
decomposicao em varios produtos de transformacao em estacdes de tratamento
de agua e esgoto ou no proprio meio ambiente (CALIMAN e GAVRILESCO,
2009; OECD, 2019).

Uma série de estudos demonstram que Estacdes de Tratamento de
Esgoto (ETEsS) com processos secundarios ndo séo eficientes na remocgéo de
uma série de compostos organicos. Segundo levantamento realizado por
NOGUERA-OVIEDO (2016), processos de tratamento de esgoto por lodo
ativado, por exemplo, que é o sistema de tratamento amplamente utilizado em
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todo mundo, bem como nas grandes esta¢gbes do Estado de S&o Paulo, n&do
removem totalmente uma série de PCPs. A biodegradacdo desses
contaminantes depende de varios fatores, incluindo, mas néo se limitando as
propriedades fisico-quimicas dos compostos, carregamento de carbono in-situ,
condicoes redox, tempos de retencdo hidraulica, tempos de retengéo de lodo e
composicdo da comunidade microbiana. Por consequéncia, espera-se que
esses contaminantes cheguem ao ambiente aquatico por meio dos efluentes das
ETEs langados em corpos d"agua (OLIVEIRA, 2017; OECD, 2019).

FATA-KASSINOS e colaboradores (2010) editaram um compendio
contemplando uma série de trabalhos que relatam a presenca de farmacos em
efluentes de estacBes de tratamento de dguas residuarias e também em aguas
superficiais. Em Sdo Paulo, estudos recentes realizados por OLIVEIRA (2017) e
SOUZA (2017), também relataram a ocorréncia de uma série de IFAs em aguas
superficiais.

A presenca de produtos farmacéuticos em ecossistemas de agua doce e
terrestres pode resultar na incorporacdo de IFAs em organismos selvagens
devido ao potencial de bioacumulacdo desses compostos (ARNOLD et al.,
2014). Seres humanos podem posteriormente ser expostos por meio da ingestéo
de agua e alimentos devido a presenca de residuos farmacéuticos (OECD,
2019).

A ocorréncia, distribuicdo e destino de farmacos e seus metabdlitos em
ambientes aquaticos € reconhecida como um assunto emergente na quimica
ambiental, com trabalhos sendo publicados desde o final da década de 1990
(HEBERER, 2002). Porém, segundo AUS DER BEEK e colaboradores (2016),
apesar dos mais de 150 artigos de revisdo publicados sobre o tema, poucos
apresentaram uma perspectiva global sobre esse tipo de avaliacdo; levando-os
a realizar um levantamento para entender melhor a presenca de farmacos em
ambientes aquéticos em uma escala global (Figura 2).

Figura 2 — Nimero de farmacos detectados em 4gua superficial, &gua subterrdnea e dgua para
consumo humano
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O numero de compostos detectados em diferentes localidades tem uma
provavel relacdo com o fato de serem raros os estudos sobre a ocorréncia de
farmacos em aguas em alguns paises em comparacdo com outros onde o
incentivo a pesquisa é maior, como Estados Unidos e Espanha (SOUZA, 2017).

Ainda segundo o levantamento realizado por SOUZA (2017), esse tipo de
pesquisa no Brasil se concentra nos estados do Rio de Janeiro e Sao Paulo, o
gue poderia ser justificado por serem regides populosas, concentrarem grandes
aglomerados urbanos e, principalmente, por apresentarem maiores recursos
para pesquisa e abrigarem as principais universidades e infraestrutura analitica
do pais.

Desde a publicacdo realizada por STUMPF e colaboradores (1999),
inUmeras pesquisas sobre o tema foram publicadas no Brasil, com destaque para
a publicacdo de MACHADO e colaboradores (2016) que realizaram o primeiro
levantamento nacional de farmacos e outros contaminantes emergentes em
agua para consumo humano e em mananciais de 22 estados brasileiros.

O gerenciamento da ocorréncia desses compostos no ambiente é
considerado um desafio devido ao fato dos IFAs serem desenvolvidos para
interagir com sistemas biolégicos e produzir respostas farmacolégicas em doses
baixas, fazendo com que as concentracbfes ambientais sejam motivo de
preocupacdao. Eles sédo frequentemente projetados para passar facilmente por
membranas bioldgicas e podem interagir com moléculas alvo em uma variedade
de organismos. Quando organismos ndo-alvo sdo expostos no ambiente, podem
ocorrer impactos prejudiciais ndo intencionais e desconhecidos. (MONTAGNER
et al., 2017; OECD, 2019).

Além disso, produtos farmacéuticos sdo desenvolvidos para serem
estaveis, a fim de alcancar e interagir com as moléculas alvo, o que implica em
uma cinética de degradacdo lenta, produzindo uma liberagdo continua no
ambiente de fracbes ndo degradadas e nao absorvidas pelo organismo.
Portanto, o desenho quimico de um farmaco eficaz é contrério ao que é desejavel
para o meio ambiente (KHETAN e COLLINS, 2007; BERNHARDT et al., 2017).

A concentracdo e impacto de farmacos no ambiente depende de uma
combinacdo de variaveis, incluindo tipo, forma, frequéncia de uso, toxicidade,
cinética de degradacdo, persisténcia e mobilidade dos compostos, fonte e tempo
de poluicéo, tecnologia de tratamento de aguas residuarias e esgotos (operacao
e eficiéncia de remocdo), praticas agricolas e veterinarias, sensibilidade e
histérico de exposicdo do ambiente receptor e condi¢cdes estocasticas do
ambiente (OECD, 2019).

Como fontes de farmacos e seus metabdlitos no ambiente aquético pode-
se citar o processo industrial de producdo, consumidores, hospitais,
agricultura/aquicultura e, de forma mais direta e importante, os langcamentos de
efluentes pelas estacdes de tratamento de esgoto (Figura 3) (OECD, 2019;
OLIVEIRA, 2017; SOUZA, 2017).



23

Figura 3 — Fontes e rotas de farmacos no meio ambiente
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Os estudos de avaliagdo quantitativa de risco indicam baixo risco a saude
humana associado com exposicdo a farmacos por meio da ingestdo de agua
(WHO, 2012). Porém, por maior que seja 0 avan¢o no entendimento dos
impactos ambientais dos farmacos, a maioria dos compostos ainda nao foi
avaliada quanto a toxicidade cronica e ocorréncia ou destino no meio ambiente,
o que torna dificil a generalizacdo dos riscos associados. Além disso, embora 0s
produtos farmacéuticos sejam rigorosamente regulamentados quanto a eficacia
e seguranca do paciente, os efeitos adversos que eles podem ter no ambiente
natural ainda nao foram suficientemente estudados (WEBER et al., 2014).

A presenca de produtos farmacéuticos no meio ambiente tem levantado
preocupacdes dos consumidores, agéncias reguladoras, governos e
distribuidores de agua em relagcéo aos riscos para saude humana e ambiental.
Certos produtos farmacéuticos provaram causar efeitos adversos aos
ecossistemas, incluindo mortalidade, mudancgas na fisiologia, comportamento e
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reproducao em organismos teste. Antidepressivos, por exemplo, demonstraram
alterar o comportamento dos peixes e certos produtos farmacéuticos
considerados desruptores endécrinos também podem interferir na reproducgéo
desses organismos (OECD, 2019). A Agéncia Ambiental Alema (UBA) estima
que 10% dos produtos farmacéuticos apresentam um potencial risco ambiental,
sendo que 0s mais preocupantes sdo 0os hormonios, antibidticos, analgésicos,
antidepressivos, produtos anticancer e parasiticidas (KUSTER e ADLER, 2014).

Muitos paises tém programas de monitoramento para medir as
concentracdes de certos produtos farmacéuticos nas aguas superficiais a fim de
determinar as medidas adequadas para o enfrentamento dos riscos frente a
estas substancias no futuro, como inclusdo em monitoramentos sistematicos e
desenvolvimento de normas de qualidade ambiental (OECD, 2019).

3.4 Interferentes Endécrinos

Dentre os contaminantes emergentes, incluindo algumas classes de
farmacos, estdo compostos classificados quanto ao potencial de alterar certas
fungbes naturais do sistema endocrino (GHISELLI e JARDIM, 2007;
MONTAGNER et al., 2017).

De acordo com o Programa Internacional de Seguranga Quimica (2002),
um interferente enddcrino é uma substancia ou uma mistura exégena que altera
a funcao do sistema enddcrino e consequentemente causa efeitos adversos em
um organismo intacto, em seus descendentes ou em sub-populacdes.

De forma mais especifica, CRISP e colaboradores (1998) definem essa
classe de compostos como “agentes exdgenos que interferem na sintese,
secrecdo, transmissao, ligacdo, acao ou eliminacdo de hormonios naturais no
corpo gque sdo responsaveis pela manutencdo da homeostase, reproducao,
desenvolvimento e/ou comportamento”.

Os IEs podem apresentar comportamento estrogénico, regulando e
sustentando o desenvolvimento sexual feminino e suas funcées reprodutivas, ou
comportamento androgénico, participando de processos responsaveis pelo
desenvolvimento de caracteristicas secundarias masculinas (GHISELLI e
JARDIM, 2007).

Segundo MONTAGNER e colaboradores (2017), existe ainda uma
classificacdo para os interferentes enddcrinos quanto a sua origem e/ou acao:
estrogénios naturais, estrogénios sintéticos e xenoestrogénios; sendo que 0s
estrogénios sintéticos apresentam maior capacidade de interferir no sistema
endocrino humano em comparagcédo aos demais tipos de estrégenos, enquanto
gue 0s xenoestrogénios s&o menos potentes, porém mais provaveis de serem
encontrados no ambiente.
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Os interferentes enddcrinos encontram-se distribuidos em varios
compartimentos do meio ambiente, dadas as caracteristicas fisico-quimicas e
origem, tanto pontual quanto difusa, desses contaminantes (REIS FILHO et al.,
2007; BILA e DEZOTTI, 2007; GHISELLI e JARDIM, 2007; SILVA, 2009).

A incorporacdo dos IEs na biota, por meio de mecanismos de
bioacumulacéo, levam a biomagnificagdo ao longo da cadeia tréfica de forma
que animais superiores e ndo aquaticos também podem estar expostos a esses
compostos como ja descrito por GOKS@YR (2006).

De acordo com CESPEDES e outros (2004), o hormdnio endégeno 17 -
estradiol (E2) e o farmaco contraceptivo 17a-etinilestradiol (EE2) sdo bastante
relevantes devido ao elevado potencial de ligacdo com o0s receptores de
estrégeno a e B e capacidade de alterar fungées hormonais da biota aquatica em
baixas concentragdes (0,1 — 10 ng.L™?).

Embora o aumento do niumero de pesquisas e publicacbes acerca da
ocorréncia de IEs em matrizes ambientais e seus efeitos, as primeiras evidéncias
sobre seus efeitos na satde humana e na biota datam das primeiras décadas do
século XX com destaque para a publicacdo de um estudo sobre mimetizacao de
horménios enddgenos realizado por WALKER e JANNEY (1930).

MARTINI (2018), em sua tese de doutorado, levantou breve histérico da
ocorréncia dos interferentes enddcrinos no meio ambiente evidenciando a
existéncia de pesquisas desde a década de 1930 relacionando diversas classes
de compostos (pesticidas, inseticidas, estrégenos sintéticos, bifenilas
policloradas, organometalicos, hidrocarbonetos policiclicos aromaticos) com
efeitos negativos a saude humana e a biota.

A presenca de produtos de degradacao e metabdlicos dos interferentes
endocrinos também deve ser considerada, pois mesmo que esses compostos
sejam excretados em sua forma conjugada, podem retornar a forma livre (na
maioria das vezes mais ativa) dependendo das condicdes do meio ou do tipo de
tratamento a que forem submetidos. Também deve-se investigar os efeitos
sinérgicos das diferentes moléculas, uma vez que raramente um organismo é
exposta a apenas um IE (SODRE et al., 2007).

3.5 Glicocorticoides

A ocorréncia de um grupo de farmacos esteroidais em ambientes
aguaticos, os glicocorticoides (GCs), tem chamado atencdo de pesquisadores
devido ao fato de serem parte do grupo de substancias que funcionam como
interferentes endocrinos e de que concentracdes cerca de 10 vezes acima das
concentragcdes encontradas para estrogénio e androgénio terem sido relatadas
no ambiente (LIU et al., 2012; RUNNALLS et al., 2010; SHEN et al., 2020).
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Os glicocorticoides sao altamente efetivos como anti-inflamatdrios,
imunossupressores e descongestionantes. H4 décadas sado usados em uma
variedade de doencas e condi¢des clinicas relacionadas a doencas autoimunes,
reacoes alérgicas e cancer. Os farmacos representantes dos GC mais
conhecidos s&o cortisona, hidrocortisona, beclometasona, betametasona,
dexametasona, metilpredinsolona, prednisolona e triancinolona, ja o principal
representante natural dos GCs € o cortisol (DAMIANI et al., 2001; KUGATHAS
et al., 2012).

Mais recentemente, os glicocorticoides tém sido utilizados em escala
mundial em tratamentos clinicos associados as infec¢cées por SARS-CoV-2, o
que também levantou preocupacdes a respeito dos possiveis impactos
ambientais ao possivel aumento do uso e, consequentemente, chegada aos
ecossistemas aquaticos (ALEXAKI e HENNEICKE, 2020; TARAZONA et al.,
2021).

Os GCs apresentam uma estrutura quimica basica genérica (Figura 4) e
sdo relativamente solUveis em agua, com valores de logP de 1 a 3 (Tabela 1).
Tal propriedade implica em certa facilidade de serem eliminados do corpo por
meio do metabolismo e da excrecdo. As pressdes de vapor e constantes de
Henry muito baixas (Tabela 1) significam que eles ndo sao volateis no ambiente
aguatico.

Figura 4 — Estrutura genérica dos GCs
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Na maioria dos corticosteroides sintéticos, muito semelhantes
guimicamente aos naturais, o hidrogénio do carbono 6 e/ou 9 é substituido por
fldor ou cloro. Essa substituicdo por halogénio aumenta a estabilidade desses
compostos no corpo humano, evitando a administragdo frequente. Prevé-se,
entdo, que os corticosteroides halogenados se degradem de forma relativamente
lenta no ambiente e, portanto, podem ser encontrados no ambiente aquatico
(KUGATHA et al., 2012).
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Tabela 1 — Propriedades fisico-quimicas de alguns GCs

Massa Solubilidade Pressédo Constante

; i Formula i de Valor de Henry

Glicocorticoide Molecular MOIa_E LogP  em ﬁgu% (mmHga (atm.m3mol?
(g.mol?) (g.mol* a 25°C) 25°C) a25°C)

Beclometasona C22H290ClOs 408,9 2,12 49,39 6,19E-17 1,27E-08
Betametasona C22H29FOs 392,5 1,93 75,14 2,81E-05 7,15E-08
Dexametasona C22H29FOs 3925 1,83 89 8,86E-14  7,15E-08
Fluticasona C22H27F304S 4445 3,7 27 2,79E-15 3,15E-08
Hidrocortisona C21H3005 362,4 1,61 219,6 3,44E-15 5,77E-08
Predinisolona C21H260s5 358,4 1,66 221,4 2,13E-15 2,17E-08

Fonte: Adaptado de KUGATHAS et al. (2012)

Glicocorticoides naturais, incluindo o cortisol e certos metabdlitos estédo
envolvidos no metabolismo de regulacdo energética, fungdes imunes, respostas
a estresse e comportamento em vertebrados (COUTINHO e CHAPMAN, 2011).

Alguns estudos relatam que GCs detectados em amostras ambientais
podem causar efeitos adversos a organismos aquaticos, mesmo em
concentragdes abaixo de 100 ng.L?, consideradas relativamente baixas
(KUGATHAS e SUMPTER, 2011; MACIKOVA et al., 2014).

A exposicdo de Danio rerio a cortisol (145 ng.L!) e proprionato de
clobetasol (91 ng.L ') pode causar aumento da frequéncia cardiaca, diminui¢cdo
das contracdes musculares, eclosao acelerada e alteracbfes na expresséo
genética (WILLI et al., 2017) e exposicéo a prenidisolona (100 ng.L) pode levar
a mudancgas na morfologia, comportamento de natacéo e fisiologia (MCNEIL et
al., 2016). Segundo LORENZ e colaboradores (2009) e estudos realizados por
LALONE e outros (2012) e MARGIOTTA-CASALUCI (2016), a exposicdo a
dexametasona pode afetar o desenvolvimento, reproducdo, crescimento e
expressdo de mRNA de anfibios e peixes. WILLI e colaboradores (2019)
descobriram recentemente que a exposicdo individual de Danio rerio a
propionato de flucasona (1 pg.L?), triancinolona acedtonida (1 pg.L?! e
propionato de clobetasol (91 ng.L') resultou em efeitos fisiolégicos e
transcricionais e que a co-exposicdo aos trés GCs (89-110 ng.LY) mostrou
atividade aditiva, levando ao aumento da frequéncia cardiaca e alterac6es nas
transcrices de mais genes.

Além disso, alguns GCs que nao foram considerados em investigacdes
anteriores também podem afetar organismos aquaticos. Levantamento
bibliografico realizado por SHEN e colaboradores (2020) apontou que o
metabdlito natural desoxicorticosterona exibe atividade mineralocorticoide e
possui de um ter¢co a um décimo da poténcia da progesterona e que a presenca
de atomos de halogénio (Cl, F) em alguns GCs sintéticos Ihes confere uma
atividade profundamente maior do que seus correspondentes naturais e 0s torna
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menos suscetiveis a degradacédo nos processos de tratamento de esgoto e em
matrizes ambientais. Portanto, investigacdes abrangendo um maior nimero de
moléculas de GCs ajudariam a identificar importantes contribuintes para os
riscos que representam aos ambientes aquaticos.

A identificacdo e quantificacao das concentracdes de diferentes grupos de
farmacos no ambiente aquéatico é necessaria para avaliar o risco que esses
compostos representam para 0s organismos aquéticos e para a saude humana
(KUGATHA et al., 2012). Apesar da literatura cientifica apresentar estudos sobre
a ocorréncia de GCs, naturais e sintéticos, em aguas superficiais e efluentes, as
publicacdes se limitam a investigacdes em menos de 10 paises, com numero
maior de pesquisas apenas na Holanda, Alemanha e China (Tabela 02).

Existe um avanco no numero de pesquisas envolvendo a presenca de
contaminantes emergentes e farmacos em ambientes aquaticos no Brasil, porém
até o momento ndo ha registro de publicacdes contemplando a ocorréncia de
glicocorticoides em matrizes ambientais.



Tabela 2 — Publicacdes sobre ocorréncia de GCs em ambientes aquaticos
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Autor Ano Local de Estudo Matriz Técnica
Chang e colaboradores 2007 China Efluente e 4gua superficial Cromatografia
Van der Linden e colaboradores 2008 Holanda Efluente e 4gua superficial Bioensaio
Schrink e colaborardores 2010 Holanda Efluente Cromatografia
Stavreva e colaboradores 2012 Estados Unidos Agua superficial Bioensaio
Schrink e colaborardores 2013 Holanda Agua superficial Bioensaio
Macikova e colaboradores 2014 Republica Checa e Suica Efluente e agua superficial Bioensaio
Isob e colaboradores 2015 Japao Efluente Cromatografia
Alemanha, Republica Checa, )
Tousova e colaboradores 2017 Eslovaquia, Hungria e Suica Agua superficial Cromatografia e Bioensaio
Houtman e colaboradores 2018 Holanda Efluente Bioensaio
Weizel e colaboradores 2018 Alemanha Efluente e 4gua superficial Cromatografia
Daniels e colaboradores 2018 Alemanha Efluente e agua superficial Bioensaio
Jia e colaboradores 2019 China Agua Superficial Cromatografia e Bioensaio
Alygizakis e colaboradores 2019 Alemanha Efluente Bioensaio
Shen e colaboradores 2020 China Agua superficial Cromatografia

Fonte: autor



3.6 Bioensaios

A bioanalitica tornou-se um ramo das ciéncias ambientais em rapido
desenvolvimento e tem sido usada com sucesso para monitorar e avaliar a
qualidade do meio ambiente. No momento, uma ampla gama de ferramentas é
utiizada em estudos bioanaliticos, sendo os bioensaios uma delas
(WIECZERZAK, 2016).

Bioensaios séo procedimentos experimentais conduzidos para estimar 0s
efeitos bioldgicos produzidos por uma substancia ou mistura de substancias
sobre organismos ou ecossistemas. Os bioensaios também podem ser usados
para determinar a concentracdo de uma constituicdo particular de uma mistura
que pode causar efeitos nocivos. Podem ser classificados em in vivo, quando
realizados em organismos vivos, ou in vitro, quando realizados em células,
protéinas ou enzimas (BOSCH-OREA et al., 2017).

Os bioensaios in vitro sdo considerados bons indicadores para detectar
atividade biolégica de compostos porque sao de facil aplicacdo, podem ser
miniaturizados e permitem avaliar um maior nUmero de amostras uma vez que
suas respostas sdo determinadas em prazo relativamente curto. Além disso, ndo
envolvem questdes bioéticas de uso de animais para fins experimentais. Esses
ensaios podem ser selecionados para avaliar a toxicidade de um composto
especifico que se queira investigar conforme as provaveis fontes de
contaminacgao que possam atingir os ambientes de interesse (SOTO et al., 2006;
ESCHER e LEUSCH, 2012; LOPES, 2016).

Trata-se de ensaios capazes de selecionar 0s compostos que, por
afinidade, tenham ligacdo com os receptores das células, permitindo a selecdo
de uma série de compostos prioritarios que agem especificamente nos
receptores provocando resposta aguda, porém com a desvantagem de nédo
determinar os efeitos bioldgicos subsequentes (LOPES, 2016; CLODE, 2006).

Os bioensaios possibilitam a rapida avaliacdo de qualidade das aguas
impactadas por efluentes e, em combinagdo com analises quimicas, sdo
valiososo para varredura e identificacdo de compostos que afetam a biota e para
a avaliacao das ligacdes causais da presenca de substancias no meio ambiente,
quantificando a atividade total em amostras ambientais.

3.6.1 Atividade Glicocorticogénica (AG) e GR-CALUX

O bioensaio in vitro GR-CALUX (Glucocorticoid Receptor — Chemical
Activated Luciferase Gene Expression) é baseado em células humanas de
osteossarcoma osteoblatico (U2-OS) transfectadas com gene luciferase sob
controle transcricional de elementos de resposta para receptores hGRa (Figura
5).
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Figura 5 — Principio do teste CALUX
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Fonte: Traduzido de BioDetection Systems (sem data)

Nesse ensaio mede-se, portanto, a atividade glicocorticogénica, e isto
significa que os resultados estdo relacionados ao conjunto de substancias
presente nas amostras que ativam o glicoreceptor das células teste. A expresséo
dos resultados é baseada em uma curva dose-resposta sigmoidal construida a
partir de dexametasona (composto de referéncia) e reportada em nanograma
equivalente de dexametasona por litro (ng eq. DEX. L). As linhagens de células
GR-CALUX séao fornecidas pela empresa BioDetection Systems, sediada em
Amsterda na Holanda.

Para efeito de comparacéao, estudos foram realizados para determinar 0s
potenciais toxicos de diferentes glicocorticoides em relacdo a dexametasona
(Tabela 3). Dessa forma, um resultado de 1,00 ng eq. DEX. L! pode significar a
presenca de cerca de 7 ng.L! de prednisolona, por exemplo.
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Tabela 3 — Potenciais téxicos de diferentes GCs

Glicocorticoide Potencial Relativo Referéncia

HOUTMAN et al., 2009

Dexametasona 1,00 SCHRIKS et al., 2010
MACIKOVA et al., 2014
Betametasona 0,59 MACIKOVA et al., 2014
Budesonida 6,1 MACIKOVA et al., 2014
0,08 HOUTMAN et al., 2009

Cortisol 0,07 SCHRIKS et al., 2010
0,036 MACIKOVA et al., 2014

. HOUTMAN et al., 2009
Cortisona 0,00 SCHRIKS et al., 2010
Flumetasona 4,00 MACIKOVA et al., 2014
0,09 HOUTMAN et al., 2009

Prednisolona 0,2 SCHRIKS et al., 2010
0,13 MACIKOVA et al., 2014

Prednisona 0,00 SCHRIKS et al., 2010
6a-metilprednisolona 0.4 SCHRIKS et al., 2010
P 0,54 MACIKOVA et al., 2014
Triancinolona acetonida . SCHRIKS et al., 2010
1,12 MACIKOVA et al., 2014

Fonte: autor

Considerando a grande variedade de moléculas do grupo dos farmacos
glicocorticoides, o que dificulta o0 monitoramento de todos os compostos alvo de
forme individualizada por meio de técnicas cromatograficas e também os
possiveis efeitos das misturas dos GCs em ambientes aquaticos, o uso de
bioensaios, como GR-CALUX, é uma importante ferramenta de monitoramento
da ocorréncia dessa classe de poluentes e de investigacdo de potenciais
impactos a ela associados (THRUPP et al., 2018; CHEN et al., 2016).

Ainda ndo existem valores orientadores oficiais para glicocorticoides ou
atividade glicocorticogénica em matrizes ambientais, porém estudo realizado por
BRAND e colaboradores (2013) sugere, a partir de derivacbes com base em
valores de ingestdo diaria aceitavel (IDA), 21 ng eq. DEX. Lt como valor maximo
para investigacdes em agua para consumo humano.

3.6.2 Atividade Estrogénica (AE) e BLYES

Apesar da ocorréncia de compostos estrogénicos ja ter sido observada e
registrada em corpos d"agua ao redor do mundo e do fato de que a presenca
dos interferentes endocrinos ser reconhecida como um desafio para a
integridade da biota aquatica, ainda ndo existem valores legislados para a
presenca de atividade estrogénica em aguas naturais. No momento, a Europa
discute o estabelecimento de critérios legislativos para os interferentes
enddcrinos (BERGAMASCO, 2011; CETESB, 2020).
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De acordo com RAIMUNDO (2011), o bioensaio YES (Yeast Strogen
Screen), baseado nas interacdes antigeno — anticorpo, € amplamente utilizado
na avaliagdo da atividade estrogénica em amostras ambientais. Ja o bioensaio
in vitro BLYES (Bioluminescent Yeast Estrogen Assay) € um aprimoramento
tecnoldgico deste teste colorimétrico e foi desenvolvido a partir do mesmo
mecanismo de receptor e transmissor de deteccdo, mas com a vantagem da
bioluminescéncia baseada na ativacado de genes bacterianos de Photorhabdus
luminescens que, ativados, produzem o substrato luciferina e a enzima
luciferase. O fato de néo requerer adicdo de substrato representa menor tempo
para obtencdo dos resultados, menor limitacdo de nimero de amostras, menos
manuseio de amostra e reducédo de custos (LOPES, 2016).

A emissao de luz na faixa do visivel, gerada a partir do processo de
bioluminescéncia, é detectada e quantificada por meio de um luminémetro
(ELDRIDGE et al., 2015; SANSEVERINO et al., 2005). Trata-se de um bioensaio
de estrogenicidade que tem sido aplicado com reprodutibilidade e sensibilidade
em diferentes tipos de amostra (ELDRIDGE et al., 2015; RUAN et al., 2015;
WANG et al., 2015).

Em resumo, o bioensaio BLYES faz uso de cepa de Sacharomyces
cerevisiae que contém receptor de estrogénio, uma sequéncia de DNA humano
(hER-a) e um plasmideo de base com elemento de resposta ao estrogénio
(ERE)-lacZ que, quando ativado, reporta a ligacao por sinal de bioluminescéncia
(LOPES, 2016) (Figura 6).

Figura 6 — Esquema do bioensaio BLYES
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Nesse ensaio mede-se a atividade estrogénica, de forma que os
resultados estdo relacionados ao conjunto de substancias presentes nas
amostras que ativem o receptor hER-a das células teste. A expresséo dos
resultados é reportada em nanograma equivalente de estradiol por litro (ng eq.
E2.LY).

3.7 Indicadores de qualidade das aguas

O diagnéstico ou monitoramento da qualidade dos recursos hidricos é
realizado por meio da avaliacdo de resultados de analises de parametros fisico-
quimicos, bioldgicos e/ou toxicoldgicos estabelecidos, ou ndo, em legislacdes
ambientais vigentes.

Segundo GASTALDHI e MENDONCA (2011), os parametros de
qualidade da agua mais utilizados para a caracterizacéo de corpos d"agua séo:
temperatura, cor, odor, solidos totais, turbidez, condutividade, pH, oxigénio
dissolvido, dureza, clorofila, nitrogénio, fosforo, fitoplancton/cianobactérias,
demanda quimica de oxigénio (DQO) e demando bioquimica de oxigénio (DBO).

O indice de Qualidade das Aguas (IQA) criado em 1970 nos Estados
Unidos pela National Sanitation Foundation comecgou a ser usado na década de
1970 pela Companhia Ambiental do Estado de Sdo Paulo (CETESB) e hoje € o
principal indice de qualidade de agua utilizado no pais.

O IQA incorpora nove variaveis consideradas relevantes para a
avaliacdo da qualidade das &guas, tendo como determinante principal a sua
utilizacdo para abastecimento publico apés tratamento (CETESB, 2020). Os
nove parametros avaliados sao: coliformes fecais ou E.Coli, pH, demanda
bioquimica de oxigénio (DBO), nitrogénio total, fosforo total, temperatura,
turbidez, soélidos totais (ST) e oxigénio dissolvido (OD).

Cada parametro de qualidade possui um significado ambiental e
sanitario e, além das variaveis constantes no indice de qualidade das aguas
outros parametros também podem ser utilizados para mensurar carga organica
e avaliar a presenca de esgotos domésticos em corpos d"agua como o carbono
organico total.

3.7.1 Demanda Bioquimica de Oxigénio (DBO)

A demando bioquimica de oxigénio € um dos parametros mais utilizados
no que se refere ao tratamento de esgotos. Trata-se da quantidade de oxigénio
necessaria para oxidar a matéria organica por decomposicéo microbiana aerobia
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para uma forma inorganica estavel, isto é, mede a quantidade de matéria
organica oxidavel por acao microbiolégica (CETESB, 2020; NETTO et al., 1977).

A DBO é utilizada para indicar o grau de poluicdo de um esgoto, ou seja,
um indice de concentracdo de matéria organica por uma unidade de volume de
agua residuarias (MELO, 2007).

A DBO é normalmente considerada como a quantidade de oxigénio
consumido durante um determinado periodo de tempo, numa temperatura de
incubacéo especifica. Um periodo de tempo de 5 dias numa temperatura de
incubacéo de 20°C é frequentemente usado e referido como DBOs20. Porém é
importante ressaltar que a DBOs 20 ndo representa a demanda total de oxigénio,
pois a demanda bioquimica total ocorre em periodo muito superior na maioria
das vezes (SILVA, 2004).

Os maiores aumentos em termos de DBO, num corpo d’agua, séo
provocados por despejos de origem predominantemente organica. A presenca
de um alto teor de matéria organica pode induzir ao completo esgotamento do
oxigénio na agua, provocando o desaparecimento de peixes e outras formas de
vida aquatica. Um elevado valor da DBO pode indicar um incremento da
microflora presente e interferir no equilibrio da vida aquatica, além de produzir
sabores e odores desagradaveis e, ainda, pode obstruir os filtros de areia
utilizados nas estagdes de tratamento de agua (CETESB, 2020)

3.7.2 Carbono Organico Total (COT)

O carbono organico nas aguas brutas e nas aguas residuais esta
relacionado aos atomos de carbono presente em varios compostos organicos,
sendo que alguns desses compostos podem ser oxidados posteriormente por
meio de processos bioldgicos ou quimicos. Trata-se, entdo, de uma expressao
mais conveniente e direta do contetdo organico total do que a DBO, mas nédo
fornece o mesmo tipo de informacao (APHA, 2017).

O carbono organico em agua doce origina-se da matéria viva e também
de efluentes e residuos. Sua importancia ambiental deve-se ao fato de servir
como fonte de energia para bactérias e algas, além de complexar metais. O
carbono organico total na 4gua também é um indicador Gtil do grau de polui¢éo
do corpo hidrico (CETESB, 2020)

A quantidade de COT em aguas varia entre 0,1 e 25 mg.L* em agua
para consumo humano e alcanga valores maiores que 100 mg.L* em aguas
residuais. Embora ndo seja um substituto direto para o teste de DBO, varios
estudos demonstraram que correlacdes podem ser desenvolvidas e que o COT
pode ser aceitavel como parametro regulatorio (APHA, 2017).
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3.7.3 Escherichia Coli (E.Coli)

A determinagdo da concentracdo de coliformes assume muita
importancia por constituir ndo somente um parametro indicador da possibilidade
de existéncia de microrganismos entéricos patogénicos, mas também da
presenca de qualgquer outro componente normal de esgotos de origem doméstica
uma vez que esse grupo de microorganismos esta presente nas fezes humanas
(BRANCO e ROCHA, 1977; CETESB, 2020).

E. Coli € a principal bactéria do subgrupo dos coliformes termotolerantes,
sendo de origem exclusivamente fecal e esta presente em numero elevado nas
fezes humanas e de animais de sangue quente, sendo raramente detectada na
auséncia de poluicdo fecal. E considerada o indicador mais adequado de
contaminacdao fecal em aguas doces (CETESB, 2020).

3.7.4 Fob6sforo Total

O fosforo € um nutriente fundamental para os organismos vivos e, ha
agua, pode se apresentar tanto na forma dissolvida como agregado em materiais
particulados (CETESB, 2020; VON SPERLING, 2005).

O fésforo aparece em &guas naturais devido, principalmente, as
descargas de esgotos sanitarios. A matéria organica fecal e os detergentes em
pé empregados em larga escala domesticamente constituem a principal fonte.
Alguns efluentes industriais, como os de industrias de fertilizantes, pesticidas,
quimicas em geral, conservas alimenticias, abatedouros, frigorificos e laticinios,
apresentam fésforo em quantidades excessivas. As aguas drenadas em areas
agricolas e urbanas também podem provocar a presenca excessiva de fésforo
em aguas naturais (CETESB, 2020).

Assim como o nitrogénio, o fésforo constitui-se em um dos principais
nutrientes para os processos biolégicos. Nos casos em que € um nutriente
limitante, a descarga de aguas residuais brutas ou tratadas, drenagem agricola
ou certos residuos industriais em corpos d"agua pode estimular o crescimento
de microrganismos e macroorganismos aquaticos fotossintéticos em
quantidades incbmodas, conduzindo a processos de eutrofizacdo das aguas
naturais (APHA, 2017; CETESB, 2020; VON SPERLING, 2005).

3.7.5 Nitrogénio

Em &aguas e efluentes, as formas de nitrogénio de maior interesse sao
0s ions nitrato, nitrito, nitrogénio amoniacal e nitrogénio organico. Todas essas
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formas de nitrogénio, assim como o gas nitrogénio (N2), sdo bioguimicamente
convertiveis entre si e interessantes do ponto de vista ambiental e sanitéario por
varios motivos (APHA, 2017).

O nitrogénio é considerado um dos elementos mais importantes no
metabolismo dos ecossistemas aquaticos e sua concentracdo pode limitar a
producdo primaria, aumentar a proliferacdo de microrganismos e apresentar
potencial téxico aos organismos aquaticos (VON SPERLING, 2005).

O nitrato, presente na maioria das aguas superficiais, é proveniente
majoritariamente de atividades antrépicas, de forma que sua concentracéo pode
refletir a condicdo de saneamento local. O nitrogénio amoniacal é encontrado
naturalmente nas &guas superficiais, como resultante de processos de
decomposicdo da matéria organica, porém altos niveis desse indicador estdo
relacionados a poluicdo por esgotos domésticos ou industriais (BRIGANTE e
ESPINDOLA, 2009; MACEDO, 2001).

Os esgotos sanitarios constituem, em geral, a principal fonte de lan¢cando
de nitrogénio organico e nitrogénio amoniacal nas. Alguns efluentes industriais
também concorrem para as descargas de nitrogénio organico e amoniacal nas
aguas, como algumas inddstrias quimicas, petroquimicas, siderurgicas,
farmacéuticas, conservas alimenticias, matadouros, frigorificos e curtumes
(CETESB, 2020).

A atmosfera é outra fonte importante de nitrogénio devido a diversos
mecanismos como a biofixacdo desempenhada por bactérias e algas presentes
nos corpos hidricos, que incorporam o nitrogénio atmosférico, contribuindo para
a presenca de nitrogénio organico nas aguas; a fixacdo quimica, reacao que
depende da presenca de luz, também acarreta a presenca de aménia e nitratos
nas aguas, pois a chuva transporta tais substancias, bem como as particulas
contendo nitrogénio organico para os corpos hidricos (CETESB, 2020).

Nas areas agricolas, o escoamento das aguas pluviais pelos solos
fertilizados também contribui para a presenca de diversas formas de nitrogénio.
Ja em areas urbanas, a drenagem das aguas pluviais, associada as deficiéncias
do sistema de limpeza publica, constitui fonte difusa de dificil caracterizacéo
(CETESB, 2020).

Pode-se associar as etapas de degradacdo da poluicdo organica por
meio da relacdo entre as formas de nitrogénio. Nas zonas de autodepuragéo
natural em rios, distinguem-se as presencas de nitrogénio organico na zona de
degradacédo, amoniacal na zona de decomposi¢cdo ativa, nitrito na zona de
recuperacao e nitrato na zona de aguas limpas. Ou seja, se for coletada uma
amostra de agua de um rio poluido e as analises demonstrarem predominancia
das formas reduzidas significa que o foco de poluicdo se encontra proximo; se
prevalecerem o nitrito e o nitrato, denota que as descargas de esgotos se
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encontram distantes. O nitrogénio orgéanico é determinado pelo método Kjeldahl
(NKT), cujo resultado indica as fragOes totais de nitrogénio organico e de
nitrogénio amoniacal (CETESB, 2020).

Os compostos de nitrogénio sdo nutrientes para processos biologicos e
sao caracterizados como macronutrientes, pois, depois do carbono, o0 nitrogénio
€ o elemento exigido em maior quantidade pelas células vivas. Quando
descarregados nas aguas naturais, conjuntamente com o fdésforo e outros
nutrientes presentes nos despejos, provocam 0O enriquecimento do meio,
tornando-o eutrofizado (CETESB, 2020; VON SPERLING, 2005).

Pela legislacéo federal em vigor, o nitrogénio amoniacal é padrdo de
classificacdo das aguas naturais e padrdo de emissdo de esgotos. A ambnia é
um toxico bastante restritivo a vida dos peixes, sendo que muitas espécies nao
suportam concentracdes acima de 5 mg.Lt. Além disso, a amOnia provoca
consumo de oxigénio dissolvido das aguas naturais ao ser oxidada
biologicamente, a chamada DBO de segundo estagio. Por estes motivos, a
concentragdo de nitrogénio amoniacal é um importante parametro de
classificacdo das aguas naturais (CETESB, 2020).

3.7.6 Oxigénio Dissolvido (OD)

Os niveis de oxigénio dissolvido em &guas naturais e residuais
dependem das atividades fisicas, quimicas e bioquimicas de um corpo d'agua e
devido a sua importancia a determinagéo das concentragbes de OD torna-se
chave para a investigacéo de poluicdo dos corpos d"agua.

7

Uma adequada provisdo de oxigénio dissolvido é essencial para a
manutencao de processos de autodepuracao em sistemas aquaticos naturais e
em estacdes de tratamento de esgotos. Por meio da medi¢cdo da concentracéo
de oxigénio dissolvido, os efeitos de residuos oxidaveis sobre aguas receptoras
e a eficiéncia do tratamento dos esgotos, durante a oxidag¢&o bioquimica, podem
ser avaliados. Os niveis de oxigénio dissolvido também indicam a capacidade de
um corpo d’agua natural em manter a vida aquatica (CETESB, 2020).

De acordo com ESTEVES (1998), o oxigénio dissolvido encontra-se
entre os parametros limnologicos que apresentam as maiores variacoes diarias,
pois é um gas gue esta diretamente envolvido com o processo de fotossintese e
respiracéo e/ou decomposicao que, por sua vez, estao inteiramente relacionados
com o fotoperiodo, a intensidade luminosa e a temperatura.

Num corpo d"agua eutrofizado, o crescimento excessivo de algas pode
“‘mascarar” a avaliagao do grau de poluicdo de uma agua, quando se toma por
base apenas a concentragdo de oxigénio dissolvido. Sob este aspecto, aguas
poluidas sao aquelas que apresentam baixa concentracéo de oxigénio dissolvido
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(devido ao seu consumo na decomposi¢cdo de compostos organicos), enquanto
que as aguas limpas apresentam concentracdes de oxigénio dissolvido
elevadas, chegando até a um pouco abaixo da concentragdo de saturagdo
(CETESB, 2020).

3.7.7 pH

O valor de pH, um parametro importante em muitos estudos no campo
do saneamento ambiental, influi no equilibrio quimicos entre formas livres e
ionizadas de diversos compostos quimicos, além de contribuir para um maior ou
menor grau de solubilidade de diversas substancias e também definir potencial
de toxicidade de varios elementos (APHA, 2017; BRASIL, 2006; CETESB, 2020).

As alteracdes de pH podem ter origem natural (dissolugéo de rochas,
fotossintese) ou antropogénica (despejos domésticos e industriais) e influenciam
0S ecossistemas aquéticos naturais diretamente devido a seus efeitos sobre a
fisiologia das diversas espécies (CETESB, 2020).

O pH pode ser considerado como um dos parametros ambientais mais
relevantes e utilizadas em quimicas das aguas, porém trata-se de uma variavel
de dificil interpretacdo. Tal complexidade € resultante dos inUmeros fatores que
podem influencia-lo, podendo estar relacionado a fontes de poluicdo difusa
(MESSIAS, 2008).

3.7.8 Sdélidos Totais (ST)

Em saneamento, sélidos nas aguas correspondem a toda matéria que
permanece como residuo, ap0s evaporacao, secagem ou calcinacdo da amostra
a uma temperatura pré-estabelecida durante um tempo fixado. Em linhas gerais,
as operacdes de secagem, calcinacéo e filtracdo sdo as que definem as diversas
fracOes de solidos presentes na agua (sélidos totais, em suspensao, dissolvidos,
fixos e volateis). Os chamados sélidos totais, sdo a soma dessas diversas
fracOes (CETESB, 2020).

Para o recurso hidrico, os solidos podem causar danos aos peixes e a
vida aquética. Eles podem sedimentar no leito dos rios destruindo organismos
que fornecem alimentos ou, também, danificar os leitos de desova de peixes. Os
sélidos podem reter bactérias e residuos organicos no fundo dos rios,
promovendo decomposicdo anaerdbia, aléem de poder interferir na transparéncia
e nos ciclos biodindmicos (CETESB, 2020; TELLES et al., 2013).
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Elevados valores de sdlidos totais podem estar relacionados ao
lancamento de esgotos domésticos e/ou industriais brutos e tratados, mas
também podem estar associados a poluicao difusa e processos erosivos.

3.7.9 Temperatura

A temperatura influencia uma série de processos biologicos, reacdes
guimicas e bioquimicas que ocorrem no ambiente aquatico de forma que é um
parametro importante para avaliacbes ambientais (MACEDO, 2006).

VariacOes de temperatura sdo parte do regime climatico normal e corpos
de agua naturais apresentam variacbes sazonais e diurnas, bem como
estratificacdo vertical. A temperatura superficial € influenciada por fatores tais
como latitude, altitude, estacdo do ano, periodo do dia, taxa de fluxo e
profundidade. A elevagdo da temperatura em um corpo d’agua geralmente é
provocada por despejos industriais (industrias canavieiras, por exemplo) e
usinas termoelétricas (CETESB, 2020).

3.7.10 Turbidez

A turbidez de uma amostra de 4gua é o grau de atenuacao, por absorcéo
ou espalhamento, da intensidade que um feixe de luz sofre ao atravessa-la
devido a presenca de particulas solidas em suspensdo que diminuem a
transparéncia e a, por consequéncia, a penetracdo de luz no ambiente. As
particulas solidas causadoras da turbidez podem ser de origem natural,
associadas a rochas, argila e silte, algas e outros microrganismos, ou de origem
antropica, podendo estar relacionadas a compostos toxicos e organismos
patogénicos (CETESB, 2020; VON SPERLING, 2005).

A erosdo das margens dos rios em épocas chuvosas, que € intensificada
pelo mau uso do solo, é um exemplo de fenbmeno que resulta em aumento da
turbidez das aguas. Este exemplo mostra também o carater sistémico da
poluicdo, ocorrendo inter-relagdes ou transferéncia de problemas de um
ambiente (dgua, ar ou solo) para outro (CETESB, 2020; VANZELA, 2010).

Os esgotos domésticos e diversos efluentes industriais também
provocam elevagdes na turbidez das aguas (CETESB, 2020).

4 METODOLOGIA

O presente estudo foi realizado em parceria com a Companhia Ambiental
do Estado de S&o Paulo. As analises de atividade glicocorticogénica e atividade
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estrogénica foram conduzidas no Setor de Analises Toxicolégicas da CETESB e
0s ensaios fisico-quimicos e microbioldégicos complementares realizados pelos
laboratérios quimicos do Departamento de Analises Ambientais e Departamento
de Laboratoérios Descentralizados da mesma instituicao.

4.1 Locais de Amostragem

A selecao dos pontos avaliados teve como base o histérico de resultados
para atividade estrogénica (AE) de 2016 e 2017 obtidos do monitoramento da
CETESB, uma vez que a rota de chegada desses compostos aos ambientes
aguaticos é bastante similar a rota dos glicocorticoides. Foi levado em
consideracao, também, o interesse em se avaliar locais utilizados para captacéo
de agua com finalidade de abastecimento publico ap6s tratamento (CETESB,
2016;2017; MARTINI, 2018).

Foram escolhidos 19 pontos de amostragem para serem avaliados ao
longo de 2018, 2019 e 2020. As informacdes sobre localizacdo e detalhes dos
pontos de coleta constam na Figura 5 e na Tabela 6.

Os meses de coleta para cada ponto estudado constam no APENDICE A.



Figura 7 — Mapa de localizacéo dos pontos de amostragem
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Tabela 4 — Informacdes dos locais de amostragem
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Ponto Caédigo Descricao %):Org;aér}ﬁ:daass
Rio das Araras ARAS02900 Ponte de madeira sobre Rio Araras, junto a foz 2720 113? .I ;?? VS\I
. . = . L - 22°45'41"S
Rio Atibaia ATIB02800 Na captagao do municipio de Sumaré, perto do Mini Pantanal de Paulinia 47°10' 24" W
- . N x . 23°39'12"S
Reservatorio das Gragas COGRO00900 Na barragem, junto & captagéo do Alto Cotia 46°58' 03" W
. ) = . . . 23°32'17"S
Rio Cotia COTI03900 No canal de captacéo de aguas para a ETA do Baixo Cotia 46°51'56" W
. o . . oo ) . 23°00'22"S
Rio Capivari CPIV02130 Na captacdo de Campinas-ETA Capivari na Rodovia dos Bandeirantes 47°05' 60" W
Rio Jundiai JUNAO03190 Ponte de acesso a Akzo Nobel, em ltupeva. f?o 0018 ;; VSV
e . . L L ~ L 22°42'44" S
Rio Piracicaba PCAB0220 Margem esquerda, 2,5 Km a jusante da foz do Rib. Piracicaba Mirim, na captacéo de Piracicaba 47°38'58" W
T . A N . 23°42'52"S
Ribeirdo Pires PIRE02900 Ponte na Av. Rotary, no bairro Esténcia Noblesse, quase as margens Res. do Rio Grande 46° 25 ' 45 " W
- . ~ . N 23°40'27"S
Reservatorio Guarapiranga GUARO00900 Na Captagdo da SABESP junto a casa de Bombas. 46° 4340 " W
‘s . No Reservatério Taiagupeba, no corpo central a 1 Km da barragem. A jusante dos bracos do Taiagupeba- 23°34'45"S
Reservatorio Taiagupeba PEBA00900 Mirim e Taiacupeba-Guagu. 46°17'30"W
Cérrego Rico RIC0O02600 Na captagao de Jaboticabal (SAAE) fg‘o 113 ;Z \?V
- . = o . . 22°12'48"S
Reservatério Cascata CASC02050 Manancial de captagdo de Marilia, no Bairro Maria Isabel 49° 55 22 " W
- P - . . . 23°27'16"S
Reservatorio Edgard de Souza TIES00900 Préximo as comportas da barragem do reservatorio, apds a rede para retencdo de aguapés 46° 5436 " W
— S . . 21°05'19"S
Ribeirdo do Sertdozinho SETA04600 Ponte a jusante da ETE de Sertdozinho 48°02' 40" W
Ribeirdo dos Meninos NINA04900 Ponte da Av. do Estado, na divisa dos municipios de Sao Paulo e Sdo Caetano do Sul. jg’o :?f fg VS\/
o ) . . . 21°16'02"S
Ribeiréo Preto RIPE04300 Ponte na Rua Dr. Saraba em Bonfim Paulista, junto a régua do DAEE 4C-018. 47°49°' 08" W
R s . . 23°36'53"S
Rio Pirapora PORA02700 Ponte proximo a captacdo de 4gua do municipio Salto 47° 3556 " W
Lo . R . 23°32'55"S
Rio Tieté (Mogi das Cruzes) TIET02090 Na captacgéo principal do municipio de Mogi das Cruzes - SEMAE 46° 08 09" W
Rio Tieté (Suzano) TIET03120 A jusante da ETE de Suzano. 23°30 11 st

46°20'13"

Fonte: autor



4.2 Metodologia de Coleta

As amostras de agua superficial foram coletadas pelos laboratérios da
CETESB (Departamento de Andalises Ambientais e Departamento de Laboratérios
Descentralizados) de acordo com recomendacdes contidas no Guia Nacional de
Coletas de Amostras (ANA, 2011).

As coletas para os ensaios de atividade glicocorticogénica e atividade
estrogénica foram coletadas em frascos ambar de 1 litro com lavagem e
aquecimento a 400°C para eliminacédo de residuos organicos, de acordo com o
Guia Nacional de Coletas de Amostras (ANA, 2011). Apds a coleta, as amostras
foram transportadas sob refrigeracdo e armazenadas a 4 + 2 °C até a realizacao
dos procedimentos de extracao, realizados em até sete dias ap0s a coleta.

As amostras para os parametros fisico-quimicos e microbiolégicos
indicadores de contaminacdo por esgotos foram coletadas, preservadas e
transportadas de acordo com o previsto nas metodologias normatizadas de
referéncia (APHA, 2017; ANA, 2011).

4.3 Atividade Glicocorticogénica (AG)

4.3.1 Preparo da Amostra

O preparo de amostras para o bioensaio GR-CALUX consistiu na extracao
em fase solida (SPE) conforme protocolo P-BDS-096 da BioDetection Systems.
Essa técnica envolve a retencdo dos compostos de interesse, buscando reduzir
os interferentes da matriz e a concentracdo dos analitos para facilitar a
determinacdo dos compostos encontrados em menor quantidade (LANCAS,
2004).

O processo da SPE envolve a passagem da amostra liquida por meio de
um sélido que preenche um disco ou cartucho, de forma que os analitos alvos
sejam separados da matriz da amostra. As interacdes do analito com a fase sélida
(sorvente) devem ser maiores que as interacdes do analito com a matriz da
amostra, para que o analito fique retido na fase sorvente (LANCAS, 2004).

Antes da extracdo, os materiais suspensos foram removidos das amostras
por meio de filtracdo utilizando pré-filtros AP20 e filtros 0,45 um. A SPE foi
realizada a vacuo parcial, utilizando cartuchos HLB (hydrophilic-lipophilic-balance)
de alta capacidade e com vaz&o controlada entre 2-4 gotas.s?.0s cartuchos foram
condicionados com 6 mL de metanol e 6 mL de &gua ultrapura. O sorvente
promove para o mondmero lipofilico um mecanismo de fase reversa para retengao
dos analitos por meio de interac6es hidrofébicas, e o polimero hidrofilico tem
propriedades umectantes, acarretando na retencdo de compostos polares por
interacdes fortes.
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ApOs a percolagdo das amostras, os cartuchos foram lavados com 6 mL de
solucdo 5% de metanol em agua e secos a vacuo por 30 minutos.

A eluigao dos cartuchos foi realizada com 6 mL de metanol e as amostras
foram acondicionadas em frascos de 10 mL e, posteriormente, concentradas em
evaporador. Em seguida as amostras foram transferidas com auxilio do solvente
metanol para microtubos de 1,5 mL, concentradas novamente até a total
evaporacao do metanol, ressuspensas em 25 pL de dimetilsulféxido (DMSO) e,
entdo, acondicionadas por até 90 dias em freezer a -20 °C.

Figura 8 — Etapa de extrac&o

Fonte: Daniela Dayrell Franga
4.3.2 Cultivo Celular

Os meios de cultura para o cultivo celular sédo usados para suprir nutrientes,
fatores de crescimento e condi¢cbes adequadas para as células (como pH e
pressdo osmotica). As células GR-CALUX foram cultivadas utilizando meio
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) suplementado com aminoacidos
nao essenciais e soro fetal bovino e acondicionadas em incubadora de CO2 (37
°C, 5% de CO2).

Figura 9 — Frasco de cultivo celular e incubadora de CO2
= '

Fonte: Daniela Dayrell Franca
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4.3.3 GR-CALUX

O ensaio foi realizado em microplacas, onde as células foram cultivadas
no primeiro dia. No segundo dia de ensaio as células foram expostas as amostras
e a substancia de referéncia (dexametasona).

ApOs 24 horas de exposicao, no terceiro dia, foram realizadas as leituras
da luminescéncia utilizando um lumindmetro (Victor X3, Perkin Elmer). A atividade
das amostras é comparada a atividade da dexametasona e o resultado expresso
em ng eq. DEX L.

Por tratar-se de ensaio licenciado, os detalhes e especificidades da etapa
de ensaio do GR-CALUX constam no protocolo analitico P-BDS-085 da
BioDetection Systems (2013). O Laboratério de Analises Toxicolégicas da
CETESB possui contrato com a empresa, 0 que permite a realizacado dos ensaios
e manutencao das culturas de células.

Figura 10 — Exposicéo das células a amostra (esquerda) e luminémetro (direita)

Fonte: Daniela Dayrell Franca

4.4  Ensaios para os Indicadores de Qualidade da Agua

Os ensaios para 0s parametros complementares, indicadores da
qgualidade da &gua associados a poluicdo por esgotos, foram realizados pelos
laboratérios da CETESB seguindo métodos normatizados e conforme os
principios de qualidade laboratorial exigidos pela NBR ISO/IEC 17025:2017
(Tabela 5).
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Tabela 5 — Métodos de andlise dos parametros indicadores de qualidade da agua

Parametro

Técnica

Referéncia

Atividade Estrogénica Avaliacdo da presenca de Sanseverino et. al., 2005

agonistas do receptor de
estrbgeno humano com
linhagens BLYES

DBO Diluicéo e incubacdo a 20°C  APHA-AWWA-WEF, 232
e 5 dias Ed., Método 5210-B
COoT Combustao infravermelha APHA-AWWA-WEF, 232
Ed., Método 5310-B ou
5310-C
E. Coli Técnica de Membrana APHA-AWWA-WEF, 232
Filtrante Ed., Método 9213.3b
pH Eletrometria APHA-AWWA-WEF, 232
Ed., Método 4500H+ - B
Temperatura Medicéo Direta APHA-AWWA-WEF, 232

Ed., Método 2550

Oxigénio Dissolvido

Eletrodo de Membrana ou
Luminescéncia

APHA-AWWA-WEF, 232
Ed., Método 4500 O - G

ASTM D-888, 2018

Fosforo

Espectrometria Gtica de
emissao com plasma de
argonio — ICP/OES

USEPA, SW 846

Nitrogénio Amoniacal

Cromatografia ibnica apés
destilacéo

APHA-AWWA-WEF, 232
Ed., Método 4500 NH3

ISO 14911:1998

Nitrogénio  Kjeldahl Cromatografia i6bnica apés APHA-AWWA-WEF, 232

Total digestao acida Ed., Método 4500 Norg
ISO 14911:1998

Nitrato Cromatografia ibnica APHA-AWWA-WEF, 232
Ed., Método 4110 C

Nitrito Cromatografia idnica APHA-AWWA-WEF, 232
Ed., Método 4110 C

Turbidez Nefelometria APHA-AWWA-WEF, 232

Ed., Método 2130 B

Soélidos Totais

Gravimetria

APHA-AWWA-WEF, 232
Ed., Método 2540

ABNT/NBR 10664:1989

Fonte: autor
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4.5 Anadlises Estatisticas e Apresentacao dos Dados

As analises estatisticas do conjunto de resultados envolveram parametros
descritivos e de inferéncia para determinacdo de possiveis correlagdes entre os
resultados de atividade glicocorticogénica e os valores de atividade estrogénica,
parametros indicadores de contaminacéo por esgotos do indice de qualidade das
aguas (IQA) e carbono organico total.

A forma de tratamento dos resultados abaixo do limite de quantificacéo (LQ)
consistiu na divisdo desses valores por raiz quadrada de 2 conforme proposto por
CROGHAN (2003) e os resultados referentes ao parametro E. Coli foram
utilizados em escala logaritmica decimal (Iog1o).

Nas situagOes de auséncia de resultados para um ou mais parametros, 0s
dados ausentes foram estimados empregando a técnica multivariada de anélise
de componentes principais (PCA) por meio do método Expectation — Maximization
(EM) utilizando o software Amelia (JOSSE e HUSSON, 2016; AUDIGIER et.al,
2016; HONAKER et.al., 2011). A partir da analise critica dos valores obtidos, por
meio da avaliacdo do histérico de resultados publicados pela CETESB, alguns
desses resultados estimados foram substituidos por valores médios de dados
historicos (2015 — 2018) levando em consideragdo o més de coleta.

A matriz de correlagdo foi construida utilizando-se o coeficiente de
correlacdo de Spearman (p) e a forma de apresentacao foi elaborada usando
cluster hierarquico conforme método de Ward (MURDOCH e CHOW, 1996). A
técnica multivariada de andlise fatorial para dados mistos (FAMD) foi empregada
para avaliacdo conjunta dos dados quantitativos (resultados analiticos) e
qualitativos (ponto de coleta, tipo de ambiente e ano de coleta) (PAGES, 2004).

A técnica multivariada de componentes principais para dados mistos
(KIERS, 1991) foi empregada utilizando o pacote PCAmixdata e a identificacdo
simultdnea de agrupamentos e parametros nas amostras foi realizada pela técnica
multivariada Bicluster (LEE et al., 2010; MADEIRA e OLIVEIRA, 2004).

As figuras do tipo heatmaps (mapas de calor) foram elaboradas
empregando o pacote Heatmaply de acordo com o proposto por GALILI e outros
(2017).

O teste de comparacdo de medianas empregado na comparacgao entre 0s
resultados de atividade glicocorticogénica nos diferentes pontos de amostragem,
tipos de ambiente e também ao longo dos diferentes anos de coleta, foi o de
Kruskal-Wallis (HOLLANDER,1973), pois ndo assume nhormalidade na
distribuicdo dos dados.

Para a comparacao entre duas medias, no caso dos dois tipos ambientes
pesquisados (Iético e Iéntico), foi utilizado o teste Mann-Whitney conforme descrito
por BAUER (1972).

O método de modelagem empregada neste estudo foi o Generalized
Additive Models for Location, Scale and Shape (GAMLSS) conforme publicado por
RIGBY (2005). Nesta metodologia a primeira tarefa € a identificacdo de qual
distribuicdo segue a variavel resposta, ou seja, a variavel de interesse do estudo,
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em nosso caso a atividade glicocorticogénica (GR-CALUX). Na segunda etapa
ajusta-se 0 modelo de maneira iterativa, partindo de um modelo saturado e
retiram-se as variaveis, uma a uma, de acordo com o nivel de significancia, do
maior para o menor, dos parametros associados a elas (variaveis preditivas) até
gue so restem no modelo variaveis com contribuicdo significativa (p<0.05).

A Ultima etapa do processo consiste na validacdo do comportamento dos
residuos do modelo, ou seja, ndo devem ser correlacionados, ter média zero e
variancia 1 e devem aderir a distribuicdo normal ou Gaussinana. Essa abordagem
€ multivariada, ou seja, holistica, levando todas as variaveis simultaneamente em
consideracao.

O programa em R, versdo 4.0.2, criado para fazer todas as andlises e
figuras foi elaborado utilizando o RStudio Version 1.1.463 e o nivel de significancia
adotado foi de 5% para todos os testes estatisticos.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Atividade Glicocorticogénica

Os valores da atividade glicocorticogénica (AG) medidos nos rios e
reservatorios durante o periodo de estudo variaram entre resultados menores que
o limite de quantificagdo (<LQ) e 44,0 ng eq. DEX L. Dentre os 19 locais
avaliados, apenas Rio Capivari, Ribeirdo Pires, Ribeirdo Preto e Ribeirdo dos
Meninos apresentaram resultados quantificaveis no teste GR-CALUX em pelo
menos uma das amostras analisadas, representando 10% das 70 amostras
analisadas.

Nas Tabelas 6 e 7 sdo apresentadas as estatisticas descritivas para cada
ponto no periodo do estudo considerando dados brutos e dados transformados,
respectivamente. Dos 7 resultados quantificaveis para AG, 5 foram encontrados
em meses com menores indices pluviométricos (Abril — Setembro), corroborando
gue variacbes sazonais devem ser consideradas para compreensao da
concentracdo de contaminantes ambientais, com atencdo especial para chuvas
gue podem afetar a diluicho de compostos, principalmente em rios e ribeirdes
(OLIVEIRA, 2017).

Os resultados obtidos assemelham-se aos resultados encontrados em
aguas superficiais da Holanda, onde os valores variaram entre <LQ e 2,30 ng eq.
DEX.L! e na China onde os resultados para diversos glicocorticoides variaram
entre 0,02 e 4,2 ng.L! (VAN DER LIDEN et al., 2010; SCHRIKS et al., 2013;
CHANG et al., 2007).

Os resultados de atividade glicocorticogénica encontrados em rios da
Republica Checa e Suica também apresentaram resultados na mesma ordem de
grandeza que o presente estudo, sendo que os valores foram entre <LQ e 2,6 ng
eg. DEX.L-1 (MACIKOVA et al. 2014).
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Estudos publicados reportaram resultados de até 94 ng. L' de
glicocorticoides em rios chineses (SHEN et al., 2020) e nos Estados Unidos 27%
dos pontos investigados apresentaram algum nivel de atividade, porém os valores
nao foram publicados (STAVREVA et al., 2012).

Tabela 6 — Estatistica descritiva - Resultados de AG (Dados Brutos)

Atividade Glicocorticogénica (ng eq. Dex. L)

Corpo D’agua (n) Minimo - Maximo
1 Rio das Araras 10 <LQ
2 Rio Atibaia 3 <LQ
3 Rib. Das Gracgas 9 <LQ
4 Rio Cotia 2 <LQ
5 Rio Capivari 11 <LQ -11
6 Rio Jundiai 4 <LQ
7 Rio Piracicaba 5 <LQ
8 Ribeirdo Pires 9 <LQ-9,9
9 Res. Guarapiranga 2 <LQ
10 Res. Taiagupeba 3 <LQ
11 Cérrego Rico 1 <LQ
12 Reservatorio Cascata 3 <LQ
13 Reservatorio Edgard de 1 <LO
Souza
14 Ribeirdo do Sertdozinho 1 <LQ
15 Ribeirdo dos Meninos 1 44
16 Ribeirdo Preto 1 8,7
17 Rio Pirapora 1 <LQ
18 Rio Tieté i Mogi das Cruzes 3 <LQ
19 Rio Tieté - Suzano 1 <LQ

Fonte: autor

O estudo publicado por DANIELS e colaboradores (2018), identifica
decréscimo nos resultados para glicocorticoides em rios conforme aumento da
distancia em relacao as fontes de descarga de esgotos, o que € corroborado por
meio da quantificacdo de AG apenas nos pontos mais proximos de langamentos
de esgotos: Rio Cotia, proximo a diversos lancamentos irregulares de esgoto, Rio
Capivari e Ribeirdo Pires localizados a jusante de pequenas ETEs e Ribeirdo dos
Meninos localizado a jusante de uma grande ETE na regido metropolitana de Sao
Paulo e que também recebe grande aporte de esgoto proveniente de moradias
irregulares.

Todos os resultados encontrados estdo abaixo do valor 21 ng eq. Dex.L?
proposto por BRAND e colaboradores (2008) como nivel seguro em relacédo ao
risco a saude humana e também abaixo das concentragbes que provocaram
efeitos deletérios em peixes nos estudos levantados (MCNEIL et al., 2016; WILLI
et al., 2017;2019), embora KUGATHA e SUMPTER (2011) tenham concluido que
concentracdes abaixo de 100 ng.L* sejam ambientalmente relevantes.



Tabela 7 — Estatistica descritiva - Resultados de AG (Dados Transformados)

Atividade Glicocorticogénica (ng eq. Dex. L)

Corpo D’agua Minimo Q1 Mediana Média Qs Maximo E:j;’ég

1 Rio das Araras 1,6 4,6 4,6 4,2 4,6 4,6 1,0
2 Rio Atibaia 1,6 2,4 3,1 3,1 3.9 4,6 1,5
3 Rib, Das Gracas 1,6 1,6 1,6 1,6 1,6 1,6 0,0
4 Rio Cotia 4,6 4,6 4,6 4,6 4.6 4,6 0,0
5 Rio Capivari 1,6 1,9 3,3 3,9 4,6 11 2,7
6 Rio Jundiai 3,1 4,2 4.6 7,0 7,4 15,6 5,8
7 Rio Piracicaba 3,1 4,6 4,6 4,3 4,6 4,6 0,7
8 Ribeirdo Pires 1,6 4.6 4.6 5,0 4,6 9,9 2,4
9 Res, Guarapiranga 1,6 5,1 8,6 8,6 12,1 15,6 9,9
10 Res, Taiacupeba 1,6 1,6 1,6 1,6 1,6 1,6 0,0
11 Coérrego Rico 1,6 1,6 1,6 1,6 1,6 1,6 -
12 Reservatério Cascata 1,6 1,6 1,6 1,6 1,6 1,6 0,0
13 Reservatorio Edgard de Souza 4,6 4,6 4,6 4,6 4,6 4,6 -
14 Ribeirdo do Sertdozinho 4.6 4.6 4.6 4,6 4,6 4,6 -
15 Ribeirdo dos Meninos 44 44 44 44 44 44 -
16 Ribeirao Preto 8,7 8,7 8,7 8,7 8,7 8,7

17 Rio Pirapora 1,6 1,6 1,6 1,6 1,6 1,6 -
18 Rio Tieté i Mogi das Cruzes 3,1 3,9 4,6 4,1 4,6 4,6 0,9
19 Rio Tieté - Suzano 4.6 4.6 4.6 4.6 4.6 4,6 -

Fonte: autor



Na Figura 11 estdo apresentados os resultados da aplicacéo do Teste de
Kruskal-Wallis para comparacao das medianas de GR-CALUX por ponto. Pode-
se observar que somente duas diferencas puderam ser evidenciadas com base
neste conjunto de dados: Rio Araras e Res. Gragas (ARAS02900 x COGR00900)
e Reservatorio das Gracas e Ribeirdo Pires (COGR00900 x PIRE02900).

A estatistica do teste teve valor observado igual a c2 = 39,48 com p=0,002,
porém deve-se ressaltar que foram analisadas poucas amostras por ponto de
coleta.

Nas figuras 12 e 13 constam os resultados dos testes de comparacéo
entre os tipos de ambiente (Iénticos e |6tico) e entre os resultados para os anos
2018, 2019 e 2020, respectivamente.

A mediana de atividade glicocorticogénica no ambiente [éntico foi
significativamente inferior aquela no ambiente |6tico com valor observado igual a
c2= 4,97 com p<0,0001. Nao foram observadas diferencas significativas entre as
medianas de GR-CALUX ao longo dos anos de 2018 a 2020, podendo ser
consideradas equivalentes e indicando que, para os pontos estudados, ndo houve
impacto devido ao possivel aumento do uso de GCs no cenario pandémico do ano
de 2020.



Figura 11 — Resultado do teste comparativo das medianas de GR-CALUX por ponto de coleta
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Figura 12 — Resultado do teste comparativo das medianas de GR-CALUX nos ambientes Iéntico e l6tico
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Figura 13 — Resultados do teste comparativo das medianas de GR-CALUX nos anos 2018, 2019 e 2020
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5.2 Correlacdo com Atividade Estrogénica e Indicadores de Qualidade de
Agua

Na Figura 14 estao apresentadas as medidas de correlacdo de Spearman
calculadas com base nos dados originais. Foram 52 amostras com dados
completos para todos os parametros. Os valores nao significativos a 5% aparecem
riscados, os valores em verde indicam associacdo direta e agueles em laranja
indicam associacao inversa.

Figura 14 — Matriz de correlacdes de Spearman com os dados originais
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Fonte: autor

O numero de registros inicialmente disponiveis foi de 52 sendo que as
auséncias de dados em sua maioria foram de parametros fisico-quimicos. Na
Figura 15 esta apresentada a matriz de correlacdoes de Spearman calculada com
base em todos os 70 registros, incluindo, portanto, os dados estimados para os

valores ausentes.
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Figura 15 — Matriz de correlagdes de Spearman apoés tratamento dos dados ausentes
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Fonte: autor

Observa-se, na comparacéao dos resultados expostos nas Figuras 14 e
15, que a estrutura de dependéncia entre as variaveis nao foi alterada, pois os
valores e sentidos das correlacbes se mantiveram, assim como as suas
significancias.

Por meio deste procedimento foi possivel utilizar os resultados das 70
amostras feitas para o parametro de interesse (GR-CALUX.) Os dados completos
estdo apresentados no Apéndice A.

A estrutura de correlacbes descrita na Figura 15 aponta associacao
direta com os parametros nitrogénio amoniacal, nitrogénio Kjeldahl, fosforo total,
E. Coli, COT, DBO e atividade estrogénica (que também estdo diretamente
correlacionadas entre si) e uma correlacdo inversa delas com o parametro
oxigénio dissolvido.

Ainda com base na Figura 15, percebe-se que 0s parametros nitrito e
nitrato apresentam correlacao direta entre si, mas os resultados de nitrito ndo se
associaram aos demais parametros e o indicador nitrato se correlacionou de
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maneira direta somente com o pH. Turbidez se correlacionou de maneira direta
somente com solidos totais. As demais correlacdes ndo apresentaram
significancia estatistica com base neste conjunto de dados.

Nas Figuras 16 e 17 estdo apresentadas as matrizes de correlacao
separadas pelos tipos de ambientes, Iéntico e IGtico, respectivamente. A partir da
analise dos dados, constata-se algumas diferencas nas relacdes entre os diversos
parametros analisados, porém este comportamento em parte € devido ao
pequeno numero de amostras coletadas em ambiente Iéntico (17) em comparacao
com amostras oriundas de ambiente l6tico (53).

Figura 16 — Matriz de correla¢do - Ambiente Léntico
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Figura 17 — Matriz de correlacdo - Ambiente Lotico
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Ressaltam-se as correlacdes opostas para o nitrito que foram negativas
para o ambiente Iéntico e positivas para o l6tico. As correlacdes entre nitrogénio
amoniacal com atividade estrogénica, DBO, COT e E.Coli foram mais fortes no
ambiente léntico e este fato aponta para a necessidade de controle do tipo de
ambiente na construcdo do modelo estatistico.

Na Figura 18 estdo apresentadas as zonas de confianca para os tipos
de ambientes (Iéntico e I6tico) e pode-se observar que ha forte indicio de que os
ambientes Iéntico e I6tico se comportam de maneira distinta em relagédo a todos
0s parametros analisados. Especificamente para atividade glicocorticogénica a
analise univariada também apontou essa diferenca.
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Figura 18 — Zonas de confianca para o tipo de ambiente aquatico
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Fonte: autor

Na Figura 19 esta apresentado o resultado comparativo das zonas de
confianca para os pontos de coleta. Como sao em grande nimero, segue também
a Figura 17 com os nomes indicados junto ao resultado observado.

Figura 19 — Zonas de confianga para os pontos de coleta
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Nota-se, a partir da Figura 20 que identifica os pontos de coleta, que
alguns pontos aparecem isolados pois tem-se somente uma amostra daquele
ponto. O ponto COGRO00900 se diferenciou dos demais, apresentando dados
bastante consistentes e distintos dos demais.

Figura 20 — Pontos de coleta segundo os resultados da primeira e terceira componentes

principais
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Fonte: autor

Na Figura 21 estdo apresentadas as zonas de confianga para os anos de
2018, 2019 e 2020 e observa-se que os resultados dos parametros avaliados
podem ser considerados equivalentes. Porém, vale também destacar que para o
ano de 2020 a variabilidade foi maior possivelmente devido a dois fatores: o
namero de coletas foi menor neste ano e foram observados valores bastante
elevados em relagéo aos anos anteriores.
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Figura 21 — Zonas de confianca para os anos de 2018, 2019 e 2020
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Fonte: autor

Nas Figura 22 e 23 constam, respectivamente, a composicao da primeira
e da terceira componentes principais e apontam a contribuicdo de cada uma das
variaveis. O traco em vermelho indica o valor de corte abaixo do qual ndo é
significativa a contribuicao.

Figura 22 — Contribuicdo dos pardmetros para a primeira componente principal
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Fonte: autor

Esta componente discrimina os pontos segundo 0s niveis de nitrogénio
Kjeldahl, nitrogénio amoniacal, E. Coli, OD e fésforo total, além do tipo de
ambiente. Os demais parametros ndo apresentaram contribuicdo significativa. A
Figura 24 apresenta todas as medidas de correlacdo entre 0os parametros
analisados, projetados na primeira e terceira componentes principais.
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Figura 23 — Contribuicdo dos parametros para a terceira componente principal
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Esta componente discrimina os pontos segundo 0s niveis atividade
estrogénica, tipo de ambiente e ano. Os demais parametros ndo apresentaram
contribui¢ao significativa.

Figura 24 — Correlagbes projetadas na primeira e terceira componentes principais
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Fonte: autor

A Figura 25, a seguir, apresenta de forma gréafica todos os dados,
agrupados de maneira bidirecional (varidveis e casos) na forma de mapa de
intensidade de cores (heatmap). Para sua elaboracdo os dados de cada variavel

foram padronizados, assim temos uma escala unica de cores para indicar 0s
valores.



Figura 25 — Heatmap apresentando todos os resultados de todas as amostras
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Nesta Figura 25 observamos o mesmo resultado apresentado na Figura 24,
uma vez que o ensaio GR-CALUX esta no agrupamento de variaveis que contém
COT, E.Coli, DBO, fosforo total, nitrogénio Kjeldahl, nitrogénio amoniacal e
atividade estrogénica.

A Figura 26 apresenta o resultado da técnica para determinacéo do numero
ideal de clusters na aplicacdo técnica multivariada de analise de clusters e a
Figura 27 evidencia o resultado da aplicacdo desta técnica, na forma de um
dendrograma, expondo a formacao dos clusters segundo o grau de similaridade
entre os pontos.

Figura 26 — Determinacéo do nimero de clusters
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Fonte: autor

Figura 27 — Dendograma de identificagdo de cluster
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Fonte: autor

A Tabela 8, construida com base na analise de clusters, apresenta as
caracteristicas de cada um dos parametros monitorados (valores baixos,
intermediarios ou altos) e um representando para cada um dos grupos.



Tabela 8 — Caracterizacao dos Clusters segundo cada uma das variaveis

Cluster
Parametro - (Ponto Rep;esentante) -
(PCAB02220) (PEBA00900) (JUNAO03190)
. At|V|'dadeA . Intermediario Baixo Alto
Glicocorticogénica
Atividade Estrogénica Intermediario Baixo Alto
DBO Intermediario Baixo Alto
COT Intermediario Baixo Alto
E. Coli Intermediario Baixo Alto
pH Baixo Intermediario Alto
Temperatura Intermediario Baixa Alta
oD Baixo Alto Intermediario
Fosforo Total Intermediario Baixo Alto
Nitrogénio Kjeldahl Intermediario Baixo Alto
Nitrogénio Amoniacal Intermediario Baixo Alto
Nitrato Intermediario Baixo Alto
Nitrito Intermediario Baixo Alto
Turbidez Alta Baixa Intermediaria
Sélidos Totais Intermediario Baixo Alto

Fonte: autor

A partir da andlise de clusters e da Tabela 8 pode-se direcionar a escolha
de novos pontos de coleta para avaliacao da atividade glicocorticogénica, ou seja,
com base em resultados historicos para o0s demais parametros com
comportamentos similares ao do cluster C3, prioriza-se a escolha para aqueles
pontos onde provavelmente os valores de GR-CALUX seriam mais elevados.

Seguindo o método de modelagem Generalized Additive Models for
Location, Scale and Shape (GAMLSS), a Figura 28 apresenta o histograma e a
distribuicdo que melhor se ajustou aos dados (Gamma Generalizada — GG). No
apéndice B estdo os dados detalhados do ajuste.

Figura 28 — Histograma e distribuicdo Gamma generalizada ajustada aos dados
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O modelo final ajustado, que contém somente variaveis com contribuicéo
significativa para explicar as variagdes de atividade glicocorticogénica, apresentou
os resultados expostos na Tabela 9.

Tabela 9 — Resultados do ajuste final para o0 modelo de previsdo da AG

VARIAVEL Estimativa Erro padrdo  tvalue Pr(>|t|)

Ambiente Léntico 0.3426069 0.1131429 3.028 0.003584
Ambiente L6tico 0.7975094 0.1304599 6.113 7.16E-008
Nitrogénio Amoniacal 0.0437709 0.0119054 3.677 0.000496
DBO -0.0168659  0.0049925 -3.378 0.001265
CoT 0.0362888 0.0112159 3.235 0.00195

Turbidez -0.000596 0.0001671 -3.567 0.000702

Fonte: autor

As variaveis com contribuicdo significativa foram o tipo de ambiente,
nitrogénio amoniacal, DBO, COT e turbidez, o que ndo significa que as variaveis
gue ficaram foram do modelo n&do tenham associacdo com a atividade
glicocorticogénica. Como o modelo € holistico, se uma variavel esta no modelo, o
efeito dela é removido e entdo pesquisamos outra variavel. Pode-se, entéo, ter
variaveis associadas a essas que estdo no modelo e que ficaram fora pois ja havia
no modelo uma outra que explicava a mesma coisa.

A Ultima etapa do ajuste é a validacdo do modelo que consiste
basicamente em verificar o comportamento dos residuos (valores estimados —
valores observados). Na Figura 29 estdo apresentamos os graficos utilizados para
essa finalidade.

O teste de aderéncia mostrou que o0s residuos se aderem a uma
distribuicdo Gaussiana com média zero e desvio padrao igual a 1.



Figura 29 — Controle de qualidade do modelo ajustado usando GAMLSS
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6 CONCLUSOES

O presente trabalho, de carater exploratorio, investigou a presenca de
glicocorticéides em rios e reservatorios do Estado de Sdo Paulo por meio do
bioensaio GR-CALUX e revelou a presenca de atividade glicocorticogénica em
4 dos 19 pontos avaliados, com destaque para Rio Capivari e Ribeirdo Pires que
apresentaram resultados quantificaveis nas duas campanhas de 2019 no
periodo de menores indices de chuvas, revelando a possivel influéncia de
diluicdo na concentracdo ambiental desses compostos conforme ja indicado por
outros autores e também para a elevada concentracdo observada no Ribeirdo
dos Meninos, local que recebe esgotos ndo tratados e também encontra-se logo
a jusante do langamento de uma grande ETE.

Foi observada correlacao direta com os parametros nitrogénio amoniacal,
nitrogénio Kjeldahl, fésforo, E.Coli, COT, DBO e atividade estrogénica e
correlacdo inversa com os resultados para oxigénio dissolvido corroborando a
ligacdo entre a presenca dessa classe de farmacos com o langcamento de
esgotos nos corpos d'agua e o agrupamento dos locais estudados podem ser
usados como base para escolha de futuros locais de amostragem e investigacao
da atividade glicocorticogénica.

Apesar dos resultados encontrados estarem na ordem de nanogramas por
litro, ainda pouco se sabe sobre os efeitos crénicos para biota aquatica e saude
humana, principalmente no que se refere a efeitos causados por misturas
ambientais complexas.

E necessario investir na expansdo dos conhecimentos cientificos a
respeito dos efeitos ecotoxicoldégicos causados por glicocorticoides em aguas
naturais com a finalidade de definicdo de valores orientadores e aprimoramento
de indices de qualidade considerando a ocorréncia de contaminantes
emergentes nos diversos ambientes.
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APENDICES

APENDICE A i Dados Transformados incluindo dados estimados (em vermelho)
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Ponto Dca;f;f: AG | AE DBO | COT | logEcoli | pH | Temp. oD F?f)fo NKT | N.Amoniacal | Nitrato | Nitrito | Turb. | ST
Cérrego Rico Oct-20 16 | 044 2 5 20031 | 7,29 | 225 5,81 01 | 0639 0,11 1,94 0,07 14 71
Res. Cascata Sep-20 16 | 3,57 6 8 12788 | 85 25,9 115 | 001 | 1,16 0,35 0,34 0,03 16 71
Res. Cascata Jul-20 16 | 007 5 6,7 1,2041 | 95 21,1 129 | 002 | 1,35 0,05 0,14 0,01 8,1 235

Res. Das Gragas Nov-19 16 | 007 3 4,2 1,7076 | 6,8 25,5 806 | 002 | 086 0,1 0,1 0,1 8,5 58
Res. Das Gragas Sep-19 16 | 007 2 3,3 18261 | 672 | 17,9 8,3 002 | 035 0,1 0,25 0,1 242 | 326
Res. Das Gracgas Jul-19 1,6 0,07 2 4,03 1,30100 5,75 16,50 8,19 0,01 0,75 0,1 0,1 0,1 3,76 71
Res. Das Gragas May-19 | 1,6 | 0,07 2 4,7 15563 | 6,21 21 643 | 001 | 0,399 0,3 01 007 | 133 | 208
Res. Das Gragas Mar-19 16 | 007 4 8,5 1,0823 | 598 | 221 635 | 005 | 0897 0,1 0,1 0,07 22 274
Res. Das Gragas Jan-19 16 | 007 3 9,00 | 1,94939 | 6,61 | 2890 | 7,76 | 001 | 1,290 0,1 0,1 01 | 1580 | 71
Res. Das Gragas Nov-18 16 | 007 3 8,2 20934 | 618 | 238 761 | 004 | 068 0,1 0,1 0,07 70 246
Res. Das Gracas oct-18 | 16 | 007 | 200 | 673 2.24 eg 7| 2427 | 710 | 0030 | 0,76 01 0.1 01 | 2250 1gg 0
Res. Das Gragas Jul-18 16 | 007 2 4,12 1,17 6,34 | 21,10 | 859 | 0,020 | 0,720 0,1 0,1 0,1 8,55 71
Res. Edgard de Souza | Oct-20 46 | 204 | 2811 | 23 61761 | 7.6 25,2 0,15 2 26,8 18,5 01 0,01 24 196
Res. Guarapiranga Nov-18 1,6 0,07 5 6,7 2,3424 8,68 22,9 9,81 0,13 2,02 0,1 0,94 0,07 3,9 71
Res. Guarapiranga Ju-18 | 156 | 0,07 3 5,3 1 8,03 | 206 10,57 | 248 | 1,60 0,1 0,59 0,13 5 170
Res. Taiacupeba Nov-18 16 | 007 2 5 1,3979 | 695 | 265 724 | 005 | 061 0,1 0,1 0,07 10 71
Res. Taiagupeba Sep-18 1,6 0,07 2 3,9 0,6021 7,24 20,7 7,54 0,01 0,65 0,1 0,1 0,07 2,44 71
Res. Taiagupeba Jul-18 16 | 0,07 2 4,61 0,95 714 | 185 793 | 003 | 0780 0,1 01 0,1 8,85 | 71,00
Ribeiréo do Sertdozinho |  Oct-20 46 | 089 19 | 289 | 55798 | 721 | 247 2,64 2 10,1 5,4 0,85 0,16 27 166
Ribeirdo dos Meninos Apr-20 44 | 768 | 6425 | 31,2 6,505 7.4 22,1 0,65 2 15,7 10,6 3,96 0,8 33 306
Ribeirdo Pires Oct-20 46 | 449 | 1419 | 137 | 56532 | 69 20,3 2,18 0,8 9,71 5,19 0,1 0,08 13 222
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Ponto %a;g: AG AE DBO | COT | logEcoli | pH | Temp. oD F?i“’ NKT | N.Amoniacal | Nitrato | Nitrito | Turb. | ST
Ribeiréo Pires Nov-19 | 46 8,6 791 | 92 5,5563 7 22 2,16 | 087 | 11,8 9,9 0,1 0,1 30 152
Ribeiréo Pires Sep-19 | 46 6,3 16 4,7 53802 | 7,06 24 125 | 264 | 111 10,6 0,1 0,1 16 71
Ribeiréo Pires Jul-19 99 | 174 13 | 11,2 | 46628 | 695 | 166 058 | 052 | 7,22 6,46 0,1 0,07 122 | 212
Ribeirdo Pires May-19 | 7,6 | 9,91 106 | 53979 | 6,87 | 222 118 | 042 | 822 7.4 0,1 007 | 464 71
Ribeirdo Pires Mar-19 31 | 4,63 8,3 48633 | 6,84 | 247 059 | 028 | 4624 0,26 0,21 007 | 376 71
Ribeirdo Pires Jan-19 46 | 819 10 9,5 5,301 6,22 28 1,52 0,8 8,94 6,39 0,1 007 | 129 | 172
Ribeiréo Pires Nov-18 | 46 | 648 4 13 4,716 7,08 | 219 1,71 | 074 | 9,03 8,2 0,1 007 | 193 | 200
Ribeiro Pires Jul-18 16 | 859 14 9,1 53424 | 753 | 19,1 3,8 144 | 11,02 9,59 0,1 0,07 12 156
Ribeirdo Preto Oct-20 8,7 | 164 5 234 | 45051 | 742 | 245 5,72 1 9,91 8,4 1,73 1,06 27 214

Rio Araras Dec-19 | 46 | 1,26 17 8,3 53979 | 67 24,4 4,92 0,6 3 1 0,1 0,1 5 398
Rio Araras Oct-19 46 | 007 | 148 | 816 | 63222 | 7.4 22,5 054 | 201 | 165 5,64 0,1 0,18 6,2 138
Rio Araras Aug-19 | 46 | 2,55 48 | 411 | 590138 | 713 | 194 1,78 2 10,1 7,68 0,1 0,01 55 275
Rio Araras Jun-19 46 | 0,46 7,7 52304 | 6,81 19 3,76 0,3 3,16 1,93 0,46 0,08 8 328
Rio Araras Apr-19 16 | 0,07 11,3 | 37853 | 682 | 235 343 | 014 | 183 1,25 0,12 004 | 1160 | 2250
Rio Araras Feb-19 46 | 121 6,2 2,8865 | 6,13 25 2,16 0,2 3 3 0,1 001 | 563 71

Rio Araras Dec-18 | 46 | 6,78 26 9,2 53802 | 7,13 | 24,8 1,07 0,7 6 5 0,1 007 | 246 71

Rio Araras Oct-18 31 | 5,28 39 | 206 | 61461 | 721 | 238 0,75 1 7 0,7 0,1 0,01 6,8 132
Rio Araras Aug-18 | 46 | 2,31 32 | 106 | 57782 |671] 181 0,61 1 11 8 0,1 0,01 13 210
Rio Araras Jun-18 46 | 1,68 45 | 188 6,301 716 | 184 3,73 1 8 0,1 0,02 5,4 319
Rio Atibaia Nov-18 | 46 | 0,07 6,9 38692 | 7,33 | 244 6,64 0,2 0,7 1 0,09 13 136
Rio Atibaia Sep-18 16 | 02 6,6 39912 | 7.2 22 6,2 0,4 2 2 0,2 154 | 500
Rio Atibaia Jul-18 31 | 052 4,1 2,0085 | 7.2 20 6,3 0,6 3 4 0,5 5 170
Rio Capivari Oct-20 46 | 032 | 945 | 98 255011 | 7,35 | 22,2 1,87 0,7 15 13 3 0,5 40 138
Rio Capivari Dec-19 | 46 | 0,07 7 8,8 36002 | 7,35 | 24,2 6,42 0,4 3 2 1 0,3 40 115
Rio Capivari Oct-19 46 | 04 4 8,4 24518 | 751 | 24,8 3,95 0,5 15 15 3 0,6 221 | 484
Rio Capivari Aug-19 16 | 032 | 180 | 749 | 34771 | 68 14 1,96 5 8,73 3,2 2 0,2 52 113
Rio Capivari Jun-19 33 | 0,92 2 8,1 38921 | 732 | 16,6 7,79 0,2 2,89 2,52 2,06 033 | 872 | 162
Rio Capivari Apr-19 22 | o021 1 5,2 30645 | 7,80 | 22,3 708 | 015 | 0498 0,29 2,73 0,4 987 | 158
Rio Capivari Feb-19 16 | 023 8 5,2 3 758 | 266 6,06 0,6 2 0,8 2 0,4 157 | 192
Rio Capivari Dec-18 | 46 | 0,07 4 7,8 3,7404 | 7,41 23 6,94 0,3 1 0,7 1 0,2 15,8 71
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Ponto %a;g: AG | AE DBO | COT | logEcoli | pH | Temp. oD F?i“’ NKT | N.Amoniacal | Nitrato | Nitrito | Turb. | ST
Rio Capivari oct18 | 31 | 097 67 | 24472 | 764 | 235 | 594 | 03 4 4 2 0.4 4.6 71
Rio Capivari Aug-18 | 11 | 0,64 57 | 25051 | 7.4 17 6.3 0,4 2 2 2 03 | 18 | 71
Rio Capivari Jun-18 | 16 | 011 5,1 2301 | 7.4 | 177 6.7 0,4 3 1 387 | 043 | 11 | 226
Rio Cotia Sep-18 | 46 | 149 | 20 | 19 | 54914 | 75 | 231 | 668 | 1,28 | 939 151 0.1 007 | 199 | 434
Rio Cotia w8 | 46 | 296 | 1121 | 1085 | 386746 | ‘' | 2620 | 601 | 121 | 481 4518 1472 | 1,218 | 2880 | 308
Rio Jundiai Dec-18 | 156 | 152 | 26 | 164 | 43802 | 757 | 26 412 1 15 14 1 0.9 26 | 234
Rio Jundiai Oct18 | 31 | 055 | 20 | 197 | 52041 | 723 | 223 46 1 5 4 2 0,2 20 | 218
Rio Jundiai Aug-18 | 46 | 104 | 15 | 167 | 42553 | 7.2 23 5,6 2 12 12 7 1 47 | 204
Rio Jundiaf Jun-18 | 46 | 1,05 | 19 | 146 | 48513 | 72 | 227 2.2 1 10 8 457 | 047 | 13 | 342
Rio Piracicaba Oct20 | 46 | 033 | 11,72 | 11,6 | 36532 | 7.4 | 26,7 41 05 5 5 051 | 037 | 20 | 210
Rio Piracicaba Aug20 | 46 | 08 | 1224 | 12 5415 | 65 | 21,2 18 0.8 5 5 008 | 018 | 20 | 212
Rio Piracicaba Nov-18 | 46 | 0,66 6 83 | 39243 | 69 | 246 3,9 03 2 2 022 | 022 | 65 | 202
Rio Piracicaba Sep-18 | 46 | 077 7 9.8 | 40414 | 7.2 | 215 3,6 1 6 5 004 | 011 | 13 | 194
Rio Piracicaba 8 | 31 | 007 7 | 107 | 35315 | 69 | 187 3,9 0,9 7 6 004 | 012 | 33 71
Rio Pirapora Nov-20 | 16 | 007 3 74 | 36335 | 698 | 196 23 | 026 | 305 2,17 1,92 | 029 | 268 | 446
Rio Tiete Oct20 | 46 | 104 | 2563 | 214 | 57076 | 71 | 242 | 145 | 09 | 133 9,86 0.1 001 | 16 | 154
Rio Tiete Nov-18 | 46 | 007 2 6 1,7482 | 652 | 226 | 355 | 006 | 063 0.1 0.1 007 | 98 | 446
Rio Tiete Sep-18 | 46 | 007 2 6 16628 | 66 | 189 | 474 | 006 | 0590 0.1 0.1 007 | 244 | 7
Rio Tieté 8 | 31 | 007 5 | 574 211 | 653 | 1570 | 551 | 0,070 | 1,000 0.1 0,4 01 | 390 | 71,00

Fonte: autor




APENDICE B i Resultados da modelagem GAMLSS

GAMLSS Results
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Family: c("GG", "generalised Gamma Lopatatsidis-Green")

Ccall: gamlss(formula = GR_CALUX ~ Ambiente - 1 + Ni.Amoniacal +
DBO + COT + Turbidez, family = GG, data = na.omit(df))

Fitting method: RS(Q)

Mu Tink function: Tog
Mu Coefficients:

Estimate Std.

Ambiente Léntico 0.3426069
Ambiente L6tico 0.7975094
Ni Amoniacal 0.0437709
DBO -0.0168659
coT 0.0362888
Turbidez -0.0005960

Ssignif. codes: frww? (0,001 “**

Error t value Pr(>|t|)

0.1131429 3.028 0.003584 =*=*

0.1304599 6.113 7.16e-08 ***

0.0119054 3.677 0.000496 ***

0.0049925 -3.378 0.001265 **

0.0112159 3.235 0.001950 **

0.0001671 -3.567 0.000702 **=*
> 0.01 ‘*’ 0.05 ‘.’ 0.1

Sigma Tink function: Tog
Sigma Coefficients:

Estimate Sstd. Error t value Pr(>|t])

(Intercept) -0.9235 0.1049

Signif. codes: ‘***’ (0.001

% 001 b %

-8.805 1.61le-12 ***

> 0.05 ‘.7 0.1

Nu Tink function: identity
Nu Coefficients:

Estimate Sstd. Error t value Pr(>|t])

(Intercept) -2.0402 0.8055

Signif. codes: ‘***’ (0.001

% 001 £

-2.533

0.0139 *
> 0.05 .7 0.1

No. of observations in the fit: 70
Degrees of Freedom for the fit: 8
Residual Deg. of Freedom: 62

at cycle: 14

Global Deviance: 256.5898
AIC: 272.5898

SBC
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290.5777

E R S R S S S S I P A A R M A A R S N
R e T A A R Ak A e e i A e e Tl A e T R Rk L e e L A e e

87



B I I I T A R K PR RN N N 2N A
Fehdedehdededehdede el Nl dehdedeNdhdefhdededdeNhdedehddeNhdefehddedhdedehdde Nl Rk

B L R R R U RURORLY

Summary of the Quantile Residuals

mean = -0.004632008
variance = 1.017756
coef. of skewness = 0.06560172
coef. of kurtosis = 4.366518

Filliben correlation coefficient
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