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RESUMO

A acidificagado dos oceanos é uma realidade e tem sido alvo de muitos estudos.
Atualmente foi encontrado uma quantidade significativa de CO, nos corpos
hidricos, o mesmo que se acredita ser responsavel pelo efeito estufa, € absorvido
pela agua e resulta na diminui¢do do pH oceanico. Apesar do processo de CCS
ser considerada a melhor forma de redu¢cédo na emissao de CO,, ha riscos de
vazamento. Outra realidade que vem sido muito estuda € a presenca de produtos
farmacéuticos e de higiene pessoal no meio ambiente. A presenga desses
produtos no ambiente pode se dar desde a falta de tratamento das aguas dos
esgotos e que acabam em nos corpos aquaticos, como ao descarte inadequado.
O 17a-etinilestradiol € um dos produtos mais perigosos para 0 meio aquaticos, e
ja foi encontrado em diversas localidades. E um horménio sintético presente na
maioria dos métodos contraceptivos, e eliminado do organismo humano
principalmente pela urina. Seus efeitos conhecidos s&o: diminuicdo na eclos&o
de ovos de passaros, peixes e tartarugas, feminizagdo de peixes machos,
inducdo de vitelogenia de peixes, falhas na reproducédo de peixes, répteis,
passaros e mamiferos, alteragbes imunoldgicas em mamiferos aquaticos, entre
outros. Diante desse quadro, o presente estudo objetivou avaliar os efeitos do
impacto ambiental da acidificacdo dos oceanos associada a toxicidade do EEZ2,
considerando o desenvolvimento embriolarval de Echinometra Ilucunter,
expondo-os a diferentes pHs, por injecdo de CO,. Os resultados obtidos
demonstraram que o EE2 causou retardo no desenvolvimento embriolarval de
ourigos do mar em concentragdes a partir de 10 ng/L. Estes dados, por si s0, ja
demonstram os potenciais riscos deste composto ao ambiente marinho, uma vez
qgue os efeitos ocorreram em concentragdes ambientalmente relevantes. A partir
dos resultados foi possivel ainda observar efeitos a 50% dos organismos
expostos a partir do pH 7,73. Por outro lado, quando considerados os efeitos do
EE2 em diferentes cenarios de acidificacdo oceanica, foi observada diminui¢cao
da toxicidade do composto. Os efeitos téxicos mais severos observados em pH
mais elevado podem estar relacionados a sub-produtos de degradagéo do EE2,
que ocorrem em fung&do de pHs mais elevados. Os dados gerados no presente
estudo poderao subsidiar estudos de avaliacdo de risco ambiental, assim como
tomadas de decisdo e regulamentagdo de poluentes diante de um cenario de
acidificagao oceanica.

Palavras Chave: acidificacdo dos oceanos, CO,, toxicidade, 17a-etinilestradiol.



ABSTRACT

Ocean acidification is a reality and has been the subject of many studies. A
significant amount of CO, has been found in the water bodies, which is believed
to be responsible for the greenhouse effect, is absorbed by water and results in
a decrease in ocean pH. Although the CCS process is considered the best way
to reduce CO; emissions, there is a risk of leakage. Another reality that has been
much studied is the presence of pharmaceuticals and personal hygiene in the
environment. The presence of these products in the environment can occur from
the lack of treatment of the waters of the sewers and that end up in the aquatic
bodies, as to the inadequate disposal. 17a-ethynylestradiol is one of the most
dangerous products for the aquatic environment, and has been found in several
locations. It is a synthetic hormone present in most contraceptive methods, and
eliminated from the human body mainly by the urine. Its known effects are:
decreased hatching of bird eggs, fish and turtles, feminization of male fish,
induction of fish vitelogenia, breeding failures of fish, reptiles, birds and
mammals, immunological changes in aquatic mammals, among others. The
objective of this study was to evaluate the effects of the environmental impact of
ocean acidification associated with EE2 toxicity, considering the embryonal
development of Echinometra lucunter, exposing them to different pHs by CO,
injection. The results showed that EE2 caused a delay in embryonal development
of sea urchins at concentrations of 10 ng / L. These data, in turn, already
demonstrate the possibilities of damages caused by the marine environment,
since the effects of a series of environmental events are relevant. From the
results it was still possible to observe the existence of 50% of organisms exposed
from pH 7.73. On the other hand, it considers the effects of the EEZ2 in different
scenarios of oceanic acidification, being observed greater toxicity of the
compound. The more severe toxic effects observed at pH may be more related
to the degradation byproducts of EE2, which are the function of higher pHs. The
data generated in the present study can support the environmental risk
assessment studies, as well as the decision making and the extension of
pollutants in a scenario of ocean acidification.

Keywords: acidification of the oceans, COg, toxicity, 17a-ethinylestradiol.
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INTRODUGCAO

A acidificagdo dos oceanos, através do Dioxido de Carbono (CO;), vem
sido alvo de estudos ha tempos (ORR et al., 2005; CALDEIRA e WICKET, 2005;
SZALAJ et al., 2016; PASSARELLI et al., 2017a; 2017b; 2018a; 2018b; 2018c),
analisando também os danos causados ao ambiente.

As taxas de CO, aumentaram desde a era da Revolugédo Industrial,
através do uso de combustiveis fosseis, apesar de muitas outras atividades ter
0 gas carbdnico como fonte e uso. Acredita-se que, além de ser usado por
diversos organismos (como plantas, para realizagcédo de fotossintese), o didxido
de carbono esta associado ao aquecimento global. Atualmente também foi
encontrado nos oceanos uma maior concentragao de CO,, dada a absorcao
deste pela atmosfera (GATTUSO e HANSSON, 2011) que ao ser dissolvido na
agua, causa mudangas quimicas no carbonato oceénico e gera um aumento de
ions de bicarbonato, ocorrendo a diminuicdo do pH oceanico (ORR et al., 2005;
GATTUSO e HANSSON, 2011).

Desde o periodo pré-industrial apresentou-se um decréscimo de 0,1
unidades no pH oceénico (JOOS et al., 2011). Caldeira e Wicket (2005) apontou
que o pH da superficie da agua do mar reduza 0,4 unidades até 2100 e 0,77
unidades ate 2300.

Joos et al. (2011) ainda relata que emissdes continuas de carbono, neste
século, iram causar mudangas climaticas de formas irreversiveis, mesmo que
essas emissdes sejam interrompidas no ano de 2100, ira agravar os impactos
relacionados a acidificagdo dos oceanos por séculos.

O processo de Captura e Armazenamento de CO, (CCS) é considerado
a melhor forma de reducdo de emissao de CO, na atmosfera, sendo 15% em
2025 e 60% em 2050 (PASSARELLI et al., 2017a; 2018a; 2018b). Esse processo
baseia-se em separar o dioxido de carbono de fontes de energia, como usinas
termoelétricas a carvdo, biomassa ou gas, e transporta o CO, através de um
tubo com certa profundidade, e o armazena em reservatorios geologicos, em
tempo indefinido, em campos de petroleo (KESHIGI, CONINCKI e KESSELS,
2012; PASSARELLI et al., 2017b). Entretanto, estudos apontam que pode haver
um vazamento durante o processo de CCS (KESHIGI, CONINCKI e KESSELS,



2012; SZALAJ et al., 2016; PASSARELLI et al. 2017a; 2017b; 2018a; 2018b;
2018c) e que ainda faltam pesquisas para apurar tais riscos.

No Brasil, tem crescido cada vez mais o numero de projetos de CCS,
inclusive na Bacia de Santos ja esta em operagéao, pela Petrobras. Diante disso
criou-se a preocupacao com a vida marinha, uma vez que € sabido que CO,, em
meio aquatico, reduz seu pH, acidificando os oceanos.

Essa acidificacdo causa efeitos no meio aquatico que vao da reprodugao
ao desenvolvimento de organismos (SZALAJ et al., 2016; PASSARELLI et al.,
2017a; 2017b; 2018a; 2018b; 2018c). Com todos os efeitos que a adsorgao de
CO, pode causar, a acidificagdo ainda facilita a mobilidade dos poluentes
(PASSARELLI et al., 2017a; 2017b; 2018a; 2018b; 2018c).

Outro tema de grande importancia que vem sido estudado nos ultimos
anos, sao os produtos farmacéuticos e de cuidados pessoais (FPCP),
encontrados cada vez mais no meio ambiente, assim como seus possiveis
impactos (PONJANA et al., 2007; MARANHO et al., 2014; 2015; PEREIRA et al.,
2016; CORTEZ et al., 2018; PUSCEDDU et al., 2018; PENA-GUZMAN et al.,
2019).

Com o crescimento populacional o uso de FPCP também aumentou, o
que acabou acarretando em diversos impactos ambientais (MARANHO et al.,
2015; PEREIRA et al., 2016; CORTEZ et al., 2018; PENA-GUZMAN et al., 2019).
De acordo com Pena-Guzman (2019) o numero de habitantes em areas urbanas
ainda pode aumentar cerca de 66%, até 2050.

O ecossistema aquatico tem sido um dos mais impactados pelos FPCP,
devido ficarem mais expostos a residuos de agua n&o tratada (PEREIRA et al.,
2016). Tem sido encontrado frequentemente esses produtos, considerados
emergentes e contaminantes potentes (MARANHO et al., 2015), ja que ndo ha
monitoramento, pelas suas baixas concentracbes (PUSCEDDU et al., 2018;
PENA-GUZMAN et al., 2019), e também, ja que sdo transportados, facilmente,
pelo esgoto, porque as Estagdes de Tratamento de Agua (ETAs) ndo foram
planejadas para remover tais compostos (PEREIRA et al., 2016).

Maranho et al. (2015) ainda diz que esses componentes podem persistir
durante anos no meio ambiente e que mesmo em concentragdes baixas pode
trazer sérias consequéncias. Mesmo que haja sua degradacgdo, esses

contaminantes séo frequentemente liberados no meio aquatico.



Esses produtos, encontrados no meio aquatico, foram divididos em
grupos: farmacos, produtos de cuidado pessoal, filtros UV, disruptores
endocrinos, hidrocarbonetos, drogas ilicitas, aditivos alimentares, metabdlitos,
retardadores de fogo e pesticidas (PENA-GUZMAN et al., 2019). Um estudo
realizado na Baia de Santos (PEREIRA et al., 2016) chegou a apontar 33 destes
desses componentes.

O 17a-etinilestradiol (EE2) ja foi encontrado em diversas localizagdes, e
esta na lista da EU Water Framework Directive, elaborada pela comissao
Européia, juntamente com o 17B-estradiol (E2) e o diclofenaco, como as
substancias mais perigosas para o meio aquatico (PEREIRA et al., 2016;
PUSCEDDU et al., 2018).

S&do muitos os estudos ecotoxicolégicos com EE2 (SOLE, PORTE e
BARCELO, 2000; ALDA et al., 2002; BRAGA et al., 2005; PONJANA et al., 2007;
ZHANG et al., 2009; 2011; FROEHNER et al., 2012; OROPESA et al., 2015;
LUZIO et al., 2016; CHENG et al., 2017; SMOLARZ et al., 2017; VALCARCE et
al., 2017).

Aprovado em 1962, no Brasil, o anticoncepcional € a forma mais utilizada
como forma contraceptiva reversivel. Por este motivo, as industrias
farmacéuticas tém investido no desenvolvimento de novos produtos, para
atender o maior numero de mulheres, seja desenvolvendo novas férmulas ou até
mesmo novas formas farmacéuticas. Sendo hoje ja apresentada em pilulas
anticoncepcionais orais, adesivos cuténeos, injegdes, implantes sub-cutaneos,
dispositivos intra-uterinos (DIU) e anéis vaginais, a eficacia do método é
comprovada e permite que a mulher controle a concepgao, facilitando o
planejamento familiar e dando uma maior liberdade para a pratica do coito
(PEREIRA E ANGONESI, 2009).

A maioria desses métodos tem em sua composi¢cédo o 17a-etinilestradiol,
que € um horménio sintético, com um radical etinil no carbono 17 da molécula
do 17B-estradiol, hormdnio natural (Figura 1), o que o torna mais potente como
estrogénio e que seja mais resistente a biodegradagao (CUNHA, 2014).
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Figura 1 — Estrutura molecular do 17a-etinilestradiol (a) e do 17B-estradiol (b).
Fonte: (CUNHA, 2014)

(b)

Cunha (2014) também relata que esses hormodnios sintéticos ndo sao
usados apenas como métodos preventivos de uma gravidez, podem ser usados
em outros tratamentos com disfungdes hormonais, como a menopausa,
endometriose, ovario policistico e até em tratamento de acne.

Esses estrogenos sédo excretados através da urina e pelas fezes, e sédo
descartados pelo esgoto doméstico (BILA E DEZOTTI, 2007; LEI et al., 2009;
FERNANDES et al.,, 2011; BARREIROS et al., 2016). Acredita-se que sao
excretados 4,5 ug de EE2 pela urina e 6 pyg pelas fezes, por pessoa, o que
somaria 4,4 kg por ano a cada milhdo de habitantes no mundo (BARREIROS et
al., 2016).

Devido a esses esgotos domésticos acabarem em corpos d’agua,
principalmente em cidades onde ha um grande crescimento populacional n&o
planejado e a falta de infra-estrutura (PIMENTEL et al., 2016), s&o encontrados
nos corpos hidricos, metabdlitos resultantes do 17a-etinilestradiol, excretados
por humanos e animais, como sua molécula original, essa ultima devido ao
descarte incorreto de medicamentos, e também encontrado em lodo e sedimento
marinho (TERNES et al., 2002; YING, KOOKANA e RU, 2002; PONJANA et al.,
2007; BILA e DEZOTTI, 2007; LEI et al., 2009; ZHANG et al., 2011; SUN et al.,
2010; ZHOU et al., 2011; BARREIROS et al., 2016; CHENG et al., 2017;
VALCARCE et al., 2017).

O quadro 1 mostra locais onde ja teve ocorréncia de 17a-etinilestradiol no

ambiente:



Quadro 1: Ocorréncia do estrogénio sintético 17a-etinilestradiol no ambiente.

CONCENTRAGAO -
MATRIZ LOCAL RELATADA REFERENCIA
Aguas superficiais Lagoe};i;eB,?ar:irluama >LQ LUCENA, 2013
ETE Pequim 4.6 ng.L'1 ZHOU et al., 2012
Sedimento Litoral sul do Brasil | 0,45a 129,78 ng.g” FROEg’B‘ﬁR etal,
" . Séo Luiz - VERBINNEN et al.,
Agua potavel MA/Brasil -La 2010
. . Seropédica —
Agua potavel RJ/Brasil >LQ
Rios Paraiba do
Gf:r'] d'\L’j'aI‘_‘:Z;)a KUSTER et al., 2009
Aguas superficiais | Rodrigo de Freitas e >LQ
Lagoa de
Jacarepagua -
RJ/Brasil
_Agua potavel Espanha >LQ KUSTER et al., 2008
aguas superficiais
Aguas superficiais EUA <47ngl” ZUOQ et al., 2006
Noruega, Suécia,
Finlandia, Paises
ETE Baixos, Bélgica, 11ng.L" JOHN?&'})‘ etal,
Alemanha, Franca e
Suicga
Agua subterranea Austria 0,9 ng.L” HOHENZBOLOLiM etal,
1 PAWLOWSKI et al.,
ETE Alemanha 1,5ng.L 2004
B
Afluente e efluente Franca 4.9 aa74,15nng.LL_1e 2.7 CARGOUET et al.,
de ETE ¢ P NgE 2004
respectivamente
ETE Italia <1,6ng.L” LAGANA et al., 2004
Aguas superficiais Franca 1,1a29 ng.L'1 CARGCZ)CL)J(I)T— etal,
Aguas superficiais EUA 0,2ng.L” KOLPIN et al., 2002
Aguas superficiais Inglaterra >LQ XIAO et al., 2001
Efluente de ETE Alemanha 0,1a89ng.L” KUCH e
Aguas superficiais Alemanha 0,10a5,1ng.L” BALLSCHMITTER,
Agua potavel Alemanha 0,15a20,50 ng.L” 2001
Afluente e efluente ltalia 3,0ng.L"e0,4nglL”,
de ETE respectivamente BARONTI et al., 2000
Aguas superficiais Italia 0,04 ng.L”
Afluente de ETE ltalia 0,4 ng.L” JOHN?&% etal,
Esgoto doméstico Brasil 0,005 pg.L”
Efluente de ETE Alemanha 0,001 pg.L” TERNES et al., 1999
Efluente de ETE Canada 0,009 pg. L™
’Efluente de ETE Paises Baixos <0,2a76ngL” BELFROID et al.,
Aguas superficiais Paises Baixos <0,1a4,3ng.L” 1999
Efluente de ETE Inglaterra 0,2a7,0 ng.L'1 DESBT&;@/ etal,
Esgoto doméstico Suécia 45ng.L” LARSSON et al.,
Efluente de ETE Suécia 2,0ng.L” 1999
Lodo ativado Alemanha 2,0a17 ng.L”
Sedimento marinho Alemanha 0,9 ng.g” TERNES et al,, 2002




Aguas superficiais EUA 0,25a20,52ng.L”
Efluente de ETE EUA 0242076 ngL" | SNYDERetal, 1999
Aguas superficiais Rio Licun — 7,0a24,0ng.L
Qingdao/China ZHOU et al., 2011
Sedimento Rio Licun — N&o detectado a v
Qingdao/China 5,1 ug. kg

>L.Q = abaixo do limite de quantificagao
Adaptado pelo autor
Fonte: (BILA e DEZOTTI, 2007; CUNHA, 2014)

Por mais que suas concentragdes encontradas no meio ambiente sejam
baixas, existe a preocupacao pela insisténcia na presenca desse hormoénio. E
mesmo que ocorra sua degradagédo a algum momento, o 17a-etinilestradiol é
langado, principalmente através das ETEs, continuamente.

Sabe-se que o EE2 causa muitos efeitos em diversas espécies, como:
diminuicdo na eclosédo de passaros, peixes e tartarugas, feminizagao de peixes
machos, indugéo de vitelogenia de peixes, falhas na reproducdo de peixes,
répteis, passaros e mamiferos, alteragdo imunoldgica de mamiferos aquaticos
(FERNANDES et al., 2011).

O quadro 2 aponta alguns efeitos causados pelo EE2, encontrados em

algumas espécies:

Quadro 2: Efeitos provocados pelo 17a-etinilestradiol em diferentes espécies
ESPECIE EFEITO REFERENCIA

Indugéo da sintese de

CIOCAN et al., 2010
vitelogenia em machos

Diminuicdo da maturidade
Mexilh&o gonadal e desenvolvimento PONJANA et al., 2007

de gbnadas hermafroditas

Alteragéo funcional da
CANESI et al., 2008
glandula digestiva

Inibicdo da expresséo de

genes esteroidogénicas nas LIU et al., 2012
gbnadas
Declinio na reproducéo ROBINSON et al., 2000

Peixes

ROSE et al., 2002
FOLMAR et al., 2000
Mortalidade da espécie SCHMID et al., 2002
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Diante do cenario encontrado, com a acidificacdo dos oceanos, e 0s
problemas causados pelo 17a-etinilestradiol em muitas espécies, este estudo
parte da hipotese que a acidificagdo oceénica pode gerar efeitos ainda mais
severos a vida marinha por meio da presenca do EE2.

Por esse motivo, o objetivo desse estudo € de avaliar os potenciais
impactos ambientais associados a acidificacdo dos ambientes marinhos a partir
da toxicidade do composto 17a-etinilestradiol sobre organismos marinhos em
agua, considerando os efeitos do EE2, em agua, sobre o desenvolvimento

embriolarval de ourigcos do mar (Echinometra lucunter), expondo-os a diferentes

Adaptado pelo autor

niveis de pH, através de injecao de CO..

Fonte: (BILA e DEZOTTI, 2007; CUNHA,2014)




MATERIAL E METODOS

1. Coletas

Para realizar os testes, a agua utilizada foi coletada no Rio Itaguare,
Bertioga — SP (Figura 2). A agua foi armazenada em galdes de 50 L e filtrada em
malha de 45um, para a retirada de planctons e possiveis dejetos.

Parque I

Estadual
Restinga de
Bertioga o1)

Sobloco Construtora

Sesc Bertioga

Bertioga

(@)

[spoe1]
Figura 2 — Localizagao do Rio Itaguaré, em Bertioga — SP (ponto de coleta de
agua).

Fonte: Google Maps

Os ourigos do mar (Echinometra Lucunter), utilizados nos ensaios para
avaliacéo de efeito cronico foram coletados através de mergulho livre na costa
da Ilha das Palmas, em Santos — SP. Esses organismos foram levados em caixa
térmica até o laboratorio de Ecotoxicologia da Universidade Santa Cecilia
(UNISANTA) e mantidos em tanques com agua do mar e aeragéo, até a

realizacao dos ensaios.

2. Ensaios de toxicidade

Os ensaios de toxicidade foram realizados no laboratério de Ciéncias do
Mar, da Universidade Federal de Sdo Paulo (UNIFESP), campus Maria Maximo,
em Santos — SP, utilizando a metodologia adaptada a partir de Kita et al. (2013),
por meio de um equipamento de injecdo de CO, automatico afim de expor os

organismos a diferentes valores pH.



2.1.  Sistema de injecdo de CO

O sistema & compreendido por 3 caixas, por onde o CO; é injetado, sob
condi¢cbes controladas, de maneira independente em cada caixa, criando um
cenario similar ao do efeito estufa.

A quantidade de CO- que € injetado é controlado por meio das medidas
do pH da agua do mar que contém nas caixas, sendo que o aumento de COa,
causa a reducdo do pH. Cada caixa possui um pHmetro, que registra
ininterruptamente o pH da agua (Figura 3). Esses pHmetros sdo conectados,

através de uma interface, a um computador.

Figura 3 — pHmetro.

De outro lado, cada caixa possui uma valvula solenoide, que também esta
conectada a esse computador e a uma fonte de injecao automatica de CO, o
que permite a entrada do gas nas caixas (Figura 4).
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i

Figura 4 — Inje¢do de CO; na caixa através de mangueira.

Dentro das caixas foram colocados beckers, de 25 mL, para acomodar os
organismos, facilitando expor diferentes concentragbes e mantendo o pH.

Os valores do pH de cada caixa sdo monitorados através do software
ApexFusion®. Através dele que se define o pH de cada caixa, quando o software
sinaliza um valor de 0,01 superior do pH estipulado anteriormente, a valvula
solenoide induz a injegdo de CO,, transportado através de mangueiras. E
quando é apontado um valor de 0,01 inferior ao pH estipulado, essa valvula
interrompe a inje¢cdo de CO,. Dessa maneira consegue-se manter o mesmo pH
durante todo o ensaio.

Os valores de pH escolhidos apontam cenarios diferentes da acidificacéo:

e ~pH 8,1 — pH atual das areas costeiras

e pH 7,6 — diminuicdo de ~0,5, previsto para o final do século (IPCC,
2014)

e pH 7,3 — cenario que visa um possivel vazamento da atividade de
CCS
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2.2. Ensaio para avaliagéo de desenvolvimento embriolarval

O ensaio embriolarval com os ouricos do mar de espécie Echinometra
lucunter foi realizado de acordo com as normas estabelecidas pela USEPA
(1995), com as adaptagdes de temperatura e tempo de exposigao estabelecidas
pela NBR 15350 (ABNT, 2012).

Para obter os gametas, os ourigos sdo estimulados através de injegao de
cloreto de potassio (KCI) de 0,5 mol. A diferenciacdo dos gametas ¢ feita
visualmente, através da coloragdo, sendo que os gametas femininos séo
amarelo-alaranjados, e os masculinos s&o brancos.

Para a obtencao dos 6vulos, a fémea foi colocada com a superficie aboral
para baixo, em um becker menor que seu diametro, com agua reconstituida, com
os parametros fisico quimicos aceitaveis para o ensaio (Figura 5). Apos os
ovulos decantarem para o fundo do becker, foi desprezado o sobrenadante e o
restante foi filtrado em malha de 350 pym, para a retirada de qualquer dejeto que
pudesse estar junto. Depois desse procedimento a solugao foi avolumada, com
agua reconstituida, até 600 mL.

Figura 5 — Obten¢ao de gametas femininos de Echinometra lucunter.

Os espermatozoides foram obtidos com uma pipeta de Pasteur, e
colocados em um becker de 30 mL, com gelo em volta para a conservagéo. Logo
apos, foi preparada uma solugao de 0,5 mL de espermatozoide, avolumada para
25 mL, com agua reconstituida. A solugéo foi agitada para evitar formagao de
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grumos.

ApOs a realizacdo desses procedimentos, de 1,2 a 2 mL da solugio de
espermatozoides foi adicionado no recipiente com a solugao de 6vulos e agitado
levemente por 2 horas, para ocorrer a fertilizagdo. Passando esse periodo foram
retiradas 3 sub-amostras de 10 L dessa solugao, para observagdo em camara
de Sedgwick-Rafter para a verificagdo da porcentagem de fertilizagdo dos
ovacitos, que para o ensaio ser valido deve ser de no minimo 80% fertilizados.

As concentragdes de 17a-etinilestradiol estabelecidas para o experimento
foram de 1, 10, 100, 1000 ng/L, baseadas nas concentragées que apresentam
efeitos, segundo a literatura (MARANHO et al., 2014; 2015).

Foram colocados 20 mL de cada solugdo com as concentragdes, controle
com agua do mar e solvente (usado para diluigdo do 17a-etinilestradiol, o
DMSO), em beckers de 25 mL, todos com 4 réplicas.

Nesses beckers, ja com as solugdes, e ja com o pH desejado, foram
adicionados cerca de 300 embrides, e mantidos pelo sistema de injegdo de COa,
com temperatura controlado em 26°C (+ 2°C) e fotoperiodo de 16 horas com luz
e 8 horas no escuro, por 42 horas.

Apds completar o periodo de exposigao, o experimento foi encerrado com
formol tamponado com boérax, 1 mL em cada réplica. Cada réplica foi analisada
em microscopio, em lamina Sedgewick-Rafter, sendo contado os primeiros 100
embrides, observando o grau de desenvolvimento. Os embrides que atingiram
seu estagio de larva Pluteus bem desenvolvido foram considerados normais, e
aqueles que apresentaram alteragdes morfologicas e/ou retardo no seu

desenvolvimento, foram considerados anémalos, como nas figuras 6 e 7.
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Figura 6 — Larvas Pluteus com Figura 7 — Larvas Pluteus com alteracées
desenvolvimento embriolarval normal. morfolégicas e/ou retardo no

desenvolvimento.

2.3. Anaélise de dados

As anadlises estatisticas para avaliacdo dos efeitos cronicos foram
realizadas a partir do software TOXSTAT 3.5 (WEST & GULLEY, 1996) para
determinacdo da CENO, que significa a maior concentragdo dos compostos
onde n&o foram observados efeitos estatisticamente significativos, e também na
determinacao da CEO, que se refere a menor concentragao dos compostos onde
efeitos foram observados durante o periodo do ensaio.

Para o estabelecimento da CENO e da CEO, os dados foram analisados
quanto a normalidade e homogeneidade de variancia pelos métodos Chi-square
e Barttlett, respectivamente. Posteriormente, os dados foram submetidos ao
meétodo de analise de variancia (ANOVA — p < 0,05) por meio do método de
Dunnett.
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RESULTADOS

Para os ensaios de toxicidade para avaliacdo de efeito crénico do EE2 no
desenvolvimento embriolarval de ourigo do mar, foram realizados ensaios com
trés tratamentos de pH diferentes (pH: 8,1; 7,6; 7,3).

Os resultados obtidos no tratamento com pH 8,1 apresentaram valores de
concentracdo de efeito ndo observado (CENO) e concentracdo de efeito
observado (CEQO) de 1 e 10 ng/L, respectivamente. Com relagédo ao tratamento
no pH 7,6 os valores do CENO foram observados em 100 ng/L e o valor de CEO
foi de 1000 ng/L.

Ja no tratamento de pH 7,3 nao foi observado diferenga significativa entre
o controle e as diferentes concentragdes. Os resultados das médias e desvios
padrao dos ensaios em diferentes tratamentos de pH estdo ilustrados nas
tabelas 1, 2 e 3 e nos graficos 1, 2 e 3.

Tabela 1 — Larvas Pluteus com desenvolvimento embriolarval normal em pH 8,1

pH 8,1 (Controle)

[1ng/L R1 R2 R3 R4 Média
Controle 90 89 83 88 87,50
DMSO 85 85 90 91 87,75
1 81 78 74 62 73,75

10 69 66 67 78 70,00
100 68 70 58 66 65,50
1000 59 40 45 43 46,75
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Tratamento pH 8,1
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Figura 8 — Resultado do ensaio de toxicidade para avaliagdo de efeito crénico do EE2
para E. lucunter ap6s 42h de exposicdo em pH 8,1. *Diferenga significativa em relagéo ao
controle (ANOVA - p= 0,05).

Tabela 2 — Larvas Pluteus com desenvolvimento embriolarval normal em pH 7,6

pH 7,6

[1ng/L R1 R2 R3 R4 Média
Controle 23 16 9 13 15,25
DMSO 30 39 30 19 29,50
1 14 3 28 20 16,25

10 16 17 16 8 14,25
100 10 6 14 9 9,75
1000 10 6 11 7 8,50

Tratamento pH 7,6

©

E a0 [
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£ 35t
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5 30}

2 25|
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= 15
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=

cé) 5

Q 0

8 Controle ~ DMSO 1 10 100 1000

Concentragdes (mg/L)

Figura 9 — Resultado do ensaio de toxicidade para avaliagdo de efeito créonico do EE2
para E. lucunter ap6s 42h de exposicdo em pH 7,6. *Diferenga significativa em relagéo ao
controle (ANOVA - p= 0,05).
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Tabela 3 — Larvas Pluteus com desenvolvimento embriolarval normal em pH 7,3

pH 7,3

[1ng/L R1 R2 R3 R4 Média
Controle 8 8 8 13 9,25
DMSO 14 16 11 17 14,5
1 13 14 7 7 10,25

10 13 3 12 16 11,00
100 13 9 7 6 8,75
1000 7 7 11 11 9,00

Tratamento pH 7,3

100 ¢
80
60 |
40

20

lm B R B oE B

Controle DMSO 1 10 100 1000

Desenvolvimento embriolarval normal
(%)

Concentrac¢des (ng/L)

Figura 10 — Resultado do ensaio de toxicidade para avaliagdo de efeito cronico do EE2
para E. lucunter ap6s 42h de exposicdo em pH 7,3. *Diferenga significativa em relagéo ao
controle (ANOVA - p=< 0,05).

A partir dos resultados obtidos, foram comparados os controles dos
diferentes tratamentos em relacdo a taxa média de desenvolvimento
embriolarval normal, para se avaliar o efeito isolado do pH sobre o
desenvolvimento dos organismos. Foi possivel observar um nivel de pH pontual
responsavel pelo efeito a 50% dos organismos analisados (EpHS50 = 7,73). A
grafico 4 apresenta os dados obtidos para o EpH50.



Desenvolvimento embriolarval normal
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Figura 11 — Comparagao entre os controles de cada pH
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DISCUSSAO

O EE2 é considerado um poluente de grande preocupagao emergente e
vem sendo encontrados em diferentes matrizes ambientais ao redor do mundo.
Zhou et al. (2011) indicou a presenca de 17a-etinilestradiol em concentragdes
de 7 a 24 ng.L™", em aguas superficiais na China. Cargouét et al. (2004) relatou
concentragdes de 4,9 a 7,1 ng.L™' em afluente de ETE, 2,7 a 4,5 ng.L”" em
efluentes de ETE e 1,1 a 2,9 ng.L”' em aguas superficiais na Franca. Ja na
Suécia, Larsson et al. (1999) chegou a apontar concentracdes de 4,5 € 2 ng.L™",
em esgoto doméstico e efluente de ETE, respectivamente. E Kuch e
Ballschmitter (2001) observou concentragdes de 0,1 a 5,1 ng.L™", deste mesmo
horménio, em agua (rio ou mar) na Alemanha.

No Brasil as concentracbes sao menores, porém apresentam riscos
igualmente, principalmente pelo EE2 ser pseudo-persistente. Froehner et al.
(2011) determinou concentracdes de EE2 em sedimentos estuarinos variando
num range de 0,45 a 129,78 ng.g”". Em aguas superficiais alguns estudos
apontam a presencga do horménio, porém em concentragdes abaixo do limite de
quantificagdo (LQ = 1,51 ng.L™") na Lagoa de Araruama, Rios Paraiba do Sul,
Macaé, Guandu, Lagoa Rodrigo de Freitas e Lagoa de Jacarepagua (todos no
estado do Rio de Janeiro) (KUSTER et al., 2009; LUCENA, 2013). O 17a-
etinilestradiol também foi observado, em também quantidades abaixo de
quantificacdo, em S&o Luiz — MA e Seropédica — RJ, em agua potavel (KUSTER
et al., 2009; VERBINNEN et al., 2010). Ternes et al. (1999) indicou em seu
estudo uma concentracdo de 0,005 pg.L'1 de EE2 em esgoto doméstico em
Penha — RJ.

Nao existe uma legislagado que indique concentragées de FPCP nocivas
ao ambiente, no Brasil. O EE2 encontra-se apenas na listagem da EU Water
Framework Directive, elaborada pela comissao Européia, mas, recentemente foi
langado um projeto de lei (PL 616/2019) que altera a Lei 6.360, de 23 de
Setembro de 1976, de Vigilancia Sanitaria, para produtos farmacéuticos,
cosmeéticos, entre outros produtos, cuja a toxicidade seja prejudicial aos recifes
de corais, proibindo os protetores solares que apresentam tal efeito. O que
ambientalmente € um comecgo para o Brasil, em relacédo a leis ambientais que
tratam de FPCP.
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O 17a-etinilestradiol no meio ambiente apresenta efeitos adversos para o
ecossistema. Jurgens et al. (2002) aponta o horménio desse estudo como o
interferente enddcrino mais potente para peixes. Dentre os efeitos ja observados
em estudos esta a diminuicdo da maturidade gonadal e desenvolvimento de
gbnadas hermafroditas em mexilhdes (PONJANA et al., 2007), mortalidade de
peixes (SCHMID et al., 2002) e Alteragées na morfogénese de ouricos do mar
(KIYOMOTO et al., 2008).

No presente estudo, organismos expostos a EE2 em pH atual oceanico
(pH 8,1) apresentaram efeito em concentracdes a partir de 10 ng.L™". Esses
dados foram semelhantes aos encontrados por Maranho et al. (2014), que
observou efeitos em poliquetas em concentragdes de 10 ng.g” e 100 ng.g™.
Nash et al. (2004), em testes cronicos, observou interferéncia na fecundidade de
peixes em concentracdo de 5ng.L™". Purdom et al. (1994) apontou em seu estudo
que as concentracdes de 0,1 a 15 ng.L™ altera o sexo de peixes expostos durante
10 dias e nas concentragdes de 2 a 10 ng.L™" a fecundidade ¢é alterada. Esses
dados demonstram uma situagao preocupante, uma vez que efeitos ocorrem em
concentragcbes ambientalmente relevantes (proximas ao que ja se vé em
matrizes ambientais).

Por outro lado, quando a toxicidade do EE2 é observada em niveis de pHs
mais baixos (7,6 e 7,3), foi constatado a diminuicdo da toxicidade intrinseca do
17a-etinilestradiol.

Esses resultados nao corroboram a hip6tese desse estudo, uma vez que
se esperava uma toxicidade maior, por se tratar de um composto com estrutura
molecular acida. O EE2 tem caracteristicas de um acido fraco, onde um esse
composto acaba por se dissociar mais facilmente em pHs mais altos, ocorrendo
a formacgao de subprodutos. Por este motivo a toxicidade pode estar relacionada
a caracteristicas de degradacédo do EE2 em fungéo o pH.

Em estudo realizado por Sun et al. (2010), foi demonstrado que, quanto
maior o pH, maior a degradagao do EE2 e assim a formagéo de subprodutos.
Zhang et al. (2012) em seu estudo sobre a degradacéo de 17a-etinilestradiol por
ozonizagao, afirma que em sua pesquisa, a degradag¢ao foi maior em valor de
pH menor, porém com maior concentragdo de matéria organica natural, o que

ele mesmo diz ser um resultado diferente do esperado, provavelmente pela
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concentracdo maior de matéria organica natural, que consomem a molécula de
ozobnio e consequentemente diminui sua degradagao.
Ainda no estudo de Sun et al. (2010), os autores mostram que em pH
neutro (pH 7) o EE2 forma o produto intermediario EEO, que € isbmero de EE2.
Ao comparar o presente estudo com os acima citados, pode-se sugerir a
toxicidade mais elevada em pH 8,1 nZo seja da molécula de EE2 integra. E
possivel que seus produtos intermediarios, gerados apds a degradagao, sejam

mais ativas biologicamente, causando mais toxicidade.
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CONCLUSAO

A acidificagao dos oceanos causada pelo excesso de CO, na atmosfera,
conforme previsdo do IPCC para o final deste século, afeta por si s6 o
desenvolvimento embriolarval de ourigos do mar. Além disso, quando
considerado o pH atual dos oceanos, o EE2 causou toxicidade aos embrides de
ourico do mar Echinometra lucunter em concentragcbes ambientalmente
relevantes.

Embora o processo de acidificacdo oceanica tenha alterado a mobilidade
do EE2, os efeitos causados pela diminuicdo do pH ndo potencializaram os
efeitos do EE2 conforme a hipotese levantada no inicio desse estudo. O efeito
toxico mais severo do EE2 observado no pH atual esta possivelmente
relacionado a formagao de subprodutos biologicamente ativos e mais téxicos
gerados em pH mais basico.
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