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RESUMO

O estrogeno 17a-Etinilestradiol (EE2) configura um importante poluente em ambientes
aquaticos por promover a disrup¢do endocrina em diversos organismos e também no homem.
Eliminado via fezes ou urina por mulheres que fazem uso de contraceptivos orais, 0 composto
tem sido comumente reportado em rios, aguas superficiais, lagoas, estudrios e baias em areas
urbanas, alcangando inclusive ambientes costeiros protegidos, como observado neste estudo
por meio de andlises imuno-enzimdticas (ELISA). Dados sobre a presenca de EE2 em
ambientes costeiros ¢ marinhos ainda sdo escassos na literatura e foram aqui abordados. Em
amostras de 4gua marinha (praias de Canasvieiras e Ingleses) EE2 foi ausente ou abaixo do
limite de deteccdo (LOD), no entanto, na foz do Rio Capivari (praia dos Ingleses) foram
encontradas concentragdes maiores as concentragdes de ndo efeito (PNECs) propostas para
peixes e outros organismos aquaticos. EE2 também foi detectado nas fozes do rio Sangradouro
e no Riozinho do Campeche no verdao e no outono, e nas duas lagoas costeiras amostradas, a
Lagoa da Conceigdo, situada parcialmente em éarea fortemente urbanizada, e a Lagoa do Peri,
protegida por Lei municipal e que abastece parte da populacdo do sul e leste da ilha de
Florianopolis. Neste estudo, somente a fracdo conjugada do EE2 foi considerada. Reportada
como a menor fragdo em efluentes domésticos, esta forma do EE2 pode rapidamente voltar a
sua forma livre e biologicamente ativa mediante a acdo de microrganismos presentes no
efluente e em ambientes naturais, de forma que a concentragdo total do hormodnio identificado
deve ser consideravelmente maior que o reportado neste documento. Em revisdo, o trabalho
apresenta o estado da arte do conhecimento a presenga do EE2 em aguas brasileiras. A
macroalga Ulva lactuca foi utilizada como candidata a indicadora ambiental da presenga do
estrogeno no ambiente marinho. Mediante os resultados encontrados via RMN e ELISA,
inexistem indicios de bioacumulacdo do hormoénio no tecido da alga, no entanto, foram
detectadas alteragdes na concentragao de carotenoides e clorofila em amostras algais expostas
a altas concentragdes do estrogeno (0,001 a 1 mg/L) por 48h. Este ¢ o primeiro trabalho que
aponta alteracdes de qualquer natureza em macroalagas expostas ao EE2, contudo, mais
informagdes sobre a acdo do estrogeno sobre o metaboloma da alga sdo requeridas para indica-
la como bom bioindicador, ainda mais, comparada a outros organismos da fauna aquatica que
respondem a concentragdes muito menores as testadas neste estudo. Anélises bioinformaticas
de dados espectrais 'H-RMN das amostras indicam pouca ou nenhuma alteragio significativa
do endometaboloma da alga mediante a exposi¢ao ao estrégeno, porém, para o exometaboloma,
o modelo analitico utilizado identificou 23 ressonancias responsaveis pelo agrupamento das
amostras expostas.O trabalho ainda apresenta contribuigdo promissora a analise bioinformatica
para identificagdo de compostos em matrizes brutas analisadas via RMN, por meio da
compilacdo de um banco de metabolitos voltado para a espécie de interesse. A base de dados
podera ser dinamicamente alimentada com novos compostos € outros modelos bioldgicos,
otimizando a identifica¢do automatizada de metabolitos de organismos alvo a partir de dados
espectrais 'H-RMN como observado neste documento para U. lactuca.

Palavras-chave: 17a-etinilestradiol. Bioinformatica. Ulva lactuca.



ABSTRACT

Estrogen 17a-Ethinylestradiol (EE2) is an important pollutant in aquatic environment due to
endocrine disruption effects in many organisms and in humans. Eliminated via faeces or urine
by women on oral contraceptives, the compound has been commonly reported in rivers, surface
waters, lakes, estuaries and bays in urban areas, and also protected coastal environments, as
observed in this study through enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). Data on the
presence of EE2 in coastal and marine environments are still scarce in the literature and
isaddressed here. In marine water samples (Canasvieiras and Ingleses beaches), EE2 was absent
or below the limit of detection (LOD), however, at the Capivari River mouth (Ingleses beach)
higher concentrations than predicted no-effect concentration (PNEC) proposed for fish and
other aquatic organisms were found. EE2 was also detected in the Sangradouro River and
Riozinho do Campeche mouths in summer and autumn, and also in two coastal lagoons, Lagoa
da Conceigdo, partially situated in a heavily urbanized area, and Lagoa do Peri, protected by
Municipal Law and water supplier for part of the population from the south and east of
Florianopolis island. In this study, only the conjugated fraction of EE2 was considered.
Reported as the smallest fraction in domestic effluents, this form of EE2 can quickly return into
its free and biologically active form through the action of microorganisms present in the effluent
and in natural environments, in that way, the total amount for EE2 must be considerably higher
than the concentration reported in this document. In review, this study provides the state of the
art in the presence of EE2 in Brazilian waters. The macroalgae Ulva lactuca was tested as a
candidate for the environmental indicator of the presence of estrogen in the marine
environment. Based on NMR and ELISA results, there is no evidence of hormone
bioaccumulation in algal tissue. However, changes in carotenoid and chlorophyll contents were
detected in algal samples exposed for 48h to high estrogen concentrations (0.001 to 1 mg/L).
This is the first known work to point out changes of any nature in macroalgae expose to EE2,
however, more information about estrogen effects on algal metabolome is needed to indicate it
as a good bioindicator, moreover when compared to wild fauna organisms which respond to
much lower concentrations than tested doses considered in this study. In addition, bioinformatic
analyzes of /H-NMR spectral samples data indicate little or no significant alteration of algal
endometabolome exposed to EE2. However, for exometabolome, the used analytical model
identified 23 resonances responsible for grouping the exposed samples on hierarchical analysis.
The study also presents a promising contribution to bioinformatic analysis on the identification
of metabolites in crude matrices analyzed by NMR by compiling a metabolite database for
species of interest. The database could be dynamically fed with new compounds and other
biological models. This tool optimizes automated identification of metabolites from /H-NMR
spectral data as observed herein for U. lactuca.

Keywords: 17a-Ethinylestradiol. Bioinformatic. Ulva lactuca.
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1 INTRODUCAO GERAL

Nas ultimas décadas, o estrogeno 17a-etinilestradiol (EE2) tem sido reportado como
um importante xenobidtico em ambientes naturais aquaticos. Como principal composto
presente em contraceptivos orais desde a década de 60 (DIAS et al., 2018), o consumo deste
horménio artificial foi rapidamente disseminado e hoje  encontra-se presente em
compartimentos naturais variados em muitos paises, podendo ser encontrado inclusive em
reservatorios, lengois freaticos e em aguas consideradas potaveis ap0s tratamento e distribuicao
para consumo humano (ADEEL et al., 2017). Os efeitos adversos observados em organismos
aquaticos expostos ao EE2 e a possibilidade de bioacumulagdo deste composto em niveis
troficos superiores (ARIS; SHAMSUDDIN; PRAVEENA, 2014) sdo motivos de grande
preocupagdo, ainda mais quando observado o alto potencial disruptor endocrino que este
composto apresenta mesmo em concentragdes inferiores a I1ng/L (CALDWELL et al., 2008).

Como defini¢do, um disruptor enddcrino ¢ uma substancia ou uma mistura exdgena
capaz de alterar fungdes do sistema enddcrino e potencialmente provocar efeitos adversos a
saude em um organismo, em sua progénie ou (sub) populacdes (WHO/PCS/EDC, 2002). Como
tal, ¢ compreensivel que a disponibilidade de pesquisas que buscam entender os riscos dessas
substancias no ambiente e sustentar medidas de regulamentagdo destes compostos, sejam em
sua maioria voltados para a satide humana e para seus efeitos sobre a fauna silvestre, deixando
organismos fotossintetizantes incdgnitos na grande maioria das publicagdes que abordam a
presenca desses compostos no ambiente.

Este trabalho avalia as alteragdes metabolicas da macroalga Ulva lactuca
(Chlorophyta) exposta ao estrogeno sintético 17a-etinilestradiol (EE2). Além disso, também
investiga a presen¢a deste hormonio em aguas brasileiras e a possibilidade de que organismos
carentes de receptores especificos ao hormonio em questao também possam ser considerados
nas avaliagdes de risco desses micropoluentes, ampliando assim o escopo das discussdoes em
andamento.

A primeira parte deste trabalho apresenta a revisdo bibliografica sobre as
caracteristicas do EE2 como poluente e fornece informagdes relevantes a serem consideradas
nas discussdes dos capitulos seguintes. Ainda nessa primeira parte uma metodologia geral é
descrita, mas como as abordagens sobre o tema sdo bastante distintas entre os capitulos, optou-
se por manter, além da metodologia geral, uma metodologia especifica e sucinta para cada um

dos capitulos que seguem. No primeiro, a presenca do EE2 em Florianopolis foi identificada a
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partir de ensaio imuno-enzimatico (ELISA) e encontra-se descrita e discutida de forma
comparativa ao que esta publicado sobre a presenca daquele composto no Brasil e em outros
paises. O segundo e o terceiro capitulos abordam as diferengas metabdlicas encontradas na alga
mediante exposi¢cdo ao EE2. De forma sucinta, no segundo capitulo a discussdo ¢ apresentada
considerando-se as diferencgas encontradas nos perfis metabolicos via espectrofotometria UV-
visivel e HPLC, associadas a analises quimiométricas. No terceiro capitulo, uma abordagem
mais voltada a bioinformatica e a a utilizagdo da técnica espectroscopica de ressonancia
magnética nuclear de hidrogénio ("H RMN) é apresentada junto ao desenvolvimento de um
banco de dados de metabdlitos referenciado a espécies algais, utilizando-se a 'H RMN como
técnica analitica, que busca otimizar a identificagdo automatizada de compostos em matrizes

complexas como extratos brutos de algas.

1.1 HIPOTESE DO TRABALHO

O estrogeno 17a-etinilestradiol ¢ internalizado pela alga Ulva lactuca e promove
alteragdes metabolicas na espécie, sendo possivel identificar as discrepancias bioquimicas
resultantes em seu endo- e exometaboloma e utiliza-las como indicadores da presenca do

hormonio na agua.

1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo Geral

Determinar o perfil metabdlico de uma espécie de macroalga cosmopolita e de

ocorréncia frequente na costa brasileira (Ulva lactuca), exposta ao 17a-etinilestradiol.

1.2.2  Objetivos Especificos

* Identificar se o hormonio encontra-se em aguas costeiras em Florianopolis;
* Gerar perfis metabolicos dos extratos hidroalcoolicos (EH) da macroalga Ulva
lactuca, via técnicas espectroscopicas nas regides ultravioleta-visivel (200-800nm);

* Determinar os perfis espectrais '"H-RMN dos extratos algais em estudo;
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Subsidiar a eventual identificacio de compostos candidatos a marcadores
bioquimicos das amostras expostas ao xenobidtico;

Quantificar os compostos carotenoidicos totais dos EH de Ulva lactuca, via
espectrofotometria UV-Visivel,

Desenvolver, através de ferramentas de bioinformética, protocolos de anélises do
metaboloma de Ulva lactuca ¢ de constru¢do de modelos discriminantes e de
classificacdo, baseados em 'H-RMN, possibilitando a geracio de uma ferramenta
que viabilize a determinagdo de alteracdes metabolicas derivadas da exposicao ao
xenobiodtico em estudo;

Definir se a espécie Ulva lactuca pode ser potencialmente utilizada como

bioindicadora a elicitagao por disruptores enddcrinos.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

A contaminacdo de sistemas aquaticos por produtos farmacéuticos ou de cuidados
pessoais rotineiramente consumidos (Pharmaceuticals and personal care products - PPCPs),
tem levantado preocupacdes diversas relativas aos seus efeitos sobre os organismos de
ambientes aquaticos e aos riscos vinculados ao possivel consumo indireto dessas substancias
por humanos (RAHMAN KABIR; RAHMAN; RAHMAN, 2015).

Dentre os PPCPs, sao discriminadas duas classes de contaminantes, os compostos
farmacéuticos ativos (Pharmaceutically Active Compounds, PhACs) e os disruptores
endocrinos (Endocrine Disruptors Compounds - EDCs). Até entdo esta discriminacdo nao
parece ter um limite muito bem definido e pode-se encontrar o mesmo composto rotulado em
classes diferentes dependendo da publicacdo. Disruptores enddcrinos em especial vem gerando
debates interessantes entre agéncias governamentais de saude publica (IPCS, 2002; EPA,
1998), pesquisadores académicos (ZOELLER et al., 2012), conselhos nacionais de saude e
ciéncia (JUBERG, 2000) e representantes de classes médicas, farmacéuticas e empresariais
(SLAMA et al., 2016; CEFIC, 2013; ZOELLER et al., 2012). Slama et al. (2016) e Juberg
(2000) deixam claro o conflito de interesses entre esses grupos, a fragilidade de algumas
pesquisas, bem como o esfor¢o de certas classes representativas em descreditar pesquisas
relacionadas a avaliacdo de riscos destes compostos. As discussdes geradas sdo muitas e nem
sempre objetivas, mas chamam a aten¢do para a necessidade de dados consistentes a partir de
pesquisas reprodutiveis e com doses apropriadas a organismos de diferentes nichos e ambientes
(JUBERG, 2000; ZOELLER et al., 2012). A disponibilidade de mais informacdes sobre a
presencga, os efeitos, ou ndo-efeitos, destes contaminantes na biota aquatica permitird melhor
fundamentagdo para essas discussdes e um panorama da real amplitude do problema.

O termo “emergente” muitas vezes atribuido aos EDCs nao compreende somente os
produtos quimicos sintetizados nos ultimos anos, mas também uma série de compostos
organicos exogenos ou endogenos que somente agora vém sendo detectados em diferentes
compartimentos ambientais (SODRE et al., 2007). Hansen e Tickner (2013) chamam a atengéo
a cendrios onde essa lacuna no conhecimento técnico-cientifico traz prejuizos a sociedade ao
confundir a insuficiéncia da comprovagao do dano como evidéncia de seguranca, bem como ao
predizer pseudo-catastrofes promovendo alarde social, induzindo potencial regulamentacao
excessiva e prejuizos economicos. O melhor entendimento sobre a exposi¢do € 0s riscos

associados a estes compostos colabora com a fundamentacdo de possiveis regulamentacdes
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mais consistentes, sem prejuizo infundado a industria farmacéutica, mas principalmente, sem
se dobrar as pressdes do mercado que alega a falta de dados fidveis e continua atuando sem os
dispositivos legais necessarios que garantam medidas que minimizem o0s riscos ao ambiente ¢

a saude humana.

2.1 INTRODUCAO DE ESTROGENOS EM SISTEMAS AQUATICOS NATURAIS

Tanto humanos como animais produzem e excretam naturalmente esteroides
hormonais. As altas cargas destes compostos proveniente de producdes pecudrias sao
consideradas importantes fontes de contaminagdo de dguas superficiais e subterraneas, a partir
por exemplo, do despejo irregular de dguas residuais, ou do escoamento superficial de areas
agricolas que utilizam esterco como fertilizantes, entre outros (ARIS; SHAMSUDDIN;
PRAVEENA, 2014; YING; KOOKANA; RU, 2002). A concentragdo ¢ o tipo dos estrogenos
naturais excretado por animais depende da espécie animal, género, idade, ciclo circadiano e
estado reprodutivo (COMBALBERT; HERNANDEZ-RAQUET, 2010), de forma que cada
producdo animal gera diferentes proporgdes de estrégenos naturais, ou mesmo artificiais
quando utilizadas drogas esteroidais de uso veterinario para o controle de distarbios
reprodutivos e/ou inducao de abortos (YING; KOOKANA; RU, 2002). Lange e colaboradores
(2002) estimaram a excregao didria total para estrogénios em produgdes animais com variagdoes
de 23-25 ug para ovinos, 45-540 ug para a producdes de gado e 120-2.300 ug para a producdes
suinas.

Enquanto a excre¢ao pecudria € apontada como a mais importante fonte contaminante
de ambientes hidricos por estrona (El), estradiol (E2) e estriol (E3), o amplo uso de
contraceptivos orais por mulheres, transforma a excrecdo humana no principal veiculo para a
introducao do estrogeno sintético 17a-etinilestradiol (EE2) no ambiente (ADEEL et al., 2017;
YING; KOOKANA, 2003), sendo este ultimo composto mais estavel e com maior potencial
estrogénico quando comparado ao seu analogo natural E2 e aos demais estrégenos (E1 e E3) (

A “pilula da oportunidade” foi apresentada aos profissionais de farméacia na década de
60 como um produto que geraria lucro e prestigio no campo cientifico, clinico-terapéutico e
politico (DIAS et al., 2018). Neste periodo, a chamada “revolucao sexual” surgiu entrelagada a
discussdes antes caladas sobre planejamento familiar e as preocupagdes com a explosdo
demografica (JOBLING; OWEN, 2013). A combinacao do marketing por tras das pilulas e os

eventos sociais e politicos a época promoveram a ampla adesdo ao uso do contraceptivo e
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deixaram uma heranca de dimensdes ainda desconhecidas no ambito ambiental e na satde
publica. As primeiras formulagdes lancadas no mercado combinavam altas doses de estrogenos
e progesterona. Desde o seu langamento no mercado ha mais de 50 anos, surgiram inimeras
versdes combinadas de estrogenos e progestinas artificiais buscando a diminui¢ao dos riscos a
saude e efeitos colaterais relacionados ao uso do contraceptivo. (LIU et al., 2011), sendo que o
componente estrogeno das ultimas geragdes da pilula utilizam concentragdes bem menores que
sua versdo original. De acordo com Dhont (2010), a primeira composi¢do liberada a
comercializacdo (Enovid®) trazia o mestranol como componente estrogeno a concentracao de
75-150 pg por dragea, sendo subsequentemente substituido pelo etinilestradiol (EE2, 50 ug por
dragea) em praticamente todas as composi¢des. A maior estabilidade deste a degradagdo pelo
figado otimizou a administracdo via oral dos contraceptivos. No entanto, menos de 10 anos
ap6s o langamento dos contraceptivos orais, efeitos colaterais como o tromboembolismo
durante a gestacdo e efeitos cardiovasculares (i.e. hipertensdo), dentre outros, provocaram a
formulagdo de novas combinag¢des com progestinas alternativas e concentragdes gradualmente
reduzidas de EE2 de 50 a 30, 20, e até 15 ug por dragea (DHONT, 2010). No Brasil sdo
atualmente comercializadas e distribuidas pelo Sistema Unico de Satide (SUS) contraceptivos
orais com composi¢oes que variam de 15 a 30 ug de EE2 por dragea (dose didria), sendo a
administracdo destes prescrita a mulheres desde a adolescéncia a fase adulta por motivos
variados além da contracepcdo (i.e., tratamento de acne vulgaris, disturbios menstruais,
sindrome de ovarios policisticos, amenorréia associada a hiperprolactinemia ou disfun¢do
hipotalamica, dor pélvica — incluindo dismenorreia secundaria, diminui¢do dos efeitos da tensao
pré-menstrual e endometriose) (GOMES et al., 2011; KAUNITZ, 1999) O composto EE2
também pode ser prescrito em casos de tratamento hormonal para a reducdo dos efeitos da
menopausa (10 ug/dia de EE2), apesar de hormonios naturais ja estarem sendo mais comumente
utilizados para este tipo de terapia (WEBB et al., 2003).

Estima-se que pouco mais de 40% do total do EE2 ingerido por humanos seja
metabolizado, sendo o restante excretado na forma de urina ou fezes (JOHNSON; WILLIAMS,
2004). A estimativa de excre¢cdo de Johnson e Williams (2004) considerou a ingestdo de 35
ug/dia de EE2, concentragcdo que encontra-se dentro do recomendado pelo manual britanico
nacional de formulagdes (20-40 ug/dia), sendo que formulagdes padrao variam de 30 a 35
ug/dia (JOHNSON; WILLIAMS, 2004 apud BNF 46, 2004). Como a ingestao de
contraceptivos déa-se ao longo de 3 das 4 semanas/més, na Figura 1 a estimativa do que seria

ingerido por dia inicia-se com a média de 26 ug. Neste céalculo, os autores desconsideraram as
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concentragdes didrias que seriam ingeridas por meio de drogas para o tratamento de reposi¢ao
hormonal, uma vez que estas ja foram amplamente substituidas por produtos contendo
estrogenos naturais ao invés do EE2 (JOHNSON; WILLIAMS, 2004 apud BNF 46, 2004).
Assim, conforme o modelo sugerido, o excedente ndo metabolizado ¢ diariamente excretado (1)
via urina, como conjugados de sulfato de EE2 ou glucuronido soltvel em dgua (~ 27% do EE2
ingerido), (ii) ou junto as fezes, em sua maioria na forma livre (~30% do EE2 ingerido) (ARIS;
SHAMSUDDIN; PRAVEENA, 2014; JOBLING; OWEN, 2013; WISE; O’BRIEN;
WOODRUFF, 2011).

Figura 1: Estimativa da excre¢do de EE2. Todos os valores mostrados sdo aproximados e o nimero
resultante ndo equivale a 100% do original ingerido de EE2.

Ingestao de
EE2
26 ug/dia
~40%
/-JO% como ~30% excretado completa-
2 <+ mente
EE2 livre nas fezes
metabo-
lizado
~40% do EE2
ingerido alcanca 27% excretado pela urina
ETEs como EE2
livre
EE2 ativo 100% do e ~11%
S conjugado como EE2
transforma <+ de sulfato-
j d
\ do e_m EE2 glucoronido conjugado
livre /J

Fonte: Autor (traduzido e adaptado de Wise, 2011; e Johnson e Williams, 2004).

Johnson e Williams (2004) sugerem que estrogenos conjugados, sulfato e
glucuronideo, excretados da bilis sdo amplamente desconjugados pela flora intestinal natural
ainda antes da excre¢@o do intestino e assumiram no modelo apresentado (Figura 1) que a
totalidade de estrogenos excretados via fezes estariam em sua forma livre e biologicamente
ativa.

Alguns autores defendem que a excre¢ao na forma conjugada, por meio da urina possa

ser bem maior (KOH et al., 2008). No entanto, ainda que a propor¢ao do EE2 conjugado em
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relacio ao EE2 em sua forma livre ndo seja maior, ou tdo dispar, resultados sobre a
quantificagdo do hormoénio no efluente apontam concentracdes da forma livre muito maiores
que a conjugada, como o observado em estagoes de tratamento francesas onde a fragao de EE2
livre quantificada (2,6 ng/L) chegava em média a 96% da concentracdo total (2,7 ng/L) deste
hormdnio em amostras de efluentes (GABET-GIRAUD et al., 2010). Isso ndo necessariamente
reflete a proporcao entre fragdes livre ou conjugada excretadas, mas confirma a inclinacao de
fragdes conjugadas (glucoronidos e sulfatos) voltarem a sua forma livre mediante agdo
enzimadtica bacteriana capaz de desconjugar o EE2, deixando-o em uma forma mais estavel, e
consequentemente, persistente (KOH et al., 2008). Conforme revisdo de Johnson ¢ Williams
(2004), a composi¢do dos compostos conjugados também interfere na velocidade de
transformagdo, uma vez que os dados revistos sobre a degradagdo de estrogenos naturais
indicam que os sulfato conjugados sdo mais persistentes no sistema de esgotos que conjugados
de glucoronideo.

Uma vez na estacdo de tratamento de esgotos (ETE), a velocidade em desconjugar ¢
transformar compostos estrogenos dependera do sistema utilizado, da concentragao e eficiéncia
da microbiota presente e do tempo de retencdo do efluente na etapa bioldgica onde a clivagem
de conjugados tende a acontecer (TERNES et al., 1999). A proporcao final entre as fracdes
livres e conjugadas liberadas no ambiente importa ao considerarmos que a fra¢do ativa
biologicamente ¢ justamente a fragdo livre e mais estavel (Tabela 1). Assim, quanto maior a
propor¢ao desta Ultima fragdo, maior o potencial disruptor enddcrino sobre os organismos
expostos. Considerando o exposto até entdo, se a eficiéncia de remogao desses compostos pelo
sistema de tratamento adotado nao for efetiva em reduzir pelo menos 50% da concentragao total
de estrogenos no influente, existe uma grande chance de que o efluente liberado no ambiente
apresente potencial estrogénico igual, ou mesmo maior que o influente (COMBALBERT;

HERNANDEZ-RAQUET, 2010).

2.1.1 Influéncia das caracteristicas fisico-quimicas dos estrogenos sobre a eficiéncia
das ETEs na remocio destes compostos e a sua persisténcia no ambiente

aquatico.

Como abordado acima, alguns estrogenos esteroidais podem permanecer no efluente
mesmo apds o tratamento nas ETEs sendo consequentemente liberados no ambiente (AURIOL

et al., 2006). Em revisao, Aris; Shamsuddin; e Praveena (2014) observaram que certos
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disruptores endocrinos sdo eficientemente removidos e degradados no sistema de tratamento
convencional projetados para o tratamento comum dos efluentes, mas que compostos
modificados como o EE2 tendem a permanecer inalterados ao longo desses processos. Os
autores associaram a maior dificuldade na remocdo deste composto as suas caracteristicas
fisico-quimicas que resultam em sua estabilidade, destacando sua baixa solubilidade e
coeficiente dgua-octanol (Kow; Tabela 1) que indicam a natureza hidrofébica do composto e sua
tendéncia a adsorcao a particulas em suspensdo que se depositam eventualmente junto ao

sedimento (AURIOL et al., 20006).

Tabela 1: Propriedades fisico-quimicas dos estrogenos livres e conjugados.

Peso Solubilidade Log Kow Pressao Atividade
Molecular em agua de vapor estrogénica
(g/mol) (mg/L a 20 °C) (mmHg) relativa
Estrogenos livres
Estrona (E1) 270,37 12,40 — 13,00 3,13-3,43  23x101° 2,54
17B-Estradiol (E2) 272,39 12,96 — 13,00 3,10-4,01  23x10'° 100
Estriol (E3) 288,40 13 2,81 6,7x 105 17,6
17a-Etinilestradiol 296,40 3,80 -4,80 3,67-4,15 45x 10" 246

(EE2)

Estrégenos conjugados

B-E2 3-sulfato 352,40 3,6 2,9 n.d. 2,6E-2
B-E2 3-B-D- 448,40 347 1,46 n.d. 2,4E-2
glucuronido

E1l-sulfato 350,40 59 0,29 n.d. SE-3
E1-B-D-glucuronido 446,40 303 1,9 n.d. <lE-3

Fonte: Compilado a partir das revisdes de COMBALBERT; HERNANDEZ-RAQUET, 2010; MES;
ZEEMAN; LETTINGA, 2005; LAI; SCRIMSHAW; LESTER, 2002.
n.d. — dado ndo disponivel

Um tratamento de efluentes urbanos classico ¢ normalmente composto de (i) um
tratamento preliminar para a retirada de objetos maiores (e.g., gradeamento e desarenagao); (ii)
um tratamento primario (fisico ou quimico) para a separagdo das fragdes liquidas e solidos
organicos, por decanta¢do ou flotacdo; seguido do (iii) tratamento secundario (bioloégico) com

lodo ativado da fragdo liquida do esgoto que pode ser feita em condigdes aerdbicas, andxicas
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e/ou anaerdbicas, para remoc¢do de carbono, nitrogénio e fosforo (AURIOL et al., 2006;
COMBALBERT; HERNANDEZ-RAQUET, 2010).

Combalbert e Hernandez-Raquet (2010) compilaram os resultados da remogao de
estrogenos livres descritos para diversas ETEs em diversos paises e encontraram grandes
diferengas entre os valores de concentragdes hormonais residuais em efluentes secundarios,
mesmo entre estacoes que utilizavam o mesmo sistema de tratamento. Como exemplo
apresentado pelos autores, a remog¢ao do EE2 pelas ETEs que utilizaram uma lagoa facultativa
e duas lagoas de maturacdo variou de 29,7% a 100%. Além das caracteristicas proprias do
sistema de tratamento adotado (etapas de tratamento, tempo de retengdo em cada etapa, tipo de
microbiota quando utilizada, entre outros) a degradagdo e a eficiéncia de remocdo do EE2
dependem também da temperatura, quer em fun¢ao da sazonalidade ou induzida pela propria
atividade microbiana (COMBALBERT; HERNANDEZ-RAQUET, 2010).

A presenca do oxigénio também afeta a eficiéncia de remocao de estrégenos. Sistemas
aerdbicos, por exemplo, tendem a degradar esses compostos de forma muito mais rapida que
sistemas anoxicos (Tabela 2), no entanto, Ying e colaboradores (2008) observaram que para o
EE2, mesmo em situacdes aerdbicas a velocidade de degradacdo foi muito menor que para os
demais EDCs testados. Em microcosmo de efluentes aerdbicos foram estimados tempos de
meia vida de 1,5 e 15 dias para E2 e EE2, respectivamente, enquanto que em condigao
anaerdbica esse tempo de meia-vida aumenta consideravelmente para 8,7 dias para o E2,
enquanto o EE2 apresentou pouca ou nenhuma degradagido observada ao longo de 70 dias
(YING et al., 2008). Ja no microcosmo aquifero, ambiente com menores teores de nitrogénio e
fosforo, a velocidade de degradacdo do EE2 foi muito menor mesmo em ambientes aerobicos
(~81 dias), enquanto que para o E2 (2 dias) ndo foram observadas grandes alteracdes em relagdo
a velocidade de degradacao observada no microcosmo de efluentes (1,5 dias). Por este motivo,
foi inferido pelos autores, que a degradacao do composto artificial requer um processo co-
metabodlico ¢ ambientes com maior concentragao de nutrientes em efluentes favoreceriam a
atividade bioldgica necessaria (YING et al., 2008; YING; KOOKANA, 2003).

Vale salientar, que processos como desconjugar, degradar ou biotransformar
estrogenos naturais ou sintéticos nao sao exclusivos aos processos bioldgicos em estagdes de
tratamento de efluentes e pode ocorrer também em ambientes naturais, quando o excedente do
hormonio ndo metabolizado presente na urina ou fezes ¢ descartado irregularmente direto no
ambiente ou quando as ETEs ndo sdo eficientes na remocao desses compostos. Em diversos

ambientes aquaticos naturais também ¢ relatada a maior persisténcia do EE2 em relagdo aos
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demais EDCs, sejam estes naturais ou ndo (JURGENS et al., 2002; YING; KOOKANA, 2003;
YING; KOOKANA; DILLON, 2003). A estrutura quimica desse composto de natureza
hidrofobica apresenta anéis condensados que o tornam mais resistente a agdao de aparatos

enzimaticos de micro-organismos (Figura 2) (YING et al., 2008).

Tabela 2: Tempo de meia-vida (dias) calculada para o 17-estradiol (E2) e 17a-etinilestradiol (EE2)
em ambientes sob condigdes aerdbicas e anaerdbicas.

Ambiente Meia-vida (dias) Referéncia
Aerbbico Anaerobico

E2 EE2 E2 EE2
Efluentes 1,5 15 8,7 ND, >70d Ying et al. (2008)
Rio Thames 1,2 17 Jiirgens et al. (2002)
Agua de reservatorio 0,24 26 8,4 ND, >70d Ying et al. (2008)
Agua de aquifero 2 ~ 81 ~ 107 ND, >70d  Ying; Kookna; Dilon (2003)
(groundwater)
Sedimento marinho 4.4 >20 67 ND, >70d Ying ; Kooana (2003b)
Agua do estuario Acushnet! n.d. <1,5 n.d. n.d. Zuo; Zhan; Deng (2006)
Sedimento de rio 0,11 0,37-0,66 Jirgens et al. (2002)

Fonte: dados compilados pela autora a partir das referéncias listadas na tabela.

ND = autores ndo detectaram degradacdo suficiente durante o periodo de experimento (entre
paréntesis) que permitisse a proje¢do de uma taxa de degradag@o neste ambiente; n.d. = dado néo
disponivel; ! Sob radia¢do de 300nm, sem aeragdo.

Quando considerados os ambientes costeiros, a salinidade também passa a ser um fator
importante, aumentando a capacidade de adsor¢ao dos estrogenos a sedimentos ou a matéria
organica em suspensdao (GIMILIANI; FONTES; ABESSA, 2016). Desta forma, esses
compostos tendem a se acumular no substrado inconsolidado, reduzindo as concentragdes na
fase aquosa (GIMILIANI; FONTES; ABESSA, 2016; LAI et al., 2000) e a velocidade de
degradacao dos compostos adsorvidos. Ying e Kookana (2003) encontraram resultados
semelhantes para a degradagdo aerobica do E2 e EE2 em 4gua do mar nos primeiros 28 dias
apos o inicio tratamento, com diminui¢do de cerca de 20% da concentragdo inicial para ambos
estrogenos. Apods esse periodo, as taxas de degradacdo aumentam e se diferenciaram,
alcangando 97% para o E2 e 92% para o EE2 em 42 dias apds iniciado o ensaio. Tal discrepancia
na velocidade de degradacdo em relagdo aos primeiros 28 dias demostra que os micro-

organismos presentes na agua do mar (coletada em Kilda Beach, Australia) sdo capazes de
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degradar estrogenos e outros EDCs, uma vez que se encontrem aclimatados a presenga desses
xenobioticos (YING; KOOKANA, 2003). Este periodo de aclimatacdao parece desnecessario
no sedimento marinho sob condigdes aerdbicas, aonde taxas de degradacao bastante
diferenciadas daqueles hormdnios foram detectadas. Assim, apenas 4% da concentragdo inicial
de E2 foi observada apos 21 dias de tratamento, enquanto o dobro de tempo foi necessario para
que um valor de 6% da concentracdo inicial de EE2 fosse alcancado (YING; KOOKANA,
2003).

Figura 2: Estrutura quimica de estrogenos esteroidais naturais (E1, E2, E3) e sintético (EE2).

WOoo
Estrona (E1) Estriol (E3) 173-Estradiol (E2) 17a-Etinilestradiol (E2)

Fonte: Autor (estruturas construidas na plataforma do ChemSketch - ACD/LAB), adaptado de Adeel
e colaboradores, 2017.

2.1.2 O sistema de esgotos domésticos no Brasil

O Brasil possui vasto territorio com grande diversidade social, econdmica e climatica
que influenciaram na instalacdo de diferentes configuragdes para o tratamento de esgotos
espalhadas pelo pais. O clima brasileiro favorece a utilizagao de sistemas bioldgicos e, de forma
geral, o sistema de tratamento de efluentes (STP) mais tradicional envolve lagoas de
estabilizacdo isoladas, combinadas ou numa sequéncia de diferentes tipos de lagoas
(SPERLING, 2016). Estes sistemas comumente atendem areas com populagdo de até 20 mil
habitantes, e em areas com diferentes faixas populacionais, sdo também incorporadas variantes
do processo de lodo ativado, e mais recentemente, de reatores anaerdbicos de fluxo ascendente.
Este tltimo tornou-se um sistema determinante para o tratamento de 4guas residuais no Brasil,
podendo ser acompanhado ou ndo de um estagio de pos-tratamento (e.g. filtros de gotejamento
e lagoas de polimento; SPERLING, 2016).

De acordo com o ultimo diagnostico dos servicos de dgua e esgotos (SNIS, 2019),
referente ao ano de 2017, apenas 52,4%, da totalidade da populacdo brasileira possui acesso a
rede coletora de esgotos (IN056, Tabela 3), no entanto, o indice em questdo ndo considera a
parcela da popula¢@o nao contemplada com a distribui¢ao de dgua tratada (16,5% da populagao

total). Considerando apenas o municipio de Floriandpolis onde as coletas para este trabalho
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foram realizadas, esse indice sobe para 62,98%. De forma positiva, a rede de esgotos da capital
catarinense vem sendo paulatinamente ampliada nos ultimos anos (CASAN, 2018), mas ainda
nao alcancga a totalidade dos domicilios na regido insular € como a ligacdo domiciliar a rede
permanece a cargo dos proprietarios da unidade domiciliar, mesmo tendo a rede concluida em
sua regido, muitos proprietarios de imoveis continuam fazendo uso irregular da rede pluvial
para o descarte de efluentes, ou descartando-os a céu aberto em diversos pontos da ilha. O
programa “Floripa se liga na rede” da Prefeitura Municipal de Florianopolis, em parceria com
a CASAN, vem fiscalizando e autuando diversas infragdes relacionadas a irregularidades do
sistema de esgoto sanitario, de forma que ¢ esperado que o déficit mencionado diminua nos

proximos anos (CASAN, 2014b; FLORIANOPOLIS, 2019a, 201 9b).

Tabela 3: Indices de atendimento com 4gua e esgotos por macrorregido brasileira e no municipio de
Floriandpolis referente ao ano de 2017.
Indice de tratamento

indice de atendimento com rede (%) dos esgotos (%)
()

Macrorregiao Agua Coleta de esgotos Gerados  Coletados
Total Urbano Total Urbano Total Total
(INoss) (INo23) (INose) (INo24) (INoa46) (INo16)
Norte 57,5 70,0 10,2 13,0 22,6 84,6
Nordeste 73,3 88,8 26,9 34,8 34,7 80,8
Centro-Oeste 90,1 98,1 53,9 59,5 52,0 92,6
Sudeste 91,3 95,9 78,6 83,2 50,4 67,3
Sul 89,7 98,4 43,9 50,6 44,9 93,3
Municipio de
Florianépolis 100,0 100,0 63,0 65,5 46,3 100,0
Brasil 83,5 93,0 52,4 60,2 46,0 73,7

Fonte: SNIS, 2019.

INss - indice de atendimento total de dgua; INoy; - Indice de atendimento urbano de dgua; INoss -
Indice de atendimento total de esgoto referido aos municipios atendidos com agua; INga4 - Indice de
atendimento urbano de esgoto referido aos municipios atendidos com agua; INoss - Indice de esgoto
tratado referido a 4gua consumida; IN;6 - Indice de esgoto urbano referido & agua consumida. Nota:
Detalhes sobre os calculos referentes aos indices no Anexo A.

Pessoa e colaboradores (2014) estudaram a eficiéncia de cinco sistemas de tratamento
de efluentes no Estado do Ceara (Brasil) e encontraram grande variacdo na ocorréncia e na
concentragdo de estrégenos entre amostras de influentes e efluentes em concordancia ao

observado por outros autores em outros estados no Brasil (SPERLING, 2016) e em outros
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paises (COMBALBERT; HERNANDEZ-RAQUET, 2010). Nas STPs cearenses, a carga
hormonal inicial nos influentes ndo foi a mesma entre as estagdes e os autores apontaram uma
tendéncia de menor taxa de remog¢do em estagdes que receberam maiores concentragdes de
esgoto bruto. Essa concentracido de estrégenos no esgoto bruto pode variar de acordo com as
caracteristicas da populagdo, tais como, tamanho, sexo, distribuicdo de classes de idade e
praticas contraceptivas, por exemplo (COMBALBERT; HERNANDEZ-RAQUET, 2010).
Assim, em areas mais urbanizadas, além da maior probabilidade de apresentarem concentragdes
superiores de EE2 no influente, a eficiéncia relativa de remog¢do do xenobidtico pode ser
reduzida. Este cendrio provavelmente ocorre em Florianopolis, onde no verdo o niimero de
habitantes na ilha aumenta consideravelmente e as ETEs naturalmente recebem volumes muito

maiores de efluentes.

2.2 17a-ETINILESTRADIOL EM AMBIENTES NATURAIS

O crescente nimero de publicagdes sobre a presenga de EE2 em ambientes naturais
chama a atengdo para o fato de que esta ¢ uma realidade preocupante relatada em muitos paises,
mesmo naqueles considerados desenvolvidos (BERTIN; INOSTROZA; QUINONES, 2009;
LAI; SCRIMSHAW; LESTER, 2002b). Ainda assim, observa-se a alienacdo da populagdo
sobre a presenca e os riscos desses poluentes sobre os diversos componentes da biota aquatica
e da satde humana (JOBLING; OWEN, 2013). Medidas de monitoramento e controle tém sido
adotadas em alguns paises da Unido Européia e Estados Unidos, mas ainda sem limites
definidos para agua potavel (CUNHA et al., 2016). Na Unido Européia, o EE2 entrou na lista
de “substancias prioritarias” para o monitoramento em 2012 e o limite de 0,035 ng/L de EE2
foi estipulado para corpos hidricos, no entanto, somente a partir de 2015 que a medida foi de
fato regulamentada (JOBLING; OWEN, 2013). A demora, segundo os autores, deve-se ao
aumento de custos em remover concentracdes muito baixas (partes por trilhao) do composto,
um preco que os europeus se dispuseram a pagar mediante os riscos apresentados e estudos
ecotoxicologicos. Nos Estados Unidos o EE2 ainda ndo apresenta limites de regulamentagao
para corpos hidricos, mas desde 2009, o estrogeno sintético entrou na lista de poluentes (CCL,
Contaminant Candidate List) monitorada pelo programa Unregulated Contaminant Monitoring
(UCM) que coleta dados sobre os poluentes suspeitos (CUNHA et al., 2016; USEPA, 2016).
Além do EE2, outros compostos disruptores endocrinos, além de pesticidas, produtos

farmacéuticos, toxinas bioldgicas entre outros, também foram incorporados & CCL como um
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primeiro passo a regulamentacdo que pondera aspectos como efeitos sobre a satde humana,
ocorréncia no meio hidrico e métodos analiticos (CUNHA et al., 2016). No Brasil, existem
limites para alguns compostos com potencial disruptor endocrino (e.g. aldrin, DDT, heptacloro
e bifenilas policloradas — PCBs) para corpos de agua superficiais definidos pelo Conselho
Nacional do Meio Ambiente (CONAMA), entretanto, as resolugdes vigentes ndo incluem o
estrogénio 17a-etinilestradiol (CUNHA et al., 2016).

No meio académico, a identificagdo do EE2 em ambientes aquaticos naturais e seus
efeitos nos organismos expostos permanece como tema atual na agenda de diversas pesquisas
(ADEEL et al., 2017; ARIS; SHAMSUDDIN; PRAVEENA, 2014; BARREIROS et al., 2016;
URAIPONG et al., 2017). Embora diversos estudos de monitoramento ¢ dos efeitos dessas
substancias tenham sido realizados em sistemas aquaticos naturais, a maior parte das referéncias
esta focada em dguas superficiais de sistemas fluviais e dreas proximas a descargas de efluentes,
com menor frequéncia de relatos ao ambiente costeiro (BARREIROS et al., 2016; LAI;
SCRIMSHAW; LESTER, 2002b). Assim, dados sobre a persisténcia, tempo de residéncia e
adsorc¢ao desses compostos, € em especifico do EE2, em ambientes estuarinos e marinhos sao
limitados (ATKINSON; ATKINSON; TARRANT, 2003; GIMILIANI; FONTES; ABESSA,
2016). Além disto, métodos de dosagem daquele xenobidtico por vezes sdo pouco sensiveis,
1.e. com altos valores de limite de detec¢ao - LOD (MACHADO et al., 2016; MELO; BRITO,
2014; SODRE; LOCATELLI; JARDIM, 2010) nao permitindo a sua correta mensuragao,
mesmo em amostras com altos teores de cafeina, um composto considerado relevante como
marcador de efluentes urbanos.

Poucos trabalhos foram realizados quantificando EE2 em corpos d’agua brasileiros. O
extensivo trabalho de Machado e colaboradores (2016) se destaca pela expectativa criada ao
analisarem 4gua de torneira em 20 capitais brasileiras e d4guas de reservatorios em trés delas.
Todavia, o limite deteccao do método usado para EE2 foi de 8 ng/L, considerado alto para aguas
de reservatorio ou agua tratada. A distribuicdo de valores de concentragdes de EE2 em aguas

brasileiras encontra-se descrita no capitulo 1.

2.3 17a-ETINILESTRADIOL E SEUS EFEITOS NA BIOTA AQUATICA

Os efeitos nocivos da presenca de estrogenos naturais ou sintéticos sobre a fauna
aquatica foram bastante explorados nas ultimas décadas e, apesar de ndo serem letais na maioria

dos casos, sabe-se que estes impactos podem ser permanentes e irreversiveis aos organismos
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expostos e consequentemente a populacdes silvestres (JOBLING; OWEN, 2013). Por sua
inerente importancia ecologica e econOmica, 0s peixes estdo entre os organismos mais
investigados no que concerne aos efeitos como disruptor endécrino do EE2 (CUNHA et al.,
2016), mas outros organismos como poliquetas, anfipodes e bivalves também se destacam como
bioindicadores deste poluente (MARANHO et al., 2014, 2015a; PETRIDIS; JHA;
LANGSTON, 2009). Com base nos dados acumulados ao longo dos anos, a toxicidade direta
dos compostos estrogenos a fauna silvestre encontra-se bem fundamentada mesmo em doses
tdo baixas como 1 ng/L (ADEEL et al., 2017; ARIS; SHAMSUDDIN; PRAVEENA, 2014),
mas seus efeitos sobre comunidades floristicas ainda sdo pouco conhecidos.

Apesar dos beneficios a saude publica, o amplo e continuo uso do EE2, seja como
método contraceptivo ou como controle dos sintomas da menopausa ou do hipogonadismo
feminino, gera residuos que vem sendo apontados como causadores de danos diversos a vida
selvagem (JOBLING; OWEN, 2013; JOHNSON; WILLIAMS, 2004; SCHUG et al., 2016).
De acordo com Colborn (1994), uma série de alteracdes na saude humana e na fauna silvestre
estariam relacionadas ao inicio da exposi¢do humana aos contraceptivos. O autor sugere que 0s
potenciais efeitos promovidos pelo EE2 excedem a salide do individuo exposto, e que as
geragdes que descendem destes também poderiam(ao) sofrer alteragdes em funcao da exposi¢ao
submetida por seus ascendentes. Entre os efeitos indiretos descritos, encontram-se as reducoes
na fertilidade e/ou na imunidade observada entre coortes.

Estrogenos naturais ou sintéticos exibem alta afinidade com receptores endocrinos, de
forma que mesmo em concentragdes muito baixas podem promover alteragcdes endocrinas
importantes em ampla gama de organismos silvestres (COMBALBERT; HERNANDEZ-
RAQUET, 2010). Em publicagdo no ano de 2008, Caldwell recomendam uma concentracao
prevista sem efeito (Predicted no Effect Concentration — PNEC) de 0,35 ng/L do EE2 para
toxicidade de organismos aquaticos, tendo a reprodugdo de peixes como o ponto mais sensivel
dentre os diversos estudos que consideravam concentracdoes de ndo efeito observado (no
observed effect concentrations — NOECs). De acordo com os autores, os PNECs anteriores
foram calculados considerando a letalidade mediante a exposicao cronica deste composto em
diversas espécies, chegando a valores de 1,6 mg/L (96h, LC50) para rainbow trout e 1,7 mg/L
(96h, LC50) para zebrafish, por exemplo. No entanto, o que os mesmos autores pontuam ¢ que
hormoénios sintéticos como o EE2 foram especificamente designados para evitar a funcao
reprodutiva normal via receptores de estrogénio, e que € esperado que organismos que possuam

0s mesmos receptores, como € o caso de animais vertebrados, tenham suas fungdes reprodutivas
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afetadas de forma severa muito antes da letalidade e com concentra¢des muito menores. Desta
forma, os indices de PNEC sugerido por eles deriva da distribui¢ao dos efeitos do EE2 sobre a
reproducdo de um total de 26 espécies resultando em uma concentracdo mediana na qual 5%
das espécies testadas sao afetadas (HCsso0). A partir deste racional, outros estudos foram
realizados considerando dados atualizados, novas espécies e/ou caracterizagdo de diferentes
riscos e efeitos ecologicos. Neste sentido, valores de PNEC foram estimados para a toxicidade
cronica do EE2, variando de 0,5 ng/L a 0,035 ng/L (revisado por LAURENSON et al., 2014).

As alteracdes relatadas em organismos expostos a estrogenos sdao diversas, e
ultrapassam as questdes reprodutivas, podendo promover alteragdes bioquimicas e
histopatologicas (figado, gonadas e rins), comportamentais e também nos processos de
desenvolvimento (CUNHA et al., 2016). Como exemplo dessa desestabilizacdo do sistema
endodcrino sao ressaltadas a biota aquatica a diminui¢ao do tamanho e comprimento de peixes;
feminilizagdo e alteracdo de indices gonadossomaticos em peixes e moluscos; reducdo do
nimero de ovos produzidos por geragdo (ou a ndo producdo destes) em peixes; redugdo da
producdo de esperma, alteragdo de respostas subletais como peroxidagdo de lipidios (LPO);
decréscimo de atividades enzimadticas (e.g., glutationa peroxidase — GPX, ciclooxigenase -
COX); danos ao DNA em anfipodas, expressao da vitelogenina em peixes machos ou juvenis
(mesmo sendo uma proteina predominante em fémeas quando em periodo reprodutivo) e a
superexpressao da mesma proteina em fémeas (vide Anexo B para mais detalhes — ARIS;
SHAMSUDDIN; PRAVEENA, 2014; FOLMAR et al., 2000; KIDD et al., 2007, MARANHO
et al., 2015a, 2015b). Ainda que em concentracdes na faixa de ng/L, a presenca de estrogenos
em sistemas fechados como lagos podem levar certas populagdes ao colapso, como observado
para o peixe “fathead minnow” (Pimephales promelas) em ambiente lacustre, como resposta a
concentragdes de 5-6 ng/L. de EE2 ao longo de sete anos (KIDD et al., 2014). Segundo os
autores, espécies de ciclo de vida curto estariam mais suscetiveis a diminui¢do e potencial
colapso quando expostas de maneira cronica ao micropoluente em questdo. A significativa
mortalidade de poliquetas Hediste diversicolor também foi observada apos 14 dias de exposicao

a concentracdes de 10 e a 100 ng/g em sedimentos (MARANHO et al., 2014).

2.3.1 Organismos fotossintetizantes e poluentes estrégenos no ambiente aquatico

Como mencionado acima, abordagens que considerem a toxicidade e efeitos subletais

sobre organismos fotossintetizantes, a capacidade e/ou mecanismo de bioacumulagdo ou
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biotransformag¢do em tecidos vegetais, e a utilizagdo de alteragdes bioquimicas como
marcadores da presenca do xenobiotico ainda sao pouco exploradas. Essa caréncia de
informacao limita o entendimento dos reais efeitos impostos aos organismos que se encontram
na base da cadeia trofica. O entendimento desses efeitos ¢ fundamental tanto para a seguranca
da saude publica, como ecologicamente para a predi¢do de possiveis eventos ecologicos
impactantes (e.g. declinio ou aumento de dadas populagdes, bioacumulagao do xenobidtico,
toxicidade de subprodutos), e biotecnologicamente para a predi¢do de biomarcadores e
alteragdes no contetido de metabdllitos economicamente interessantes, por exemplo.

Nos tltimos anos, no entanto, ensaios in vitro com microalgas expostas a estrogenos
foram publicados indicando o recente interesse por essa linha de pesquisa (ALVAREZ-
MUNOZ et al., 2015; BALINA et al., 2015; BELHAIJ et al., 2017; DELLA GRECA et al.,
2008; GE et al., 2009; LAI; SCRIMSHAW; LESTER, 2002a; MAES et al., 2014; MARANHO
et al., 2015b; SHI et al., 2010; WANG et al., 2019). Na maioria dos casos, as abordagens
empregadas avaliam a capacidade das algas em degradar EDCs, e seu potencial uso como
bioremediadoras, € poucos consideraram seu metabolismo secundario ou quais as vias
metabolicas ativadas para os resultados encontrados (Tabela 4). Em ensaios in vitro, Della
Greca e colaboradores (2008) avaliaram a biotransformagdo do EE2 em onze espécies de
microalgas, concluindo que sete ndo se mostraram efetivas. No entanto, dentre as espécies
testadas, Selenastrum capricornutum foi capaz de biotransformar mais de 90% do EE2, quando
utilizada a condi¢do de maxima densidade celular da alga (640 mg/L, peso seco). Wang, Wong
e Tam (2012) também expuseram diferentes espécies de microalgas (S. capricornutum e
Chlorella sp.) aos esrogenos E2 e EE2 (100 ug/L de cada). Ambas mostraram-se tolerantes aos
compostos exdgenos, mas as respostas mediante ao estresse oxidativo foi diferenciado entre as
espécies.

Neste contexto, as variagdes na absor¢ao e acumulagao de estrogenos por células algais
observadas por Della Greca e colaboradores (2008) também podem estar relacionadas a
fisiologia espécie-dependente e suas respostas antioxidantes a presenca do xenobiodtico
(WANG; WONG; TAM, 2012). Wang, Wong e Tam (2012) observaram a inducdo da formacgao
de espécies reativas de oxigénio (ROS) e decréscimo do contetido do malondialdeido (MDA)
na microalga S. capricornutum, mas nao em Chlorella sp.. Ja esta Ultima alga apresentou
aumento significativo no conteudo de glutadiona (GSH), enquanto este indice nao foi afetado

na primeira (S. capricornutum) nos tratamentos com estrogénio.



Tabela 4: Efeitos do EE2 relatados em algas e plantas aquaticas, de acordo com literatura disponivel no Portal Capes ¢ artigos publicados em open-access.
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Classificacio (AlgaeBase) Espécie (sinonimia) Habitat Dose Tempo de Variavel/parametro Efeitos Referéncia
(AlgaeBase) exposicio  analisada(o)
Phylum Bacillariophyta Navicula salinicola  Diatomacea, ocorre 0,001; 96h Biodegradagao Bioegradacdo observada nas Liu et al.
Class Bacillariophyceae (N. incerta) ao longo da costa 0,01; 0,1; concentragdes (mg/L) de 0.001  (2010)
Order Naviculales em aguas salobras  1;4 ¢ 10 (31%), 0,01 (28%), 0,1 (27%)), 1
Family Naviculaceae mg/L EE2 (7%), 4 (5%).
Bioacumulo Bioactimulo de 0,98%
Taxa de crescimento  Inibi¢do do crescimento: EC50
=3,21 mg/L; HC50 = 1,25 mg/L
Conteudo celular Diminui¢do dos contetidos de
clorofila (46,7%) e de proteinas
totais (63,3%); aumento do teor
de lipidios (101,1%)
Respostas Aumento das atividades de SOD
antioxidantes e GST (62,3% ¢ 59,9%,
respectivamente) e diminui¢do
da atividade de POD (25,2%)
Phylum Chlorophyta Dunaliella salina Nanofitoplancton - 10, 100e 11 dias Inibigdo do Inibigdo significativa do Belhaj et
Class Chlorophyceae Espécie marinha/ 1000 ng/L crescimento crescimento nos tratamentos al. (2017)
Order Chlamydomonadales de agua doce EE2 com 100 ng/L (35%) e a 1000
Family Dunaliellaceae ng/L (51,03%)
Conteudo celular Reducao dos teores de clorofilas
(metabolitos a e b e aumento dos contetidos
primarios) de proteina total e carboidratos
nos tratamentos com 100 e 1000
ng/L.
Conteudo celular Contetido de polifendis,
(metabolitos flavonoides e atividade
secundarios) antioxidante aumentados
(ABTS) com o incremento de
EE2
Respostas Indugdo da atividade de SOD a  Belhaj et
antioxidantes 1000 ng/L (38%). Diminuigao al. (2017)

das atividades de CAT (25%) e
GPx 25 (0,42%) em 1000 ng/L



42

Classificacio (AlgaeBase) Espécie (sinonimia) Habitat Dose Tempo de Variavel/parametro Efeitos Referéncia
(AlgaeBase) exposicio  analisada(o)
Acidos graxos Aumento de SFAs (de 36,18 a
50,46%) e MUFAs (de 11,04 a
31,44%). Diminuigédo de
PUFAs.
Phylum Chlorophyta Haematococcus Espécie de 4gua Biotransformagao Até 85% do EE2 do meio Wang et al.
Class Chlorophyceae pluvialis doce removido. (2019)
Order Chlamydomonadales Y»-vida EE2 = 14 dias
Family Haematococcaceae Remocao de E2 e E1 também.
Phylum Chlorophyta Desmodesmus Espécie de agua 10, 100, 0,24,48 ¢  Atividade Redugdo da atividade Balina et
Class Chlorophyceae communis doce 500, 1000, 72h fotossintética fotossintética (> = 0,8642) al. (2015)
Order Sphaeropleales 1500, (fluorescéncia)
Family Scenedesmaceae 2000,
2500, Crescimento Inibigdo do crescimento com
3000, forte correlagdo com os teores de
4000, 5000 EE2 detectados (12 = 0,8561).
ug/L EC50 = 80 ug/L. Concentragdes
> 1,300 ug/L capazes de
interromper completamente a
divisdo celular e promover
danos as células iniciais.
Scenedesmus Espécie de agua 100ug/L  24,48,96 ¢ Biotransformagio/ EE2 néo foi detectado dentro Della
communis doce EE2 168 h bioconcentragéo das células de algas. Greca et al.
(Desmodesmus Biotransformagao nio induzida. (2008)
communis) Conc. inicial: 160 mg/L (peso
seco, alga)
Scenedesmus Espécie de agua 100ug/L  24,48,96 ¢ Biotransformagio/ EE2 foi convertido a Della
quadricauda doce EE2 168 h bioconcentragao subprodutos (SP) SP5 (12%). Greca et al.
(Desmodesmus EE2 nio detectado dentro das (2008)

communis )

células de algas.
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mas ndo quantificados (teores <
LOQ). Conc. inicial: 160 mg/L
(peso seco, alga)

Classificacio (AlgaeBase) Espécie (sinonimia) Habitat Dose Tempo de Variavel/parametro Efeitos Referéncia
(AlgaeBase) exposicio  analisada(o)
Scenedesmus Biotransformagao Até 85% do EE2 do meio Wang et al.
quadricauda removido. (2019)
(Desmodesmus Ys-vida EE2 = 14 dias
communis ) Remocao de E2 e E1 também.
Desmodesmus Espécie de agua 20 ug/L 3h, 8h, 24h, Assimilagdo 23% assimilado nas primeiras Maes et al.
subspicatus doce EE2 48h e 72h 24h (145 Bg/mg" alga, peso (2014)
seco), sem posterior assimilagdo
até 72%
32 ug/L Exposigdo:  Eliminagéo Remocdo do EE2 na agua em
EE2 28h; até 67% em 72h, com rapida
eliminag@o: eliminag@o em agua limpa nas
3h, 8h, 24h, primeiras 13h e posterior queda.
48h e 72h
27 ug/L 48he72h  Biotransformacio EE2 transformado em dois
14C-EE2 subprodutos mais lipofilicos
(EE2 monobraminado ¢ EE2
dibrominado), sendo o EE2
brominado formado mais na
fase escura.
Na auséncia de NaBr no meio
de cultivo ndo houve
biotransformacgao
Yo-vida EE2 =143 h
Scenedesmus Espécie de agua 100ug/L  24,48,96 ¢ Biotransformagio/ EE2 ndo detectado nas células Della
obliquus doce EE2 168 h bioconcentragéo de algas. Biotransformagao ndo  Greca et al.
(Tetradesmus induzida. Conc. inicial: 160 (2008)
obliquus) mg/L (peso seco, alga)
Scenedesmus n.a 100 ug/L 24,48,96 ¢ Biotransformacao/ EE2 ndo detectado dentro das Della
vacuolatus EE2 168 h bioconcentragdo células de algas. Produtos de Greca et al.
biotransformagio detectados, (2008)
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Classificacio (AlgaeBase) Espécie (sinonimia) Habitat Dose Tempo de Variavel/parametro Efeitos Referéncia
(AlgaeBase) exposicio  analisada(o)
Phylum Chlorophyta Selenastrum Espécie de agua 100 ug/L  24,48,96 ¢ Biotransformagao/ Biotransformagdo progressiva Della
Class Chlorophyceae capricornutum doce EE2 168 h bioconcentragdo de até 92%. EE2 convertido a Greca et al.
Order Sphaeropleales (Pseudokirchneriella subprodutos (SP) SP2 (40%), (2008)
Family Selenastraceae subcapitata) SP3 (5%) e SP4 (5%). EE2 ndo
detectado em células de algas.
Conc. inicial: 160 mg/L (peso
seco, alga)
200 ug/L 7 dias Atividade da Valores maximos observados no Wang,
de EE2; e esterease 2° dia, com posterior redugo Wong &
200 ug/L (dias 3 ¢ 4) Tam (2012)
E2+EE2
(1:1) Fluorescéncia da Aumento do tamanho das

clorofila a

Complexidade
celular

Nivel de ROS

Respostas
antioxidantes

células e da fluorescéncia da
clorofila nos primeiros 2 dias.

Aumento da complexidade
celular (sintese dos componentes
celulares) nos primeiros 2 dias.

Indugdo de ROS nas células
comparadas com o controle (dia
1) com maximos observados no
dia 2. Ao longo do experimento
houve diminui¢do dos niveis no
dia 4 e que voltaram a aumentar
no dia 7.

Atividades enzimaticas (SOD,
POD e GSH) associadas ao dano
oxidativo ndo aumentadas pelos
tratamentos com estrogénios
(EE2 e E2+EE2). Conteudo de
MDA significativamente
reduzido no tratamento com
EE2.
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Classificacio (AlgaeBase) Espécie (sinonimia) Habitat Dose Tempo de Variavel/parametro Efeitos Referéncia
(AlgaeBase) exposicio  analisada(o)
10 mg/L 7 dias Crescimento Nao afetado pela mistura de E2 ~ Wang,
EE2+E2 e EE2 a 10 mg/L Wong &
(1:1) Tam (2012)
EE2+E2 48h Inibicao do EC50=110,5 mg/L
(1:1) crescimento
Selenastrum Espécie de agua Biotransformacgéao Pouca habilidade em remover o Wang et al.
capricornutum doce EE2 do meio de cultura. Apds (2019)
(Pseudokirchneriella 35 dias potencial estrogénico no
subcapitata) ensaio YES, teve reducdo de
menos de 50%
Phylum Chlorophyta Ankistrodesmus Espécie de agua 100ug/L  24,48,96 ¢ Biotransformagido/ EE2 convertido a subprodutos ~ Della
Class Trebouxiophyceae braunii doce EE2 168 h bioconcentragdo (SP) SP6 (25%). EE2 nao Greca et al.
Order Chlorellales detectado dentro das células de  (2008)
Family Chlorellaceae algas.
Chlorella Espécie de agua 100ug/L  24,48,96 ¢ Biotransformagido/ EE2 ndo detectado dentro das Della
ellipsoidea doce / terrestre EE2 168 h bioconcentragdo células de algas. Greca et al.
(Chloroidium Biotransformagao nio induzida. (2008)
ellipsoideum)
Chlorella Espécie de agua 100 ug/L  24,48,96 ¢ Biotransformagao/ EE2 ndo detectado dentro das Della
pyrenoidosa doce EE2 168 h bioconcentragdo células de algas. Greca et al.
(Auxenochlorella Biotransformagao nio induzida. (2008)
pyrenoidosa)
Chlorella vulgaris Espécie de agua 100 ug/L  24,48,96 ¢ Biotransformagao/ EE2 ndo detectado dentro das Della
doce / terrestre EE2 168 h bioconcentragdo células de algas. Greca et al.
Biotransformag¢do ndo induzida. (2008)
2,5 ug/L 3,6,24 ¢ Biotransformagao/ Redugdo ndo significativa das Lai,
EE2 48 h bioconcentrago concentragoes. Scrimshaw
e Lester
(2002a).
Chlorella vulgaris Espécie de agua Biotransformacao EE2 ndo removido (a espécie Wang et al.
doce / terrestre removeu apenas o E2 do meio)  (2019)
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Classificacio (AlgaeBase) Espécie (sinonimia) Habitat Dose Tempo de Variavel/parametro Efeitos Referéncia
(AlgaeBase) exposicio  analisada(o)
Chlorella sp. Espécie de agua mg/L EE2  48h Inibic¢do do EC50 =136,23 mg/L Wang,
doce ou salobra / e E2 (1:1) crescimento Wong &
terrestre Tam (2012)
200 ug/L 7 dias Atividade da Aumento continuo Wang,
de EE2; e esterease Wong &
200 ug/L Nivel de ROS Nio significativo Tam (2012)
E2+EE2
(I:1) Fluorescéncia da Diminui¢do do tamanho celular
clorofila a e da fluorescéncia da clorofila
nos primeiros 2 dias. Para EE2
tal aumento ndo foi expressivo.
Complexidade Diminui¢@o da complexidade
celular celular (sintese dos componentes
celulares) nos primeiros 2 dias.
Respostas Aumentos significativos no
antioxidantes conteido de GSH, mas sem
alteragdo no teor de MDA
10 mg/L 7 dias Crescimento Nao afetado pela mistura de E2 ~ Wang,
EE2 e E2 e EE2 a 10 mg/L Wong &
(1:1) Tam (2012)
Phylum Haptophyta Isochrysis galbana ~ Marinha amostra do 30 min., Crescimento Inibi¢do maxima do crescimento Maranho et
Class Coccolithophyceae ~ Parke elutriado 24h, 48h, (50 %) para todas as al. 2015
Order Isochrysidales 72h e 96h concentragdes testadas EE2
Family Isochrysidaceae
Phylum Ochrophyta Macroalga Marinha n.a Alga Quantificacdo do EE2 ndo detectado nas células Alvarez-
Class Phaeophyceae Laminaria digitata coletada do  hormoénio no tecido  de algas, tampouco de bivalves ¢ Muiloz et
Order Laminariales ambiente algal peixes al 2015
Family Laminariaceae Macroalga Marinha n.a Alga Quantificacdo do EE2 ndo detectado nas células Alvarez-
Saccharina latissima coletada do hormoénio no tecido  de algas, tampouco de bivalves e Muiioz et
ambiente algal peixes al 2015
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Classificacio (AlgaeBase) Espécie (sinonimia) Habitat Dose Tempo de Variavel/parametro Efeitos Referéncia
(AlgaeBase) exposicio  analisada(o)
Phylum Tracheophyta 1 Lemna spp. "Lentilha de 4gua"  Efluente 6 dias Testes de remogao Remogdo > 95% Shi et al.
Class Liliopsida (duckweed) sintético (Eficiéncia sistema 2010
Order Arales de tratamento)
Family Lemnaceae Testes de sor¢do Remocgéo de > 80% (rapida Shi et al.
0,2,5,20, (Eficiéncia do adsorg¢ao entre 0 ¢ 20 min, 2010
60, ¢ 180 sistema de seguida por um periodo de
min tratamento) adsor¢do mais lenta até
60 min)
Pool de Anabaena Espécies de agua Efluente 6 dias Testes de remogao Remocgao > 50% Shi et al.
cylindrica, doce e Procarionte  sintético (Eficiéncia do 2010
Chlorococcus, marinho sistema de
Spirulina platensis,  oxifototrofico tratamento)
Chlorella, (Chlorococcus) 0,2,5,20, Testes de sor¢ao Cerca de 25% do EE2 foi Shi et al.
Scenedesmus 60, ¢ 180 (Eficiéncia do removido (equilibrio alcangado 2010
quadricauda, ¢ min sistema de ap6s 20 min)
Anaebena var. tratamento)

Fonte: dados compilados pela autora a partir das referéncias listadas na tabela. Informagdes sobre a classificagdo taxondmica e habitat natural das algas sdo

provenientes da plataforma AlgaeBase (https://www.algaebase.org).

*Bq (becquerel): Unidade de atividade dos radionuclideos. Descreve taxa de decaimento de uma transi¢do nuclear espontanea por segundo (CARDARELLI, 2003).
EC50 = valores da concentracgao efetiva de inibigdo em 50% do crescimento de algas, HC5 = valores da concentragdo efetiva de inibigdo do crescimento de algas
em 5%, ROS = espécies reativas de oxigénio, SOD = superoxido dismutase, POD = peroxidase, GSH = glutationa redutase, MDA = malondialdeido, SP2 =
etinilestradiol glucosideo, SP3 = 3-B-D-glucopiranosil-2-hidroxietinilestradiol, SP4 = 3-B-D-glucopiranosil-6-B-hidroxietinil estradiol, SP5 = 17a-etinil-1, 4-
estradien-10-ol, 17B-diol-3-ona, SP6 = 6-0-hidroxi-etinilestradiol, SFAs = acidos graxos saturados, MUFAs = acidos graxos monoinsaturados ¢ PUFAs = 4cidos

graxos poli-insaturados.



48

Em estudo mais recente, Wang e colaboradores (2019) avaliaram a eficiéncia de mais
duas espécies de microalgas (Haematococcus pluvialis, Scenedesmus quadricauda, além da S.
capricornutum ¢ da Chlorella vulgaris) em biotransformar estrégenos naturais e sintéticos. EE2
mostrou-se persistente no meio e apenas H. pluvialis e S. quadricauda foram eficientes em
remover até 85% ao fim do experimento (40 dias). As duas espécies em questao foram habeis
em remover também E1 e E2, mas com ag¢ao limitada sobre o EE2 se comparada aos estrégenos
naturais em menor tempo de exposi¢do. Ja a microalga C. vulgaris s6 demoveu E2.

A Tabela 4 apresenta uma compilacao exaustiva da literatura disponivel no Portal
Capes e também de artigos publicados em open-access que contempla os efeitos do xenobiotico
EE2 em algas. Os resultados disponiveis e o recente aumento de estudos neste sentido
demonstram que estes organismos ndo se encontram inertes quando expostos a hormonios
tipicos de vertebrados. Por sua vez, para macroalgas ndo foi encontrada nenhuma publica¢do
que aborde quaisquer efeitos resultantes da exposi¢do a estrogenos. A Unica publicagdo
disponivel que contempla macroalgas em ambientes contaminados por EDCs foi realizada
como um rastreamento, buscando identificar EDCs e PhACs nos tecidos de organismos de
diferentes grupos retirados do ambiente costeiro avaliado (ALVAREZ-MUNOZ et al., 2015).
Apesar de detectada a presenca de EDCs nos tecidos de bivalves e peixes, nenhum dos
compostos avaliados foi identificado nas macroalgas amostradas (Laminariales), e apenas
quatro dos 23 farmacos testados foram identificados nos tecidos algais (metroprolol, diazepam

azitromicina e propranolol).

2.3.2 Potencial da macroalga Ulva spp. como modelo biomonitor de contaminantes no

ambiente aquatico

As macroalgas compdem eficientemente a base dos ecossistemas costeiros como parte
da produgao primaria. Chakraborty e colaboradores (2014) avaliaram 12 espécies de algas como
bioindicadores de polui¢do por metais no ambiente marinho e apontaram a alga Ulva lactuca
como uma das espécies com potencial biomonitor por seus altos indices de bioacumulacao para
cobre (Cu), ferro (Fe) e zinco (Zn). Outras espécies de Ulva também se destacaram pelas
concentragdes de chumbo (Pb) em seus tecidos. A remogao de metais da fase aquosa utilizando
U. lactuca também se mostrou eficiente para Pb, cddmio (Cd) e mercurio (Hg) (HENRIQUES
etal., 2017).
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Chaudhuri e colaboradores (2007) observaram a remog¢ao de cromo (Cr), manganés
(Mn), Pb e cobalto (Co), que apresentaram concentragdes mais altas nos tecidos de quase todas
as macroalgas testadas em relacdo ao conteido do meio filtrado ou nao filtrado. Os autores
ainda testaram indices de poluicdo e de biodisponibilidade dos contaminantes para os
organismos costeiros e concluiram que de todas as espécies testadas, U. lactuca foi considerada
um bom biomonitor principalmente para Cr e arsénio (As), enquanto U. intestinalis para Pb e
Mn. Gracilaria tikvahiae foi apontada como a alga com maior afinidade para Mn. Fucus
vesiculosus, juntamente com a U. lactuca, também acumularam altas concentragdes para Cu,
Zn, niquel (Ni), e Co.

A germinagdo de esporos ¢ o crescimento de gametofitos da Ulva pertusa foram
propostos como varidveis ao monitoramento sensivel dos efeitos de metais (Cu, Zn e Cd),
formalina ¢ TBTO (6xido de tributilestanho), este Gltimo, um composto com reconhecida
atividade biocida usado em tintas antiincrustantes, por exemplo (HAN et al., 2008; HAN;
CHOI, 2005). O uso de macroalgas para biomonitoramento de contaminantes parece ser melhor
para compostos hidrofilicos em relagao aos lipofilicos (CHAUDHURI et al., 2007). No entanto,
organismos fotossintéticos marinhos tém sido utilizados em estudos de toxicidade e de
biotransformacdo quando da exposi¢do a hidrocarbonetos, compostos EDCs, pesticidas e
PhACs com carater hidrofobico. Na maioria dos estudos espécies do fitoplancton t€ém sido
utilizadas, no entanto, mais recentemente espécies de macroalgas foram identificadas também
como bons modelos para monitorar esses compostos. Como exemplo, estudos avaliando
alteracdes metabdlicas em macroalgas expostas a de hidrocarbonetos, tais como Hypnea
musciformis exposta a 6leo diesel (RAMLOV et al., 2013) e U. lactuca a gasolina (PILATTI et
al., 2016). Tais estudos resultaram em mudangas significativas nos parametros fisicos, como a
espessura da parede celular e nas assinaturas metabdlicas, como os teores de clorofila, por
exemplo.

Nestas tltimas publicacdes, os autores apontam a escassez de informagdes sobre a acao
destes compostos mais lipofilicos sobre o metaboloma de macroalgas, deixando claro que
mesmo ndo sendo modelos bioldgicos de uso frequente, macroalgas também sofrem danos
relacionados a exposi¢do a estes contaminantes, sugerindo que as alteragdes observadas em
seus metabolomas possam ser utilizadas como biomarcadores.

O Quadro 1 abaixo destaca caracteristicas sobre o estrogeno 17a-etinilestradiol que

sao importantes ao entendimento da distribui¢ao deste composto no ambiente e comportamento
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nos ensaios in vitro que serao discutidos nos capitulos seguintes. Pontua também a realidade da

pesquisa sobre EE2 no Brasil e seus efeitos em algas.

Quadro 1: Resumo das caracteristicas do estrogeno 17a-etinilestradiol importantes para sua
distribuicdo no ambiente

Pouco soluvel em agua: sua solubilidade diminui com o
aumento da for¢a idnica, entdo em aguas de maior salinidade as
chances de encontrar o hormonio na fase aquosa diminuem;
Adsorve-se facilmente a sedimentos finos: ¢ relatado em
concentragdes mais altas em sedimentos de ambientes andxicos;
Pode ser considerado um composto persistente, dependendo das
variaveis ambientais, tendo sido relatada meia-vida em
ambientes aerdbicos de 15, 17 e 26 dias para efluentes, rios e
aquiferos respectivamente. Em ambiente anaerdbicos, tempos de
meia-vida superiores a 70 dias foram encontrados para efluentes,
sedimentos marinhos e aquiferos;

Ap6s ingerido, ¢ parcialmente metabolizado, sendo excretado
em grande parte nas formas conjugadas (glucorinideo e sulfato),
e também na forma livre

Forma conjugada: inativa biologicamente, solivel em agua.
Pode ser hidrolisada gerando a forma livre por ag@o de sistemas
enzimaticos de micro-organismos em ETEs, ou no ambiente
natural

Forma livre: ativa biologicamente e pouco soltavel

Ainda poucos estudos no Brasil;

Possui alto potencial estrogénico, mesmo em concentragdes
muito baixas (<1 ng/L) na fauna aquética;

Em algas, a exposicao aos estrogenos pode alterar as taxas de
crescimento € amenizar danos induzidos por ROS,
decorrentes de outros estresses como exposicao a metais pesados.

Fonte: Informacdo resumida a partir do texto da revisdo bibliografica onde constam as respectivas
referéncias bibliograficas.
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3 METODOLOGIA GERAL

A metodologia geral refere-se a implantacao e manutengao dos cultivos para obtengao
da biomassa algal utilizada nos experimentos. Detalhes sobre o desenho experimental,

amostragens e analises serdo apresentados em cada capitulo, devido a suas especificidades.

3.1 IMPLANTACAO DOS CULTIVOS

A espécie utilizada nos ensaios foi a macroalga Ulva lactuca, proveniente da Lagoa da
Conceigdo (Floriandpolis, Santa Catarina), coletada em abril de 2016. As amostras foram
cultivadas no Laboratério de Morfogénese e Bioquimica Vegetal (LMBV-CCA/UFSC) em
meio de cultura com salinidade igual a 10, valor semelhante aquele da 4gua do local de coleta.
Um unico individuo foi separado, limpo e mantido em laboratorio, sob condigdes de
fotoperiodo de 12h: 12h (284,2 pmol s m™ por microamp), aeragio ininterrupta (compressor
odontologico isento de 6leo, Schuster S45) e temperatura constante (23 + 3°C). Semanalmente,
o talo foi repicado mantendo fragmentos de talo de aproximadamente 1,5 cm. O processo de
repicagem era realizado no momento da renovagdo do meio de cultura Provasoli (COELHO et
al., 2012) auma concentragao de 25% (v/v). A metodologia foi definida baseada em observagao
pessoal na manutencdo de cultivos anteriores para a mesma espécie e em estudos que
relacionaram o estresse osmoético da variagdo da salinidade, a fragmentagdo, variacdo da
temperatura e disponibilidade de nitrogénio como inibidores ou estimuladores da reproducao
em diferentes espécies de Ulva. (CHAVEZ-SANCHEZ et al., 2018; FONG et al., 1996; GAO
et al., 2017). Assim, a cultura foi mantida em erlenmeyers de 1 ou 2 L, mantendo-se uma
propor¢ao aproximada de 1,5 g massa imida/ 0,9 L de meio a cada troca de meio de cultivo
com concentracdo reduzida de nitrogénio (Provasoli 25%).

Apos trés semanas em laboratério, aliquotas de aproximadamente 3g de biomassa algal
foram coletadas e transferidas a meio de cultura (1,8 L) com salinidade aumentada para 15.
Uma semana apds, a presenca de células reprodutivas em suspensdo era visualmente
perceptivel, i.e. meio de cultura com aparéncia de névoa esverdeada, ainda clara. Quando a
coloragdo esverdeada do meio se tornou mais forte € homogdnea, o material foi filtrado em
peneiras de malha de aproximadamente 1 mm e o material particulado descartado. Do material
em suspensdo, foram coletadas aliquotas do indculo e estas transferidas a meio de cultura com

salinidades variando de 10 a 35 %. Apds algumas semanas, detectou-se a formagdo de
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aglomerados celulares em suspensdo (Figura 1-B), os quais foram novamente subcultivados
dentro das respectivas salinidades para aumento de biomassa, até que as frondes estivessem
visivelmente desenvolvidas (Figura 3-C). Neste estdgio, amostras foram coletadas e
fragmentadas com auxilio de um mixer para separacao das frondes dos aglomerados,
permitindo o crescimento destas de forma livre. Para incremento da biomassa algal, a repicagem
das culturas ocorreu a cada 2-3 dias, ao invés de 1 semana como anteriormente realizado. Os
ensaios foram conduzidos com individuos adultos, originados de um espécime somente

(geracao F1).

Figura 3: Fases do cultivo de Ulva lactuca. (A) células reprodutivas em suspensdo; (B) observagdo
de aglomerados de células reprodutivas, escala do detalhe = 1 um; e (C) conglomerados com frondes
desenvolvidas e aptas a repicagem, escala do detalhe = 5 mm.

Fonte: Autor.

No caso de contaminagdes, as algas cultivadas foram lavadas com Triton X-100 (0,1%,
v/v) por 15-20 segundos, rinsadas com agua destilada (10 s) e repetidas vezes com 4gua do mar.
A lavagem foi realizada tantas vezes quanto necessario, evitando-se o uso frequente de Triton.
Em fungdo da associagdo bacteriana que produz compostos morfogenéticos (p.ex. talusina)
necessarios a formagao das frondes no género Ulva (MATSUO et al. 2005 apud WICHARD et
al., 2015), evitou-se o uso de penicilina ou outros antibidticos & manutencdo de uma cultura

axénica, optando-se pelo cultivo unialgal ndo axénico.
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A 4gua do mar utilizada na manuten¢@o dos cultivos e nos experimentos foi coletada
na praia da Barra da Lagoa (Floriandpolis, Santa Catarina), por meio de sistema de
bombeamento do Laboratério de Camardes Marinhos (LCM). O transporte da agua foi feito por
caminhao pipa até o Laboratorio de Ficologia (LAFIC), onde a agua foi previamente decantada,
seguido de coleta em recipientes de 20L e envio ao LMBYV, onde fora armazenada em caixa
d’agua de 250 litros. Antes do uso, a agua foi esterilizada por meio de sistema de filtragdo (@ =
25,5 e 1 um) acoplado a lampada ultravioleta (Hopar Ultra Violeta UV-611, 9w) e armazenada
para uso. A esterilizacdo da d4gua ocorreu em momentos que antecederam o manejo dos cultivos

€ 0s experimentos.

3.2 ACLIMATACAO DAS ALGAS PRE-EXPERIMENTO E ESTIMATIVA DE PESO
SECO

Previamente aos experimentos, a biomassa algal foi cortada com puncher (n. 8) em
discos de 8 mm, os quais foram mantidos por 24h ou 48h nas mesmas condi¢des de cultivo em
que o experimento seria levado a curso. Para o célculo da biomassa inicial do experimento, a
média do peso seco de um conjunto de discos com 0 mesmo nimero de amostras (n) designado
para cada réplica do experimento foi calculada, sendo este valor atribuido ao peso inicial para

todos os tratamentos.
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4 CAPITULO I - IDENTIFICACAO DO ESTROGENO 17a-ETINILESTRADIOL
EM AMBIENTES COSTEIROS

Este primeiro capitulo apresenta um estudo de caso sobre a presenga do 17a-
etinilestradiol em ambientes naturais costeiros de Florianopolis e o atual estado do

conhecimento deste estrogeno em aguas brasileiras.

4.1 INTRODUCAO

O crescimento populacional e o desenvolvimento industrial em zonas costeiras
promove o aumento de tensdes ambientais nestas regides. Como resultado, ambientes aquaticos
sdo submetidos a pressdes oriundas de diversas fontes, tais como as descargas de residuos
municipais e industriais, o escoamento agricola, o transbordamento de esgotos combinados e
os derramamentos de residuos de substancias potencialmente toxicas (ALAN F. BLUMBERG;
RICHARD P. SIGNELL; HARRY L. JENTER, 1994). Antagonicamente, o uso difundido de
contraceptivos orais que aparece como um importante recurso utilizado para conter esse
crescimento populacional, também pode contribuir para aumentar as pressoes ja infringidas ao
ambiente e contribuem para uma série de problemas na qualidade da dgua em balnearios
urbanos e em reservatdrios destinados ao consumo de dgua potavel.

O estrogeno artificial 17a-etinilestradiol (EE2) ¢ liberado diariamente por mulheres
que fazem uso de contraceptivos orais que, junto a outros hormonios naturais e substancias
exogenas de uso rotineiro, faz parte de um grupo ambientalmente importante de compostos
conhecidos como disruptores endocrinos (EDCs - Endocrine disruptor compounds) (ADEEL
et al., 2017). O EE2 ¢ parcialmente metabolizado e pode ser excretado na sua forma livre
biologicamente ativa, ou como conjugados de sulfato ou glucuronideo de EE2, soliveis em
agua e biologicamente inativos (ARIS; SHAMSUDDIN; PRAVEENA, 2014). Nas ultimas
décadas, diversas revisdes e estudos foram publicados sobre a presenca destes compostos em
ambientes aquaticos, os quais destacam que mesmo em concentragdes traco, tais compostos
provocam efeitos adversos em animais e a saide humana (JOBLING; OWEN, 2013; PAL et
al., 2010). O crescente numero de publica¢des sobre o tema chama a atengao para o fato de que
este € considerado um problema de contaminagao em escala global (ADEEL et al., 2017; ARIS;
SHAMSUDDIN; PRAVEENA, 2014; BARREIROS et al., 2016; BERTIN; INOSTROZA,;
QUINONES, 2009; FAUZAN et al., 2016; HAMID; ESKICIOGLU, 2012; JOBLING; OWEN,
2013; LAIL; SCRIMSHAW; LESTER, 2002a; SILVA; OTERO; ESTEVES, 2012) ainda que
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distribuido de forma assimétrica (ADEEL et al., 2017). A ocorréncia de estrogenos em rios €
aguas superficiais, por exemplo, ¢ identificada de forma concentrada ao meio-oeste americano,
a costa leste da América do Norte, ao México, Equador, Brasil e Chile e a paises vizinhos ou
proximos a bacia mediterrinea da Europa, a Asia e ao sul da Australia (ADEEL et al., 2017).
Quanto a contaminacao especifica pelo hormdnio artificial EE2, Adeel e colaboradores (2017)
em ampla revisdo sobre o assunto, destacam o Brasil e diversos locais no Extremo Oriente como
areas preocupantes, onde altos niveis de EE2 foram registrados em ambientes fluviais. Outro
ponto que pode ser observado a partir de revisoes realizadas nas ultimas décadas ¢ a falta de
informagao sobre o real alcance dos efeitos desses poluentes nos diversos componentes da biota
exposta a esses xenobidticos (JOBLING; OWEN, 2013), principalmente em ambientes
costeiros (BARREIROS et al., 2016; LAI; SCRIMSHAW; LESTER, 2002a).

Dentre os compostos deste grupo, os hormoénios sexuais femininos estrona (E1),
estradiol (E2) e estriol (E3), que ocorrem naturalmente em mamiferos, e em especial o
horménio artificial EE2, se destacam por seu ja comprovado potencial disruptor a fauna
aquatica (JOBLING; OWEN, 2013; SANDERSON et al., 2004). Destes, o etinilestradiol ¢
considerado o mais potente como disruptor enddcrino (Tabela 1), além de ser também o mais
persistente em ambientes naturais (Tabela 2, ADEEL et al., 2017; YING; KOOKANA, 2003).

Apesar da ocorréncia de estrogenos em sistemas aquaticos ser um problema
mundialmente reconhecido, frequentemente estudos de identificagdo e quantificacdo de
estrogenos em ambientes naturais falham na analise especifica do EE2, devido aos altos limites
de deteccdo (LOD) e quantificacdo (LOQ) dos métodos adotados. No Brasil, esta realidade
torna-se preocupante quando percebe-se o baixo numero de publicagdes de andlises de
estrogenos em sistemas aquaticos naturais, mesmo apresentando amplo territério e grande
riqueza em recursos hidricos.

O primeiro registro sobre a presenca do contaminante no pais deu-se em 1999, com a
estimativa da eficiéncia de uma estacao de tratamento de efluentes na Penha, Rio de Janeiro
(TERNES et al., 1999). Todavia, o interesse pelo assunto, especialmente pelo estrogeno
artificial EE2, pode ser notado somente na ultima década (Figura 4). Mesmo em ritmo
crescente, as publicacdes apresentam caracteristicas bem distintas quanto aos métodos
analiticos, e em alguns casos, apresentam altos limites de deteccao e quantificagdo para o tipo
de ambiente amostrado (e.g., LOD =25 — 650 ng/L; LOQ =100 — 2.170 ng/L; CORDEIRO et
al., 2012; MELO; BRITO, 2014; SODRE; LOCATELLI; JARDIM, 2010).



Figura 4: Representagdo grafica sobre dados de identificagdo e quantificagdo do EE2 no Brasil.
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Fonte: Autor.
(A) Curva de acumulag@o do niimero de publicacdes referentes a dados de identificacdo e quantificagdo do estrogeno EE2 em ambientes naturais, ou estagdes de

tratamento de efluentes em territorio brasileiro. Nao constam aqui revisdes que abordaram o tema sem terem realizado a identificagdo do EE2 realizada pelos
proprios autores, nem trabalhos protocolares ou de modelagem que utilizaram dados provenientes de outras publicagdes. (B) e (C) Limites de quantificagdo e de
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detecgdo para aguas tratadas (Tratada = “drinking water”, “tap water”, “treated water”) e aguas ndo tratadas (Nao_tratada = “reservoir”, “underground water”,
“water source” ou “water intake”) em pontos de captacdo referenciados para o Brasil. Linhas de referéncia verde e vermelha apontam valores maximos
respectivamente encontrados por Benotti e colaboradores (2009), em fontes de captagdo de agua nos Estados Unidos (1,4 ng/L) e por Kuch; Ballshmiter (2001)
em amostras de agua potavel na Alemanha (0,5 ng/L). Pra evitar grandes distorgdes no grafico, dados referentes a publicagdo de Melo e Brito (2014) foram omitidos

por apresentarem valores muito acima das demais referéncias, i.e., LOD = 650 ng/L e LOQ = 2.170 ng/L
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Até o momento, 27 artigos com resultados de ensaios para a quantificagdo/identificacao
do EE2 em territdrio brasileiro foram publicados e estdo disponiveis em revistas open-source ou
na Plataforma de peridodicos da CAPES. O numero de publicagdes aumenta se considerarmos outras
abordagens sobre o tema, tais como revisdes sobre a presenga € normativas quanto ao EE2 em
aguas brasileiras (CUNHA et al., 2016), a deteccdo de outros fairmacos € compostos estrogenos
naturais na regido costeira (DO NASCIMENTO et al., 2018; PEREIRA et al., 2016), a analise da
atividade estrogénica em aguas naturais (DIAS et al., 2015), a modelagem de distribui¢ao de EDCs
em estuarios (GIMILIANI; FONTES; ABESSA, 2016) e ensaios de toxicidade in vitro, ou
desenvolvimento de novos protocolos para quantificagio do hormoénio (PEREZ; SIMOES;
CODOGNOQOTO, 2016), porém, nao apresentando novos dados de referéncia a possivel presenca do
hormdnio em 4guas brasileiras. Dentre os trabalhos especificos a quantificagdo de etinilestradiol,
destaca-se o de Kuster e colaboradores (2009), pelo detalhamento dado a analise e distribuigao
deste composto, nem sempre observado de forma clara em outras publica¢des. De forma similar,
o estudo de Barreiros e colaboradores (2016) merece destaque pela abordagem e detalhamento
dados as técnicas analiticas aplicadas a ampla gama de matrizes ambientais investigadas quanto ao
analito em tela.

Considerando que este ¢ um micropoluente que apresenta comprovados efeitos a fauna
aquatica, mesmo em concentragdes inferiores a 1 ng/L (CALDWELL et al.,, 2008), dados
resultantes de técnicas com baixa sensibilidade analitica podem fornecer a falsa impressao de que
os recursos naturais brasileiros estariam livres do impacto daquele xenobiotico. O estrogeno EE2
ainda ndo foi detectado em aguas potaveis, reservatorios, ou aguas subterraneas brasileiras, por
exemplo. Isso, no entanto, ndo significa a sua auséncia nestes ambientes de fato, uma vez que os
limites de detec¢do e quantificacdo considerados estavam, em sua maioria, acima dos valores
maximos relatados para esses ambientes em outros paises (Figura 4, B e C; vide Anexo C). O
levantamento sobre o atual estado de conhecimento e distribuicao de estrogenos no Brasil evidencia
a importancia da realizagcdo de ensaios que contemplem de fato em sua metodologia intervalos de
concentracdo de compostos que possivelmente estariam em cada ambiente amostrado.

Na literatura consultada para o EE2 em 4guas brasileiras, ndo foi constatado de forma
clara se os valores de deteccdo e quantificacdo sdo especificos unicamente a etapa analitica, ou se

consideram também o fator de concentracao do analito decorrente de etapas prévias a analise, como
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por exemplo, técnicas de extracdo em fase solida (SPE, solid phase extraction). Os graficos B e C
da Figura 4 evidenciam os limites de quantificacdo e deteccdo para aguas tratadas (i.e., dgua de
torneira) e aguas nao tratadas em pontos de captacdo (i.e. reservatérios, aguas subterraneas e
nascentes) conforme dados referenciados para o Brasil.

Os resultados até entdo disponiveis, tanto para reservatorios, como para estacdes de
tratamento de agua e amostras de agua potavel no pais, sdo negativos ou inconclusivos
(BERGAMASCO et al., 2011; CORDEIRO et al., 2012; JARDIM et al., 2012; LOPEZ-DOVAL
etal., 2017; MACHADO et al., 2016; MAYNARD et al., 2019; MELO; BRITO, 2014; SODRE et
al., 2007; SODRE; LOCATELLI; JARDIM, 2010). No entanto, as concentragdes registradas em
aguas superficiais no Parana e em Sao Paulo apresentam valores muito acima do encontrado como
referéncia maxima em outros paises (Figura 4, B e C) Em trabalho de revisdo, Aris e colaboradores
(2014) apresentam valores maximos de EE2 de 0,40 ng/L para amostras em rios e aguas
superficiais nos Paises Baixos, 0,70 ng/L na Alemanha, 2 ng/L no Ird e 27,4 ng/L em Taiwan.
Kush e Ballschmiter (2001) também relatam valor de 5,1 ng/L em ponto a jusante do descarte de
efluentes na Alemanha, sendo que no Brasil, os valores maximos nesses ambientes alcangaram
4390 ng/L em regides mais impactadas do Rio Atibaia, responsavel pelo abastecimento da regido
metropolitana de Campinas (MONTAGNER; JARDIM, 2011). Valores bastante elevados, i.e.,
148000 ng/L, também foram detectados no Rio Iguagu, sugerindo a possibilidade de efeitos
importantes sobre a satide da populagdo da regido metropolitana de Curitiba (IDE et al., 2017).
Estudos de dosagem do EE2 em concentragdes menores aquelas supracitadas, mas ainda acima da
média internacional revelaram valores de 25,0 a 310,0 ng/L , 45,0 a 63,0 ng/L e 5,9 ng/L,
respectivamente em amostras de aguas de rios dos estados de Sao Paulo, Minas Gerais e Parana
(MACHADO et al., 2014; MOREIRA et al., 2009, 2011; SODRE et al., 2007, 2010).

Apesar dos valores impactantes, a pouca informagao sobre a presenca e agao de hormonios
sexuais femininos e equivalentes em recursos hidricos brasileiros ¢ refletida na auséncia de
dispositivos legais ou normativos que abordem esses poluentes emergentes. Nem as resolucdes do
CONAMA vigentes para poluentes organicos em corpos d’agua, nem as portarias do Ministério da
Saude que definem a qualidade da 4gua propria para o consumo humano, apresentam quaisquer
limites para o estrogénio 17a-etinilestradiol. A postura normativa brasileira neste aspecto difere da
Iniciativa ja vigente em outros paises, como nos Estados Unidos que faz o monitoramento de

poluentes suspeitos, entre eles o EE2, e em alguns paises europeus onde foi regulamentada a
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concentragdo de 0,035 ng/L como limite do EE2 em corpos hidricos (CUNHA et al., 2016; USEPA,
2016).

Neste contexto, este capitulo descreve o estudo da analise de ocorréncia do estrégeno 17a-
etinilestradiol em amostras de dguas e biomassa algal coletadas na ilha de Floriandpolis (Santa
Catarina), uma regido costeira com alto fluxo de visitantes durante a temporada de verdo. Para tal,
utilizou-se uma técnica baseada no reconhecimento do analito por anticorpo monoclonal
especifico, i.e., ensaio imuno-enzimatico (ELISA, Enzyme-Linked Immunosorbent Assay), a partir

de kit analitico disponivel comercialmente (Cloud-Clone Corp — CCC, USA).

4.2 MATERIAL E METODOS

Foram realizadas duas amostragens para a quantificacdo de etinilestradiol (EE2) na ilha
de Santa Catarina. Amostras de verdo foram coletadas nos dias 2 e 3 de janeiro de 2019 (pos-
réveillon), periodo critico dado ao grande ntimero de turistas, e no outono (31/margo/2019).

As coletas foram realizadas no periodo da tarde em pontos amostrais na Ilha de Santa
Catarina, apontados na Figura 5. Quatro pontos na regido norte da ilha (Costdo esquerdo da praia
dos Ingleses, foz do Rio Capivari na praia dos Ingleses, Trapiche da praia de Canasvieiras e foz do
Rio do Bras na praia de Canasvieiras), um ao leste da ilha (Lagoa da Concei¢do, proximo ao
trapiche do Bar do Boni — final da avenida das Rendeiras) e trés ao sul da ilha (foz do Rio
Sangradouro na praia do Matadeiro, Foz do Riozinho do Campeche e arco praial direito da Lagoa

do Peri) foram amostrados.

4.2.1 Amostras de agua

As amostras de verdo foram coletadas em garrafas de borossilicato (500 ml), transportadas
ao LMBYV em banho de gelo, aliquotadas (5 aliquotas, 100 ml cada), liofilizadas (3 aliquotas) e
conservadas em freezer, a -20°C. As aliquotas remanescentes (2 aliquotas) foram armazenadas a -
80°C durante aproximadamente 4 meses. Para as amostras de outono, 1500 ml de dgua foram

coletados e armazenados em refrigerador (2-4°C) por no maximo 72h até o momento de analise.
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Figura 5: Pontos amostrais das coletas de agua e de alga em Floriano6polis, SC.

Florianépolis - verao/2019 Lagenda
EEZ2 em ambientes praiais e lacustres de grande utilizaggo por banhistas ~ Pontos de coleta
&

Google Earth

Dat: , NC us NGA, GEBCO

Fonte: Autor (construido por meio da plataforma do Google Earth, disponivel em
https://www.google.com.br/intl/pt-BR/earth/)

4.2.2  Amostras algais

Espécimes de Ulva spp. foram coletadas em trés dos pontos amostrais de agua somente
no verdo. As amostras foram mantidas resfriadas até¢ que fossem devidamente selecionadas e
limpas. Previamente ao congelamento, as amostras foram lavadas rapidamente em agua destilada
e centrifugadas para eliminag¢do do excesso de agua. A biomassa algal foi liofilizada e conservada

em freezer (-80°C) até o momento da extragao.
4.2.3 Parametros ambientais

Foram utilizados dados de balneabilidade e contagem de coliformes fecais
disponibilizados pelo Instituto do Meio Ambiente de Santa Catarina — IMA (IMA, 2019). As
coletas realizadas pelo IMA, usualmente no periodo da manha, coincidem com as datas amostrais
(mesmo dia + 1 dia) deste estudo. No entanto, optou-se por coletar as amostras de alga e agua ao

fim da tarde, aumentando as chances de encontrar o hormonio em decorréncia da presenga dos
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banhistas ao longo do dia. Foram coletados dados de marés disponibilizados pela Marinha do Brasil
(MARINHA DO BRASIL, 2019), enquanto que a salinidade das amostras de dgua foi medida em

laboratorio por meio de refratdmetro portatil (Tabela 5).

Tabela 5: Localizagdo geografica dos pontos amostrais e informagdes da maré no momento amostral,
disponibilizados pelo Centro de Hidrografia da Marinha do Brasil, Floriandpolis, 2019. Coédigos das
amostras: sum = verdo, aut — outuno.

Amostras Local Latitude Longitude Localizacio Maré
Ing sum Ingleses 27°24'51.15"S ~ 48°24'13.18"0 Norte Enchente
Cap_sum Rio Capivari 27°25'33.73"S  48°23'58.40"0O Norte Enchente
Cap_aut Rio Capivari 27°25'33.73"S  48°23'58.40"0O Norte Enchente
Can_sum Trapiche de Canasvieiras  27°25'33.65"S  48°27'0.34"0O Norte Enchente
Bras sum Rio do Bras 27°25'35.64"S  48°26'57.53"0 Norte Enchente
Bras aut Rio do Brés 27°25'35.64"S  48°26'57.53"0 Norte Enchente
LCon_sum Lagoa da Conceigéo 27°36'31.76"S  48°26'31.66"0 Leste Enchente
LCon_aut Lagoa da Conceicdo 27°36'31.76"S  48°26'31.66"0 Leste Enchente
Sang_sum Foz do Rio Sangradouro ~ 27°45'4.15"S 48°30'4.69"0 Sul Vazante
Sang_aut Foz do Rio Sangradouro ~ 27°45'4.15"S 48°30'4.69"0 Sul Enchente
Rioz_sum Riozinho do Campeche 27°41'9.50"S  48°28'50.97"0 Sul Vazante
Rioz_aut Riozinho do Campeche 27°41'9.50"S  48°28'50.97"0O Sul Enchente
Peri_sum Lagoa do Peri 27°43'33.78"S  48°30'32.17"0 Sul Vazante*
Peri_aut Lagoa do Peri 27°43'33.78"S  48°30'32.17"0 Sul Enchente*

Fonte: Autor.

* A lagoa do Peri encontra-se 3 m acima do nivel do mar e ndo sofre a influéncia de maré enchente.

4.2.4

Concentracio do analito em amostras de agua

Para as amostras de verao, as aliquotas de agua liofilizadas foram reconstituidas em 1,5
ml de etanol p.a. (0,5 ml em cada aliquota), seguido da adi¢do de 200 ml da mesma amostra
congelada, considerando-se assim um total de 500 ml de amostra pré-concentrada em volume de
200 ml, previamente a filtragem e concentragdo do analito via extragdo de fase solida (SPE). Para

amostras de outono, foram considerados 1500 ml de amostra fresca.
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Todas as amostras de agua foram filtradas sob vacuo (membranas GF1, 0,7 um) para a
remogao de material particulado. O procedimento de extracdo em fase solida foi realizado
utilizando colunas (3) contendo 500 mg (3ml) de octadecil (C18) como adsorvente (Bakerbond
SPE, the Netherlands) por amostra. As colunas foram pré-condicionadas com 5 ml metanol, 5 ml
de solucdao metanol:agua (v/v) e 5 ml de agua (adaptado Allinson e colaboradores, 2010). Durante
as extragdes, utilizou-se um sistema a vacuo (Supelco Visiprep. USA - fluxo 2,5-3 ml/min, -50 bar,
~ 3h/amostra) para otimizar a concentracao dos analitos. Apds a adsor¢ao dos analitos, o sistema
de SPE foi eluido com 7 ml de 4gua destilada para eliminagdo do sal retido no adsorvente, seguido
da recuperagdo dos compostos via eluicdo com metanol p.a. (7 ml, 20 min/amostra). Os eluatos (3)
foram combinados, perfazendo um volume total de 21 ml por amostra e concentrados sob pressao
reduzida (rotaevaporador, 35-40°C, 80-100 rpm). Os extratos foram armazenados a -80°C até o
momento do ensaio enzimatico (enzyme-linked immunosorbent assays). Durante todo o

processamento pds-coleta das amostras estas foram mantidas protegidas da luz.

4.2.5 Identificacdo do analito na biomassa algal (separacio em duas fases)

A extracdo do analito em algas foi realizada a partir de 2g de biomassa seca, macerada
sob nitrogénio liquido. Aquela biomassa foram adicionados 80 ml de metanol (1: 40, v/m), seguido
de agitacdo e resfriamento (4°C), sob o abrigo de luz, por 1h. O extrato organosolvente foi filtrado,
transferido para um funil de separacdo (500 ml) e adicionado de dgua e acetato de etila (metanol:
4gua: acetato de etila, 4: 12 :3, v/v/v). A essa mistura, foram adicionados 2g de NaCl para forgar a
separacao de fases entre os solventes e a eventual concentragdao do hormoénio na fase apolar. Apos
30 min de incubagdo, a separacdo de fases mostrou-se estavel, recuperando-se a fase inferior
(metanol: 4gua), a qual 60 ml de acetato de etila foram adicionados. Esta solucdo foi vigorosamente
agitada, mantida em repouso por 30 min, seguindo-se a recuperacdo da fase apolar, a qual foi
combinada com aquela oriunda da primeira extragdo liquido-liquido. A fase residual, i.e., metanol:
agua retornou ao funil de separagdo, sendo adicionada de 30 ml de hexano, com posterior agitagao
e incubagdo por 30 min. Apds esse periodo, a fase aquosa foi descartada e as fases apolares
recuperadas foram combinadas e transferidas a funil de separagdo (30 min) para remog¢ao de

eventual fase aquosa residual. A fragdo apolar foi coletada e concentrada em rotaevaporador (35-
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40°C, 80-100 rpm), seguido de armazenamento em baldes a - 80°C até o momento do ensaio
imunoenzimatico a deteccao do xenobiotico de interesse.

A utilizacao do sistema de solventes (3) acima descrito objetivou reduzir a concentragao
de outros analitos derivados do metabolismo algal que pudessem dificultar a recuperagao do EE2,
eventualmente interferindo na rea¢do competitiva do EE2 com os anticorpos monoclonais

utilizados no ensaio de ELISA durante a etapa analitica.

4.2.6  Fator de concentracio

Imediatamente antes da analise das amostras, o eluato/extrato de cada amostra foi
reconstituido em 50uL de etanol p.a. e gradualmente adicionado de pequenos volumes de PBS
(100-500 pL) até o volume final de 2,5 ml (etanol 2%, v/v), sob agitacdo magnética. Em seguida
foram realizados os procedimentos ao teste de ELISA acima descritos as amostras de dgua e de
biomassa algal. Considerando os volumes utilizados de amostras de 4gua no verdo (500 ml) e no
outono (1500 ml), os fatores de concentragdo estimados foram de 200x e 600x, respectivamente.
Para amostras algais, o fator de concentrag@o foi de 0.8 para a massa seca (~ 20 a 25% do peso

fresco da alga), gerando um fator de concentragdo de 3,2 a 4 vezes, se referenciado ao peso imido.

4.2.7 Quantificacio de etinilestradiol por ensaio imuno-enzimatico (ELISA)

Para a quantificacdo do EE2 utilizou-se um kit comercial de ELISA (Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay, Cloud-Clone Corp — CCC, USA), com anticorpo monoclonal para EE2. A
reacao de inibicao € competitiva entre o etinilestradiol marcado com biotina e aquele ndo marcado
(amostras ou padrdes) e o anticorpo pré-revestido a microplaca. Apos incubagdo de 1h, a 37°C, o
conjugado ndo ligado foi removido do meio de reacdo utilizando-se a solugdo de lavagem do
proprio kit. Em seguida, a solugdo de deteccdo de avidina conjugada a HRP (Horseradish
Peroxidase) foi adicionada a cada pogo da microplaca, incubando-se o material por 30 min, a 37°C.
A quantidade do conjugado HRP ligado em cada pogo ¢ inversamente proporcional a concentragao
de EE2 na amostra. Apds subsequente lavagdo, o substrato TMB (3,3',5,5'-Tetrametilbenzidina)

foi adicionado ao meio de reagdo, seguido de incubacao por 10-20 min, a 37°C. Apds a adicao do
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substrato, o meio de reacdo adquiriu coloracao azul, cuja intensidade ¢ inversamente proporcional
a concentragao do analito em estudo. A solu¢do de interrupcao da reacao enzimatica foi adicionada

e, nesta etapa, a coloragao do meio tornou-se amarela, sendo a absorbancia registrada a 450 nm.

4.2.7.1 Curva padrdo para quantifica¢do de EE2 nas amostras

Para a estimativa das concentracdoes de EE2 nas amostras, uma curva de calibragao foi
construida, seguindo as orientagdes do fabricante do kit ELISA, em grafico semi-log e intervalo de
concentracoes de 24,69 a 2000,00 pg/ml.

Solugdo tampao fosfato (Phosphate-Buffered Saline, PBS) foi utilizado em substitui¢ao
do padrao analitico como meio de reagdo negativa a detecgdo do analito (i.e., branco). Os limites
de quantifica¢do (LOQ) e detec¢dao (LOD) foram estimados a partir dos coeficientes resultantes da
curva (Figura 6), sendo que o LOD foi definido como a menor concentragdo de proteina que poderia
ser diferenciada de zero. Conforme instrugdes do fabricante, aquela variavel foi determinada
subtraindo-se dois desvios padrao do valor médio da densidade 6tica de 5 réplicas do padrao zero

(i.e., branco) e calculando-se a concentragdo correspondente.

Figura 6: Curva padrio de EE2 utilizada ao ajuste do modelo de regressdo ndo-linear (3-parameter
asymptotic exponential) para estimar as concentragdes daquele analito em amostras de agua.

Curva padrao — Modelo néo linear (3-PAExp)
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A correlagdo entre a concentracao de etinilestradiol na amostra e a intensidade do sinal do
ensaio € negativa, pois a técnica de imunoensaio enzimatico baseia-se na inibi¢ao competitiva entre
substratos. Para obter-se o melhor ajuste a curva padrao, diversos modelos de regressdao foram
testados, estando os detalhes disponiveis no apéndice 2. O melhor modelo matematico ao ajuste da
curva padrdo foi o ndo-linear, usando a fun¢do com 3 parametros assintotica e exponencial (3-
PAExp). O ajuste foi realizado utilizando scripts em sistema de computacdo cientifica R
(http://www.r-project.org), tendo o RStudio como interface. Para o modelo escolhido foi utilizada
a fungdo “nls” (non-linear least squares) e o pacote ggplot2. A funcdo predict foi usada para a
analise de correlagdo entre os valores de concentracdo estimados a partir dos coeficientes
resultantes da regressdo nao-linear e os valores originais de concentracdo. A equacdo 1 abaixo foi
utilizada para o ajuste da curva padrdo. A escolha dos pardmetros iniciais (a= 2,20, b= 6,0 e c=
0,71) ao célculo considerou as sugestdes de Crawley (2013), observando-se a curva semi-log
gerada com os dados resultantes para os pontos da curva (Figura 6). Os valores iniciais de x= 0,75
e y= 6,2 coincidem com o ponto onde a curva decresceu de maneira mais intensa. Os critérios a

estimativa desses parametros iniciais também encontram-se descritos no apéndice 2.

y=a—be (1)

4.3 RESULTADOS

O modelo matematico utilizado apresentou forte correlagdo (r = 0,999) entre os valores de
concentracdes conhecidos e aqueles estimados via curva padrdo. Observando os resultados
resumidos no Quadro 2 abaixo, os parametros diferiram significativamente (p < 0,01),
evidenciando que um modelo de 3 pardmetros se adequa razoavelmente a predi¢do de valores de
concentragdo do analito em estudo nas amostras de agua. Assim, a equacdo da curva padrdo foi
utilizada para a estimativa das concentragdes de EE2 nas amostras, adotando a partir de entdo os
parametros a, b e ¢ resultantes do modelo para a estimativa das concentracdes encontradas nas
amostras.

Os limites de quantificagdo e deteccdo foram diferenciados entre as estagdes do ano em

funcdo dos fatores de concentragdo distintos, de forma que LOQ e LOD foram estimados
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respectivamente como 0,12 e 0,09 ng/L. (amostras de verdo) e 0,04 e 0,03 ng/L (amostras de
outono). Em fun¢ao dessa diferen¢a na metodologia adotada entre as duas estacoes de coleta e,
consequentemente, entre LOD e LOQ resultantes, comparagdes de deteccdo entre as estagdes
devem ser feitas com cautela, uma vez que a ndo detecg¢@o no verdo em certos pontos poderia ter
resultado positivo, caso o volume de dgua considerado na etapa de concentragdo do analito fosse

equiparado a de outono

Quadro 2: Resumo dos resultados conforme obtidos pela funcdo coef() utilizada em linguagem R, que
resume os coeficientes a, b e ¢ (Parameters) obtidos na regressido e que serdo usados para o calculo das
concentragdes das amostras (In_conc = logaritmo natural das concentragdes da curva; kit abs =
absorbancias a 450 nm dos pontos da curva; a, b e ¢ (Formula) = parametros iniciais estimados pela
autora para ajuste do modelo aos dados da curva (Crawley, 2013).

## Formula: In_conc ~a-b * exp(-c * kit_abs)

Hit

## Parameters:

## Estimate Std. Error t value Pr(>t|)

## a 2.7666 0.1790 15.45 0.00416 **

## b-11.0181 0.6286 -17.53 0.00324 **

## ¢ 1.3407 0.1199 11.18 0.00791 **

Ht -

## Significance codes: 0 '***' 0.001 **'0.01 *' 0.05"'.'0.1"'"'1
## ## Residual standard error: 0.09468 on 2 degrees of freedom
#it

## Number of iterations to convergence: 5

## Achieved convergence tolerance: 4.351¢-06

Fonte: Autor.

4.3.1 Quantificacao/deteccao do EE2 nas amostras ambientais

As amostras foram classificadas como “detectado” quando apresentaram valores médios das triplicatas
acima do respectivo limite de detec¢do referente a estagdo de coleta. Dos ambientes testados, somente no
Rio Capivari as concentragdoes de EE2 foram encontradas em concentragao acima do LOQ do método.
Nos pontos da foz do Rio Sangradouro e no Riozinho do Campeche, o hormdnio foi detectado em ambas
estagoes. Todavia, contrariando as expectativas, o EE2 nao foi detectado em amostras de dgua coletadas
no verdo e no outono junto ao Rio do Bras. Em ambientes marinhos como as praias dos Ingleses ou
Canasvieiras, o hormdnio ndo foi detectado. Ja para ambientes lagunares, e.g., Lagoa do Peri e a Lagoa
da Conceigdo, o hormonio foi detectado somente no verao (

Tabela 6).
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Tabela 6: Concentragdo de EE2 (ng/L) em amostras de dguas do mar ¢ metadados: estagdo do ano,
salinidade, coliformes fecais, balneabilidade e regido geografica, referente aos pontos de coleta na ilha
de Floriandpolis.

Amostras EE2 (ng/L) Regido n >nl;;)D’ S%eo (1\(;13[1;,5011;;321) Balneabilidade
Ing sum <LODvy Norte 0 35 331 Propria
Cap_sum 0,12 Norte 3 6 24.196 Impropria
Cap_aut 0,09 Norte 3 5 161 Improépria
Can_sum <LODv Norte 0 33 31 Propria
Bras_sum <LODv Norte 0 5 NA NA
Bras_aut <LODo Norte 0 1 NA NA
LCon sum  Detect., <0,12 Leste 3 30 12.033 Impropria
LCon_aut <LODo Leste 1 22 243 Prépria
Sang sum  Detect., <0,12 Sul 2 8 6.488 Impropria
Sang aut Detect., < 0,04 Sul 3 1 10.462 Improépria
Rioz_sum Detect., < 0,12 Sul 1 1 345 Propria
Rioz_aut Detect., < 0,04 Sul 3 4.5 4.611 Impropria
Peri_sum Detect., < 0,12 Sul 2 1 10 Propria
Peri_aut <LODo Sul 0 1 10 Propria

Fonte: Autor (informagdes de balneabilidade e coliformes fecais compilados da pagina oficial do Instituto
do Meio Ambiente do governo de Santa Catarina (IMA, 2018; IMA, 2019).

LODy = limite de detec¢do da amostragem de verdo (0,0919 ng/L); LODo = limite de detec¢io da
amostragem de outono (0,0306 ng/L); Detect. = amostras que apresentaram concentragdes acima de
LODYV ou LODO, no verdo ou outono, mas ainda abaixo dos respectivos limites de quantificacio (0,1217
ou 0,0405 ng/L); NA = ndo avaliado.

A andlise de componentes principais (PCA) foi aplicada ao conjunto de dados de
concentracdo estimada do EE2 nas amostras de d4gua, mesmo para aquelas onde o estrogeno nao
foi quantificado, sendo que para estas os valores de concentracao utilizados foram considerados
como concentragdo hipotética, uma vez que encontravam-se abaixo do LOQ respectivo de cada
estacdo. A PCA (Figura 7) objetivou detectar padrdes de agrupamentos de amostras, em funcao
de seus contetidos de EE2. Em principio, assumiu-se como plausivel a hipdtese de que os teores de

EE2 tendem a ser mais elevados no periodo do verdo, sendo que todos os pontos com
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balneabilidade classificada como imprdpria apontaram a presencga do hormonio no presente estudo.
Para as analises multivariadas foram utilizados os valores estimados como concentragao hipotética,

uma vez que parte das concentracdes utilizadas estavam abaixo do limite de quantificagao.

Figura 7: Analise de componentes principais para (A) estacdes do ano e (B) balneabilidade.
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Fonte: Autor.

Confirmando o resultado da andlise de componentes principais (Figura 7-A), o teste
pareado ndo paramétrico de Wilcoxon revelou a existéncia de diferengas de contetidos de EE2 entre
as amostras de verdo e de outono (p < 0,05). Todavia, ndo foram detectadas discrepancias
relevantes (p > 0,05) entre as amostras quando considerada a balneabilidade, ou as combinacdes
de pares referentes a regido de amostragem (norte, sul e leste, Florianopolis-SC).

Nao foram encontrados indicios de bioacumulagao, ou presenca do EE2 em tecidos algais,
porém, o fator de concentracdo considerado neste ensaio para esses organismos foi muito baixo

para uma afirmativa conclusiva.

4.4 DISCUSSAO

Em relacao a sensibilidade do método de imunoensaio utilizado a analise de EE2 nas
amostras de aguas, os valores estimados para LOQ e LOD apo6s a concentragdo do analito foram

satisfatorios e assemelham-se aos relatados na literatura para ambientes naturais (BARREIROS et
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al., 2016). De fato, o método apresenta a vantagem de ser bastante sensivel, especifico (baixa
reatividade cruzada ou interferéncia com analogos) e pratico, ndo requerendo derivatizacao prévia
do analito para sua quantificagdo (MANICKUM; JOHN, 2015).

Apesar de sensivel, o método imuno-analitico escolhido a quantificagdo do EE2 ¢
normalmente destinado as areas de satde e ainda pouco utilizado para matrizes ambientais. Na
Africa do Sul, o método de teste ELISA é comumente usado para triagem e quantificacio de
hormonios esteroides no ambiente, mas o uso de técnicas quimicas como as cromatografias gasosa
ou liquida, acopladas a espectrometria de massas (GC/MS ou LC-MS, respectivamente) ainda sao
preferidas em estudos internacionais que buscam monitorar a contaminagdo ambiental por
estrogenos (BARREIROS et al., 2016; MANICKUM; JOHN, 2015) Mesmo podendo apresentar
baixo custo e potencial para ampla aplicagdo, maior atengdo devera ser dispendida no uso de kits
de teste ELISA comerciais ndo desenvolvidos para andlises em amostras ambientais, em funcao da
especificidade do ensaio e a potencial interferéncia de fatores como acidos humicos, salinidade
(forga ionica), e pH (URAIPONG et al., 2017), por exemplo.

Para diminuir a agdo do sal em amostras aquosas deste estudo, apods a fase de concentracao
do analito por meio de SPE, a fase estaciondria foi eluida com 4gua destilada. Nas amostras algais,
a escolha da extracdo em duas fases (metanol: agua e acetato de etila) objetivou reduzir a
concentragao de outros compostos do metabolismo algal que pudessem interferir negativamente na

recuperagao do analito de interesse, i.e., clean-up.

4.4.1 Ocorréncia de EE2 em amostras de 4gua de ambientes costeiros

Considerando os resultados obtidos entre os diferentes ambientes amostrados, observa-se
que ambientes lacustres e fluviais sdo os mais vulneraveis a contaminagao por EE2 que ambientes
marinhos, quer pela proximidade da fonte poluidora, quer pelas caracteristicas fisico-quimicas dos
respectivos ambientes como discutido a seguir.

4.4.1.1 EE2 na foz dos rios Capivari, Bras, Riozinho do Campeche e Sangradouro

Os locais amostrados sdo massivamente utilizados por banhistas, principalmente no verao,

salvo os pontos do Riozinho do Campeche, Rio Capivari, Rio do Bras. No entanto, apesar de nao
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haver o uso direto das aguas desses rios por parte dos banhistas, as fozes dos trés rios localizam-se
em praias turisticas e com alta fluxo de visitantes. O Riozinho do Campeche desagua na praia do
Campeche, enquanto aquelas dos rios Capivari e do Bras nas praias de Ingleses e Canasvieiras,
respectivamente. O Rio do Brés ndo apresenta ligagdo direta com a agua da praia durante a maior
parte do ano, mas pode abrir o canal naturalmente em periodos de elevada precipitagcdo
pluviométrica. Além disto, o canal, por vezes, ¢ aberto propositadamente para evitar alagamentos
em areas circunvizinhas. O Rio Sangradouro também tem sua foz localizada em uma praia turistica
de Florianopolis, a praia do Matadeiro, mas, diferentemente dos demais rios amostrados, € comum

avistar banhistas naquelas aguas, sendo o unico canal que conecta as agua da Lagoa do Peri ao mar

(Figura 8, FERREIRA, 2015)

Figura 8: Foz do Rio Sangradouro apds as 16h no ver@o. A imagem apresenta o ponto de coleta do Rio
Sangradouro e destaca consideravel nimero de visitantes banhando-se em suas aguas mesmo em dia
parcialmente nublado.

Fonte: Autor.

Dos ambientes amostrados, somente o Rio Capivari apresentou valores acima dos limites
de quantificagdo (LOQ). Os valores estimados no verdo (0,12 ng/L) foram mais altos
comparativamente aos do outono (0,09 ng/L), mas ainda considerados baixos se comparados a
ambientes fluviais de zonas costeiras impactadas por atividades antropicas reportados em outros
paises (Anexo C). Ribeiro e colaboradores (2009) reportam teores de 56 ng EE2/L em ponto
amostral mais proximo a foz do Rio Douro, a margem da cidade do Porto (Portugal). Na Alemanha,
Beck e colaboradores (2005) detectaram concentracdes médias de 3,0 a 17,2 ng/L na parte interna
da baia de Wismar. Em estudrios dos Estados Unidos e China foram reportados valores

semelhantes, i.e., rio Acushnet (Massachusets - 1,3 - 4,2 ng/L ) e rio Pearl (Guangdong - 3,01-4,67



71

ng/L), respectivamente (XU et al., 2014; ZUO; ZHANG; DENG, 2006). O aumento da salinidade
também favorece a deposi¢ao deste composto junto aos sedimentos (LAI et al., 2000).

No Brasil, estudos visando a identificagdo de EE2 em aguas costeiras nos estuarios dos
estados de Sao Paulo e Rio de Janeiro (DALAGO SALGADO et al., 2019; KUSTER et al., 2009
— Figura 9) revelaram resultados negativos quanto a detec¢ao daquele xenobidtico. De outra forma,
amostras de sedimentos coletadas em areas de manguezais demonstraram a existéncia de valores
bastante amplos de concentracdo de EE2: 2,22 ng/g - Guaratuba/PR (FROEHNER et al., 2012),
86,3 ng/g - Santos/SP (PUSCEDDU et al., 2019) e 129,78 ng/g — Salvador/BA (FROEHNER et
al., 2012). Froehner e colaboradores (2012), também identificaram o hormdnio no sedimento da
manguezal do Itacorubi, localizado na ilha de Santa Catarina, com valor acima que o encontrado
neste estudo. No entanto, ¢ esperado que amostras de sedimento em ambientes urbanos ricos em
matéria orginica apresentem teores elevados de EE2, dado o maior tempo de meia-vida do
composto em relagdo ao observado na fase aquosa e a rapida sor¢ao deste composto a sedimentos
ricos em carbono organico, como ¢ o caso de manguezais (GIMILIANI; FONTES; ABESSA,
2016; LAl et al., 2000).

Mesmo nao sendo esperada a ocorréncia de EE2 em ambientes estuarinos distantes de
fontes diretas de efluentes, cabe salientar que as baixas concentragdes detectadas neste estudo
podem estar relacionadas a fracdo do estrogeno que estd sendo considerada no teste ELISA. O kit
comercial comprado deveria reconhecer tanto a fragao livre, como o OV A-etinilestradiol, mas apds
observar os resultados e em comunicacdo pessoal com o fabricante, foi observado que somente a
fracdo livre foi contemplada.

O engano por parte do fabricante foi evidenciado com os ensaios para calcular a eficiéncia
do processo de extragdo realizado concomitantemente ao teste de quantificagdo do EE2 na
amostras, no qual, o padrio de EE2 (Sigma-Aldrich, EUA) foi adicionado em diferentes
concentragoes (250; 740; e 2.200 ng/L) a 1,5 L de adgua do mar filtrada (0,45 um), seguido do
processo de concentragdo e ressolubiliza¢do do analito ( 2,5 ml - PBS) conforme protocolo adotado
para as amostras. As mesmas concentragcdes foram adicionadas diretamente a 2,5 ml de PBS. As
duas curvas simuladas com o padrdao de EE2 foram processadas junto as amostras conforme a
orientagdo do kit. Os resultados dos experimentos foram negativos, mesmo nas concentragdes mais

altas de EE2. Atenciosamente, o lote utilizado neste ensaio foi testado também pelo fabricante
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(Cloud-Clone Corp — CCC, USA) que confirmou que somente a fragdo conjugada estava sendo

medida.

Figura 9: Numero total de referéncias da literatura para ambientes amostrais no Brasil, onde estudos de
identificacdo de EE2 em matrizes aquosas e de sedimentos foram conduzidos. Como alguns estudos
realizaram andlises em mais de um ambiente, o somatorio de referéncias ultrapassa o niimero de
publicagdes consultadas.
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Fonte: Autor.

Apesar da excrecao via urina do EE2 ser majoritariamente na sua forma conjugada (KOH
et al., 2008), a acdo de micro-organismos em estagoes de tratamento de esgotos (ETA), ou no
ambiente natural, pode promover a clivagem dos grupamentos sulfato ou glucuronideo associados
ao hormonio, convertendo-o a sua forma livre e mais estavel. Estima-se que em locais com maior
concentracdo de nutrientes, e consequentemente maior atividade microbiana, a proporg¢do entre as
formas de EE2 livre e conjugado aumente consideravelmente (GABET-GIRAUD et al., 2010;
GENTILI et al., 2002). Os ambientes fluviais selecionados neste estudo sdo sistemas impactados
pelas atividades urbanas ao longo dos anos, sendo recorrentes as reclamagdes de moradores por
causa do forte cheiro proveniente desses ambientes (NSC TOTAL, 2017, 2018), os quais ainda
recebem o aporte de despejos irregulares de esgoto doméstico (FLORIANOPOLIS, 2019a, 2019b).
Este cenario refor¢a a suposi¢do de que a concentracdo estimada ndo corresponda ao total de EE2

presente nos pontos amostrais, dada a sua ocorréncia na forma livre.
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O rio do Bras foi o unico ambiente fluvial onde o EE2 ndo foi quantificado ou detectado.
O motivo pode ser a instalacao da Unidade de Recuperacdo Ambiental (URA) de responsabilidade
da CASAN (Companhia Catarinense de Aguas e Saneamento), ativa desde 2016. A URA encontra-
se instalada no Sapiens Park, onde ¢ realizado o processo de clarificacdo e purificacao da agua
captada do rio. Cerca de 700 mil litros/dia sdo filtrados e passam por tratamento de flotagdo e
desinfeccdo por ultra violeta antes de retornarem ao rio (ARESC, 2017). De acordo com a CASAN
(2018), o nivel de coliformes diminuiu de 48.500 NMP/100ml em 2016, para 4.900 NMP/100ml
em 2018. O relatorio disponibilizado pela ARESC (Agéncia de Regulagao de Servigos Publicos de
Santa Catarina) confirmam essa tendéncia de queda dos valores de coliformes apds a instalagdo da
URA com resultados do monitoramento quinzenal de setembro a dezembro de varios pontos do rio
do Bras no ano de 2017, mas observam a variacao dos parametros coletados para a estimativa da
qualidade da dgua variam com a sazonalidade de ocupagdo do entorno (ARESC, 2017). Sabendo
que o etinilestradiol ¢ prontamente destruido pela exposi¢do a raios ultravioleta (4 = 254, LIU;
WU; DENG, 2003), as chances de detec¢ao do hormonio no Rio do Bras em relagdo aos demais

ambientes ¢ realmente minimizada mediante o processo de tratamento realizado nas 4dguas do rio.

4.4.1.2 Auséncia do EE2 em ambiente marinho (praias de Canasvieiras e Ingleses)

A nao identificagdo do hormdnio em 4guas marinhas nao surpreende. Com a distancia da
fonte poluidora, aumenta a dilui¢do desses compostos, seja durante o percurso fluvial, apds receber
aguas pluviais ou no encontro com o grande volume de 4gua no ambiente marinho (ATKINSON;
ATKINSON; TARRANT, 2003). Deve-se considerar ainda, que em ambientes mais salinos,
aumenta-se a adsor¢do dos estrogenos presentes a sedimentos ou matéria organica em suspensao,
enquanto a solubilidade desses compostos diminui, reduzindo ainda mais a probabilidade de
detec¢do do xenobidtico. Yang, Cheng e Lin (2016) observaram o efeito salting-out de EDCs e
relataram a correlagdo negativa entre salinidade e os teores de EDCs dissolvidos, bem como a
correlagdo positiva entre salinidade e o coeficiente distribuicdo (partition distribution). Tanto a
distancia da fonte como fator crescente de diluicdo em dire¢do ao ambiente marinho, como o
aumento da salinidade sdo fatores que diminuem as chances de detec¢do de EE2 em suspensdo na

agua do mar. Os poucos trabalhos que reportam a quantificacdo do estrogeno sintético em
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ambientes costeiros abertos, além de ambientes estuarinos, destacam a presenga do descarte de
efluentes diretamente na praia, como observado em praias populares de Portugal na proximas a
desembocadura do rio do Porto: Leca da Palmeira e Matosinhos, com médias de 2,8 e 2,1 ng/L,
respectivamente (GC-MS, ROCHA et al., 2012), ou ainda na Australia: Werribee, com média de
0,31 ng/L, sendo que em Warribee, efluentes da ETA de Melbourne sdo despejados na baia (Kit
ELISA, FERGUSON et al., 2013).

Até este momento nao foram encontradas publicagdes em revistas open-access ou na base
de Periodicos CAPES que tenha quantificado o EE2 em amostras de agua em ambiente marinho
aberto, como praias ou mar aberto no Brasil. A menor aten¢do dada a esses ambientes, no entanto,
ndo ¢ exclusiva de regides costeiras brasileiras. Em extensiva revisdo sobre a analise de estrogenos
em matrizes ambientais, Barreiros e colaboradores (2016) destacam que a maioria dos estudos
publicados, nacional ou internacionalmente, realizaram a determinacao de estrogenos em amostras

aquosas de efluentes e aguas superficiais.

4.4.1.3 EE2 em ambientes lacustres (Lagoa do Peri e Lagoa da Conceigdo)

Tanto na Lagoa do Peri como na Lagoa da Conceigdo foram detectadas concentracdes de
EE2 abaixo do limite de quantificagdo, somente durante a amostragem de verao, nao tendo sido
detectado no outono. As lagoas sdo bastante visitadas por turistas durante o ano, mas em periodos
de temporada o niimero de visitantes na ilha aumenta consideravelmente, o que corrobora o
resultado encontrado. No entanto, enquanto a Lagoa da Conceicdo ¢ circundada por areas
urbanizadas entre paisagens naturais e apresenta relatos da introducdo de esgotos domésticos
(CASAN, 2014a, 2014b; FONSECA; BRAGA; EICHLER, 2002; SANTIAGO et al., 2001) a
Lagoa do Peri esta inserida na area protegida do Parque Municipal da Lagoa do Peri criado em
1981 (FLORIANOPOLIS, 1981). A referida lagoa ¢ o maior manancial de d4gua doce da ilha de
Floriandpolis e abastece parte da populacdo do sul e leste da Ilha de Floriandpolis (SANTOS et al.,
1989). Apesar de ser uma lagoa costeira, a Lagoa do Peri ndo sofre influéncia marinha direta por
encontrar-se elevada em relacdo ao nivel do mar (FERREIRA, 2015; HENNEMANN;
PETRUCIO, 2011; IMA, 2018, 2019), diferente da Lagoa da Conceigdo que apresenta variacao de

salinidade em fun¢do da maré, predominancia de ventos (intensidade e quadrante), evaporacgao e
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volume pluviométrico, por exemplo, além deste parametro ndo ser espacialmente homogéneo na
lagoa (FONSECA; BRAGA; EICHLER, 2002).

A deteccao do EE2 na Lagoa do Peri pode causar alguma estranheza, no entanto, ha certas
caracteristicas da visitagdo aquele local que devem ser levadas em consideracdo. Apesar de ser
utilizada como captacdo de dgua para abastecimento, a lagoa ¢ frequentada por banhistas durante
todo o ano, atividade que se intensifica no verdo. Possui area superficial de 5,2 km? e profundidade
de at¢ 11,0 m (SANTOS et al., 1989), porém a visitacdo a lagoa di-se de forma bastante
concentrada, com os banhistas localizados na pequena faixa de areia em frente a sede do Parque
(Figura 10). Além disso, deve-se considerar que mesmo sendo estimados os valores de nitrogénio
e fosforo em alguns pontos, a balneabilidade da-se principalmente pela presenca ou auséncia de
Escherichia coli em conformidade com a Resolugdo CONAMA n° 274/2000. Das analises de
balneabilidade realizadas pelo Instituto do Meio Ambiente (IMA, 2018, 2019) nos os ultimos 3
anos, a Lagoa da Conceigdo foi classificada como “propria” em apenas 16% das amostragens
quinzenais de verdo (21 de dezembro a 20 de marco) e 56% das amostragens mensais de outono
(20 de margo a 21 de junho), enquanto para a Lagoa do Peri em 100% das amostragens durante o

verdo obteve-se a classificagdo “propria”, com redugdo deste valor para 89% no outono.

Figura 10: Arco praial direito da Lagoa do Peri. A imagem ilustra o fim de tarde (~ 18h) no ponto amostral
durante o verdo, com expressivo niimero de banhistas.

T -

Fonte: Autor.

As coletas de amostras neste estudo ocorreram ao fim da tarde, ap6s um dia de sol pleno
e altas temperaturas. A presenga do etinilestradiol, neste caso, ndo provém da introducdo de
recorrente de esgotos irregulares, ndo podendo ser relacionada ao grau de poluig¢do fecal, como

normalmente € feito com a contagem de coliformes fecais. A hipotese gerada a partir dos resultados
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encontrados ¢ de que o EE2 detectado na 4gua da Lagoa do Peri tem origem na urina dos banhistas
que porventura fagam uso de contraceptivo oral. Acredita-se que, caso a determinacao distinta de
EE2 livre e EE2 conjugado fosse realizada, o ponto amostral da Lagoa do Peri seria o tinico onde
a concentracao do estrogeno conjugado seria maior em relagdo a sua forma livre.

A principio, as concentragdes detectadas do EE2 neste cenario (< 0,12 ng/L) ndo devem
causar alarde entre os usuarios do Parque ou consumidores da dgua proveniente da lagoa. O
estrogeno acumulado na agua ao longo do dia, muito provavelmente, ¢ dissipado na lagoa tao logo
a visitacao se encerre e dificilmente seria detectado se a amostragem tivesse sido conduzida pela
manha. Ainda assim, sua detec¢do nao deveria ser ignorada, pois assim como o excesso de
visitantes insere elementos estrogenos artificiais em um ambiente destinado ao abastecimento de
dgua para uso humano, outros componentes tdo persistentes, ou mais, também podem estar sendo
inseridos, como ¢ o caso de residuos de protetor solar e outros farmacos ou EDCs utilizados pelos
banhistas. A solucdo deste problema podera considerar a adogdo de medidas que limitem o nimero
maximo de visitantes/dia, a proibi¢do do uso de protetor solar nas dependéncias do parque e
conscientizacdo dos visitantes a ndo urinarem dentro da lagoa, mas utilizarem as instala¢des

sanitarias do parque.

4.4.1.4 Correlagdo dos resultados com fatores ambientais

A diferenca encontrada entre as populacdes de amostras entre as diferentes estagdes
amostradas parece estar relacionada a tendéncia de terem sido apontadas maiores concentragdes
de EE2 no verdo. A diferenca significativa apontada pelo teste ndo-paramétrico de Wilcoxon entre
elas pode ser observada na formacdo de pelo menos dois grupos distintos na analise dos
componentes principais (Figura 11). O ponto amostral do Rio Capivari no outono (Cap_aut) € o
unico que ficou agrupado junto as amostras de verdo, sendo a Ginica amostra de outono com teores
de EE2 acima do LOQ, com mais de duas vezes o limite de quantificacao da estagao (0,09 ng/L,
LOQO = 0,04 ng/L).

A distribuicao das amostras no modelo de classificacdo adotado, todavia, ndo revelou
diferencas significativas em relacao a condi¢ao de balneabilidade dos pontos de coleta. Além disto,
o critério de contagem de coliformes fecais correntemente adotado como indicativo daquela

condi¢do, ndo correlacionou-se diretamente com os teores de EE2 observados (Tabela 6). Variaveis
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como a salinidade das amostras ou a sua localizagdo de coleta (norte, sul e leste da ilha de

Floriandpolis) também nao foram determinantes na distribuicdo das amostras na PCA.

Figura 11: Analise de componentes principais para (A) estagdes do ano e (B) balneabilidade.
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Fonte: Autor.

4.4.2 Analise do EE2 em tecidos algais

As amostras de biomassa algal foram coletadas somente no verdo, na foz do Rio
Sangradouro, onde o EE2 foi detectado abaixo do limite de quantificagdo (LOQv < 0,12 ng/L) e
nas praias de Canasvieiras e Ingleses, aonde o analito ndo foi detectado na agua (LODv < 0,9 ng/L).
Desta forma, a deteccdo do hormoénio nas algas s6 ocorreria caso houvesse um alto indice de
bioacumulagdo em suas células.

Apesar de até entdo ndo terem sido reportados estudos que indiquem a biotransformagao
e/ou bioacumulagdo de EE2 em macroalgas, alguns autores consideram a possibilidade de
ocorréncia destes processos em espécies de microalgas e plantas vasculares (ADEEL et al., 2017).
A capacidade das algas em biotransformar e/ou bioacumular o EE2 ¢ bastante distinta para cada
espécie e a eficiéncia alcancada parece depender da concentragdo do estrogeno e de certos

nutrientes disponiveis no meio (Tabela 4).
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Xie e colaboradores (2015) realizaram pesquisa sobre a bioacumulagdo de estrogenos e
sua biomagnificagcdo trofica no lago Taihu (China). Os autores detectaram EE2 no fito e no
zooplancton e estimaram o teor do estrogeno nas algas resultante de bioacumulagdo, com valores
de 69 L/kg e 217 L/kg, respectivamente calculados a partir do fator de bioacumulagiao (BAF), sendo
a equacgdo (2) utilizada pelos autores apresentada abaixo. Num segundo trabalho, aqueles autores
nao detectaram EE2 no fitoplancton amostrado do mesmo lago, ainda que o estrogeno tenha sido

detectado na agua com valores maximos de 8,3 ng/L (XIE et al., 2017).

concentragio do firmaco na espécie aquatica (peso seco)

BAF =

)

concentrac¢ido do firmaco na agua

Em experimento in vitro, Maes e colaboradores (2014) observaram bioacumulagdo em
Desmodesmus subspicatus de até 145 Bg/mg (peso seco alga), sendo que 23% do EE2 no meio foi
assimilado nas primeiras 24h. Os autores também identificaram processos de biotransformacao e
eliminagdo do EE2 assimilado. A concentracdo inicial utilizada nos ensaios foi de 27 pg 14C-
EE2/L (48 e 72 h), valor muito acima do esperado encontrar em quaisquer ambientes naturais,
sendo que a biotransformagao em EE2 brominado por D. subspicatus s6 ocorreu quando o brometo
estava disponivel no meio de cultura. Lai, Scrimshaw e Lester (2002) encontraram pouca ou
nenhuma remogao significativa do EE2 do meio de cultivo pela microalga Chlorella vulgaris, apds
a exposic¢ao ao estrogeno em concentragao de 2,5 pg/L.

Outros estudos com espécies de microalgas também obtiveram resultados negativos a
bioacumulacdo de EE2. Shi e colaboradores (2010) observaram a remog¢do do estrogeno em
efluentes sintéticos (E2 + EE2, 1 ug/L), estimando em 87% a eficiéncia do xenobiodtico por um
conjunto de seis microalgas (Adnabaena cylindrica, Chlorococcus, Spirulina platensis, Chlorella,
Scenedesmus quadricauda e Anaebena var.), ao longo de 6 dias. Os autores atribuiram a remogao
do hormoénio ao rapido processo de adsor¢do do composto as algas ja nos primeiros minutos de
experimento, o que facilitaria a sua posterior biotransformacao.

Considerando o método de extracdo adotado, o efeito salting-out observado por Yang,
Cheng e Lin (2016) pode ser também co-responsavel pela nao identificacdo de EE2 nos tecidos
algais, em funcdo da concentra¢do de NaCl presente na etapa de extragdo. Neste caso, a adi¢do de

sal para forcar a separacao em diferentes fases do solventes pode ter promovido a precipitagdao do
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estrogeno, cujo descarte junto a fase aquosa metanol: agua (v/v) poderd ter ocorrido em alguma
extensdao. Mesmo nos experimentos nos quais a alga fora exposta ao hormonio, os resultados foram
negativos para a deteccdo do analito. A hipotese mais aceitavel a explicagdo deste resultado
considera que a quantidade de biomassa algal utilizada tenha sido insuficiente, especialmente
considerando-se a baixa concentra¢do de EE2 detectada na agua.

A disponibilidade de dados quantitativos ou analiticos sobre a identificagdo de EDCs em
macroalgas ¢ ainda bastante limitada. O Unico trabalho de quantificacdo de EE2 em macroalgas
(ALVAREZ-MUNOZ et al., 2015) realizou extragdo liquida pressurizada (PLE), a 60°C, tendo
acetonitrila e tampao citrato (1: 1, v/v) como solventes. Apds a secagem, o extrato foi redissolvido
(100 mL, agua padrao HPLC), seguido de separagdo em fase solida (SPE). Os autores utilizaram
as macroalgas Saccharina latissima e Laminaria digitata e reportaram resultados negativos a
identificacdo do EE2 (LOQ = 1,80 — 2,44 ng/g), mas ndo deixam claro a concentra¢do de EE2 na
dgua ou a massa seca utilizada a extragdo dos compostos. Assim, entende-se como importante a
realizacdo de ensaios futuros para aprimorar o método de extragdo do hormonio nas algas e
diminuir a presenca de outros analitos provenientes do metabolismo destas que possam prejudicar

a fase analitica.

4.5 CONCLUSAO

Neste capitulo, a presenca de EE2 foi investigada em diferentes ambientes da Ilha de
Florianopolis, considerando amostras de dgua e de alga (Ulva spp.). Das amostras de 4gua, somente
no Rio Capivari a concentracdo do hormonio foi encontrada acima dos limites de detec¢do nas duas
estacdes amostradas

Mesmo tendo sido considerada apenas a fragao conjugada de EE2 neste ensaio, os valores
encontrados no Rio Capivari no verdo ja encontram-se acima dos limites considerados como
concentracgao de nao efeito (PNEC) de 0,1 ng/L proposto por Caldwell e colaboradores (2012) para
peixes. O valor de PNEC foi baseado em estudos de toxicidade de longa duragdo, excedendo meio
ano (180 d) em vérios casos no ambiente aquatico e, como estudo de avalicdo de risco aquatico,
deve ser usado se a carga hormonal presente na agua for maior que o PNEC por periodo

equiparavel.
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Caso a fragdo de estrogenos livres ndo contemplada neste estudo seja realmente maior que
a fragdo conjugada estimada em ambientes com alta carga microbiolédgica (podendo chegar a mais
de 90% do total em efluentes, GABET-GIRAUD et al., 2010), como ¢ o caso do Rio Capivari, Rio
Sangradouro, Riozinho do Campeche e Lagoa da Concei¢do o nimero de amostras acima do PNEC
deve aumentar em quaisquer das estacdes consideradas neste ensaio.

Sendo este o primeiro estudo a realizar a identificagdo desse composto na fase aquosa em
ambientes costeiros de Florianopolis, o monitoramento de estrogenos nessas areas ¢ recomendada
para o entendimento do real risco da presencga desse composto em nossas aguas.

O hormoénio EE2 ndo foi identificado nos tecidos algais amostrados. Ensaios que
estabelecam métodos de extragdo do hormdnio nos tecidos de macroalgas de forma mais eficiente

e livre do excesso de metabdlitos caracteristicos da propria alga sdo recomendados.
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5 CAPITULO II - ULVA LACTUCA EXPOSTA AO EE2

Neste capitulo encontra-se a comparagdo dos perfis metabolicos determinados por

espectrofotometria UV-visivel e cromatografia liquida de alta eficiéncia.

5.1 INTRODUCAO

Metabolitos sao moléculas de baixo peso molecular (<1000 Da), necessarios a fisiologia
e a0 desenvolvimento celular (FIEHN, 2001; PATTI; YANES; SIUZDAK, 2012; VILLAS-BOAS;
GOMBERT, 2006). Por participarem dos processos cataliticos e regulatorios celulares, os
metabolitos servem como uma assinatura das atividades bioquimicas relacionadas ao fenotipo do
individuo e proporcionam um panorama do seu estado celular em um dado momento (GUPTA et
al., 2013; PATTIL YANES; SIUZDAK, 2012).

De modo geral, o perfil de metabolitos secundarios de dado organismo ¢ fungdo da
interacao deste com os fatores (a)bioticos, de modo que a biossintese ¢ o acumulo de dado
composto respondem aos diferentes estimulos do meio (MASCHEK; BAKER, 2008; SCHMITT;
HAY; LINDQUIST, 1995). Neste sentido, o ambiente marinho proporciona um amplo leque de
condi¢gdes fisico-quimicas que podem estimular ou suprimir a producdo de metabolitos
secundarios. Além das diferencas de temperatura, incidéncia luminosa, ou regimes pluviais que
podem aumentar ou diminuir latitudinalmente, os oceanos apresentam ainda uma série de fatores
fisico-quimicos que variam também com a profundidade (luminosidade, movimentacdo da agua,
temperatura, densidade da 4gua, pressdo, entre outros). Outros fatores também sdo fontes
importantes de variacdes ambientais naturais, dentre os quais pode-se citar: o posicionamento da
costa, aportes fluviais, velocidade e direcdo de ventos e ondulagdes, amplitude das marés, presenga
ou auséncia de termoclina, correntes profundas e tipos de substrato, além das interagdes bioticas.

Neste contexto, a metaboldomica ambiental objetiva avaliar os efeitos de contaminantes no
ambiente natural, a partir da determinacdo de alteracdes da composicdo e concentragdo de
metabolitos de um dado organismo (LANKADURAIL NAGATO; SIMPSON, 2013; PATTI,
YANES; SIUZDAK, 2012). O uso de espécies algais como bioindicadoras da poluicdo aquatica ¢

observado em relagdo a diversos contaminantes. Do ponto de vista fisiologico, os danos causados
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ao aparato fotossintético sdo frequentemente considerados, por ser este processo sensivel aos
efeitos de xenobioticos no organismo (ALAHVERDI; SAVABIEASFAHANI, 2012; PETSAS;
VAGI, 2017). Bioquimicamente, a produ¢ao de ROS, o perfil de 4cidos graxos e a determinacao
da atividade enzimatica (lipoxigenase — LOX), por exemplo, sdo varidveis apontadas como
biomarcadores da polui¢do por metais pesados em algas marinhas como Ulva lactuca (KUMAR et
al., 2010).

Espécies do género Ulva (divisao Chlorophyta) tém sido consideradas como indicadoras
da contaminacdo de ambientes aquaticos por metais pesados (BOUBONARI; MALEA;
KEVREKIDIS, 2008; CHAUDHURI et al., 2007; KUMAR et al., 2010) e, ainda que menos
frequente, por outros poluentes como formalina, TBTO (6xido de tributilestanho) (HAN et al.,
2008; HAN; CHOI, 2005) e hidrocarbonetos como gasolina e diesel (PILATTI et al., 2016;
RAMLOV et al., 2013). Espécies desse género sdo consideradas cosmopolitas e podem ser
encontradas em ambientes marinhos rasos de diversos paises, muitas vezes dominantes em costdes
rochosos da zona inter ou submareal (KIRKENDALE; SAUNDERS; WINBERG, 2013), ou
mesmo como 0s principais representantes em grandes floragdes (WAN et al., 2017). Tais espécies
apresentam grande plasticidade ambiental, facilitando seu uso em estudos de biomonitoramento
ambiental.

O acuamulo de poluentes como metais pesados por espécies do género Ulva encontra-se
bem caracterizado na literatura, todavia, informacdes sobre os efeitos de xenobiodticos pouco
soluveis em agua ainda sdo limitadas. Assim, o presente capitulo objetivou detectar possiveis
alteragdes no perfil metabdlico de Ulva lactuca mediante exposi¢do in vitro ao estrogeno 17a-

etinilestradiol.

5.2 MATERIAL E METODOS

Para as analises e discussdo deste capitulo, foi utilizado o modelo experimental 1,
conforme descrito a seguir. Este mesmo modelo experimental serd discutido no capitulo
subsequente a partir de outra abordagem analitica junto ao modelo experimental 2. No presente
capitulo, apenas o endometanoloma da alga Ulva lactuca foi abordado.

Nesse primeiro modelo, o experimento foi realizado utilizando fragmentos do talo de Ulva

lactuca, cultivados em in vitro em meio com salinidade 35%o. Cada réplica experimental foi
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constituida por 5 discos de talos (8 mm @, 0,7 = 0,05 mg de peso seco), cultivados em erlenmeyers
(125 ml) contendo 100 ml de dgua do mar filtrada (20 micra), enriquecida com meio Provasoli
(25%, COELHO et al., 2012). Os experimentos foram iniciados no segundo dia de cultivo dos
discos, os quais foram mantidos nas mesmas condi¢des em que foram aclimatados (fotoperiodo de
12h:12h, aeragdo ininterrupta e temperatura a 23 £+ 3 °C). As algas foram expostas a 1 mg/L de EE2
(98% pureza, Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemanha), por 48h, sendo retirada uma triplicada (i.e.,
24 discos) no tempo Oh e outra ap6és 48h de exposi¢do. Como controle, foram considerados meios
de cultura: 1) sem adicdo de EE2, mas com 0,05% de etanol p.a. (v/v - concentracdo final do

solvente adicionada a solugdo estoque nos tratamentos) e ii) sem adi¢ao de EE2 e sem etanol.

5.2.1 Amostragem e extraciao

Em cada momento amostral (0 e 48h) foram retiradas triplicatas de cada tratamento,
seguido de rdpido enxague da biomassa em solucdo de formiato de amoénio 0,5 M, a temperatura
inferior a 4 °C. As amostras foram rinsadas com agua destilada gelada, imersas em nitrogénio
liquido, transferidas a freezer -80 °C, liofilizadas e armazenadas a -20 °C até o momento da
extracao.

A extragdo da biomassa algal utilizou 0,02 g (massa seca) e 4,5 mL de etanol 70%,
adicionado de ribitol (200 mg/L, pureza > 99%, Sigma-Aldrich — MO, USA). O ribitol foi
adicionado como padrao interno (ALSUFY ANI et al., 2017) na perspectiva de andlises futuras dos
extratos com cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas. A biomassa foi macerada
em eppendorf, com auxilio de bastdo de vidro de ponta conica esmerilhada e nitrogénio liquido.
Apos a adicao do solvente, a mistura foi exposta ao ultrassom (2,4 GHz) por 20 min, incubada em
auséncia de luz, a 4°C, por 2h, e centrifugada (10 min, 4000 rpm). Uma aliquota do sobrenadante
foi coletada (3 mL), liofilizada e conservada a -20°C até posterior andlise por ressonincia
magnética nuclear (RMN,) junto ao Laboratorio Nacional de Biociéncias (LNBIO/CNPEM -
Campinas, SP). O sobrenadante remanescente foi transferido para freezer -80°C até a realizacao

das analises cromatograficas, de espectrometria de massas e de espectrofotometria UV-visivel.
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5.2.2 Ferramentas quimiométricas

Os extratos hidroalcodlicos de U. lactuca acima referidos foram primeiramente analisados
quanto ao perfil do endometaboloma (janela espectral de 350 a 750 nm) em espectrofotdmetro UV-
Visivel (Spectra Max 190). O conjunto de dados foi exportado para a planilha eletronica em
formato .csv utilizando o software SoftMax Pro 7 (SMP7) para posterior analise quimiométrica
utilizando scripts em linguagem R. Os cromatogramas foram corrigidos em sua linha de base,
relagdo sinal/ruido (smoothing) e normalizados. As regides espectrais com sinais de absorbancias
tipicas associadas as classes de metabolitos de interesse (e.g., fendlicos, carotenoides e clorofilas)
foram identificadas e utilizadas para a identificacdo de fingerprints metabdlicos associados aos
tratamentos em estudo.

Em seguida, foi realizada a determinacdo do perfil de compostos carotenoidicos em
cromatografia liquida de alta eficiéncia (UHPLC). Os extratos hidroalcodlicos (20 pL, n = 3) foram
entdo injetados em cromatografo liquido (Thermo Scientific, Dionex Ultimate 3000, UHPLC),
equipado com detector de arranjo de diodos (A =450, 475, 460 e 440 nm), coluna de fase reversa
C18 (Supelco Ascentis RP-Amide, 15cm x 4,6 mm @, 5 um, 35°C) e pré-coluna (C18 - Supelco
Ascentis RP-Amide, 1,5cm x 4,6 mm @, 5 um). A elui¢do dos analitos ocorreu em modo isocratico,
utilizando-se metanol: acetonitrila (90: 10, v/v) como fase mével, em fluxo de 1 mL.min!
(adaptado de PILATTTI et al., 2016).

A quantificacdo dos analitos baseou-se em curva-padrao de luteina (Xanthophyll from
Marigold, pureza > 75%, Sigma-Aldrich, USA) e considerou a area dos picos alvo para efeito dos
calculos de concentragdo dos metabdlitos. O célculo das integrais associadas as areas dos sinais
atribuidos aos compostos utilizou algoritmo disponibilizado no software Chromaleon 7 (v.
7.1.2.1478 - Thermo Scientific). Dada a expressiva discrepancia de conteudos de determinados
metabolitos nas amostras, os picos majoritarios € minoritarios foram quantificados separadamente,
a partir dos valores de areas dos picos detectados na curva padrdo de luteina, onde o sinal
majoritario (Fracdo 1, Rt =2,980 min - 97,7+1,1% do total da area dos picos) foi atribuido aquela
xantofila, enquanto os dois picos minoritarios adicionais, i.e., Rt = 3,280 min (Fracao 2 - 1,6 £
0,2%) e Rt = 3,580 min (Fracao 3 — 1,4 + 1,1%) foram considerados para célculo das equacdes de
retas usadas a quantificagdo dos analitos de menor concentragdo nas amostras. Em ambos os casos

a relagdo entre as varidveis foi linear (12 > 0,999) nos intervalos de concentragdes investigados. Os
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conteudos dos metabodlitos nos extratos hidroalcoolicos (EH) das amostras biologicas foram
expressos em ng/g de equivalentes de luteina para compostos majoritdrios ¢ em ng/g de
equivalentes de luteina esterificada para aqueles minoritarios.

A identificacdo dos analitos nas amostras do endometaboloma de U. lactuca utilizou a
cromatografia liquida de alta eficiéncia, acoplada a detectores de arranjo de diodos e de massas,
este ultimo para confirmar a identidade dos metabdlitos previamente observados com o detector
espectrofotométrico. As analises cromatograficas adotaram as mesmas condi¢des experimentais ja
descritas acima, enquanto a espectrometria de massas utilizou um espectrometro de massa
micrOTOF-Q II (Bruker Daltonics, Germany) acoplado ao cromatégrafo liquido (UFLC,
Prominence — Shimadzu, Japan). Os espectros de massas dos metabolitos previamente
identificados foram adquiridos em modo de varredura (m/z 200-1000), com fonte APPI (positivo)

e os dados processados com auxilio do software Bruker Compass DataAnalysis (v. 4.2).

5.2.3 Analises estatisticas

A anélise quimiométrica dos dados resultantes dos tratamentos utilizou packages em
linguagem R (v. 3.3.3) rotineiramente empregados por nosso grupo de pesquisa, e.g., specmine
(COSTA; MARASCHIN; ROCHA, 2016) e ggplot2, ambos disponiveis gratuitamente no
repositorio CRAN (The Comprehensive R Archive Network, https://cran.r-project.org/). Os scripts
desenvolvidos para a andlise de dados apresentam uma estrutura baseada em datasets que
consideram arquivos diferenciados para conjuntos de dados e metadados, fazendo uso de fungdes
especificas para conjuntos de dados tipicamente metabolomicos como perfis espectrais de
varredura em UV-visivel e de cromatogramas (HPLC, GC, por exemplo). Os scripts construidos
para este documento foram adaptados de materiais suplementares pertencentes estudos ja
publicados (MORESCO et al., 2015a, 2015b).

Os dados coletados em UV-Vis foram submetidos a analise de variancia (ANOVA),
seguido da comparagdao das médias pelo teste post-hoc de Tukey (p < 0,05). Também foram
realizadas andlises univariadas (teste ) quando considerando as concentragdes (0 € 1 mg/L) ou o
periodo de exposi¢ao ao estrogeno (0 e 48 h). O conjunto de dados processados foi submetido a

analise estatistica multivariada, aplicando métodos de Anélise de Componentes Principais (PCA)
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tanto para o espectro completo como separadamente para as janelas espectrais (fingerprints) de
absorbancias tipicas de carotenoides (400 — 500 nm) ou de clorofilas (600 — 700 nm). Comparagdes
entre as razdes dos compostos com maiores absorbancias também foram feitas a partir das médias
por tratamento.

Para os resultados obtidos em analises em HPLC, apds analises exploratdrias, optou-se
por analisar os resultados entre compostos majoritarios, que apresentaram areas de pico maiores
que 2,50 mAU*min, e compostos minoritarios, cuja areas de pico foram menores que 0,60
mAU*min. A partir dai, como o realizado para analises dos dados de UV-visivel, também foram
realizadas ANOVA e testes de Tukey ou teste t, conforme o caso, além de PCAs e clusters. As
razdes entre os compostos também foram comparadas e consideradas como fatores nas analises.
As concentragdes de cada composto apontado foram calculadas a partir das areas de cada pico ¢ a
equagao da reta da curva padrao de xantofila de acordo com a classificacdo de concentracao do

composto (majoritario ou minoritario).

5.3 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.3.1 Analise comparativa dos perfis espectrais de varredura UV-visivel

As principais classes dos metabdlitos secundarios podem ser observadas em espectros de
absor¢ao de luz de extratos hidroalcoolicos (EH) (MOCO et al., 2007). As analises dos extratos do
endometaboloma de U. lactuca revelaram perfis espectroscopicos similares entre as amostras
(Figura 12, lista dos parametros na Tabela 7), com maiores valores de absorbancia entre 400-500
nm, regido caracteristica de compostos carotenoidicos. Nesta, dois picos evidentes foram
detectados, um com maior absorbancia no comprimento de onda de 438 nm e outro em 467 nm.
Quando comparados os perfis das amostras e do padrao analitico de interesse (Figura 13), percebe-
se que os sinais de maior intensidade sdo proximos, mas nao exatamente coincidentes. O
deslocamento pode ser resultado do efeito da matriz biologica em estudo, que ¢ uma matriz
complexa equivalente ao extrato bruto, de forma que alguns componentes podem interagir,
causando alteracdes em seus espectros de absor¢cao (BOSCH OJEDA; SANCHEZ ROJAS; CANO

PAVON, 1995). Para efeitos comparativos dos perfis espectroscOpicos entre as maiores
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absorbancias de carotenoides foram utilizados os valores detectados em 480 nm (CAR1) e 467 nm

(CARY).

Absorbancia

Tabela 7: Codigos e pardmetros dos tratamentos utilizados nos experimentos in vitro de analise do efeito
do EE2 sobre o endometaboloma de Ulva lactuca, sendo tempo de exposigdo, concentragdo do EE2 no
meio de cultivo, e concentra¢do do etanol adicionado ao meio de cultivo.

Tratamento Caodigo Tempo (h) EE2 (mg/L) Etanol (%)
Controle em agua CW-0h Oh 0 - Basal 0
Controle em agua CW-48h 48 h 0 - Basal 0
Controle com etanol CE-Oh Oh 0 - Controle 0,05 %
Controle com etanol CE-48h 48 h 0 - Controle 0,05 %
Tratamento com EE2 e etanol TE-Oh Oh 1 0,05 %
Tratamento com EE2 e etanol TE-48h 48 h 1 0,05 %

0.8

0.6

0.4

0.2

0.0

Fonte: Autor.

Figura 12: Perfis espectrais de varredura UV -visivel (350-700 nm) dos extratos algais (etanol 70%, v/v)
no experimento 1 (0 e Img EE2/L, 48h).
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Fonte: Autor.
Tratamentos: Tabela 7.
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Figura 13: Perfis espectrais de varredura UV-visivel, com detalhe da janela espectral de 350 a 550 nm,
dos extratos hidroalcoolicos de U. lactuca, consoante aos tratamentos com EE2, e do padrdo de xantofila.
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Fonte: Autor.
Para a curva de xantofila: Cur_25=25,0 ug/ml, Cur_12.5=12,5 ug/ml, Cur_6.25 =6,25 ug/ml. Consultar
Tabela 7 para referéncia dos tratamentos.

Outra regido de destaque nos espectros ¢ a janela espectral de 600 a 700 nm, onde sdo
encontradas as maiores absorbancias de clorofilas. Nesta regido, as amostras apresentaram um pico
evidente em 664 nm, que corresponde a absorbancia maxima daqueles metaboélitos em solugdo de
etanol 95% (LICHTENTHALER; BUSCHMANN, 2001).

A analise multivariada dos dados de absorbancias dos espectros UV-vis das amostras na
janela de 350 a 750 nm revelou discrepancias de perfis metabolitos observados no inicio (CW-0h,
basal) e término (CW-48h) do experimento. O metabolismo basal (CW-0h) também se mostrou
discrepante em relacdo ao controle (CE-48h) e ao tratamento com EE2 por 48h (TE-48h).
Discrepancias mais proeminentes nos perfis espectrais foram identificadas na faixa espectral de
absorcdo das clorofilas. No entanto, o pré-processamento do espectro envolvendo a correcao da
linha de base permitiu detectar diferencas adicionais nos sinais em comprimentos de onda de 524,
534, 544 ¢ 554 nm.

Considerando toda a série de perfis, o teste ¢ foi realizado para averiguar se haviam
diferencas entre diferentes concentragdes de EE2 (0 e 1 mg/L), entre amostras com ou sem etanol
no meio, e entre os diferentes tempos amostrais (Oh e 48h). Destes, somente o tempo de exposi¢ao
apresentou diferencas significativas (p < 0,05).

Para ressaltar as principais absorbancias responsaveis pela discriminag@o das amostras ao

longo dos momentos amostrais, a analise de fold change foi realizada, considerando um threshold
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de 0,005 (Figura 14). Sinais de absorbancias nas regides caracteristicas de carotenoides (400-500
nm) e de clorofilas (600-700 nm) foram identificados como relevantes a discriminagao dos perfis
metabolicos das amostras. No entanto, a maior concentragao de absorbancias importantes (circulos

azuis) encontra-se justamente entre essas duas areas.

Figura 14: Identificacdo de comprimentos de ondas relevantes a discriminagdo do endometaboloma de
amostras de Ulva lactuca expostas ao EE2, detectados pela analise de fold change, a partir dos dados de
absorbancias (UV-Vis, 350 a 700 nm) de extratos hidroalcodlicos. Em azul: diferengas significativas
(circulos azuis) da intensidade relativa (definida como uma mudanga > 2 vezes) dos sinais de absorbancia
relevantes a discriminag¢do das amostras (threshold = 0,005)
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Fonte: Autor.

A andlise dos componentes principais (Figura 15) dos dados de absorbancias (350 a 700
nm) dos extratos hidroalcoolicos revelou uma clara discriminac¢ao das amostras consoante ao tempo
de exposicao (B) ao EE2, mas ndo em relacdo a concentracdo daquele xenobiodtico (A). As
componentes principais 1 (PC1) e 2 (PC2) capturaram ~99% da variabilidade das amostras nos

modelos de classificagao resultantes.

5.3.1.1 Fingerprints

Considerando os resultados das analises em fold change, modelos de classificagdao das
amostras foram construidos a partir da andlise de componentes principais, considerando-se os
dados de absorbancias das regides de fingerprint de compostos carotenoidicos (400-500 nm),

clorofilas (600-700 nm). Considerando apenas essas janelas espectrais para analise, as diferengas
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significativas (teste ¢z, p < 0,05) foram evidenciadas somente para a andlise entre os diferentes
tempos de exposicao (0 e 48h), enquanto que a presenga do EE2 no meio de cultivo ndo promoveu
diferencas significativas que pudessem ser observadas em quaisquer das regides espectrais

contempladas.

Figura 15: Analise de componentes principais (PCA) dos dados de absorbancias (UV-vis - 350 a 700 nm)
dos extratos hidroalcoolicos de Ulva lactuca, ap6s exposigdo in vitro ao EE2. Detalhes para concentrago
(0 e 1 mg/L) e exposicdo (0 e 48 h) das amostras.
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Fonte: Autor.

5.3.2 Carotenoides totais e absorbancias maximas para clorofilas ae b

Os extratos hidroalcdolicos (EH) das amostras apresentaram teores superiores de
carotenoides totais para o tratamento basal na 48* h de cultivo (CW-48h, CAR1 = 3,191 + 0,413
ng/g) em relacao ao basal metabdlico no tempo 0 h (CW-0h, CAR1 = 1,750 + 0,337 pg/g). As
médias das absorbancias maximas para as clorofilas a e b foram maiores apds exposicao ao EE2
por 48 h (TE-48 h, 0,363 + 0,039 ng/ge 0,230 + 0,025 ng/g), comparativamente ao tratamento no
tempo O h (TE-Oh, 0,158 + 0 pg/g) para clorofila a, e controle (CE-Oh, 0,097 + 0,008 ng/g).
Considerando apenas as concentragdes de carotenoides e as absorbancias de clorofila para cada
tempo amostral, observa-se que os controles com etanol apresentam valores de carotenoides totais
mais proximos aos das amostras tratadas que em relacdo aos controles sem etanol (basal) (Figura
16). No entanto, a andlise de variancia (One-way ANOVA) de todo conjunto de dados
espectroscopicos ndo apresentou diferengas significativas (p > 0,05) de contetidos de carotenoides
entre os tratamentos. As absorbancias atribuidas as clorofilas, por outro lado, se mostraram

discrepantes em funcdo das concentragdes de EE2 estudadas (ANOVA seguida do teste post-hoc
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de Tukey (p CHLa = 0,007; p CHLDb = 0,002). Na Figura 16, o aumento dessas absorbancias nas
amostras expostas ao hormonio apds 48h pode ser observada. O teste de post-hoc de Tukey
detectou diferencas significativas (p = 0,008) entre os valores médios de clorofila b, entre amostras
coletadas apds 48h de exposi¢ao ao xenobiodtico (TE-48h) e o controle (CE-48h).

Em resposta a exposi¢ao a metais pesados, foi relatada a diminui¢cdo de biomassa e dos
conteudos de clorofila em Ulva intestinalis e Sargassum angustifolium, principalmente na presenca
de niquel e chumbo, sendo as respostas mais evidentes em Sargassum angustifolium
(ALAHVERDI; SAVABIEASFAHANI, 2012). Além disto, observou-se que a clorofila a foi
menos responsiva aos efeitos de exposicao aqueles metais pesados.

Em revisdo, Petsas e Vagi (2017) listaram diversos efeitos da exposi¢do de poluentes
organicos e inorganicos sobre a atividade fotossintética de algas, principalmente em microalgas.
Na maioria dos casos citados, tanto a atividade fotossintética como o contetdo de clorofila foram
afetados negativamente na presenca das diversas classes de poluentes testados, sendo estes,
pardmetros comumente monitorados em estudos de toxicidade. No entanto, o efeito de alguns
contaminantes se destaca por determinar o aumento dos contetidos destes pigmentos em resposta a
exposicdo de poluentes, tais como TBT (microalgas marinhas) e Diuron em ensaios cronicos

(perifiton natural, 29 e 32 dias) e o cobre em Ulva.

Figura 16: Concentragdo média de carotenoides totais (barras, eixo primario, CAR1 = concentragdo em
ng.L"! calculado a partir da absorbancia em 438 nm; CAR2 = concentra¢do em ng.L"! calculado a partir
da absorbancia em 466 nm) e valores médios de absorbancias para os comprimentos de onda de maxima
absor¢do para as clorofilas a e b no extrato hidroalcodlico de Ulva lactuca (linhas, eixo secundario, CHLa
=664 nm; CHLb = 648 nm, LICHTENTHALER; BUSCHMANN, 2001). Barra de erros = desvio padrio.
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A presenga do etanol no meio de cultura ndo resultou em diferencas significativas nas
concentragdes de carotenoides quando comparados todos as amostras por analise de varidncia.
Todavia, quando comparadas somente amostras controle e basal utilizando o teste ¢ de Student, as
concentragdes de carotenoides foram diferentes entre si, bem como os valores de absorbancias de
clorofila.

Outros bioensaios com Ulva rotundata (FRANKLIN, 1994; FRANKLIN et al., 1992)
também usaram etanol como solvente de escolha para solubilizar o xenobidtico testado. No
entanto, Stratton e¢ Smith (1988) chamam a atencdo para efeitos inibitorios do metabolismo
resultantes do emprego de solventes em bioensaios, bem como a interacao do solvente em relacao
ao composto toxico solubilizado. No referido estudo, os autores encontraram interagdes
antagdnicas de 30% para o crescimento de Chlorella pyrenoidosa em concentragdes finais de
etanol acima de 0,5% (v/v), como solvente de atrazina. De interesse, ressalta-se que o etanol, de
forma isolada, foi considerado um dos organosolventes mais toxicos (DMF > etanol > DMSO >
hexano > acetona > metanol) a microalga verde C. pyrenoidosa, com EC50 = 1,18% (v/v)
(STRATTON; SMITH, 1988). El Jay (1996) também constatou a inibi¢do do crescimento das
microalgas C. vulgaris e Selenastrum capricornutum em 4 dias de cultivo, a despeito do uso de
etanol na concentragdo maxima recomendada pela agéncia americana de protecdo ambiental
(0,05% - v/v, em testes agudos).

Os resultados aqui encontrados, demonstram claramente que a adi¢do de etanol ao meio
de cultura promove alteracdo no aparato fotossintético de U. lactuca ja nos primeiros minutos apos
a exposicao ao xenobiotico. Todavia, ao longo do tempo, a espécie parece se adaptar aquela nova
condi¢do, corrigindo os danos do processo, eventualmente através da ativacao de vias metabolicas
alternativas a detoxificagio do organosolvente. E sabido que danos a membranas celulares podem
resultar da exposi¢do ao etanol e ainda que estes ndo sejam suficientes para provocar alteracdes
significativas no organismo, podem tornd-lo mais sensivel ao efeito de um segundo xenobiotico,
em funcdo do aumento da permeabilidade das membranas e da subsequente internalizacao
facilitada do xenobiodtico (STRATTON, 1985). Outra hipotese de mecanismo de agdo do etanol
considera a disrupgdo da estrutura de membranas da célula e também de sistemas de transporte
que, neste caso, diminuiriam a entrada do segundo agente toxico (STRATTON, 1985), todavia, no

caso deste estudo em questdo, a primeira hipotese parece a mais viavel.
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Curiosamente, quando comparados os tratamentos controle, percebe-se que os teores de
clorofila sdo menores quando da presenga de etanol no meio de cultura, em ambos os tempos
amostrais. De fato, este resultado sugere a toxidez daquele organosolvente ao sistema fotossintético
de Ulva lactuca. Adicionalmente, na presenca do EE2, os conteudos daqueles pigmentos se
mostraram similares ou ainda maiores ao observado no controle sem alcool etilico. Em revisao,
Adeel e colaboradores (2017) apresentam evidéncias de que plantas como milho, grao de bico,
feijdo e trigo podem se beneficiar da presenca de estrogenos que reduzem os sintomas associados
ao dano oxidativo induzido por metais pesados. Em culturas da microalga Dunaliella salina, Belhaj
e colaboradores (2017) observaram diminui¢ao do dano ao DNA e das atividades de CAT (25%) e
GPx 25 (0,42%), quando da exposi¢do ao EE2 (1000 ng/L), bem como a inducdo da atividade de
superdxido dismutase (SOD), em concordancia com o reportado por Liu e colaboradores (2010).

Tomados em conjunto, os resultados de conteudos totais de carotenoides e de clorofilas a
e b sugerem que estes ultimos metabdlitos sdo mais responsivos ao efeito da exposi¢do ao
etinilestradiol. Os carotenoides, por sua vez, parecem ser alterados, num primeiro momento,

somente em funcdo da adi¢do do orgasolvente ao meio de cultura, i.e., etanol.

5.3.3 Identificacio e quantificacio de carotenoides por cromatografia liquida (HPLC) e

espectrometria de massas (LC-MS)

Em todos os cromatogramas gerados via HPLC foram observados trés analitos
majoritarios (SB1: 2,91 min, SB2: 4,63 min, e SB3: 6,48 min) e ao menos dez minoritarios. O
primeiro composto majoritario (SB1) foi coincidente em seu tempo de retencdo com o composto
majoritario do padrdo de xantofila (Figura 17), o qual foi atribuido a all-trans-luteina
(BREITHAUPT; WIRT; BAMEDI, 2002; LIN; LEE; CHANG, 2015). A curva padrao para aquela
xantofila foi obtida algumas semanas apos da analise dos extratos, eventualmente determinando a
pequena alteracao do tempo de retengdo das amostras de extratos hidroalcoolicos (2.91 min) em
relagdo ao padrao analitico (2.98 min). Como forma de checar a identidade do composto, alguns
extratos foram analisados novamente quando da constru¢do da curva-padrdo de luteina. Como

resultado, observou-se o match dos picos de interesse (3) em relagdo ao padrao de xantofila (
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Figura 19).

Figura 17: Cromatograma (HPLC) do padrdo de xantofila (concentragdo do exemplo = 1.56 pg/ml),
apontando a luteina como composto majoritario (area Fracdo 1 = 6,19 £ 0,03 mAU*min, 97,7 £ 1.1%) e
dois outros picos minoritarios (area Fragdo 2= 0,10 = 0,01 mAU*min, 1.6 £ 0,2%; area Fra¢do 3= 0,08 +
0,00 mAU*min, 1.4 = 1.1%).
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Figura 18: Curvas-padrdo de luteina (A - 0,20 a 6,10 ng/g) ¢ dos compostos minoritarios (B - luteina
esterificada - 0,003 a 0,099 ng/g) utilizadas ao calculo da concentrag@o daqueles metabdlitos em amostras
do endometaboloma de Ulva lactuca expostas ao EE2.
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A espectrometria de massas acoplada a cromatografia liquida de alta eficiéncia (LC-MS)
de fato identificou o ion com m/z 551 referente a luteina livre durante a injecao direta do padrao de
xantofila no espectrometro de massas (Figura 20). No entanto nao foi observada a massa tipica da
luteina livre e talvez, tanto no padrao de xantofila, como nas amostras biologicas, este composto

pode estar ocorrendo em uma ou mais formas esterificadas, conforme relatado para flores de
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caléndula (marigold) (ABDEL-AAL; RABALSKI, 2015; BREITHAUPT; WIRT; BAMEDI,
2002; LIN; LEE; CHANG, 2015) cujo extrato foi usado como padrao neste estudo. Algumas
massas de fragmentos de compostos provaveis foram identificadas em tempos de retengdo
distintos, tais como os ions em m/z 989.81 (3,2 min), m/z 569.55 (5,8 min), m/z 807.65 (5,8 min),
m/z 817.72 (6,7 min), e m/z 548.68 (6,7 min), que podem ser atribuidos a diferentes ésteres de
luteina e/ou de zeaxantina (RIVERA; CANELA-GARAYOA, 2011; WELLER; BREITHAUPT,
2003). A separagao destes isomeros por cromatografia ¢ considerada dificil e necessita certo
conhecimento prévio dos compostos, uma vez que alguns isdmeros cis de luteina ndo se
encontrardo co-eluidos a zeaxantina (YOUNG, 1993). Neste trabalho apenas a substancia SB1 foi
identificada como luteina, SB2 e SB3 sdo carotenoides que permanecem sem identificagao.

Xantofilas sdo derivados oxigenados de carotenos que compdem a classe dos
carotenoides. Dentre as xantofilas de ocorréncia frequente em espécies vegetais de importancia
alimentar destacam-se a fS-criptoxantina, luteina e zeaxantina; hidroxicarotendides de alto valor
nutricional (BUNEA; SOCACIU; PINTEA, 2014). As trés xantofilas acima listadas sdo reportadas
em sua ocorréncia no metaboloma de Ulva lactuca, juntamente com a violaxantina e anteraxantina
(ABD EL-BAKY; EL BAZ; BAROTY, 2008; BISCHOF et al., 2002; PILATTI et al., 2016).
Neoxantina, um outro oxicarotenoide, ndo foi reportada em U. lactuca, apesar de ter sido detectada
em estudos com as espécies U. pertusa, U. rotundata, por exemplo (BHANDARI et al., 2012;
FRANKLIN, 1994; FRANKLIN et al., 1992; KAKINUMA; KUNO; AMANO, 2004).

Ao realizar as andlises no sistema LC-MS, esperava-se encontrar de forma clara, as massas
correspondentes a luteina e a seus regioisomeros esterificados, como relatado por Mellado-Ortega
e Hornero-Méndez (2012) e por Abdel-Aal e Rabalski (2015). Aqueles autores atribuiram aos ions
de fragmentos principais com m/z 551 e m/z 533 as identidades de luteina livre e de suas formas
monoéster ou diéster, respectivamente. Novas analises utilizando o sistema LC-MS deverdo ser
realizadas para aprimorar o método j4 utilizado para as matrizes complexas em questdo, otimizando

a ionizagao daqueles analitos, de modo a permitir uma melhor comprovacao das identidades.



96

Figura 19: Cromatogamas de extratos hidroalcoolicos de amostras de Ulva lactuca expostas ao estrogeno
sintético 17a-etinilestradiol (1 mg/L). Os cromatogramas das colunas da esquerda e da direita sdo
representativos de perfis metabdlicos de amostras coletadas as Oh ¢ 48h de exposi¢do ao xenobidtico,
respectivamente. Legendas dos tratamentos na (Tabela 7).
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Figura 20: Espetro de massas (injecdo direta, fonte APPI, modo positivo, 200-1000 m/z) do padrio de
xantofila indicando o ion m/z 551 atribuido a luteina.
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Fonte: Técnico CEBIME/UFSC (acompanhado pelo autor).

5.3.4 Comparacio entre as concentracoes dos compostos carotenoidicos apontados nas

analises via UHPLC

Em funcdo da diferenca de magnitudes entre as concentragdes encontradas para
compostos majoritarios € minoritarios apontados nas anélises em cromatografia liquida, as analises

quimiométricas foram realizadas separadamente para estes compostos.

5.3.4.1 Compostos majoritarios

Apesar das concentragdes dos analitos majoritarios terem sido estimadas em ng/g de equivalentes
de luteina, este ndo foi o carotenoide com maior concentragao para todas as amostras de extratos
hidroalcoodlicos. Na



98

Figura 21, pode-se observar que a propor¢dao entre os compostos, principalmente os
majoritarios, ¢ fungdo do tempo de exposicao ao xenobiotico, por exemplo. Essa tendéncia torna-
se evidente considerando a razdo das concentracdes médias dos compostos majoritarios por
tratamento. A Tabela apresenta os resultados de contetido dos metabdlitos de forma relativa. O
percentual relativo (PR) expressa em quantas vezes a média da concentragdo (UHPLC) de uma das
substancias majoritaria foi maior ou menor (valores negativos) que outra. Observa-se que a luteina
(SB1) ¢ o composto majoritario somente nos extratos hidroalcoolicos oriundos de amostras
coletadas apos 48h de exposi¢ao ao EE2. Por sua vez, o analito SB3 apresentou as maiores
concentragdes médias no inicio do experimento (Oh), enquanto SB2 foi o metabdlito minoritario
em todos os tratamentos investigados.

Uma vez que a sintese de metabolitos secundérios ¢ apontada como uma variavel
dependente de diversos fatores ambientais ¢ de desenvolvimento (ABD EL-BAKY; EL BAZ;
BAROTY, 2008; YOUNG, 1993), as diferencas entre as propor¢des dos compostos observados,
principalmente entre SB1 e SB3 (Tabela 8) podem estar relacionadas a deple¢ao do nitrogénio no

meio de cultura, conforme apontado por Young (1993) para microalgas.

Tabela 8: Percentual relativo (PR) entre os compostos majoritarios observados por UHPLC.

Tratamento LUT>SB2* LUT>SB3™ SB3>SB2***
CW-0h 20% 21% 52%
CW-48h 77% 22% 45%
CE-Oh 5% -34% 59%
CE-48h 71% 16% 47%
TE-Oh 23% -14% 43%
TE-48h 67% 18% 41%
"PR=|(35) - 1) x 100 PR =|(22) - 1] x 100 PR =|(22) - 1) x 100

Fonte: Autor.
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Figura 21 revela a semelhanca de padroes de conteudos de SB2 e SB3, quando
consideradas as variagdes das concentragdes dos compostos majoritarios em fungdo dos tempos
amostrais e dos tratamentos (concentragdes) de EE2. Essa impressao ¢ confirmada pela anélise de
correlagdo entre aqueles compostos, com valores de coeficientes de correlacao (r) de 0,96 (Tabela
9). De forma geral, as amostras tratadas apresentaram contetidos de metabdlitos carotenoidicos
algo inferior em relacdo as amostras controle e basal (tempo Oh). No momento amostral de 48h,

esse padrao foi observado de forma inversa.

Tabela 9: Coeficientes de correlagdo (r) entre os teores de compostos majoritirios em extratos
hidroalcodlicos de amostras de Ulva lactuca expostas a EE2 in vitro.

Luteina SB2 SB3
Luteina 1 0.5826656  0.4569855
SB2 0.5826656 1 0.9668119
SB3 0.4569855  0.9668119 1

Fonte: Autor.

A andlise dos dados da concentragdo daqueles trés metabdlitos pelo teste 7-Student revelou
diferengas significativas entre as amostras coletadas nos tempos de exposi¢do de Oh e 48h,
independente da adi¢do ou ndo de etanol ao meio de cultura, bem como para as concentracdes de
EE2 testadas (Tabela 10). Estes resultados sao distintos em relacdo ao observado para os teores de
carotenoides totais determinados por espectrofotometria UV-vis. De fato, esta técnica analitica
permite determinar a concentracdo total de compostos de uma dada classe bioquimica, i.e.,
carotenoides no presente estudo, ndo considerando as diferencas entre as proporgdes destes nos
extratos, como informado por técnicas cromatograficas (UHPLC), por exemplo.

A presenca do etanol no meio de cultura, ainda que em baixa concentragao (0,05%, v/v)
parece afetar rapidamente o metabolismo da alga que apresenta diferencas significativas estre
amostras do meio com ou sem etanol ja no tempo Oh. Essa diferenca deixa de ser significativa apds
48h de exposi¢do. Quanto a presenca do hormonio, essas diferencgas foram mantidas apds 48h, para
os compostos Luteina e SB2, sendo que a substancia SB3, que ndo apresentava diferenca no tempo

Oh, passou a ser diferente apds 48h.



Figura 21: Concentragdes dos compostos (eixo y = ng/g) luteina e SB2 ¢ SB3 nos extratos hidroalcodlicos
de Ulva lactuca exposta ao EE2 (eixo x = ng/L;), nos tempos amostrais de Oh e 48h (quadros a esquerda
e a direita, respectivamente). Barra de erros = desvio padrao.
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Tabela 10: Valores de p resultantes do teste ¢ de Student considerando os resultados em UHPLC a partir
dos extratos hidroalcoolicos das amostras nos diferentes meios de cultura (com ou sem etanol 0,05%, v/v)
e expostas a diferentes concentracdes de EE2 (0 e 1 ml/L) nos momentos amostrais investigados (0 e

48h).

Tempo de exposi¢do Oh Tempo de exposi¢do 48h
Concentragoes de Concentragoes de
Meios de cultura EE2 Meios de cultura EE2
Luteina 0.000147272 0.0000058 0.6369073 0.00000897
SB2 0.007645499 0.0083903 0.4229336 0.00001635
SB3 0.018950399 0.4303024 0.3910672 0.00046400

Fonte: Autor.

Aparentemente, a presenga do hormdnio sintético EE2 estimulou a produgdo dos trés
compostos majoritarios. Se considerada a concentracdo média destes compostos determinada via

HPLC (ng.g’!, peso seco) nos tratamentos de exposi¢io ao xenobiotico (
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Figura 21, codigos na Tabela 7), observa-se que no tempo de 0 h a amostra tratada
apresentou menores concentragdes dos compostos em relagdo as amostras controle e basal, sendo
este padrdo revertido apos 48 h de exposicdo. E fato que as propor¢des entre os compostos foram
alteradas em funcdo dos tratamentos, no entanto, para explorar quais as vias metabdlicas estao

sendo favorecidas ou inibidas, a identidade dos compostos importa.

5.3.4.2 Compostos minoritarios

As amostras expostas ao EE2 ndo apresentaram diferencas significativas (Kruskal-Wallis)
entre as amostras controle e basal, nos tempos Oh ou 48h, salvo para o composto C13 no tempo Oh.
A exposi¢ao ao hormdnio ndo parece influenciar as concentragdes dos compostos minoritarios, no
entanto o tempo de cultivo sim para a maioria destes. Das amostras tratadas, apenas 3 compostos

nao diferiram entre os tempos amostrais: C17, C12 e C6.

5.4 CONCLUSAO

Assim como o aumento da clorofila observado em UV-Visivel para amostras tratadas apds
48h de exposi¢do, os resultados encontrados para os carotenoides majoritarios via UHPLC
reforcam o indicio de que a exposicdo da alga Ulva lactuca ao estrogeno artificial 17a-
etinilestradiol promovem alteragdes significativas nos metabolitos secunddrios na espécie. A
internalizagdo do hormonio nao foi confirmada pelas analises do endometaboloma.

Este ¢ o primeiro trabalho que aponta alteragcdes de qualquer natureza em macroalagas
expostas ao EE2. Ainda que a concentracdo utilizada neste primeiro ensaio seja maior que as
concentragdes encontradas no ambiente, os resultados aqui discutidos chamam a ateng¢do para os
efeitos de um horménio comumente encontrado em corpos hidricos adjacentes a regides urbanas e
trazem a tona informacdes até entdao desconhecidas e/ou ignoradas. A partir dos resultados iniciais
da metabolomica de U. lactuca exposta a 17a-etinilestradiol, o estudo das vias metabolicas dos
compostos identificados sera importante para o entendimento de como, € em que momento da
sintese dos metabolitos, os xenobiodticos estariam atuando e regulando (positiva ou negativamente)

a producdo de carotenoides e clorofilas por exemplo.
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6 CAPITULO III - ESPECTROSCOPIA DE 'H-NMR E FERRAMENTAS DE
BIOINFORMATICA

O presente capitulo aborda a analise do efeito de 17 a-Etinilestradiol no endo- e
exometaboloma da Chlorophyta Ulva lactuca a partir de técnicas espectroscopicas 'H-NMR e

ferramentas de bioinformatica.

6.1 INTRODUCAO

A disponibilidade de informacgdes sobre os efeitos de poluentes aquaticos, ou de outras
alteracdes ambientais significativas, sobre o metabolismo de organismos aquaticos torna-se
indispensavel para predizer o efeito de estressores antropogénicos nestes sistemas. A metabolomica
ambiental com frequéncia avalia o efeito de xenobiodticos em ecossistemas naturais fazendo uso de
organismos "sentinelas" (ou representativos) de um ecossistema particular para revelar a condicao
do ambiente (GUPTA etal., 2013; VIANT, 2008). No entanto, considerar diferentes niveis troficos
para esta abordagem pode apresentar um cenario mais realistico e completo para o entendimento
do cenario atual e para possiveis predi¢des relacionadas aos efeitos de xenobidticos emergentes.

Amostras biologicas brutas sdo normalmente descritas como matrizes complexas de
grande heterogeneidade metabdlica que podem englobar compostos com pesos moleculares
diversos, desde moléculas altamente polares a hidrofobicas (KUHLISCH; POHNERT, 2015).
Embora o estudo da ecologia quimica marinha tenha amadurecido nas ultimas trés décadas e gerado
extensas listas de metabdlitos compiladas para este ambiente (HAY, 1996), informacdes sobre a
dindmica metabodlica e a sua composi¢do ainda sdo um tanto vagas para alguns grupos de
organismos como as macroalgas (GUPTA et al., 2013). A falta dessas informacdes limita bastante
a comparacdo e a predi¢do de possiveis respostas metabolicas de macroalgas mediante a exposi¢ao
de novos xenobidticos, por exemplo.

Como abordado nos capitulos anteriores, a preocupacao com a ocorréncia do estrégeno
17a-etinilestradiol (EE2) em sistemas aquaticos e seus efeitos nos organismos expostos aumentou
muito nos ultimos anos. Enquanto a grande maioria de estudos disponiveis sobre o efeito deste

composto no ambiente marinho utilizam peixes e outros organismos da fauna marinha como
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organismos alvo, este trabalho apresenta uma abordagem ainda pouco avaliada sobre os efeitos
deste composto em organismos fotossintetizantes aquaticos, e¢ traz pela primeira vez, a

caracterizagdo dos efeitos do EE2 sobre o metaboloma de uma macroalga marinha.

6.1.1 O uso de macroalagas como bioindicadores

As macroalgas sdo apontadas como biomonitoras eficientes para a medi¢do de
contaminantes em ambientes marinhos (CHAUDHURI et al., 2007; TORRES et al., 2008). A alga
verde utilizada neste estudo, ja foi apontada por diversos autores como um potencial biomonitor
para a poluig¢@o por metais ao ser utilizada para determinar o conteudo de metais bioacumulado em
seus tecidos (CHAKRABORTY et al., 2014). Henriques e colaboradores (2017) confirmam a
eficacia da espécie Ulva lactuca na remocdo de metais de ambientes salinos em funcao da
bioconcentragdo de Pb, Cd e Hg em tecidos algais bem acima daqueles encontrados na agua do
mar em que a alga se encontrava. A germinac¢ao de esporos e o crescimento de gametdfitos de U.
pertusa também foram propostos como monitores sensiveis ndo apenas para metais (Cu, Zn e Cd),
mas também para outros poluentes como formalina e TBTO (Oxido de butil-butinato — um
composto organo-estanho usado como biocida e conservante, HAN; CHOI, 2005).

Outros organismos fotossintéticos marinhos também tém sido utilizados em estudos
toxicologicos de exposicao a hidrocarbonetos (PILATTI et al., 2016; RAMLOV et al., 2013), a
compostos desreguladores endocrinos (EDCs — BELHAJ et al., 2017; HOM-DIAZ et al., 2015;
LAI; SCRIMSHAW; LESTER, 2002a; POCOCK; FALK, 2014; SHI et al., 2010), e a pesticidas
(SCHWEIKERT; BURRITT, 2012), entre outros.

Chaudhuri e colaboradores (2007) sugeriram que macroalgas seriam melhores indicadores
de metais pesados na fase dissolvida do que de compostos lipofilicos, pois estes ndo seriam
prontamente utilizados devido ao baixo contetdo lipidico das macroalgas. Nao obstante,
macroalgas também foram avaliadas como bons modelos bioldgicos para monitorar os efeitos
toxicos de moléculas hidrofébicas. Por exemplo, alteracdes metabodlicas relevantes foram
detectadas em Hypnea musciformis exposta ao 6leo diesel (RAMLOV et al., 2013) e em U. lactuca
exposta a gasolina (PILATTI et al., 2016), e.g., espessamento de parede celular e alteracao de
assinaturas metabolicas (contetido de clorofila ou carotenoides). Em seu conjunto, aqueles

resultados apontam as macroalgas marinhas como bons indicadores bioldgicos de eventuais
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impactos de derivados de petréleo sobre o ambiente marinho. Schweikert e Burritt (2012) também
observaram os impactos celulares resultantes da exposicdo da macroalga U. pertusa a niveis
ambientalmente relevantes do inseticida Coumaphos, a despeito do xenobiotico ser considerado
um agente com pouco ou nenhum impacto sobre algas por agéncias regulatérias. Os resultados do
estudo demonstraram o aumento do estresse oxidativo e o aumento continuo da atividade de
enzimas relacionadas ao metabolismo antioxidante apos a exposi¢ao ao agroquimico.

Para compostos disruptores enddcrinos (EDCs) ainda nao foram relatados efeitos ou o
acumulo em macroalgas, no entanto outros organismos fotossintetizantes como microalgas foram
apontadas como sendo sensiveis a presenga destes compostos na agua (BALINA et al., 2015;
BELHAI et al., 2017; POCOCK; FALK, 2014) e em alguns casos, capazes de remové-los do
ambiente (MAES et al., 2014; SHI et al., 2010), ou mesmo bioacumulé-los (LAI; SCRIMSHAW;
LESTER, 2002a; LIU et al., 2010; MAES et al., 2014).

A alga verde cosmopolita U. lactuca se destaca por tolerar amplas faixas de salinidade (2-
35 %o), temperatura, irradiancia, concentragdes de nutrientes (FOLMAR et al., 2000; MESSYASZ;
RYBAK, 2011) e de alguns poluentes como descrito acima. Sua plasticidade ecologica e
capacidade de responder rapidamente ao incremento de nitrogénio no meio permitem que
eventualmente domine litorais impactados por atividades antropogénicas (AREVALO; PINEDO;
BALLESTEROS, 2007; TEICHBERG et al., 2007), o que refor¢a a conveniéncia de seu uso como
modelo de estudo para efeitos de toxicidade de xenobidticos, bioindicadores de qualidade

ambiental e remediacao de 4gua.

6.1.2 Automacio das analises de dados de '"H-RMN

O uso de técnicas de ressondncia magnética nuclear para identificar marcadores e
diferenciar grupos bioquimicos em estudos da metabolomica e da bioquimica de organismos vivos
tem aumentado significantemente (SIMMLER et al., 2014). Diversas vantagens podem ser listadas
como motivo da recente emergéncia da espectroscopia 'H-RMN para analise de matrizes
complexas, dentre as quais pode-se ressaltar (i) a grande variedade de compostos que podem ser
detectados (e.g., com carga ou neutro, hidrofobico ou hidrofilico), (ii) a possibilidade de

quantificagdo simultanea de metabolitos individuais em uma amostra sem a necessidade prévia de
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separagdo cromatografica ou derivatizacao, e (iii) a flexibilidade do método que permite a andlise
com diferentes tipos de amostras (e.g., solventes variados, tampdes, sais ou outros excipientes —
ELLINGER etal., 2013; SIMMLER et al., 2014). O método ¢ ainda caracterizado por sua robustez,
precisdo e reprodutibilidade, podendo ser usado para andlises quantitativas e determinacdo
estrutural de compostos nao conhecidos de forma precisa, mas ¢ limitado em sua resolugdo
espectral e sensibilidade para deteccao de compostos em menor concentragdo, principalmente se
comparado a métodos como a espectrometria de massas (MS — ELLINGER et al., 2013; EMWAS
et al., 2018; SIMMLER et al., 2014).

Mesmo com os avangos observados para o emprego da técnica de RMN em amostras
bioldgicas nas ultimas décadas, a comparacio entre perfis metabdlicos em 'H-RMN e a
identificacdo de metabdlitos em amostras complexas continua um desafio em funcdo do grande
numero de informagdes presente em um unico espectro ¢ da frequente sobreposi¢ao de sinais
(EMWAS et al., 2018). Apesar da aquisi¢do dos espectros ser relativamente simples e rapida, o
processamento manual e a analise dos espectros ainda dispende enorme tempo e carece de um
pesquisador minimamente experiente. Frente a grande riqueza de informagdes contida nos
espectros, o uso da bioinformdtica para apontar padrdes entre grupos amostrais ¢ altamente
recomendavel (EGHBALNIA et al., 2017). A automagdo da atribui¢do e quantificacdo de
metabolitos, também aparece como uma ferramenta de grande importancia que vem sendo
abordada com mais frequéncia nos Ultimos anos e apresentando opcdes variadas de modelos e
abordagens para o processamento dos dados (COSTA; MARASCHIN; ROCHA, 2016; HAO et
al., 2012; JACOB; DEBORDE; MOING, 2013; ROBINETTE et al., 2008).

Deve-se levar em conta, no entanto, que a sensibilidade da anélise em RMN depende
muito do seu ambiente quimico, onde diferengas sutis no pH, for¢a idnica, temperatura e teor de
proteina, entre outros, podem promover diferengas na posi¢ao dos sinais e na qualidade da linha de
base (WELIJIE et al., 2006) que podem inviabilizar a automa¢do de determinadas analises. A
propor¢do entre as concentragdes dos diferentes compostos presentes em uma amostra também
podem dificultar a resolug@o dos sinais dos analitos de menor concentracao em funcdo de outros
sinais mais representativos, tais como os de analitos majoritarios na amostra, ou mesmo protons
residuais do solvente utilizado (ABRAHAM et al., 2006; BHARTI; ROY, 2012).

Cada metabolito ¢ diferencialmente sensivel aos efeitos promovidos pelas diferencas no

ambiente quimico (WELJIE et al., 2006) e as ressonancias resultantes da interacdo dos seus grupos
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funcionais com o solvente escolhido também podem ser afetadas de maneira independente
(ABRAHAM etal., 2006). O deslocamento de determinados grupos funcionais podem ser positivos
ou negativos em relacao a um dado solvente de referéncia dependendo do quao protegidos seus
prétons estdo e do nimero de ligagdes, por exemplo. Esse deslocamento ndo ¢ linear, de forma
que um mesmo metabolito pode apresentar deslocamentos positivos para certos grupos funcionais
e negativos para outros, dificultando a predi¢ao desses deslocamentos e o uso global de diferentes
solventes (ABRAHAM et al., 2006). O entendimento dos efeitos de todos esses fatores combinados
a interagdo com os demais analitos de uma amostra complexa pode ser bastante complicado e
dificulta a analise automatizada para o extrato bruto de amostras bioldgicas, por exemplo.

No capitulo 1 foi discutida a presenca do estrogeno 17 a-Etinilestradiol em aguas
brasileiras, enquanto que no capitulo 2 discutiu-se a exposi¢do de organismos marinhos ao
estrogeno e as alteracdes observadas no perfil metabolico da macroalga Ulva lactuca em UHPLC
e cromatografia em UV-vis. Neste capitulo, U. lactuca foi igualmente exposta ao estrogeno EE2 e
os efeitos desta exposicdo foram avaliados por meio de ressondncia magnética nuclear (RMN) e
ferramentas bioinformaticas que também foram utilizadas no capitulo 2, mas aqui serdo exploradas
no Ambito da aquisi¢io e processamento dos dados em '"H-RMN. Ainda neste capitulo encontram-
se apontamentos sobre as dificuldades na automacao da analise dessas informagdes e 0s possiveis

desdobramentos desta abordagem.

6.2 METODOLOGIA

Neste capitulo estdo apresentados 2 modelos experimentais, sendo que a parte
quimiométrica em UHPLC e UV-vis do modelo experimental 1 foi apresentada no segundo

capitulo deste documento.
6.2.1 Modelo experimental 1 (MExp_1: EE2, 1 mg/L, 48h)
Como mencionado acima, este modelo experimental segue o foi realizado no capitulo

anterior utilizando espécimes de Ulva lactuca cultivadas in vitro (geracdo F1) por mais de 1 ano,

sob condi¢des de 23 + 3° C e fotoperiodo de 12-12h. Essas mesmas condi¢des foram mantidas
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durante o experimento no qual as algas foram expostas a 1 mg/L de EE2 durante 48 h. Para cada
100 ml de meio de cultura (4gua do mar filtrada a 20 micra enriquecida com meio Provasoli a 25%
e salinidade 35 %o) foram colocados 5 discos de talos (8§ mm @, 0,7 £ 0,05 mg de peso seco)
mantidos em aeracado constante por dois dias apoOs o corte. Apos esse periodo o meio de cultura foi
trocado (25% Provasoli) e adicionado 1 mg de EE2 solubilizado em etanol 50 %, totalizando
concentragdo de 0,05% de etanol p.a. (v/v) no meio de cultura. Foram separadas duas triplicatas
de amostras controle, (i) uma com o mesmo volume de etanol adicionado as amostras tratadas
(utilizado para solubilizar o EE2), e (ii) outra de amostra controle sem a adi¢ao de etanol (Tabela
11). As amostras foram retiradas no tempo Oh e no tempo 48h.

Com o objetivo de avaliar se a possivel degradagdo do EE2 estaria ocorrendo a partir do
metabolismo da alga, a analise do exometaboloma foi feita considerando o meio de cultura das
amostras acima mencionadas e amostras extra do meio de cultivo tratado exatamente da mesma

forma como realizado para o endometaboloma, mas sem a presenga da alga.

6.2.2 Modelo experimental 2 (MExp_2: EE2, 100 — 10.000 ng/L, 144h)

Neste modelo, cada réplica experimental continha 6 discos de talos de Ulva lactuca (8
mm @, 0,79 + 0,10 mg de peso seco), cultivados em 150 ml de dgua do mar filtrada (20 micra) e
enriquecida com meio Provasoli (25%,) e salinidade igual a 35%eo.

Como no MExp 1, o ensaio foi iniciado no segundo dia de apods o corte dos discos, 0s
quais foram mantidos nas mesmas condigdes em que ja estavam aclimatados (fotoperiodo de
12h:12h, aeragdo ininterrupta e temperatura a 23 + 3 °C). As algas foram expostas a diferentes
concentracdes de EE2 (98% pureza, Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemanha), ao longo de 144 h,
sendo retirada uma triplicada (i.e., 24 discos) no tempo Oh e a cada 24h de exposi¢do (Tabela 12).
Como controle, foram consideradas triplicatas em meios de cultura sem adi¢do de EE2, mas (i)
com 0,05 % de etanol p.a. (v/v - concentracdo final do solvente adicionada a solugdo estoque nos

tratamentos) e (ii) sem etanol.
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Tabela 11: Codigo das amostras e parametros considerados no Modelo experimental 1 (MExp 1), no
qual a macroalga Ulva lactuca foi exposta ao estrogeno 17a-etinilestradiol.

EE2 (ﬁ%ﬁﬁii) Meio de cultura COIE;?;EE)[Q&O exizlgg;odfh) Metaboloma
Controle L101-A H20 Com alga 0 0 Endo-; Exo-
Controle L19-A H20 Com alga 0 48 Endo-; Exo-
Controle L102-A; AcE 102 Com etanol ~ Com alga 0 0 Endo-; Exo-
Controle L20-A; AcE 20 Com etanol ~ Com alga 0 48 Endo-; Exo-
Controle AcE 134 H20 H,O 0 0 Exo-
Controle AcE 137 H20 H,O 0 48 Exo-
Tratada L103-B; AcE 103  Cometanol  Com alga 1 0 Endo-; Exo-
Tratada L22-A; AcE 22 Com etanol ~ Com alga 1 48 Endo-; Exo-
Tratada AcE 140 Com etanol H,O 1 0 Exo-
Tratada AcE 143 Com etanol H,O 1 48 Exo-

Fonte: Autor.

Para avaliar se o incremento de massa estaria sendo de alguma forma alterado pela
presenga do EE2 ao longo do tempo, ap6s serem lavadas em solugdo de formiato de amonio (0,5
M) e rinsadas com dgua destilada gelada, as amostras de alga foram liofilizadas e pesadas. A massa
referente ao inicio do ensaio (Oh) equivale a média do peso seco de 6 réplicas contendo 6 discos
em cada (0,0079 g+ 0,0010) e este valor foi utilizado como referéncia para o incremento de massa
ao longo do tempo. Na comparacdo do peso seco, foi considerada a exposicio ao EE2 a
concentragdes que variaram exponencialmente de 1 ng/L a 10.000 ng/L. Para a anélise em RMN

foram utilizadas somente as concentragdes de 1.000 a 10.000 ng/L conforme a Tabela 12.

6.2.3 Amostragem e extracio para analise do endometaboloma

Em cada momento amostral (Tabela 11 e Tabela 12) foram retiradas triplicatas de cada
tratamento, seguido de répida lava¢do da biomassa em solugdo de formiato de amonio 0,5 M, a
temperatura inferior a 4 °C. As amostras foram rinsadas com agua destilada gelada, imersas em
nitrogénio liquido, transferidas a freezer -80 °C, liofilizadas e armazenadas a -20 °C até o momento

da extragao.
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A extragdo da biomassa algal para o endometaboloma segue o mesmo modelo ja descrito

no capitulo 2 (Item 5.2.1).

Tabela 12: Cddigo das amostras e pardmetros considerados no Modelo experimental 2 (MExp_2), no
qual a macroalga Ulva lactuca foi exposta ao estrogeno 17a-etinilestradiol

pp S Mede  Conemnco | Tewode yreaions
Controle L1B H20 0 0 Endo-
Controle L2A Com etanol 0 0 Endo-
Controle L7B H20 0 24 Endo-
Controle L9A Com etanol 0 24 Endo-
Tratada LoA Com etanol 1.000 24 Endo-
Tratada L7A Com etanol 10.000 24 Endo-
Controle --- Com etanol 0 48 Endo-
Controle L15A Com etanol 0 48 Endo-
Tratada L1I1A Com etanol 1.000 48 Endo-
Tratada L13A Com etanol 10.000 48 Endo-
Controle --- Com etanol 0 96 Endo-
Controle L24A Com etanol 0 96 Endo-
Tratada L17A Com etanol 1.000 96 Endo-
Tratada L21A Com etanol 10.000 96 Endo-
Controle L35A Com etanol 0 144 Endo-
Controle L36A Com etanol 0 144 Endo-
Tratada L31A Com etanol 1.000 144 Endo-
Tratada L33A Com etanol 10.000 144 Endo-

Fonte: Autor.

6.2.4 Amostragem e extracio para analise do exometaboloma

Para cada amostra do exometaboloma, 10 ml de meio de cultura de cada réplica foram
combinados num total de 30 ml e entdo liofilizados. Uma aliquota de 1,5 g do sal resultante no
processo de liofilizacdo foram diluidos em 30 ml de solucao de acetato de etila: 4gua (1: 2, v/v),

mantidos durante 10 min sob agitacdo constante e entdo sonicados (10 min.). A solucdo foi vertida
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em funil de separagdo protegido da luz e incubada durante 1 h, a 4 °C. A fase aquosa foi descartada
e o organossolvente foi removido em centrifuga acoplada a sistema de vacuo (Vacufuge Plus,
Eppendorf), a temperatura ambiente, durante 20 min, seguido de liofilizagcdo e armazenamento do

extrato seco a -20 °C até a analise por espectroscopia de 'H RMN.

6.2.5 Aquisicio de espectros '"H RMN de amostras biologicas

As analises em 'H-RMN foram realizadas no Laboratério Nacional de Biociéncias
Brasileiras (LNBIO), do Centro Brasileiro de Pesquisa em Energia e Materiais (CNPEM), em
Campinas - SP. Os extratos liofilizados do endo- e exometaboloma foram solubilizados em 600 pl
(MExp_2 e MExp 3) ou 650 ul (MExp_1) de metanol-d4 (Merck), contendo 0,024% (m/v) de 3-
trimetilsilil propionato de so6dio-d4 (TSP-d4) como padrdo interno. Os extratos foram agitados
(vortex), filtrados (0,22 pm) e transferidos para tubos de RMN (5 mm @) para analise subsequente.
Os espectros de 'H-RMN foram adquiridos em espectrometro Agilent DD2, operando em
frequéncia de 500 MHz de 1H, a 25 °C (MARASCHIN et al., 2016). Antes da aquisic¢ao, o recurso
autoshim (Z-gradient shim, 4 ou 8 non-spin shimming) foi aplicado a todas as amostras que
apresentassem o parametro 50% linewiwidth menor que 0,6. Para a analise do endometaboloma,
somou-se um total de 256 scans (23 min. por aquisi¢do), enquanto que para as amostras do
exometaboloma, devido a menor concentracdo de compostos no meio, foram coletados 512 scans
(46 min. por aquisicdo). Quando observadas grandes distor¢des da fase, o ajuste de fase foi
realizado durante as aquisi¢cdes. A supressao do sinal de metanol/agua (singleto, 4,87 ppm) foi

realizada apenas para as amostras do exometaboloma.

6.2.6 Aquisicdo de espectros '"H RMN de compostos padrio em diferentes solventes

Espectros 'H de padrdes referentes ao metabolismo algal foram adquiridos utilizando
diferentes solventes para observagao das diferencas promovidas pelos solventes nos deslocamentos
quimicos de cada grupo funcional e identificacdo destes compostos nas amostras biologicas, afim
de refinar o modelo de identificagdo dos metabolitos nas amostras construido em linguagem R a

partir do package specmine.
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Os espectros de 'H-RMN foram registrados em espectrometro de 500 MHz (Agilent DD2)
no LNBIO/CNPEM e processados utilizando o software ACD/Spectrus Processor (v. 2018.2.5).
Foram utilizados 10 mg de cada padrao para cada 600 uL de solvente deuterado puro (dgua-d2,
DMSO-d6, metanol-d4, acetona-d6 e cloroformio-d) contendo 3-trimetilsilil propionato de sodio-
d4 (TSP-d4) ou 10 pL de tetrametilsilano (TMS) para referéncia dos deslocamentos quimicos. Os
padroes foram agitados (vortex), filtrados (0,22 um) e transferidos para tubos de RMN (5 mm @)
devidamente limpos e nivelados antes de cada aquisi¢do. Os espectros 'H foram coletados com 64
ou 128 scans. Nao foram utilizadas misturas de solventes e nem todos os padrdes foram adquiridos

nos 5 solventes em funcao da solubilidade completa desses.

Tabela 13: Solventes usados para aquisicdo de espectros dos padrdes, sua formula linear e deslocamentos
quimicos da agua em cada um dos solventes e sinal do solvente (entre parénteses a multiplicidade dos
solventes. A dgua aparece sempre como um singleto).

Solvente Formula linear Sinal da agua Sinal do solvente  Indice de

'H RMN (ppm)* 'HRMN (ppm)*  polaridade**
Agua-d2 DO 4.79 (s) 4.79 (s) /9.0
Dimetilsulféxido-d6  (CD3,SO 3.33 (s) 2.54 (s) 7.2/6.5
Metanol-d4 CDs;OD 4.87 (s) 4.87 (s), 3.31 (5) 51/6.6
Acetona-d6 CD3;COCDs3 2.84 (s) 2.09 (s) 51/54
Cloroformio-d CDCls 1.56 (s) 7.26 (s) /4.4

Fonte: Compilagdo de informagdes disponiveis nas publicagdes de (*) Gottlieb, Kotlyar ¢ Ndelman
(1997); (**) Gupta e colaboradores (1997); e (*¥*) Snyder (1974)

6.2.7 Processamento dos espectros 'H-RMN

O pré-processamento dos espectros 'H-RMN foi realizada na estacdo de trabalho do
Laboratorio de Morfogénese e Bioquimica Vegetal (LMBV) de forma diferenciada para os

modelos experimentais.

6.2.7.1 Processamento MExp 1

Essa etapa do processamento dos espectros 'H-NMR consistiu na corre¢do da linha de
base, utilizando a plataforma Chenomx (v. 8.2) e para referenciar os deslocamentos quimicos dos
espectros em relacdo ao padrao interno (TSP-d4) e identificacdo das ressonancias, utilizando o

software ACD (v. 12.01). Os deslocamentos quimicos foram expressos em § (ppm) e referenciados
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a0 pico do TSP a J (H) 0,00 ppm. A partir do conjunto de dados do espectro completo (0,20 -
13,00 ppm) foi gerada uma matriz de dados contendo os deslocamentos quimicos de 'H-RMN

(ppm), considerando um valor de 0,0002 como unidade de intensidade normalizada minima.

6.2.7.2 Processamento MExp 2 e padrées de metabdlidos

Todo o pré-processamento foi realizado por meio do software ACD/Spectrus Processor
(v. 2018.2.5). O ajuste de fase foi realizado automaticamente e a corre¢ao da linha de base foi
executada manualmente para cada espectro. Os deslocamentos quimicos foram expressos em 6
(ppm) e referenciados ao pico do TSP a & (1H) 0,00 ppm. A identificagdo dos solventes e padrao
interno também foram feita pelo proprio software e posteriormente conferida manualmente. Em
todos os espectros, quaisquer sinais posicionados nas regides entre 3,25 a 3,35 ppm e entre 4,6 a
5,2 ppm foram excluidos para evitar a interferéncia do sinal do solvente (metanol-d4) e da agua
(4,87 ppm) que apresentaram bases mais largas em alguns espectros. Também foram excluidos
sinais tipicos do efeito de relaxagdo que podem aparecer de forma espelhada e equidistantes, como
ressonancias-satélite ao lado de sinais mais expressivos como o do solvente ou de compostos
majoritarios (Figura 22). A selecdo de picos com intensidade maiores que 0,0001 era realizada para
todo o espectro, mas antes de exportar a tabela de picos, foi feita uma anélise visual dos dados,
com o objetivo de verificar as diferencas entre os espectros e eliminar marcagdes indevidas feitas

automaticamente (e.g., ruido, efeito de relaxagado, solventes e padrdo interno).
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Figura 22: Regido do espectro 'H-RMN de (A) exo- e (B) endometaboloma que destaca a regido do
solvente (metanol-d4) ndo considerada na analise quimiométrica (3.25-3.35 ppm), bem como os sinais
que coincidem com ressonancias do efeito de relaxagcdo normalmente observados proximo ao sinal do
solvente ou a outros sinais de grande intensidade.

[A) Exometaboloma

LRI

Fonte: Autor.

6.2.8 Processamento dos espectros '"H-RMN e analises multivariadas

A partir das ressondncias atribuidas a cada tratamento (peak table), foi realizada a
transformagao logaritmica dos dados e a transformacao por autoscaling ao longo das amostras, que
compara os metabolitos baseado em correlagdes por meio da divisdo de cada varidvel (intensidades
dos picos) por um determinado fator de scaling (Figura 23), de forma que todos os metabolitos
tornam-se igualmente importantes nas analises (BERG et al., 2006) Os valores faltantes foram
substituidos por zero e foram realizados calculos de similaridade, com coeficiente combinatorio
simples, e andlise de agrupamentos (clustering) com algoritmos de analise hierarquica (HC) ou K-
means. Para comparacao dos grupos foi usada foram usadas analises de variancia (ANOVA) e o

teste ¢ de Student quando haviam apenas dois grupos.
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Figura 23: Exemplo de um espectro completo (0,0-13,0 ppm) do endometaboloma (MExp 2) a partir das
informagdes presentes nas tabelas de picos (A) antes e (B) depois do processamento (autoscaling). Cores
representam as concentragdes dos tratamentos (CTRL= 0 ng/L; 1 = 1.000 ng/L; e 10 = 10.000 ng/L).
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Fonte: Sara Cardoso, Universidade do Minho (em colaboragio).

Os espectros de referéncia de EE2 e ribitol foram utilizados para identificar a presenca
destas substancias nos espectros das amostras de algas utilizando cdédigo em linguagem R
desenvolvido por Jacob, Deborde e Moing (2013). O alinhamento de picos espectrais agrupou os
sinais de acordo com a sua posicdo, considerando-se uma janela de deslocamento de 0,01 ppm em
comparagdo aos compostos de referéncia. Inicialmente, as andlises foram feitas com as
ressonancias atribuidas as classes dos compostos quimicos independentemente da janela espectral
de referéncia, utilizando todo o espectro (0.20 — 13.00 ppm), e em seguida feita separadamente
para as janelas espectrais referentes aos compostos alifaticos (0,20 — 3,00 ppm), anoméricos (3,00
— 5,50 ppm) e aromaticos (5,50 — 9,00 ppm).

O cédigo atualizado do specmine, ja permite que toda a etapa do pré-processamento do
espectro e da andlise dos dados (resumo das etapas na Figura 24) sejam feitas a partir do espectro
"H-RMN ainda em formato FID. No entanto, neste trabalho, a primeira etapa do processamento de
todos os espectros (referéncia, ajuste de fase e correcao de linha de base) e parte do processamento
de dados (alinhamento do espectro, selecao dos picos e normalizagdo) foram feitas em softwares
comerciais, tais como o Chenomx ou o ACD/Spectrus processor na estagcao de trabalho do LMBV.
A transformacao (autoscaling), bem como a identificagdo dos metabolitos e parte das analises
multivariadas, foi realizada em colaboragdo com o grupo de pesquisa “Bioinformatics and Systems
Biology Interdisciplinary Initiative” (BISBII) da Universidade do Minho em Braga (Portugal),

junto a doutoranda Sara Cardoso, sob a orienta¢cdo do professor Dr. Miguel Rocha.



6.2.9 Identificacao de metabolitos

Para a identificagao de metabolitos, t
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ambém foi utilizado c6digo em R desenvolvido para

0 package specmine, que separa os picos em clusters tendo em conta o seu comportamento ao longo

das amostras (JACOB; DEBORDE; MOING, 2013) e depois avalia os matches entre todos os

metabolitos de referéncia e cada um dos clusters.

Figura 24: Fluxograma do processamento espectral ¢ etapas de pos-processamento na analise de dados

"H-RMN.
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Fonte: Autor, adaptado de Emwas e colaboradores (2018).

A versdo do package specmine ainda nao encontra-se disponibilizada no CRAN, tendo

sido utilizada a versdao em desenvolvimento que devera trazer a op¢ao dos ajustes aqui considerados
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quando for disponibilizado. Na versao anterior deste codigo, utilizado na publicacio da “Advances
in Intelligent Systems and Computing” em 2018, foram usados os metabolitos de referéncia
disponiveis através do codigo desenvolvido e obtidos no banco de dados da HMDB (Human
Metabolome Database — WISHART et al., 2013), acrescidos apenas dos dois metabolitos de
referéncia do EE2 e do adonitol adquiridos nas mesmas condi¢des as das amostras (solvente,
frequéncia, temperatura e pH). A versao atualizada do codigo considera um banco de metabolitos
mais amplo e, até entdo, voltado a espécie Ulva lactuca aqui referenciado como AD SPCMN
(Specmine AlgaeDatabase) que além de considerar os metabdlitos presentes na plataforma do
HMDB, considera também espectros referentes a metabolitos algais importados de outras
plataformas open-access como BMRB (BioMagResBank — ULRICH et al., 2008), MMCD
(Madison Metabolomics Consortium Database — LEWIS et al., 2008) e SDBS (Spectral Database
System for Organic Compounds — Y AMAMOTO et al., 2007) adquiridos em diferentes solventes,
e condigdes de ambiente quimico (frequéncia, temperatura e pH), além de padrdes de metabdlitos
algais adquiridos neste estudo como mencionado no item 6.2.6.

A tolerancia do deslocamento quimico para um emparelhamento ser considerado match
foi de 0,01 ppm. O coddigo utiliza diferentes scores para a classificagdo dos metabdlitos
identificados, a partir de informagdes presentes no banco de metabolitos. Detalhes sobre a versao
atual do SPCMN e os parametros utilizados no cddigo em R para a classificagdo dos provaveis
metabolitos (scores) estao apresentados nos resultados.

A intensidade do pico foi considerada na anélise multivariada, mas ndo na identificacao
dos metabolitos (item 6.2.9). Somente na segunda andlise do exometaboloma (MExp 1), a

intensidade dos picos foi considerada como a principal variavel na anélise multivariada.

6.2.10 Construcio do banco de espectros "H-RMN de metabolitos algais

O bando de dados Specmine AlgaeDatabase (AD _SPCMN) engloba informagdes de
diferentes estudos sobre algas, focando, neste primeiro momento, em metabdlitos referidos para a
macroalga Ulva lactuca. Alguns metabdlitos de outras espécies de Ulva e outras macroalgas. A
base de dados AD SPCMN pode ser dividida em dois conjuntos principais de informacgdo, o

Specmine's Database for Algae Metabolites (AD_SPCMNM) e o Specmine's Database for 'H-
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NMR Spectra of Algae Metabolites (SPCMNS). O SPCMNM hospeda referéncias de publica¢des
cientificas usadas para criar o catdlogo de metabolitos. E possivel distinguir em quais algas ou
grupo de algas (e.g., verdes, pardas, vermelhas) um metabolito foi identificado e referido. Ele
também contém identificadores para cada metabdlito como niamero CAS ou os identificadores
disponiveis em bancos de dados externos reconhecidos, tais como Kegg, ChEBI, PubChem,
HMDB e DrugBank, o que permite uma referéncia cruzada de informacgdes entre esses bancos de
dados. Mais de 200 referéncias de compostos encontrados em publicacdes cientificas como tipicos
de algas, ndo tiveram um identificador externo correspondente para a conferéncia de duplicidade
(e.g., se sdo sinonimos de metabdlitos ja cadastrados) ou importacdo de espectros a partir da
referéncia cruzada com os repositérios de espectros de metabdlitos. AD SPCMN contém ainda
informagdes sobre a atividade ou o papel biologico do metabdlito na alga, quando citado na
referéncia onde o metabolito foi citado.

A primeira etapa para a elaboracdo do AD_SPCMN foi o fext mining em publicagdes
cientificas. A sele¢do de compostos da alga Ulva lactuca foi feita pela mineragdo automatica e

manual de termos isolados ou combinados em artigos cientificos.

6.2.10.1 Compilagdo de metabdlitos referenciados para algas

A mineracdo de texto automatica foi realizada por meio da plataforma @note
(desenvolvida pela SilicoLife, sediada em Braga, Portugal), por meio da recuperacgao e extracao de
informacdes em documentos cientificos disponiveis em repositorios digitais, tais como PMC
(open-access, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/) e PubMed (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
pubmed), sendo este Ultimo, considerado o maior catdlogo bibliografico biomédico disponivel
atualmente (LOURENCO et al., 2009). Para a anotacdo dos metabolitos, metadados de recursos
1éxicos (e.g., dicionarios e ontologia relevantes) foram carregados a partir do banco de dados do
ChEBI (Chemical Entities of Biological Interest — https://www.ebi.ac.uk/chebi/#) ou do Kegg
(Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes — https://www.genome.jp/kegg/). As anotacdes de
genes, proteinas, e vias metabolicas, entre outras classes bioldgicas, ndo foram consideradas,
apenas as entidades “organisms” e “compounds”. Para reduzir a anotacao excessiva de termos nao
desejados, foi criada uma lista de stopwords com termos ou combinagdo de termos que apareciam

com frequéncia e que eram erroneamente anotados como metabotitos. O uso das stopwords impede
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que uma entidade (e.g. um dado metabdlito) que ocorra logo apos uma determinada palavra, sigla
ou sentenga pré-estabelecida nao seja anotada. O documento resultante, chamado de NER (named
entity regognition), retorna informagdes da publicacao (PMID, DOI, PUBMED ID), a entidade
identificada (e.g., leucine, betaine, glycine), sua classe bioldgica (e.g., metabolito, proteina, gene,
reacdo, organismo), a fonte do dicionario ou ontologia (e.g., Kegg ou ChEBI), o identificador do
metabolito (o nimero identificador nos bancos de dados de referéncia, e.g., Kegg ou ChEBI) e a
sentenca extraida do documento investigado. Para exemplificar, no trecho abaixo de Pape e Luning
(2006), foram identificados trés organismos (tomates, gengibre e Ulva lactuca) e 3 metabolitos

(melatonina, éter e acetona):

“In the present study, melatonin was quantified in tomatoes, ginger and the marine green
macroalga, Ulva lactuca, after extraction with three different extraction methods based on
ether, acetone or perchloric acid.”

Neste caso, sem o uso de stopwords nao houve distingao entre solventes e metabolitos, €
ainda que houvesse, a conferéncia manual a posteriori ainda € inevitavel. Outro ponto a ser notado
¢ que nomes populares de algumas entidades (e.g., tomate e gengibre) também foram reconhecidos
em lingua inglesa.

J4 a mineragdo de texto manual foi feita a partir de documentos completos disponiveis no
Portal Periodicos CAPES, uma biblioteca virtual brasileira que fornece produgdo cientifica
internacional ~ para  instituicdes de  pesquisa no  Brasil  (disponivel em:
http://www.periodicos.capes.gov.br). A busca foi feita diretamente pelo portal CAPES utilizando
combinagdes de palavras-chave e a conferéncia documento a documento para a mineracao de
dados. Também foram utilizadas informagdes de materiais suplementares quando disponiveis.
Outra fonte de informagdes utilizadas na busca manual foram bancos de dados de metabolitos
online, tais como o ChEBI, Kegg ¢ o SWMD (Seaweed metabolite database — DAVIS;
VASANTHI, 2011) que trazem informagdes referenciadas dos metabdlitos. No caso do SWMD,
as referéncias bibliograficas relacionadas foram utilizadas na mineragdo manual quando
disponiveis. No caso dos metabolitos listados no Kegg ou no ChEBI, era considerado classificagao
de papel bioldgico que constava nos repositorios como “algal metabolite” e como neste caso, a
espécie da alga ndo era identificada, o metabodlito que aparecesse exclusivamente por estas fontes,

eram classificados como sendo de “outras macroalgas” ao invés de verdes, pardas ou vermelhas.
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Apesar da busca por metabolitos ter sido toda voltada para a espécie Ulva lactuca,

compostos identificados em outras espécies de Ulva e ou de outras macroalgas também foram

anotados. Cabe salientar no entanto, que para as outras espécies, a lista de metabdlitos encontra-se

ainda bastante incompleta, uma vez que estes s6 foram compilados naqueles documentos que

citavam também a nossa espécie alvo.

Figura 25: Visualizacdo das etapas para a constru¢do do banco de dados.
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6.2.10.2 Identifica¢do dos metabolitos

A etapa seguinte a minera¢ao de dados foi referenciar todos os metabolitos anotados com

identificadores de repositorios de acesso livre reconhecidos. Preferéncia foi dada aos

identificadores dos bancos de dados HMDB e Kegg, ¢ somente quando o metabdlito ndo se
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encontrava nesses repositorios, foram utilizados outros identificadores como os do ChEBI,
PubChem (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov), ChemSpider (http://www.chemspider.com), e
Metabolomics Workbench (https://www.metabolomicsworkbench.org). Essa etapa foi realizada de
forma exaustiva, buscando identificar o maximo de identificadores e, quando possivel, qual dos
isomeros havia sido citado no documento de referéncia para eliminar duplicatas considerando todos
os sindnimos ou nome [UPAC citados. A cada composto compilado (sem duplicatas) foi dado um

numero AD SPCMNM referente ao metabolito.

6.2.10.3 Colec¢do automatizada de espectros 'H-RMN

A partir da correspondéncia dos identificadores atribuidos a cada metabolito, tornou-se
possivel a importagio de espectros 'H-RMN em repositdrios digitais (e.g., HMDB, BMRB,
MMCD e SDBS). Essa importagdo foi realizada de forma automatica pelo grupo de pesquisa da
Universidade do Minho, utilizando c6digos em linguagem R. Conjuntamente aos espectros, foram
anotados detalhes sobre a aquisi¢ao dos espectros sempre que disponivel (frequéncia, ph, solvente
e temperatura). Nem todos os metabolitos listados possuem o espectro 'H-RMN disponibilizado
de forma livre. Para alguns metabolitos, foram encontrados dois ou mais espectros em condigdes
de aquisicao diferentes, e todos foram coletados, recebendo codigos de identificagdo distintos.

Além das informagdes quimicas e espectros de 'H-RMN de bancos de dados externos, o
AD_SPCMNS também engloba espectros do banco de dados privado do grupo de pesquisa de
produtos naturais do LMBV (OUR Database), no qual constam espectros 'H-RMN de padrdes de
metabolitos que foram sistematicamente adquiridos e armazenados por diversos colaboradores

deste grupo de pesquisa.

6.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.3.1 Construcao do Specmine AlgaeDatabase

A identificagdo e a quantificagio automatica de metabdlitos em espectros 'H-RMN

depende de uma biblioteca com informagdes espectrais destes compostos puros (LUDWIG et al.,
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2012). Durante as andlises para identificagdo de metabdlitos, observou-se que ao considerar um
modelo de identificagdo baseado exclusivamente em espectros de referéncia disponiveis no
HMDB, a lista de metabolitos resultante era bastante abrangente (543 possiveis compostos para o
endometaboloma do MExp 1). No entanto, compostos como a progesterona, testosterona ou
androstenediona, que ndo sao compostos esperados em algas, eram apontados como metabolitos
bastante provaveis pelo modelo. Além disso, poucos metabolitos secundarios caracteristicos de
algas haviam sido apontados ao utilizar apenas um banco de dados voltado ao metaboloma humano,
como ¢ o caso do HMDB.

A concepgio de um novo banco de espectros 'H-RMN de metabdlitos algais surgiu a partir
da necessidade em aprimorar o modelo que utiliza fun¢des do package specmine para a
identificacdo dos compostos. Apoés repetidas alteragdes no codigo utilizado a identificagdo desses
compostos, percebeu-se que o cddigo em si ndo encerrava a problematica, e que apesar de usar o
HMDB, considerado uma das maiores bibliotecas publicas internacionais de metabolitos de RMN
(LUDWIG et al., 2012), este ainda era insuficiente para a identifica¢do em amostras algais. Lewis
e colaboradores (também observaram a necessidade de uma biblioteca de metabdlitos extensa que
contemplasse dados experimentais de diversas espécies para a identificagdo de compostos em
amostras ambientais. Os autores destacaram a abrangéncia insuficiente das bibliotecas disponiveis,
sendo algumas particulares, ou coletadas de forma nao padronizada e, assim, inacessiveis para a
busca computadorizada. A singularidade estrutural ainda pouco explorada dos compostos naturais
(HALABALAKI et al., 2014) e a especificidade de alguns desses compostos a um limitado grupo
biologico, mantém os grandes repositorios (e.g., HMDB), que foram desenvolvidos para atender
as demandas da metabolomica humana, alheios a esses compostos naturais com menor
representatividade ou importancia economica. Este cenério evidencia a necessidade da organizacao
dos dados espectrais orientada ao modelo bioldgico estudado.

A partir desses resultados preliminares pudemos perceber que a identificacao
automatizada de metabolitos a partir de informagdes espectrais 'H-RMN é prejudicada se a base
de dados consultada ndo contempla muitos metabolitos tipicos da amostras ambientais, e embora
a identificagdo por métodos bioinformaticos economize tempo, os resultados precisam ser
verificados manualmente sobrepondo os espectros das amostras aos dos padrdes puros
identificados (LEWIS et al., 2008). O retorno excessivo de metabdlitos improvaveis ao utilizar

bases de dados desenvolvidos para modelos biol6gicos muito distintos aos das amostras aumentam
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muito o tempo de conferéncia manual a posteriori. Diversos modelos bioinformaticos para a
identificacdo de metabdlitos a partir de dados espectrais, utilizam os repositorios de espectros ja
referenciados neste documento. Os packages BATMAN (HAO et al., 2012) e BQuant (ZHENG
et al., 2011), também foram desenvolvidos em linguagem R, e utilizam modelos bayesianos para
a quantificagio de compostos em espectros 'H-RMN tendo o HMDB e/ou BMRB como principais
fontes de informacao espectral. O MetaboHunter (TULPAN et al., 2011) também aborda a
identificagdo automatica de metabolitos em misturas complexas e utiliza espectros 'H-RMN das

bibliotecas do HMDB e o MMCD como referéncia.

6.3.1.1 Colegdo de metabolitos — text mining automdtico vs manual

Embora alguns dados possam ser recuperados diretamente dessas bibliotecas digitais
publicas, a maior parte das informagdes ainda encontra-se na literatura e torna o text mining
indispensavel para esse tipo de cole¢ao de metabolitos (LOURENCO et al., 2009). Neste trabalho,
foi observado que a mineragdo automatica realizada a partir de resumos nao trouxe um namero de
metabolitos muito maior que o alcancado analisando manualmente documentos inteiros. Em
contrapartida, a adigdo de novos metabdlitos, ainda pouco referenciados ou especificos para
sistemas algais (e.g., alguns carotenoides, sesquiterpenos, ou fitoesterdis) foram mais facilmente
encontrados utilizando o @note (e.g., FLODIN; WHITFIELD, 1999). Além disso, o método
automatico localizou documentos interessantes que ainda nao haviam sido encontrados na busca
manual e que puderam ser entdo analisados manualmente. E possivel analisar textos completos
utilizando a ferramenta automatica de text mining, no entanto, o acesso a informagdes tabeladas,
principalmente quando o trabalho consultado refere-se a diversas espécies, foi mais eficiente por

meio da mineragao manual.
6.3.1.2 Specmine AlgaeDatabase (AD_SPCMN)
Atualmente a colecdo de metabolitos algais do Specmine AlgaeDatabase (AD_SPCMN)

engloba 819 compostos devidamente referenciados com pelo menos um identificador (582

identificadores do HMDB e/ou Kegg, 167 do ChEBI, e 29 do ChemSpider e/ou PubChem). Ainda
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ha uma lista de cerca de 80 metabolitos para os quais ndo foram encontrados identificadores em
outros bancos de dados publicos. Estes no entanto ndo foram considerados nas estatisticas
apresentadas a seguir.

O numero total de compostos compilados pode parecer pequeno se comparado aos mais
de 20.000 metabdlitos que haviam no MMCD ainda em 2008 (LEWIS et al., 2008), ou aos 41.806
metabolitos anotados no HMDB (JOHNSON; LANGE, 2015). No entanto, se considerado que,
apesar de haverem metabolitos referentes a outras macroalgas (Tabela 14), a busca desses
compostos foi toda voltada a colecdo de dados espectrais referente aos metabolitos de uma tnica
espécie, entdo este niimero torna-se um pouco mais expressivo. Essa informacdo extraida da
literatura sobre a ocorréncia dos metabolitos por classe das algas permite a definicdo de novos

scores a serem adicionados ao algoritmo.

Tabela 14: Espécies algais que apresentam um ou mais metabolitos referenciados no SPECMINE

AlgaeDatabase.
Algas vermelhas Algas verdes Algas pardas
Chondria spp. Ulva lactuca Alaria esculenta
Chondrus crispus Ulva arasakii Ascophyllum nodosum
Furcellaria lumbricalis Ulva conglobata Chordaria flagelliformis
Gracilaria dura Ulva fasciata Fucus spp.
Gracilariopsis spp. Ulva intestinalis Halidrys siliquosa
Laurencia spp. Ulva pertusa Himanthalia elongata
Mastocarpus stellatus Ulva rigida Laminaria digitata
Palmaria palmata Ulva spp. Pelvetia canaliculata
Porphyra spp. Cladophora rupestris Saccharina latissima
Porphyra umbilicalis Codium spp. Sargassum tenerrimum
Outras Rhophyta Outras Chlorophyta Outras Phaeophyceae

Macroalgas ndo especificadas
Fonte: Autor.

Na Tabela 15 encontram-se os totais de metabodlitos (SPCMNM) e de espectros
(SPCMNS) que hoje compdem o AD_SPCMN. O total de metabdlitos neste caso (739), é menor
que o numero de metabolitos coletados, pois na tabela encontram-se somente aqueles compostos
sobre os quais conseguimos importar o espectro correspondente em repositorios publicos. Para
alguns dos metabolitos foram coletados dois ou mais espectros encontrados com variagdes do seu
método de aquisi¢do (solvente, pH, temperatura), de forma que o nimero total de espectros

ultrapassa o numero de metabdlitos.
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Nao foram encontradas referéncias externas para todas as entidades anotadas e a grande
maioria dos artigos ndo fornece identificadores para os metabolitos listados para a espécie alvo, ou
apresenta a informagao incompleta (e.g., nome popular que englobe mais de um composto ou seus
isomeros) de forma limitante a correta identificagao do analito. A falta de padronizag¢dao quanto a
nomenclatura também limita a exclusdo de anotagcdes que tenham sido anotadas em duplicata
quando um mesmo composto ¢ referido por nomes diferentes nas publicagdes consultadas, o que
consequentemente, diminui as chances de localizagdo e importacdo dos espectros 'H-RMN

correspondentes nas bibliotecas digitais.

Tabela 15: Numero de metabdlitos (SPCMNM) e espectros (SPCMNS) compilados a partir de bases de
dados externos (BMRB, HMDB, MMCD e SDBS) e pessoal (OUR), por frequéncia (MHz).

FREQ. SPECMINE AlgaeDatabase PESSOAL REPOSITORIOS EXTERNOS
(MHz) SPCMNM! SPCMNS? OUR? BMRB HMDB MMCD SDBS
400 263 192 0 65 116 1 81
500 309 213 48 108 153 0 0
600 166 151 1 52 113 0 0
700 1 1 0 1 0 0 0
Total 739 557 49 226 382 1 81

Fonte: Autor.

' SPCMNM = Specmine's Database for Algae Metabolites ; 2SPCMNS = Specmine's Database for 'H-
NMR Spectra of Algae Metabolites; *OUR Database = Colecdo de dados e metadados de espectros 'H-
RMN de compostos padroes referente aos organismos estudados pelo Grupo de Pesquisa de Produtos
Naturais do LMBV; *BMBR = BioMagResBank (ULRICH etal., 2008) ; >HMDB = Human metabolome
database (WISHART et al., 2013); *MMCD = Madison Metabolomics Consortium Database (LEWIS
etal., 2008); 7 SDBS = Spectral Database System for Organic Compounds (YAMAMOTO et al., 2007).

As tabelas Tabela 15, Tabela 16 e Tabela 17 apresentam as caracteristicas dos espectros
"H-RMN que hoje compdem o Specmine AlgaeDatabase. Observando os dados na Tabela 15,
podemos apontar os repositorios HMDB (51,7%) e BMRB (30,6%) como as principais fontes para
importagdo dos espectros para a composi¢do do AD SPCMNS, enquanto 6,6% dos espectros
(OUR Database) sao provenientes dos arquivos pessoais da autora ou espectros de padrdes cedidos
por colaboradores do grupo de pesquisa de produtos naturais do LMBV. Na mesma tabela, observa-
se ainda que espectros em metanol-d4, utilizado para aquisicdo das amostras biologicas
contempladas neste estudo, perfazem apenas 3,3% do total de espectros do AD_SPCMNS. Como
a principal fonte de espectros ¢ um repositorio voltado ao metaboloma humano, a maioria dos

estudos realizados e adotados como base de dados utilizaram 4gua deuterada como principal
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solvente para aquisicdo dos espectros 'H-RMN. Assim, 4gua-d2 é o principal solvente no banco,
representando 76% dos espectros disponiveis, seguido de DMSO-d6 (10.8%), segundo solvente
com maior representacao, sendo o solvente de escolha para compostos farmacéuticos por sua
excelente solubilidade para moléculas préticas e carregadas (insoluveis em cloroférmio), além de
ser miscivel em agua, biodegradavel e apresentar baixa toxicidade (ABRAHAM et al., 2006). O
intervalo de pH de 7,0 a 7,4 equivalem a 95,4% dos espectros adquiridos em agua-d2 (Tabela 17).

Tabela 16: Numero atual de espectros da base de dados SPCMNS apresentada por solvente e por
frequéncia (MHz) de aquisicao.

SOLVENTES
FREQ DMSO 5%_DMSO Acetona C2D2C14 C6D6 CDzClz CD}CN CD3OD CDC13 DzO
( MHz) (O] () @) 3) ) ) (6) (@) ®) ©
400 64 0 1 1 1 1 2 2 25 166
500 10 0 4 0 0 0 0 15 28 252
600 5 1 0 0 0 0 0 145
700 1 0 0 0 0 0 0 0 0
Total 80 1 5 1 1 1 2 24 61 563

Fonte: Autor.
! Dimetilsulfoxido-d6; ? Acetona-d6; 3 1,1,2,2-Tetracloroetano-d2; * Benzeno-d6; > Diclorometano-d2;
¢ Acetonitrila-d3; 7 Metanol-d4; ® Cloroféormio-d; ° Agua-d2.

Tabela 17: Numero atual de espectros da base de dados SPCMNS apresentada por intervalos de pH e
por frequéncia (MHz) de aquisigdo.

FREQ. Ll

(MHz)  1.00 - 6.99 7.00 7.01 - 7.03 7.40 9.00 - 12.00 NA
400 0 74 0 61 0 128
500 12 144 0 105 2 46
600 3 93 10 50 0 10
700 0 0 0 1 0 0
Total 15 311 10 217 2 184

Fonte: Autor.

O Specmine AlgaeDatabase (AD_SPCMN) foi idealizado para ser dindmico e permitir
que novos metabolitos e espectros sejam acrescentados a qualquer momento. A adi¢do de novos
espectros por parte de outros colaboradores € incentivada e metabolitos referenciados para outros
organismos alvo podem igualmente ser caracterizados em novos grupos bioldgicos, se estes ainda
ndo estiverem contemplados (e.g., microalgas, banana, jabuticaba, orégano). A incorporagdo de

novos metabdlitos tende a acontecer naturalmente a medida que os demais colaboradores do grupo
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de pesquisa de Produtos Naturais fagam uso da ferramenta, bem como colaboradores de outros
grupos de pesquisa que o requeiram. A pontuag¢do dada a cada classe ou grupo de organismos ¢
preliminar e podera ser alterada diretamente no cédigo em R do specmine para a identificacao dos
metabolitos em outros grupos biologicos, de forma que a expansdo do banco nao afetara a sua

especificidade. A escolha dos scores para essa classificagdo esta apresentada no item 6.3.1.4.

6.3.1.3 Deslocamento quimico diferenciado para diferentes solventes

A Tabela 15 expde uma das fragilidades do método de identificagdo automatica adotado
que ¢ o pequeno numero de espectros 'H-RMN que tenham sido adquiridos nas mesmas condigdes
(i.e, solvente) que as amostras biologicas testadas. Apesar de bem estabelecida a importancia da
padroniza¢do do ambiente quimico na aquisi¢do dos espectros 'H-RMN que podem alterar os
deslocamentos quimicos (8) das ressonincias 'H e a resolugdo  espectral (BEYER;
SCHOLLMAYER; HOLZGRABE, 2010), ainda sdo poucos os trabalhos que abordam as
diferengas promovidas pela escolha do solvente nesses deslocamentos, principalmente se
considerados grupos de protons (e.g., alcoois, aminas, acidos e moléculas aromaticas, entre outros)
separadamente (ABRAHAM et al., 2006; CUBBERLEY; IVERSON, 2001). O entendimento
dessas diferencas ¢ desejavel para predizer os desvios e possibilitar que métodos bioinformaticos
utilizem espectros adquiridos em outras condicdes (i.e, solvente, pH) com maior precisao.

Por exemplo, quando consideramos a abordagem analitica baseada no espectro de
referéncia do EE2 disponivel em banco de dados externo, i.e. Banco de Dados do Metaboloma
Humano (HMDB0001926, CDCI3 como solvente) para a identificacdo automatica de metabolitos,
o algoritmo desenvolvido ndo foi capaz de identificar o estrogeno especificado nas amostras de
exometaboloma estudadas. A identificagdo do metabdlito s6 foi positiva quando o espectro do OUR
Database foi adicionado a biblioteca utilizada. Isso ocorre porque a eficiéncia para detectar o
composto alvo em amostras biologicas ¢ claramente menor para compostos recuperados sob
condig¢des distintas das amostras consideradas (e.g., solventes e pH). Algumas dessas diferencas
podem ser observadas nos espectros de "H-RMN do padrio EE2 adquiridos com diversos solventes,
porém nas mesmas condi¢des de frequéncia de ressonancia (500 MHz - 'H) e temperatura (25°C).

As informagdes que constam na Tabela 18 e na Figura 26 evidenciam que o deslocamento quimico
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de um mesmo sinal pode ser grande o suficiente para comprometer a identificagdo de sinais se
considerada a janela espectral de 0,1 ppm para o alinhamento de picos espectrais como utilizado
neste estudo, ou mesmo 0,03 ppm, conforme utilizado por (MARASCHIN et al., 2012). Entre os
solventes cloroformio ¢ DMSO, foram observados deslocamentos maximos (Ad = §DMSO —
6CDCI3) de -0,17 e 0,71 ppm para os multipletos M07 e MOS5, respectivamente. Além dos
deslocamentos quimicos, alteracdes na multiplicidade dos sinais também podem ser observadas
entre os diferentes solvente (Figura 26), podendo ocorrer a sobreposicdo de dois ou mais sinais
como ¢ o caso dos sinais M06a e M06b que em acetona e DMSO aparecem sobrepostos (M06), ou
dos sinais M11a e M11b que aparecem sobrepostos em cloroférmio e DMSO (M11). A maioria
dos valores de A (6DMSO — §CDCI3) sdo negativos, a nao ser para M05, o que demonstra que
além do deslocamento ndo ser uniforme entre grupos quimicos distintos, ele também ndo ¢
unidirecional. A Figura 27 destaca as diferentes amplitudes encontradas para os sinais do EE2 em

espectros adquiridos com as mesmas condi¢des, mas solventes diferentes.

Tabela 18: Atribuicdo dos atomos e deslocamentos quimicos (H_Shift) do EE2 a partir de espectros de
"H RMN adquiridos em diversos solventes (acetona-de, cloroformio-d, DMSO-ds € metanol-ds), junto a
média e desvio padrdo (ppm) para os sinais observados nos quatro solventes.

& H_Shift (ppm)

H Label XHn EE2 acet EE2 CDCI3 EE2 DMSO EE2 MeOD Média Desvio padrao
MO5 CH 2.952 2.606 3.314 2.89 2.94 0.29
MO7 CH 2.139 2.21 2.041 2.127 2.13 0.07
M13 CH; 0.893 0.884 0.755 0.866 0.85 0.06
M12 CH,CH> 1.388 1.419 1.283 1.376 1.37 0.06
MO8 CH: 1.997 2.019 2.103 1.974 2.02 0.06
MO03 CH 6.529 6.563 6.437 6.478 6.50 0.06
MO02 CH 6.597 6.63 6.512 6.542 6.57 0.05
Mo04 CH: 2.766 2.816 2.705 2.769 2.76 0.05
MO1 CH 7.111 7.158 7.053 7.086 7.10 0.04
M09 CH: 1.885 1.883 1.867 1.88 1.88 0.01
MO06 CH: NA 2.342 NA NA - -
MO06a CH» 2.347 NA 2.287 2.338 - --
MO6b CH: 2.225 NA NA 2.258 - --
M1l CH,CH> 1.746 NA NA 1.754 - -
Mlla CH: NA 1.793 1.775 NA - --
Ml11b CH,CH> NA 1.716 1.639 NA - --
M15 OH 7.911 NA 5.37 NA - -
M14 OH 4317 4.824 NA NA - --

Fonte: Autor.
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Figura 26: Espectros de '"H RMN do EE2 adquiridos nos solventes (A) cloroférmio-d; B) acetona-ds; (C) metanol-ds; e (D) DMSO-ds, € atribuigdes

aos atomos de referéncia daquele composto.
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Fonte: Autor.
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Comparando ainda os espectros da Figura 26, pode-se perceber facilmente que, dentre os
solventes comparados, o DMSO nao configura um bom solvente para o EE2. A escolha do solvente
deve considerar a polaridade, a natureza hidrofobica e o teor de agua do composto a ser analisado
(DORDICK, 1992). Abraham e colaboradores (2006) analisaram o deslocamento quimico de
compostos organicos em DMSO e em cloroférmio e encontraram variacdes aproximadas as
observadas para o EE2 nos mesmos solventes (Tabela 18). Para a maioria dos compostos polares
aproticos (i.e., alifatico/aromatico, aminas, eters, cetonas e €steres), os autores encontraram Ad +
0.1 ppm para a grande maioria das ressonancias, como observado para EE2. Em compostos polares
(i.e, alcanos, alcenos, alcinos e aromaticos), a A§ foi menor pra grande maioria dos compostos,
com excecdo do proton acetilénico do composto fenilacetileno, cuja diferenga no deslocamento
entre os solventes chegou a 1.13 ppm (AJ). No entanto, as maiores A§ foram relatadas para
compostos proticos (i.e., aminas primarias e secundarias alifaticas e aromaticas, alcoois, tiois,

aldeidos, acidos carboxilicos e amidas) com Ad variando de 1-4 ppm positivos.

Figura 27: Amplitude dos deslocamentos para cada sinal caracteristico do EE2 nos diferentes solventes.
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Fonte: Autor.

Considerando o metanol como solvente de referéncia, pode-se inferir que para as
pessonancias atribuidas para o EE2, as menores diferencas no deslocamento quimico (Ad) foram
observadas para a acetona (Ama = § metanol- § acetona) com Ama menores que = 0,06 ppm em

todos os sinais (de -0,06 a 0,03 ppm), seguido do cloroféormio (Ama = § metanol - § cloroférmio)
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com Awmc menor que -0,09 ppm para quase todas as ressondncias, salvo para M05 com valor de
0,28 ppm positivo. Em relacdo ao metanol, o solvente DMSO apresentou a maior diferenga entre
os deslocamentos (Amp = § metanol- § DMSO), com Awmp variando de -0,42 a 0,11 ppm. A partir
dessas observagdes, os valores de scores foram definido (Quadro 3) e inseridos no algoritmo
utilizado para a identificacdo automdtica dos compostos nas amostras de Ulva lactuca.
Considerando que a janela para a correspondéncia dos picos foi estabelecida em 0,1 ppm, as
alteracdes decorrentes do efeito do solvente podem comprometer a identificagdo dos compostos,

ainda mais em matrizes complexas, nas quais a sobreposi¢ao de sinais ¢ comumente observada

(LEWIS et al., 2008).

6.3.1.4 Definicdo dos pardmetros para otimizagdo do algoritmo do specmine para a

identificagdo de metabolitos

Durante o desenvolvimento desta tese, e apos a elaboragdo do AD_SPCMN, uma série de
parametros foram acrescentados as func¢des pré-existentes voltadas a identificacdo de metabolitos
por meio de dados de RMN no package specmine. Dentre estes parametros, destacam-se os valores
atribuidos as diferentes classes de organismos, solventes e frequéncia dos espectros no conjunto
de dados do AD_SPCMN. Por meio da fungao scoring, valores diferenciados foram atribuidos a
cada classe conforme o que segue

O repositorio do HMDB continua a ser acessado de forma integrada ao AD SPCMN,
garantindo que metabodlitos que ndo tenham sido referenciados para algas ndo deixem de ser
contemplados. O valor da pontuagdo atribuida a estes compostos ¢ bem mais baixa que para os
demais compostos, orientando o usudrio do sistema quanto as chances de aquele ser um metabolito
realmente presente naquele organismo. Uma vez alterado o modelo biologico, estas pontuagdes
poderdo ser revistas e adaptadas a pesquisa em questdo, desde que fornecidos os metadados
espectrais necessarios.

Atualmente o algoritmo ndo retorna a informacao bibliografica que referencia um dado
metabolito de interesse ao organismo estudado, mas uma vez que a os dados sobre as publicacdes

encontram-se no banco, a alteracdo podera ser feita futuramente. O package specmine foi
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desenvolvido pelo Grupo Biosystems, em colaboragdo com a UFSC (COSTA; MARASCHIN;

ROCHA, 2017) e tem sido continuamente adaptado as novas demandas analiticas.

Quadro 3: Critérios para a atribui¢do de score utilizado pelo algoritmo para identificacdo de compostos.

Organismo:

Se referenciado na bibliografia para Ulva spp.: 1.0

Se categorizado como “Green Algae” no Kegg: 0.9

Se referenciado na bibliografia como “outras algas verdes”: 0.8

Se categorizado no Kegg ou referenciado na bibliografia com “Algae”: 0.6
Se categorizado somente para organismos que ndo sao algas: 0.1

Solvente:

Se CDsOD-d4: 1.0

Se Acetona-d6 ou Etanol: 0.8
Se CDCIl; ou CD,Cl,: 0.7

Se D,O ou DMSO-d6: 0.6

Se C6D6, CD3CN ou CD2C142 0.2

Frequéncia:

Fonte: Autor.

Se 400 MHz: 0.8
Se 500 MHz: 1.0
Se 600 MHz: 0.8
Se 700 MHz: 0.6

6.3.1.5 Compostos identificados no endomentaboloma

A seguir estdo apresentados os 15 primeiros compostos conforme disponibilizado pelo

modelo atual para o endometaboloma da espécie Ulva lactuca (MExp_2) de forma distinta para as

regides aromaticas, anomeéricas e alifaticas. Cabe salientar que o modelo ainda retorna metabolitos

muito improvaveis de ocorrerem, como € o caso de nicotina. Neste caso, 0 composto aparece

referenciado com score igual a 0,9 para a classe “organismos”, ou seja, estd referenciado no Kegg

como um composto que tem algum papel no metabolismo de algas. Nenhuma referéncia sobre a

producdo natural de nicotina por algas foi encontrada, no entanto ensaios sobre os efeitos da

nicotina em microalgas (FAZELI et al., 2009) podem ser o motivo para que este analito esteja
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classificado no Kegg como um composto com papel no metabolismo algal, de forma que, apesar
de ter muita informagao, utilizar banco do Kegg de forma exclusiva para o ranqueamento pode
acarretar em diversas incoeréncias na lista de metabdlitos gerada e maior tempo de conferéncia
manual a posteriori.

Os resultados da identificag@o nas tabelas abaixo aparecem como uma lista de metabolitos
com diversas classes de ranqueamento (scores), de forma que o usuério do sistema possa optar por
retirar dos resultados aqueles compostos com baixo score, que representariam identificagdes com
menores chances de acerto. Além dos parametros para pontuacao listados no Quadro 3, ¢ usado
uma pontuagdo geral referente ao percentual de matches dos picos simples do espectro da amostra
em relacdo aos sinais mais proximos (+ 0,1 ppm) referenciados para os padrdes.

A duplicata de metabdlitos pode acontecer caso mais de um espectro do mesmo composto
seja usado para a identificagdo, como € o caso do acido oleico identificado na regido dos compostos
anomeéricos (Tabela 20). Nesta regido, 44 possiveis metabolitos foram identificados considerando
51 espectros. Ja para as regides anomérica e alifatica, esses nimeros aumentam para 195 ¢ 153
possiveis metabdlitos, considerando, respectivamente, 234 e 185 espectros. A diferenca na
quantidade de metabolitos faz jus ao maior nimero de sinais encontrados nessas regides, sendo

observada a maior sobreposicao de ressonincias na regido anomérica.
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Tabela 19: Lista dos 15 metabdlitos mais provaveis do endometaboloma (MExp_2) ordenados pelos scores referentes unicamente ao match com picos

localizados na regido aromatica.

SPCMNM

SPCMNM41592

SPCMNM3409

SPCMNM4350
SPCMNM4476

SPCMNM205

SPCMNM3447

SPCMNM1218

SPCMNM1238
SPCMNM3546
SPCMNM929

SPCMNM5794

SPCMNMS&70
SPCMNM1389
SPCMNM1248

SPCMNM11718

Fonte: Autor.

Nome

cis-Coumaric
acid

Berberine

Anabasine

Anatabine
keto-
phenylpyruvic
acid

Tryptophanol

Coumarin
N-
Acetylserotonin
salicin

L-tryptophan

Quercetin

histamine
melatonin
FAD
4-
Hydroxybenzald
ehyde

SPCMNS

SPCMNS1733

SPCMNS997

SPCMNS1034
SPCMNS1037

SPCMNS183

SPCMNS1005

SPCMNS659

SPCMNS665
SPCMNS1010
SPCMNS1415

SPCMNS1741

SPCMNSS559
SPCMNS1738
SPCMNS666

SPCMNS1595

score

1.000

0.720

0.719
0.719

0.640

0.630

0.630

0.627
0.617
0.600

0.600

0.600
0.600
0.600

0.600

score_
frequency

1

0.8

0.8
0.8

0.8

score_
solvent

1

1

0.7

0.7

0.7

0.6

0.6

0.6

0.6

score_
organism

1
0.9

0.9
0.9

0.8

0.9
0.9

0.9
0.8
1

0.6

1
0.6

peaks.matched matched

| total.peaks
319
4117
3186
3193

523

5(19
5120
2116
2152
5023
4119

308
3119
3131

215

peaks_ref

7.42;7.57,7.6

7.64;7.98;8; 8.1
7.4;7.85;7.85
7.42;7.87;7.87

6.48;7.2;7.2;,7.75;
7.75

7.11;,7.15;7.21;
7.4;7.63
6.43;7.53;7.55;
7.71;7.73

7.16;7.18

7.2;7.2

7.17,7.19;7.52;
7.71;7.73
7.6;7.61;7.71;
7.72

7.14;7.99; 7.99
7.05;7.2;7.22
7.54;7.6;7.85

7.754;7.77

matched _
peaks_samp

7.43;7.55;7.58
7.62;7.97;7.99;
8.07

7.43;7.86; 7.88

7.43;7.86; 7.88

6.46;7.17;7.2;
7.73;7.75

7.08;7.17;7.2;
7.43;7.62

6.46; 7.55; 7.58,;
7.73;7.75

7.17;7.2

7.17;7.2

7.17;,7.2,7.55;
7.73;7.75
7.58;7.62;7.73;
7.75

7.17;7.97;7.99
7.08;7.17;7.2
7.55;7.58;7.86

7.73;7.75

SPCMNM = referéncia de anotagdo do metabolito; SPCMNS = referéncia de anotagdo do espectro 'H-RMN; Nome = nome dos metabdlitos; score
= valores atribuidos ao macth de picos simples; score frequency = valores atribuidos a frequéncia do espectro de referéncia; score solvent = valores
atribuidos ao solvente do espectro de referéncia; score organismo = valores atribuidos ao organismo para o qual o metabolito em questao foi
referenciado; peaks.matched | total.peaks = o nimero de picos que fizeram match e o total de picos do padrao de referéncia; matched peaks ref =
picos de referéncia que deram match; matched peaks sample = picos das amostras que fizeram match com os picos de referéncia.
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Tabela 20: Lista dos 15 metabdlitos mais provaveis do endometaboloma (MExp_2) ordenados pelos scores referentes unicamente ao match com picos
localizados na regido anomérica.

SPCMNM

SPCMNM673

SPCMNM207

SPCMNM162

SPCMNM161

SPCMNM688

SPCMNM2068

SPCMNM252

SPCMNM1067

135

Nome

linoleic acid

oleic acid

L-proline

L-Alanine

isovalerylcarniti
ne

Erucic acid

Sphingosine

N-
Acetylaspartylgl
utamic acid

SPCMNS

SPCMNS1737

SPCMNS1739

SPCMNS1740

SPCMNS1730

SPCMNS443

SPCMNS868

SPCMNS230

SPCMNS633

score

1.000

1.000

1.000

0.993

0.800

0.800

0.720

0.720

score_
frequency

0.8

0.8

0.8

0.8

score_
solvent

score_
organism

0.9

0.9

peaks.matched matched

| total.peaks

2154

2334

14|53

217

16|39

1522

16|57

19|42

peaks_ref

0.88; 0.89; 1.26; 1.26;
1.27; 1.28; 1.32; 1.36;
1.55;1.57;1.6;2.03;
2.03;2.04; 2.07; 2.24;
2.26;2.27;2.75;2.76;
2.77

0.85;0.87; 0.88; 1.28;
1.29; 1.3; 1.35; 1.57;
1.58;1.59; 1.94; 1.95;
1.96; 2;2.01; 2.05;
2.07;2.24;2.26;2.27;
2.75;2.76;2.77
1.91;1.92; 1.94; 1.95;
1.98;2.01; 2.07; 2.08;
2.1;2.13;2.26;2.27,
2.28;2.31

1.45;1.46

0.965; 0.967; 2.062;
2.073; 2.085; 2.107;
2.13;2.24;2.251,
2.265;2.284;2.713;
2.725;2.741; 2.782;
2.791

0.89;0.9; 0.91; 1.3;
1.34; 1.57; 1.58; 1.59;
2.01; 2.02; 2.03; 2.04;
2.26;2.27;2.28
0.88;0.9;0.91; 1.29;
1.31; 1.32; 1.39; 1.4;
1.42; 2.06; 2.07; 2.08;
2.1;2.73;2.74; 2.74
1.92; 1.94; 1.94; 1.95;
1.98;2.17;2.18; 2.19;
2.22;2.39;2.4;2.42;
2.68;2.69;2.7;2.72;
2.8;2.81;2.83

matched_
peaks_samp
0.86;0.9; 1.23; 1.25;
1.29; 1.31; 1.35; 1.39;
1.56;1.59; 1.62; 2.01;
2.04;2.07;2.1;2.22;
2.25;2.28;2.73; 2.76;
2.8

0.84; 0.86;0.9; 1.25;
1.29; 1.31; 1.35; 1.56;
1.59; 1.62; 1.92; 1.95;
1.98;2.01; 2.04; 2.07;
2.1;2.22;2.25;2.28;
2.73;2.76; 2.8
1.9;1.92;1.95;1.98;
2.01;2.04;2.07; 2.1;
2.13;2.16;2.25;2.28;
2.31;2.34

1.42;1.45

0.94; 0.97; 2.04; 2.07;
2.1;2.13; 2.16; 2.22;
2.25;2.28;2.31;2.7;
2.73,2.76;2.8; 2.82

0.86; 0.9; 0.94; 1.29;
1.31;1.56;1.59; 1.62;
1.98;2.01; 2.04; 2.07;
2.25;2.28;2.31

0.86; 0.9; 0.94; 1.29;
1.31; 1.35; 1.39; 1.42;
1.45;2.04;2.07; 2.1,
2.13;2.7;,2.73;2.76
1.9;1.92;1.95;1.98;
2.01;2.16;2.18; 2.22;
2.25,2.37,2.4;2.43;
2.65;2.68;2.7;2.73;
2.8;2.82;2.85



SPCMNM

SPCMNM4350

SPCMNM3573

SPCMNM207

SPCMNM220

SPCMNMS573

SPCMNMS806

SPCMNMS826

Fonte: Autor.

Nome

Anabasine

Scopolamine

oleic acid

hexadecanoic
acid

Elaidic acid

tetradecanoic
acid

Pentadecanoic
acid

SPCMNS

SPCMNS1034

SPCMNS1012

SPCMNS185

SPCMNS200

SPCMNS384

SPCMNSS530

SPCMNS540

score

0.720

0.720

0.700

0.700

0.700

0.700

0.700

score_
frequency

0.8

0.8

score_
solvent

0.7

0.7

0.7

0.7

0.7

score_
organism

0.9

0.9

peaks.matched matched

| total.peaks

1886

10 | 66

13] 16

911

13]16

911

14]15

peaks_ref

1.52; 1.53;1.56; 1.59;
1.63;1.67;1.69; 1.8;
1.81;1.82; 1.92; 1.92;
1.92;1.95;2.76, 2.77,
2.78;2.79

1.81; 1.84; 2.02; 2.05;
2.38;2.39;2.41; 2.44;
2.46;2.83

0.88;0.89; 1.28; 1.32;
1.61;1.63; 1.64; 1.67,
2.02;2.03; 2.34; 2.36;
2.37

0.88;0.89; 1.22; 1.23;
1.26; 1.64; 2.34; 2.36;
2.37

0.88;0.89; 1.28; 1.32;
1.61;1.63; 1.64; 1.67,
2.02;2.03; 2.34; 2.36;
2.37

0.88;0.89; 1.61; 1.63;
1.64; 1.67;2.34; 2.36;
2.37

0.87;0.89; 0.9; 1.26;
1.31;1.34; 1.36; 1.61;
1.63; 1.64; 1.67; 2.34;
2.36;2.37

136

matched_
peaks_samp

1.51; 1.56; 1.59; 1.62;
1.65;1.7,1.72; 1.79;
1.81;1.85;1.9;1.92;
1.95;1.98;2.73; 2.76;
2.8;2.82

1.79; 1.81; 2.01; 2.04;
2.37;2.4;2.43; 2.46,
2.49;2.8

0.86;0.9; 1.25;1.29;
1.59;1.62; 1.65; 1.7,
2.01;2.04;2.31; 2.34;
2.37

0.86;0.9; 1.23; 1.25;
1.29;1.62;2.31; 2.34;
2.37

0.86; 0.9; 1.25; 1.29;
1.59;1.62; 1.65; 1.7,
2.01;2.04;2.31; 2.34;
2.37

0.86; 0.9; 1.59; 1.62;
1.65;1.7;2.31; 2.34;
2.37

0.84;0.86; 0.9; 1.23;
1.29; 1.31; 1.35; 1.59;
1.62; 1.65;1.7; 2.31;
2.34;2.37

SPCMNM = referéncia de anotagdo do metabélito; SPCMNS = referéncia de anotagdo do espectro 'H-RMN; Nome = nome dos metabdlitos; score
= valores atribuidos ao macth de picos simples; score_ frequency = valores atribuidos a frequéncia do espectro de referéncia; score_ solvent = valores
atribuidos ao solvente do espectro de referéncia; score organismo = valores atribuidos ao organismo para o qual o metabdlito em questdo foi
referenciado; peaks.matched | total.peaks = o numero de picos que fizeram match e o total de picos do padrao de referéncia; matched peaks ref =
picos de referéncia que deram match; matched_peaks sample = picos das amostras que fizeram match com os picos de referéncia.



137

Tabela 21: Lista dos 15 metabdlitos mais provaveis do endometaboloma (MExp_2) ordenados pelos scores referentes unicamente ao match com picos
localizados na regido alifética.

SPCMNM

SPCMNM660

SPCMNM122

SPCMNM162

SPCMNM161

SPCMNM673
SPCMNM207
SPCMNM688
SPCMNM2068

SPCMNM4476

SPCMNM252

SPCMNM3573

SPCMNM693
137

Nome

D-fructose

glucose

L-proline

L-Alanine

linoleic acid
oleic acid
isovalerylcarnitine

Erucic acid

Anatabine

Sphingosine

Scopolamine

Heparan sulfate

SPCMNS

SPCMNS1735

SPCMNS1736

SPCMNS1740

SPCMNS1730

SPCMNS1737
SPCMNS1739
SPCMNS443
SPCMNS868

SPCMNS1037

SPCMNS230

SPCMNS1012

SPCMNS447

score

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000
0.999
0.800
0.800

0.720

0.720

0.720

0.720

score_
frequency

0.8
0.8

0.8

0.8

0.8

0.8

score_  score_
solvene organism

1 1
1 1
1 1
1 1
1 1
1 1
1 1
1 1
1 0.9
1 0.9
1 0.9
1 0.9

peaks.matched matched_

| total.peaks

21162

2321

14|53

217

16| 54
15|34
16|39
1922

18193

1057

1366

916

peaks_ref
3.35,3.39;3.42;
3.46;3.47;3.48;
3.51;3.54,3.57; 3.6;
3.63;3.66; 3.7; 3.73;
3.75; 3.78; 3.81,
3.84;3.87;4.01;
4.01; 4.03; 4.05; 4.57
3.28;3.34; 3.35;
3.36; 3.65; 3.67,
3.68; 3.69; 3.76;
3.77,3.78
3.21;3.22;3.23;
3.36; 3.37; 3.38;
3.39; 3.96; 3.97,;
3.98;3.99
3.35,3.55,3.57;
3.58;3.6

5.27;5.31; 5.34;
5.37

5.32;5.32;5.34

3.198; 3.694; 3.695;
3.842; 3.856; 3.88

5.31;5.33; 5.34

3.38; 3.38; 3.39;
3.42;3.52;3.52;
3.54;3.57;3.91;
3.92;3.93
3.47;3.48;3.49;
3.65; 3.66; 3.67,
3.95;3.96; 3.97
3.27;3.78; 3.79; 3.8;
3.81;3.84;3.9;4.13;
4.14

3.27;3.82; 4.56;
4.58

matched_
peaks_samp

3.34; 3.36; 3.39;
3.45;3.48; 3.51;
3.54,3.57,3.6;3.63;
3.66; 3.69; 3.72;
3.75; 3.78; 3.81;
3.84;3.87;3.9; 3.99;
4.02; 4.05;4.08; 4.58
3.25; 3.34; 3.36;
3.39; 3.63; 3.66;
3.69; 3.72; 3.75;
3.78; 3.81

3.2;3.23; 3.25; 3.34,
3.36; 3.39; 3.42;
3.93; 3.96; 3.99; 4.02

3.34;3.54;3.57; 3.6;
3.63

5.3;5.34;5.37; 5.4

5.3;5.34;5.37

3.2;3.69; 3.72; 3.84;
3.87;3.9

5.3;5.34;5.37

3.36; 3.39; 3.42;
3.45;3.51;3.54;
3.57;3.6;3.9;3.93;
3.96

3.45;3.48; 3.51;
3.63; 3.66; 3.69;
3.93;3.96; 3.99
3.25;3.75;3.78;
3.81; 3.84; 3.87; 3.9;
4.13;4.17

3.25;3.81;4.53; 4.58



SPCMNM Nome SPCMNS score
SPCMNM3409 Berberine SPCMNS997 0.720
SPCMNM4350 Anabasine SPCMNS1034  0.720

Stigmasta-5,22-dien-

38-0l SPCMNS604 0.700

SPCMNMO937

Fonte: Autor.

score_
frequency

0.8
0.8

1

score

solvene organism

1
1

0.7

score

0.9
0.9

1

peaks.matched matched_

| total.peaks
13117
9186

14| 64

peaks_ref
3.24;3.25;4.1; 4.2
3.13;3.68; 3.69; 3.7

3.51;3.52; 3.53;
3.54;5.36

138

matched_
peaks_samp

3.23;3.25;4.08; 4.17
3.13; 3.66; 3.69; 3.72

3.48;3.51; 3.54;
3.57;5.34

SPCMNM = referéncia de anota¢do do metabélito; SPCMNS = referéncia de anotagio do espectro 'H-RMN; Nome = nome dos metabdlitos; score
= valores atribuidos ao macth de picos simples; score_ frequency = valores atribuidos a frequéncia do espectro de referéncia; score  solvent = valores
atribuidos ao solvente do espectro de referéncia; score organismo = valores atribuidos ao organismo para o qual o metabdlito em questdo foi
referenciado; peaks.matched | total.peaks = o numero de picos que fizeram match e o total de picos do padrio de referéncia; matched peaks ref =
picos de referéncia que deram match; matched peaks sample = picos das amostras que fizeram match com os picos de referéncia.
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Apesar de fucosterol ser frequentemente relatado com o esterol predominante em U.
lactuca (KAPETANOVIC et al., 2005), este composto ndo foi identificado como possivel
metabolito pelo algoritmo. Dos principais esterdis identificados pra esta espécie (AWAD, 2000;
KAPETANOVIC et al., 2005), apenas Stigmasta-5,22-dien-3B3-ol (SPCMNM937) e Colesterol
(SPCMNM67) foram sugeridos pela identificacao automatizada. Em estudo para a defini¢do da
composi¢do de esterdis de espécies de macroalgas, Kapetanovic e colaboradores (2005)
encontraram colesterol com contribuicdo expressiva de 34% do total de esterdis, enquanto
Stigmasta-5,22-dien-3B-0l contribuira com apenas 4%. A propor¢do entre esses compostos, no
entanto, pode variar de acordo com a salinidade, temperatura e poluentes (KAPETANOVIC et al.,
2005; POPOV et al., 1985). Popov e colaboradores (1985) encontraram significante relacdo entre
a composicao de ester6is em U. rigida e aguas caracterizadas por polui¢do antropogénica. Neste
estudo, no entanto, a alteracdo entre as propor¢des destes compostos mediante a exposi¢do de EE2
nao chegou a ser explorada. Os dois compostos citados, foram sugeridos pelo algoritmo tanto para
amostras tratadas (1 e 10 ug/L de EE2, MExp 2) como para amostras controle.

Da mesma forma, 4cidos graxos como acido oleico (SPCMNM207), acido linoleico
(SPCMNM673), acido a-linolénico (SPCMNMI1388) e acido araquidonico (SPCMNM2212)
foram sugeridos como metabolitos independente da concentragao de exposi¢do ao EE2, bem como
L-prolina (SPCMNM162) e L-alanina (SPCMNM161). Como a identificacio automatica dos
compostos ndo considera as intensidades dos picos, essa verificacdo deve ser feita manualmente a
partir dos picos apontados nos testes a posteriori como responsaveis pela separacao dos grupos.

A ndo identificacdo de compostos relatados como sendo majoritarios na alga, também
pode estar relacionada a auséncia de espectros do padrdo destes compostos no banco. A
especificidade destes compostos dificultam sua identificacdo nos repositorios digitais de onde os
espectros 'H-RMN foram importados. Como comparativo entre tratamentos, somente compostos
que diminuam drasticamente a sua concentracdo ou que passem a ser produzidos em fung¢do da
condicdo de tratamento, seriam destacados. Uma vez presentes na amostra, independente da
concentracao do composto (desde que acima do LOD), o resultado sera praticamente o mesmo em
todos os tratamentos, ainda mais em ensaios onde as diferencas entre tratamentos sao discretas,

como foi observado neste estudo.
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6.3.2 Identificacdo do EE2 (MExp 1)

Os efeitos do 17a-etinilestradiol no metaboloma da Ulva lactuca foram avaliados no
tecido de algas (endometaboloma) e no meio de cultura (exometaboloma). Como primeira
abordagem, buscou-se identificar a presenca do xenobidtico nas amostras por meio da
espectroscopia de '"H-RMN para a andlise em matriz complexa. O algoritmo usado identificou
eficientemente o analito EE2 somente em extratos de exometaboloma, usando correlagdes de
ressonancias arométicas de 'H (6,3, 6,46 ¢ 7,07 ppm) observadas nos espectros de RMN do padrio
xenobiotico e nas amostras do endo- e exometaboloma das algas. Por meio dessa mesma
abordagem, as demais ressonancias do padrdo EE2 também foram correlacionadas com os picos
de referéncia de outros metabolitos.

O EE2 nio foi identificado nas amostras de controle do endo- € exometaboloma,
reforcando a coeréncia do método. Nas amostras de exometaboloma expostas ao EE2 foi
observada uma correlacdo de 72% (Oh) e 46% (48h) para os sinais de 'H RMN dos extratos e do
padrdo de EE2 identificados, que pode indicar a diminui¢do do horménio no meio ao longo do
tempo. Devido a alta porcentagem de picos de EE2 nas regides anoméricas e alifaticas que
coincidem com as ressonancias da maioria de metabolitos das amostras bioldgicas, o conjunto de
dados "H RMN foi filtrado, de forma que o algoritmo considera como identificados apenas aqueles
metabolitos com pontuagdo (score) maior que 0,05. Deste modo, a ressonancia a 6,46 ppm foi
correlacionada somente ao EE2, alcangando pontuacao mais alta em relagdo aos demais sinais para
o match (0,1 ppm). Outros dois sinais, a 6,52 ppm e a 7,07 ppm, também foram atribuidos ao EE2
nos espectros de 'H RMN do exometaboloma das amostras expostas. Amostras de algas coletadas
no tempo 0 h também apresentaram intensidades de picos correspondentes ao EE2 maiores que as
coletadas apos 48 h de exposic¢ao, refor¢cando a possibilidade da degradacao/metabolizagdo deste
composto.

A deteccao do EE2 apenas no exometaboloma nao difere do relatado para a maioria das
espécies de macro ou microalgas testadas (Tabela 4, da Revisao Bibliografica). Mesmo em estudos
onde a biotransformagdo do estrogeno pdde ser observada, ndo foi identificado o EE2 no
endometaboloma das algas (DELLA GRECA et al., 2008). Dos estudos revisados, apenas Liu et
al. (2010) e Maes et al. (2014) relataram a assimilagdo do EE2, excluindo-se a possibilidade do

efeito de adsor¢do as células. Estimativas de assimilagdao de até 31% pela diatomacea Navicula
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salinicola (exposi¢ao 0,1 ug EE2/L) e de 68% por Desmodesmus subspicatus (Chlorophyta —
exposicao 20 ug/L, 72 h) foram realizadas por aqueles autores.

Lai et al. (2002a) concluiram que o EE2 ¢ relativamente estavel em cultivos in vitro da
microalga Chlorella vulgaris (Chlorophyta), apds exposi¢ao por 48 h. Estudos de degradacao de
estrogé€nios naturais e sintéticos geralmente destacam a preocupagao sobre a meia-vida mais longa
do EE2, considerando-o um hormdnio estrogénico com maior potencial de disrup¢do enddcrina
quando comparado aos naturais, por exemplo, estrona e estradiol (YING; KOOKANA; RU, 2002).
A possibilidade de que uma alga cosmopolita com alta plasticidade ambiental possa biotransformar
um potente e persistente composto estrogeno parece, de inicio, animadora. Porém, se a eventual
toxicidade mais alta dos subprodutos brominados do EE2 (MAES et al., 2014) for confirmada, a
presenca deste xenobidtico em aguas naturais pode ser de maior preocupacdo do que o previsto.
No contexto deste estudo, permanece a necessidade de confirmar por quais meios o EE2 teria sido
reduzido na fase aquosa. Além disso, destaca-se a importancia de desvendar ndo apenas os efeitos
do EE2 na alga, mas sua interacdo global no meio ambiente.

Nas figuras abaixo (Figura 29 a Figura 34), os espectros das amostras controle (Figuras
Figura 29Figura 31Figura 33) e tratadas (Figuras Figura 30; Figura 32; Figura 34) do
exometaboloma nos tempos amostrais Oh e 48h podem ser observados. A analise visual confirma
o que foi revelado na andlise por meio do algoritmo e, principalmente na regido aromatica (Figura
30), apresenca do hormonio nas amostras fica evidente e a diminuigao da intensidade destes sinais
também pode ser percebida entre amostras expostas em Oh e em 48h. As areas hachuradas referem-

se as atribui¢des das ressonancias aos protons referenciados conforme a Figura 28.

Figura 28: Numerag@o dos atomos de hidrogénio do EE2, conforme apresentagdo das atribui¢bes na
Tabela 18 e Figura 26 (numeragdo dos atomos sugerida automaticamente pelo software ACD/NMR
Processor a partir da designagdo do composto).

OH
CH
21 3 19

Ii==CH
13

H
4a
15

Fonte: Autor (via software ACD/NMR Processor).
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Figura 29: Regido aromatica (5,5-8,5 ppm) das amostras controle sem e com etanol, nos tempos 0 e 48h

do exometaboloma (MExp 1).
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Figura 30: Regido aromatica (5,5-8,5 ppm) das amostras tratadas com (A) e sem (B) etanol, nos tempos
0 e 48h do exometaboloma (MExp 1).
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Figura 31: Regido anomérica (3-5.5 ppm) das amostras controle sem e com etanol,

do exometaboloma (MExp 1).
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Figura 32: Regido anomérica (3-5.5 ppm) das amostras tratadas com (A) sem e (B) com etanol, nos

tempos 0 e 48h do exometaboloma (MExp 1).

(MeoD|
Padrao EE2_10 mg 4‘. ‘
{ |
o
U - — — . i
ALGA _1mg 0Oh MO(d) M@
Mua(L) Mo“"(d) MQT(d) ’_MIZ(dd)
‘ M5 (d) Mos(d) ‘ T
| Mog(m)
f‘-“.ﬂ ./\/\ “ UJU L L. pot “'»l h‘» WL. Mo
H20_1 mg_0Oh o)
= = MO7(d) M11(d)
I Mos(d) /|12t
l " MD4(d) »\m(d) Mos(m) "fu'i “u
e mu»._._____.____ W _M , L“‘-«, 1S Y. R 1YY 4 "I»L-.\‘td f Witorarem
ALGA lmg 48h MO7(d) M11(d)
MoS(d) M10(m) | M12(dd)
’\ /0 \\ Mod)  Mos(d) MOS() J! ‘|“
! A i 0 L
LW R WA vu \.«,\_.H_/-"J‘J'v_._.,z'“\’fﬂ ¥/
H20_1 mg_48h M11(d)
MO4(d) MO7(d) M‘Q"ﬂ,[ Mi2fdd)
Mo5(d A
05(d) MO8(d) Mog(m) J “I
. ; S Vi S M H,MU 1 N— VN 17, JLL.MM
53 52 5.1 50 49 48 47 45 45 44 43 42 41 40 39 38 3.7 Chemical Shift (ppm)

Fonte: Autor.

143



144

Figura 33 Regido alifatica (0-3 ppm) das amostras controle sem e com etanol, nos tempos 0 e 48h do

exometaboloma (MExp 1).
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Figura 34 Regido alifatica (0-3 ppm) das amostras tratadas com (A) sem e (B) com etanol, nos tempos

0 e 48h do exometaboloma (MExp _1).
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6.3.3 Analises de agrupamento hierarquico: MExp 1 (EE2, 1 mg/L, 48h)

A andlise de agrupamento hierarquico foi aplicada ao conjunto total de dados de |H NMR
das amostras de endometaboloma e exometaboloma do MExp 1, revelando a existéncia de dois
grupos de perfis metabdlicos (Figura 35). Nao foram observadas diferencas significativas para os
fatores tempo de exposi¢do ou concentracdo de EE2 nas amostras do endometaboloma e
exometaboloma. No entanto, os resultados permitem inferir uma tendéncia de agrupamento de

amostras expostas de acordo com a composicao do endometaboloma.

Figura 35: Agrupamento hierarquico resultante da anélise de dados de '"H RMN (0,20 - 13,00 ppm) de
amostras de endo- e exometaboloma de Ulva lactuca expostas a EE2 por Oh e 48h.
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Fonte: Sara Cardoso, Universidade do Minho (em colaboragdo).

O teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis também foi empregado para identificar quais
ressonancias foram as mais importantes para promover a discriminagdo das amostras de endo- e
exometaboloma. Ao considerar todas as amostras, 72 das 138 ressondncias mostraram-se
relevantes para o agrupamento (p > 0,05). Destes, 10 sinais (1,24; 1,53; 7,17; 7,20; 7,55; 7,57,

7,62;7,86;7,94; ¢ 7,97 ppm) apresentaram valores de p inferiores a 0,004, o que destaca o intervalo
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entre 7,0 ¢ 8,0 ppm com muitos picos de significincia na regido aromatica com alta
dissimilaridade. De estudos relatando exposi¢ao, Belhaj et al. (2017) investigaram alteragdes
metabolicas no fitoplancton exposto ao EE2 e encontraram incrementos de alguns carboidratos e
acidos graxos e a diminui¢do dos pigmentos fotossintéticos para concentra¢des de EE2 de 100 e
1000 ng / L. O mesmo padrao foi também observado por Liu et al. (2010).

Os dados dos espectros de '"H RMN das amostras de endo- e exometaboloma ainda foram
analisados separadamente via HCA. O agrupamento de amostras de endometaboloma em fun¢ao
do tempo de exposicdo ao EE2 foi observado, o mesmo ndo ocorrendo para o fator concentracio
do xenobidtico. Por sua vez, as amostras de endometaboloma nao apresentaram nenhum padrao
de agrupamento consoante aos fatores em estudo.

Esse processamento foi realizado para o endo- e exometaboloma e os resultados dessa
analise foram apresentados em conferéncia pela autora e publicado conforme o que segue
(Apéndice A):

Cabral D. et al. (2019) 17a-Ethinylestradiol Analysis of Endo- and Exometabolome of
Ulva lactuca (Chlorophyta) by 'H-NMR Spectroscopy and Bioinformatics Tools. In:
Fdez-Riverola F., Mohamad M., Rocha M., De Paz J., Gonzalez P. (eds) Practical
Applications of Computational Biology and Bioinformatics, 12th International
Conference. PACBB2018 2018. Advances in Intelligent Systems and Computing, vol
803. Springer, Cham. DOI: https://doi.org/10.1007/978-3-319-98702-6 26. Print ISBN:
978-3-319-98701-9

6.3.3.1 Degradagdo do EE2 no exometaboloma

Para verificar a possibilidade da degradagdo do hormonio no exometaboloma ter sido
realizada pela alga, uma nova andlise com as amostras do exometaboloma foram realizadas
considerando as amostras do meio de cultura na presenga e na auséncia da alga ao longo do tempo.
Nesta analise, foram utilizadas somente as ressonancias atribuidas exclusivamente ao hormoénio
das amostras tratadas (1 mg/l de EE2). As diferencas entre amostras com ou sem a alga ndo foram
significativas (p > 0,05) quando analisadas pelo teste ¢ de Student. Os resultados obtidos levam a
crer que a diminui¢do do estrégeno da-se em fungdo da fotodegradacdo (ATKINSON et al., 2011;
ZUO; ZHANG; DENG, 2006), que pode ter sido acelerada mediante aeracdo (REN et al., 2016).

Observando ainda os espectros (Figura 29 a Figura 34), na regido anomérica diferencas

entre as amostras nao sao perceptiveis, mas, ainda que discretas, alteragdes referentes ao tempo de
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cultivo podem ser notadas. As intensidades dos picos dos tripletos M15, M16 ¢ M17 da regiao
alifatica diminuiem a intensidade de Oh para 48h (sem diferencga significativa). Ainda na mesma
regido, as ressonancias dos multipletos M19 e M24 aparentam diminui¢do discreta somente na
amostra tratada apds 48h, bem como as ressonancias M22 e M33 (tripleto e dubleto,

respectivamente).

6.3.3.2 Alteracdao metabolica do exometaboloma

Para verificar a alteracdo do metaboloma e confirmar ou refutar as impressdes da
exploracao visual dos espectros, a analise hierarquica também foi realizada considerando somente
as amostras do exometaboloma (Figura 36). As diferengas entre amostras tratadas e controle sdao
significativas (p > 0,05, teste 7). A mesma andlise foi feita separando as regides aromatica,
anomérica e alifatica e pode-se perceber as amostras expostas ao EE2 tendem ao agrupamento,
principalmente na regido alifitica, enquanto que o agrupamento entre amostras coletadas em Oh
ou em 48h parece mais claro nas amostras da regido anomérica. A formacao de clusters em funcao
da presenga ou auséncia da alga nao foi observada.

O teste ¢ foi usado para a identifica¢do das principais ressondncias que influenciaram os
agrupamentos observados entre amostras expostas ou ndo ao hormdnio. Considerando o espectro
completo, foram identificadas 23 ressonancias com p menor que 0,05 (i.e., 0,85; 1,38; 1,43; 1,44;
1,72; 1,74; 1,92; 1,94; 1,97, 2,15; 2,19; 2,23; 3,93; 3,98; 4,01; 5,33; 5,36; 6,46; 6,52; 7,08; 7,88).
Destas, somente trés foram atribuidas ao estrogeno EE2 (6,46; 6,52 e 7,08), de forma que a
presenga ou auséncia das ressonancias do EE2 ndo sdo o Uinico motivo de variagdo entre as
amostras do exometaboloma. Para o endometaboloma, as analises também foram repetidas para
cada regidao do espectro, e o resultado mostrou-se o mesmo, sem a definicio de um padrao
relacionado as varidveis testadas.

Os diferentes resultados entre as analises do exometaboloma e endometaboloma podem
estar também relacionadas aos efeitos do hormonio sobre a comunidade microbiana presente no
meio de cultivo. Nos ensaios ndo foram utilizadas culturas axénicas devido a necessidade da
talusina para o desenvolvimento da alga, que ¢ proveniente da sua interacdo simbidtica com

bactérias (MATSUO et al. 2005 apud WICHARD et al., 2015).
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Figura 36: Andlise hierarquica entre as amostras do exometaboloma (MExp 1) considerando o espectro completo, sendo a discriminagdo de cores
em fun¢do da exposicdo ao EE2 (verde = Ing/L; laranja = controle) e as regides aromaricas, anoméricas ¢ alifaticas,. Nestas, o fator discriminante
das cores ¢ a presenga (verde) ou a auséncia (laranja) da alga. A analise considerou como métrica de distancia de pearson e as médias como método
de aglomerag@o.
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6.3.4 Analise de agrupamento hierarquico — Mexp 2 (EE2, 100 — 10.000 ng/L, 144h)

Ainda que altera¢des entre as amostras de diferentes tratamentos tenham sido verificadas
no exometaboloma, quando o endometaboloma foi analisado utilizando as mesmas técnicas
multivariadas, ndo foram observadas diferengas que indicassem efeito do EE2 no metabolismo da
alga nem apos 48 h no MExp 1, nem ap6s 144 h no MExp 2, ambos ensaios consideraram
concentragdes muito acima do possivelmente encontrado no ambiente. As analises hierarquicas
(Figura 37) realizadas para a totalidade dos sinais dos espectros e para as regides aromatica,
anoméricas ¢ alifaticas apresentam padrdes semelhantes de distribuicdo das amostras do
endometaboloma do MExp 2. Em todas as regides analisadas, hd a formagdo de dois principais
clusters, um com amostras de 24h ¢ 144h e outro com amostras do intervalo de 48h e 96h de
cultivo, independente da concentragdo do EE2 a que as algas foram expostas. A diferenca entre os
tempos pode ser confirmada pelos resultados da analise de variancia ANOVA. Para os diferentes
tempos amostrais (24h, 48h, 96h e 144h) este teste estatistico apontou 16 ressonancias
responsaveis pelos agrupamentos das amostras com valores de p inferior a 0,05 considerando o
espectro completo, 13 para a regido aromatica, 24 para a regido anomérica ¢ 38 para a alifatica

(Quadro 4).

Quadro 4: Ressonancias das diferentes regides do espectro com p < 0,05 nos resultado da ANOVA para
as amostras do endometaboloma (MExp 2) nos diferentes tempos amostrais (24h, 48h, 96h, 144h).

Espectro completo

Regido aromatica

Regido anomérica

Regido alifatica

0,5;0,71;0,77; 1,01; 1,05;
1,25; 1,31; 1,45; 1,62;
1,79; 1,85;1,9; 1,95;
1,98;2,28;, 24

5,99; 6,21; 6,24; 6,32;
6,36;7,27; 8,75; 9,18;
9,41; 9,5;9,63;9,7

3,39; 3,48; 3,51; 3,54,
3,72;3,75; 3,81; 3,87,
3,9; 3,93; 3,96; 3,99;
4,05;4,13;4,17; 4,21;
4,24; 4,28, 4,49; 4,53,
4,58;5,3; 5,34; 5,37

0,5;0,62;0,71; 0,73;

0,77, 0,8; 0,84; 0,86;

0,9;0,94; 0,97; 1,01;

1,05;1,25;1,29; 1,31;
1,35;1,39; 1,45; 1,51;
1,56;1,59; 1,62; 1,7,

1,76; 1,79; 1,81; 1,85;
1,9; 1,95;1,98; 2,01;

2,07;2,1;2,28;2,31;

2,34;2,4

Fonte: Autor.
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Figura 37: Analise hierarquica entre as amostras do endometaboloma (MExp 2) considerando o espectro completo e as regides aromaticas,
anoméricas ¢ alifaticas. Fator discriminante representado pelas cores ¢ a concentragdo de EE2 a que a alga Ulva lactuca foi expostas ao longo do
tempo (24h, 48h, 96h, e 144h). verde = 1.000 ng/L; laranja = 10.000 ng/L e lilas = controle. A analise considerou como métrica de distancia de pearson
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Observando o Quadro 4, pode-se observar que na analise do espectro completo, a
maioria das ressonancias que influenciaram mais os agrupamentos observados, encontram-se
na regido alifatica (6 de 0 a 3 ppm). Quando realizadaa ANOVA em fungao das concentragdes
(controle, 1.000 e 10.000 ng/L) somente uma ressonancia na regido anomérica (4,08 ppm) foi
diferente estatisticamente (p < 0,05) para as amostras do controle e as expostas a 10.000 ng/L
(Tukey). Nas demais regides nenhuma ressonancia foi apontada como diferente
estatisticamente entre os tratamentos de exposi¢do ao EE2.

Ainda ndo existem dados sobre o efeito de EE2 disponiveis na literatura sobre o
metaboloma de macroalgas para a comparagdo de resultados. Alvarez-Mufioz e colaboradores
(2015) foram os Unicos até entdo a investigarem a possibilidade de acumulacdo do hormdnio
EE2 em macroalgas. Os autores buscaram identificar o EE2 nas macroalgas Laminaria digitata
e Saccharina latissima, coletadas no ambiente, mas o estrégeno ndo foi identificado nas algas.
Cabe salientar que neste caso, EE2 também nao foi identificado em bivalves ou peixes e a
identificacdo na 4gua do mar ndo foi realizada por estes autores.

Para microalgas (Tabela 4), a maioria dos estudos realizados buscaram quantificar a
biotransformacao ou a bioacumulagdo do estrogeno nas espécies estudadas. Dentre as espécies
que apresentaram acumulacdo do estrogeno ou promoveram a redugdo de sua concentragdo de
EE2 no meio de cultura por biotransformagdo estdo as algas Haematococcus pluvialis,
Navicula salinicola, Scenedesmus quadricauda, Desmodesmus subspicatus S. vacuolatus,
Selenastrum capricornutum e Ankistrodesmus (DELLA GRECA et al., 2008; LAI;
SCRIMSHAW; LESTER, 2002a; LIU et al., 2010; MAES et al., 2014; WANG et al., 2019).
No entanto, como observado neste estudo, algumas especies como Chlorella vulgaris, C.
pyrenoidosa, C. ellipsoidea, Scenedesmus obliquus e S. communis também ndo tiveram a
biotransformag¢do induzida ou o EE2 detectado dentro das células (DELLA GRECA et al.,
2008; LAIL;, SCRIMSHAW; LESTER, 2002a; WANG et al., 2019) de forma que a

internalizacdo do hormonio varia bastante de espécie a espécie.

6.4 CONCLUSAO

A abordagem analitica acoplada as ferramentas de bioinformatica adotadas neste

estudo parece ser adequada, quando se esta interessado em investigar a presenca de um
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xenobidtico tanto no endo- como no exometaboloma de uma amostra complexa. Sem duavida,
ajustes para realizar a identificacdo automatica dos metabolitos que referem-se as principais
ressonancias responsaveis pelos agrupamentos, ou para a exposicao da(s) referéncia(s)
bibliografica(s) dos compostos identificados, acrescentariam automaticamente, informagdes
interessantes a pesquisa que geralmente demandam tempo para serem adquiridas.

Em relacdo a identificagdo dos compostos, a utilizacdo do Specmine DataBase
integrado a outros repositorios como o HMDB ou MMCD, sem dlivida aumenta as chances de
que metabolitos mais especificos a0 modelo biologico, neste caso, a alga Ulva lactcuca, sejam
identificados. O banco de dados aqui apresentado ndo é simplesmente mais um banco de
espectros destinado a algas, mas uma compilacdo de informagdes abrangentes sobre os
organismos em que cada metabolito ja foi identificado, que em conjunto ao algoritmo do
package specmine, pode ser usado para ranquear os metabodlitos de acordo com as
probabilidades de ocorréncia baseado na literatura sobre o organismo estudado e caracteristicas
dos espectros anotados. A utilizagdo deste tipo de abordagem, visa diminuir o tempo de
verificagdo manual dos espectros como parte do pds-processamento da identificagdo automatica
de metabdlitos a partir de espectros 'H-RMN.

Finalmente, nossos achados sobre a elucidacao estrutural do endo- e exometaboloma
da U. lactuca destacam sobre quais classes de compostos a presenga do EE2 parece estar
afetando, e o que poderia ser melhor explorado em novos estudos de metaboloma. A
biotransformagado do EE2 pela alga ndo foi observada neste estudo, de forma que, a diminuigao
do hormonio ao longo do tempo deve estar relacionada a degradagao natural do hormonio (i.e.

luz e aeragdo).
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7 CONCLUSAO GERAL

Como apresentado no Capitulo 1, o estrégeno encontra-se em aguas costeiras, em
concentragdes maiores as concentragdes de ndo efeito (PNEC, 0,1 ng/L) proposta para peixes
por Caldwell e colaboradores (2012). Dos pontos amostrados, o Rio Capivari que desagua em
praia popular de Floriandpolis (Ingleses) enquadra-se acima deste limite € o monitoramento e
medidas para a redugao deste composto na agua sao recomendados. Neste estudo, somente a
fragdo conjugada do EE2 (mais soltivel e biologicamente inativa) foi considerada e estima-se
que a concentragdo total do hormonio nas dguas de Foriandpolis sejam ainda maiores que as
identificadas neste trabalho. Estudos que também considerem a fracdo livre desse composto sao
necessarios.

Em relagao a exposi¢ao de Ulva lactuca ao EE2, ndo ha indicios de bioacumulagdo do
hormdnio no tecido da macroalga, nem quando coletada diretamente em ambiente onde o EE2
foi detectado na agua (Sangradouro) e analisada por ELISA, nem em ensaios in vitro (48h) com
concentragdes de EE2 muito acima (0,001 a 1 mg/L) as encontradas no ambiente (> 0,04 a 0,12
ng/L) analisadas via técnicas de RMN. As alteragdes metabélicas observadas via 'TH-RMN da
alga exposta ao EE2 e do seu meio de cultivo, ndo apresentaram alteracdes significativas no
endometaboloma desta espécie, apesar de a andlise hierarquica ter apontado uma tendéncia ao
agrupamento dessas amostras. Ja para o exometaboloma, além do agrupamento definido das
amostras expostas, houveram também indicios da redu¢do do EE2 no meio de cultivo ao longo
do tempo. A biotransformacdo do EE2 pela alga ndo foi observada neste estudo e ambos
resultados para o exometaboloma podem estar relacionados ao metabolismo de microrganismos
no meio (cultura ndo axénica) e/ou as variaveis do proprio cultivo (i.e., luz e aeracdo), e ndo ao
metaboloma da alga em si. Apesar dos resultados via 'H-RMN ndo terem apresentado
diferengas significativas e confirmatoérias de alteracdes metabdlicas na alga, andlises via
UHPLC das mesmas amostras exibiram como resultado alteragdes na concentragcdo de
carotenoides e clorofila entre os grupos de amostras tratadas com EE2 e controle.

Este ¢ o primeiro trabalho que aponta alteracdes de qualquer natureza em macroalagas
expostas ao EE2, no entanto, sugere-se a realizagdo de estudos investigativos sobre a
possibilidade de alteracdo na composi¢do e concentracdo de acidos graxos, a peroxidacao
lipidica, bem como outras respostas antioxidantes (ex. glutationa redutase e malondialdeido)

antes de considerar a alga como um bom bioindicador, uma vez que outros organismos, como
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peixes ¢ moluscos (ARIS et al. 2014), apresentam alteracdes bem caracterizadas a presenca
deste xenobiotico, nas concentragdes encontradas neste estudo (Anexo B).

Por fim, o trabalho apresenta ainda uma contribuicdo promissora a analise
bioinformatica para a identificacdo de compostos em matrizes brutas ao combinar ao package
specmine, a compilacdo de um banco de metabdlitos para a algas, o Specmine AlgaeDatabase.
O banco de dados podera ser dinamicamente alimentado com novos compostos € outros
modelos bioldgicos, otimizando a identificacdo automatizada de metabdlitos de organismos

alvo a partis de dados espectrais 'H-RMN.
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Abstract. The uptake of 17a-ethinylestradiol (EE2) by the green alga Ulva
lactuca and its effects on the metabolome of that macroalgae have been
investigated using 'H-NMR spectroscopy. To this end, U. lactuca in vitro
cultures have been acutely (48 h) exposed to the estrogen and both, endo- and
exometabolome were investigated. Bioinformatic analyses were performed to
integrate and analyze endo- and exometabolic profiles allowing the detection of
EE2 into exometabolome samples and identifying very important parameters
(VIPs), i.e., "H-NMR resonances, responsible for grouping similar U. lactuca
metabolic profiles and biochemical phenotypes.

Keywords: Ulva lactuca - 17a-ethinylestradiol - NMR spectroscopy
Endometabolome + Exometabolome

1 Introduction

The concern about the frequent occurrence of 17a-ethinylestradiol (EE2) in aquatic
systems and how it affects exposed organisms widely increased in the last years.
Environmental metabolomics is an appealing field for assessing xenobiotics effects on
natural ecosystems. Measuring changes on the composition and concentration of
metabolites provide a reliable picture of cellular state of an organism and reflects the
transient phenotype acquired during its interaction with the environment [1, 2].
However, assessing and analyzing the metabolic complexity of biological samples may
be challenging [3]. Kuhlisch and Pohnert [4] highlighted the variety of molecules,
ranging from highly polar to hydrophobic metabolites, with diverse molecular weights
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found in marine seawater matrix. Although marine chemical ecology matured for at
least three decades and generated extensive lists of marine metabolites [5], information
about metabolic dynamics and composition is still elusive for some group of organisms
as macroalgae [3].

Macroalgae are well referred to as efficient biomonitors for measuring bioavailable
contaminants in oceans [6, 7]. Chakraborty et al. [8] pointed U. lactuea (Chlorophyta)
4s a potential biomonitor for metal pollution by determining the total metal content in
the algal biomass. Henriques et al. [9] confirmed the species effectiveness in the
removal of metals from seawater due to the bioconcentration of Pb, Cd, and Hg in alga
tissues well above those found in the medium. Spore germination and gametophyte
growth of U. pertusa were also proposed as sensitive monitors not only for metals
(Cu, Zn, and Cd), but also for other pollutants such as formalin and TBTO (an organo-
tin compound used as a biocide and preservative) [10]. Besides, marine photosynthetic
organisms have been used in toxicological studies of exposure to hydrocarbons
[11, 12], endocrine disruptors compounds (EDCs) [13-17], pesticides [18], and
polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHSs), most of them with phytoplankton models.

Chaudhuri et al. [6] suggested that macroalgae would be a better indicator of heavy
metals in the dissolved phase, than lipophilic compounds that would not be readily
taken, due to macroalgae low lipid content. Notwithstanding, studies have evaluated
macroalgae as good biological models for monitoring the toxic effects of hydrophobic
molecules. For example, relevant metabolic changes resulting from Hypnea musci-
formis exposed to diesel oil [12] and U. {actuca to gasoline [11] have been detected,
e.g., cell wall thickness and alteration of metabolic signatures such as chlorophyll or
carotenoid contents, pointing to seaweed species as biological indicators of eventual
impacts of petroleun derivatives on the marine environment. Schweikert et al. [18]
tested the exposition of U. perfusa to the insecticide Coumaphos, detecting oxidative
damages to the cells and increased antioxidant scavenging and GST activities.

The cosmopolitan green alga U. lactuca highlights by tolerating wide ranges of
salinity (2-35%e), temperature, light irradiance, nutrient concentrations [19, 20] and
some pollutants as described above. Its ecological plasticity and ability of rapidly
respond to short-term N inputs allow it to eventually dominates shores highly impacted
by anthropogenic activities [21, 22] which reinforce the convenience of its use as study
model for toxicity effects of xenobiotics, bivindicators of environmental quality, and
water remediation.

In this work, U. lactuca was exposed to EE2 for 48 h. Both, endo- and exome-
tabolome were investigated for the first time using 'H-NMR spectroscopy and bioin-
formatics tools. This preliminary study shed a light on unprecedented results and
enabled the use of general 'H-NMR resonances for discriminating treatments and
understanding changes on U. lactuca metabolic profiles and biochemical phenotypes
when exposed to xenobiotics.
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2 Methods

2.1 Experimental Design

The experiment was carried using a stable in vitro culture of Ulva lactuca which has
been maintained for at least 2 years under 25 4+ 2 °C, 12-12 h photoperiod
(280 =5 pmols—mz, cool-white fluorescent lamps), and constant aeration. Experiments
began two days after cutting B mm discs of alga thalli, which were inoculated into
seawater enriched with 25% (v/v) Provasoli solution [23] as culture medium.
17a-Ethynylestradiol (EE2, > 98% purity, Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany)
stock solutions were prepared in ethanol 50% (v/v) and added to Provasoli medium
(25%, viv) to a final concentration 0.1 mL/L of solvent. The same concentration of
ethanol was added to the control samples. Extra triplicates of control with no solvent
were also included as a reference of alga basal metabolic state. Algae were exposed to
1 mg/L EE2 for 48 h and each replicate contained 5 discs (0.007 £ 0.0005 g DW) into
100 mL culture medium. Triplicates of each EE2 treatment, basal, and control discs
were sampled at 0 h and 48 h, immediately washed with cold ammonium formate
(0.5 M) and distilled water and freeze-dried. For exometabolome analysis, 10 mL
culture medium of each replicate per treatment were assembled to form a pool and then

freeze-dried.
2.2 Endo- and Exometabolome Extraction

Endometabolome. Freeze-dried biomass (20 mg) were extracted with 4.5 mL 70%
methanol (v/v) containing 0.20 g/l ribitol (Sigma-Aldrich, MO, USA) as internal
standard. Solution was kept from light at 4 °C for 2 h and cold-sonicated for 20 min.
Extract was then centrifuged (10 min, 4000 rpm) and 1 mL supematant of each
replicate per treatment was collected and assembled to form a pool (3 mL) which was
freeze-dried for further 'H-NMR analysis.

Exometabolome. About 1.5 g of the resulting salt from the freeze-dried process was
diluted with 30 mL of an ethyl acetate: water (1: 2, v/v) solution, stirred (10 min) and
sonicated (10 min). After that, solution was poured into dark separation funnel (60 mL)})
and allowed to stand for 1 h, at 4 °C. The aqueous phase was discarded, and the
organosolvent was vacuum dried and kept sealed (=20 °C) until '"H-NMR analysis.

2.3 'H-NMR Spectroscopy

For the lyophilized extracts, 650 ul methanol-d; (Merck) containing 0.024% (w/v)
sodium 3- trimethylsilyl propionate-d4 (TSP-d4) as internal standard were added, fil-
tered (0.22 um) and transferred to a 5 mm NMR tube for subsequent analysis. The
"H-NMR spectra were recorded on an Agilent DD2 spectrometer (Brazilian Bio-
sciences National Laboratory - Brazilian Center for Research in Energy and Materials -
CNPEM), operating at 500 MHz 'H frequency, at 25 °C, as described by Maraschin
et al. [24]. For the endometabolome analysis, a total of 256 scans (23 min acquisition)
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were performed, while for the exometabolome samples, due to its lower concentration
of compounds, 512 scans were collected (46 min acquisition).

"H-NMR spectra pre-processing consisted of baseline comection using the Che-
nomx platform (v. 8.2), as the ACD software (v. 12.01) was used for internal standard
reference (TSP-d4) and peak identification. Chemical shifts are expressed in & ppm
referenced to the TSP peak at 8, 0.00 ppm. From the processed full spectra dataset
(0.20-13.00 ppm) a resulting data matrix containing the 'H-NMR chemical shifts
(ppm) was generated, considering a value of 0.0002 unity as minimum normalized
intensity.

2.4 Bioinformatic Analysis

Scripts using the R scientific computing system (http://www.r-project.org) were written
using tools defined through the specmine package. Thus, hierarchical cluster analysis
(HCA) was applied to the data matrix containing the "H-NMR chemical shifts (0.20—
13.00 ppm) to detect eventual similarities of metabolic profiles among the investigated
samples. EE2 and ribitol 'H-NMR reference spectra were used for purpose of identi-
fication of those analytes in the spectra of the algal samples using the R code developed
by Jacob et al. (25). Peak alignment grouped peaks together according to their position
using a moving window of 0.01 ppm for matching regarding the reference compounds.

3 Results and Discussion

3.1 Identification of Xenobiotic in Complex Matrices

The effects of 17w-ethinylestradiol (EE2) on the [ lactuca’s metabolome were
assessed on the alga tissue and culture medium extracts. As a first approach, identifi-
cation of xenobiotic was aimed. By employing '"H-NMR spectroscopy to the analysis
of such chemically complex matrix, the used algorithm efficiently identified EE2 into
exometabolome extracts using 'H aromatic resonances matches (e.g. 6.3, 6.46, and
7.07 ppm) from the NMR spectra of the xenobiotic standard and algal samples. Using
these approach, peaks referred to EE2 were also matched with the reference peaks of
other metabolites.

EE2 was neither identified into endometabolome nor in exometabolome of control
samples. The estrogen was only detected in exposed samples of exometabolome, with
72% (0 h) and 46% (48 h) matches from all identified EE2 peaks. Due to the high
percentage of EE2 peaks matching with reference signals of metabolites from the
complex biological samples, the "H-NMR data set was filtered considering as identified
only metabolites with score higher than 0.05. In this way, resonances at 6.46 ppm only
matched with EE2, while with a higher score, i.e., 0.1, other two signals at 6.52 ppm
and 7.07 ppm also matched EE2 in the exometabolome of exposed samples. Alga
samples collected on time () h presented intensities of peaks matching EE2 higher than
those collected after 48 h of exposure, suggesting an eventual degradation of that
compound.
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Maes et al. (26) evaluated the EE2 uptake from the water-phase by the microalga
Desmodesmus subspicatus (Chlorophyta) exposed for 72 h and estimated a half-life of
the xenobiotic in cultured conditions. Authors reported EE2 transformation into more
lipophilic molecules, e.g., monobrominated EE2 (Br-EE2) and dibrominated EE2 (Br2-
EE2). In tumn, Lai et al. [27] found EE2 stable when investigated its biotransformation
by Chlorella vulgaris (Chlorophyta) exposed for 48 h. Degradation studies of natural
and synthetic estrogens usually highlight the overall concern about longer the half-life
of EE2, considering it is an estrogenic hormone with higher endocrine disruptor
potency when compared with natural ones, e.g., estrone and estradiol [28]. The pos-
sibility that a cosmopolitan alga with high environmental plasticity may biotransform a
potent and persistent estrogen is exciting at first. Still, if higher toxicity of subproducts
as the brominated-EE2 forms [26] is confirmed, the presence of this xenobiotic in
natural waters might be of bigger concern than anticipated. From our results, remains
the need to confirm by which means EE2 would have been lowered in the water phase.
Besides, the importance of unravelling not only the EE2 effects, but its overall inter-
action in the environment is highlighted.

When considering an analytical approach based on the reference spectrum of both,
EE2 and Adonitol, available at an external database (i.e., Human Metabolome Data-
base), the algorithm was not capable of identifying the targeted estrogen in the samples
studied. This is because the efficiency for detecting the target compound in biologic
samples is clearly lower for compounds extracted using distinct conditions from the
considered samples, as well as due to different spectrum acquisition conditions (sol-
vents and pH, e.g.).

Hierarchical clustering analysis was applied to the '"H-NMR data set and two clades
were observed for samples from endometabolome and from exometabolome (Fig. 1).
Despite significant differences were not observed when considering exposure times or
EE2 concentration, the results allow to infer a grouping tendency of exposed samples
according to their endometabolome. Considering the small set of samples, non-
parametric Kruskal-Wallis tests were also carried out to identify the most important
resonances for endo- and exometabolome discrimination. When considering all sam-
ples, 72 out of 138 resonances showed to be relevant for grouping (p < 0.05). From
these, p-values of 10 signals (1.24, 1.53, 7.17, 7.20, 7.55, 7.57, 7.62, 7.86, 7.94, and
7.97) were lower than 0.004, which highlights the spectral window at 7.0-8.0 ppm
containing many peaks with high dissimilarities. Belhaj et al. [15] investigated meta-
bolic changes in phytoplankton exposed to EE2 and found increments of some car-
bohydrates and fatty acids while photosynthetic pigments were reduced.

The capacity of the algorithm to identify EE2 in the algal samples varied according
to the exposure time and concentration of EE2. The endo and exometabolome
'H-NMR spectra were analyzed using HCA and in this case, the grouping of samples
resulted from their endometabolome profiles over the EE2 exposure times seemed to be
favoured rather than the amounts of the xenobiotic. When considering basal and control
samples in the endometabolome cluster, sampling time also seemed to be more relevant
than the presence of ethanol in control samples. In turn, endometabolome samples did
not follow grouping for exposition times or concentrations of EE2. As for exometa-
bolome metabolite contents were very low, eventually masking tenuous differences
among the samples.
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Fig. 1. Hierarchical cluster of the endo- and exometabolome samples of Ulva lactuca, coloured
by treatments according to EEZ exposure.

4 Conclusion

The analytical approach coupled to the bioinformatics tools adopted in this study seems
to be suitable for investigating EE2 in both endo- and exometabolome of U. lactuca.
Further experimental work is required before validating a certain algorithm for iden-
tifying compounds of complex matrix using exclusively external databases as herein
shown. However, the analytical approach adopted seems to be suitable for the 17a-
ethinylestradiol identification in biological samples, providing that the NMR spectra
are acquired at same conditions of those used by the reference analytical compound as
herein noted.

Finally, our findings on the structural elucidation of the U. lactuca’s endo and
exometabolome shed some light on certain metabolite classes EE2 may affect,
addressing further metabolome studies. Whether EE2 was hydrolyzed or biotrans-
formed by alga was not the aim of this study, but it is certainly an interesting question
to be later investigated.
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ANEXO A - Glossario de indicadores operacionais de agua e esgotos

IN055 - indice de atendimento total de 4gua

Forma de calculo

AGO01
12a

IN023 - Indice de atendimento urbano de dgua

Forma de calculo

AG026
06a

X 100

IN056 - Indice de atendimento total de esgoto referido aos

municipios atendidos com agua

Forma de calculo

ES001
12a

X 100

IN024 - indice de atendimento urbano de esgoto referido aos

municipios atendidos com agua

Forma de calculo

Informagdes envolvidas

AGO001: Populagao total atendida com abastecimento
de agua
G12A: Populag@o total residente do(s) municipio(s)
com abastecimento de agua, segundo o IBGE

POP_TOT: Populacéo total do municipio do ano de
referéncia (Fonte: IBGE)

Informacgdes envolvidas

AGO026: Populagio urbana atendida com
abastecimento de agua

GO6A: Populagdo urbana residente do(s)

municipio(s) com abastecimento de agua

POP_URB: Populagao urbana do municipio do ano
de referéncia (Fonte: IBGE)

Informagdes envolvidas

ES001: Populagéo total atendida com esgotamento
sanitario
G12A: Populagdo total residente do(s) municipio(s)
com abastecimento de agua, segundo o IBGE

G12B: Populagio total residente do(s) municipio(s)
com esgotamento sanitario, segundo o IBGE

POP_TOT: Populagdo total do municipio do ano de
referéncia (Fonte: IBGE)

Informacgdes envolvidas

ES026: Populagdo urbana atendida com esgotamento
sanitario
GO6A: Populagao urbana residente do(s)
municipio(s) com abastecimento de dgua

GO06B: Populagdo urbana residente do(s)
municipio(s) com esgotamento sanitario

POP_URB: Populagdo urbana do municipio do ano
de referéncia (Fonte: IBGE)



IN046 - Indice de esgoto tratado referido & agua consumida

Forma de calculo

ES006 + ES015

— X
AG010 — AG019 100

INO016 - indice de tratamento de esgoto

Forma de calculo

ESO06 + ES014 + ES015
ES005 + ES013
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Informacgdes envolvidas

AGO010: Volume de 4gua consumido
AGO019: Volume de agua tratada exportado
ES006: Volume de esgotos tratado
ESO015: Volume de esgoto bruto exportado tratado
nas instala¢des do importador

Informagdes envolvidas

ES005: Volume de esgotos coletado
ES006: Volume de esgotos tratado
ES013: Volume de esgotos bruto importado
ES014: Volume de esgoto importado tratado nas
instalagdes do importador

ESO015: Volume de esgoto bruto exportado tratado
nas instala¢des do importador

Fonte: Sistema Nacional de Informagdes sobre Saneamento (SNIS, 2019).
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ANEXO B - Efeitos do EE2 em organismos aquaticos

Critério de

Periodo de

Concentracao

Espécies Sexo . o Efeitos Referéncias
resposta exposicio  (ng/L)
Peixes de agua
doce
Medaka (Oryzias ~ Sobrevivéncia e M 2 meses 10 Aromatase detectada nos testiculos Scholz and Gutzeit
latipes) proporg¢ao sexual (2000)
100 Todas se desenvolveram como fémeas
(caracteres de barbatana especificos do sexo
feminino e presenca de gonadas femininas)
Parametro de F 10 e 100 Redug¢do do GSI
crescimento
Produgdo de ovos F 10 Redugdo do ntimero de ovos produzidos por
geragao
100 Nenhum ovo foi gerado
Observagao lelO Teve estrutura lobular tipica
histologica F Estrutura normal de um ovario imaturo contendo
diferentes fases do desenvolvimento folicular
M 10 Expressdo da aromatase (expressdo baixa e
variavel, mas claramente identificavel)
Expressao da F Aumento do nivel de expressdo génica de
aromatase aromatase
Three-spined Parametro de F 21 dias 170 NSI mais alto Andersson et al.
stickleback creSC}rrJento, M NSI mais baixo (2007)
(Gastrosteus condicdo e
aculeatus) sobrevivéncia Mudangas na coloragao do periodo reprodutivo
FeM HSI significativamente mais alto



Espécies Critério de Sexo Perloqo~de Concentragao Efeitos Referéncias
resposta exposicio  (ng/L)
60% de acumulo de liquido na cavidade
abdominal
Vitelogenina M 53.7 Niveis plasmaticos de VTG significativamente
mais altos
F 170 Niveis plasmaticos de VTG significativamente
mais altos
Spiggin FeM 170 Niveis da proteina spiggin significativamente
mais baixos
Atividade de FeM 170 Indugao de 9 e 8 vezes
LEI(OID) Menor atividade hepatica do EROD normalizada
para o conteudo de proteina microssomal
Chinese rare Desenvolvimento FeM 16 ¢ 64 Aumento da mortalidade de alevinos na fase de ~ Zha et al. (2008)
minnow de embrides e nado
(Gabiocypris larvas
rarus) Morfologia brutae Fe MF 30 dph 16 ¢ 64 Deformidades
deformidades eM 90 e 120 Todos os peixes apresentaram deformidades
dph
4 71% apresentaram deformidades
Mortalidade e 4,16 ¢ 64 Comprimentos de corpo e peso foram
crescimento significativamente menores
90 dph 16 e 64 Quase todos os peixes morreram
120 dph 4 Mortalidade cumulativa - 76%
FeM 0,2 Mortalidade cumulativa - menos de 40%
Indices de tecidos FeM 16 GSI, HSI e RSI foram significativamente
somaticos menores que o controle
120 dph 02,1e4 GSI diminuiu
180 dph HSI aumentado
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Critério de Periodo de

Concentracao

Espécies Sexo . Efeitos Referéncias
resposta exposicio  (ng/L)
RSI aumentado
Juvenile Atlantic =~ Modulaggo de FeM 3 e 7 dias 50e5 Expressdo ERa foi significativamente diminuida Mortensen and
Selimom (Seiio receptores 3 e 7 dias 50 Redugdo na expressao de mRNA de ERf arukwe (2007)
salar) hormonais ¢ vias
de sinalizagio Aumento dos niveis plasmaticos de VTG
7 dias 5 Diminui¢do da expressdo de mRNA das
proteinas VTG e Zr
3 dias 50 Aumento dos niveis plasmaticos de VTG
7 dias 5 Diminui¢do da expressdo de VTG
Modulacao de 3 dias 50 Aumento significativo de 3,5 vezes da expressao
receptores-Ah e de ARNm de Ahra
vias de sinalizagdo 7 dias 5e50 Diminuigdo significativa de Ahra
3e7 50e5 A expressdao do mRNA do CYPIA 1 foi
significativamente diminuida
Zebrafish (Danio  Comportamento FeM 48 h 0.5,5.0e50 Comportamento agressivo de beliscar diminuiu ~ Colman et al. (2009)
rerio) agrzsswo N Comportamento de afugentar diminuiu
mudangas no significativamente
dominio social
Dominéncia 0.5,5.0e 50 Comportamento de cortejo diminuiu
paterna do 0,5 Machos comportamentais dominaram a
comportamento de dominanci o
ominancia paterna 72,7%
coorte
5 Machos comportamentais dominam 100% do
dominio paterno
50 Apenas 50% dos peixes de comportamento
dominante exibiram dominancia paterna
Gulf pipefish Dinamica de M 10 dias 1e100 Desenvolvido listras laterais iridescentes Partridge et al.
(Syngnathus acasalamento (normalmente encontradas em pipefish (2010)

scovelli)

femininos)



. . Critério de Periodo de Concentracio . A
Espécies Sexo .~ ¢ Efeitos Referéncias
resposta exposicio  (ng/L)
A atratividade masculina ¢ afetada
As fémeas passaram mais tempo cortejando
ativamente (posando e dancando) e realizaram
mais contragdes para os machos de controle
Zebrafish (Danio  Feminizacdo da M 14 dias 5e25 Aumento da expressdo do RNAm hepético da Reyhanian et al.
rerio) Ansiedade e proteina vitelogenina de gema de ovo (201D
comportamento de predominantemente feminina
formagdo de 5 Teve mais laténcia antes do upswim
cardumes . ‘
Menos transi¢des para a metade superior
Tempo total mais curto passado na metade
superior
Fertilizagdo e 25 Laténcia mais curta
desova Visitas mais longas a metade superior
48 h 5 Nenhum impacto negativo na taxa de fertilizacio
Em contraste, produziu uma porcentagem
significativamente maior de fertilizacdo do que o
grupo controle
25 Nao induziu a desova
Nenhum ovo, fertilizado ou ndo fertilizado
Zebrafish (Danio  Sobrevivéncia e M 90 dph 2¢10 As taxas de mortalidade foram > 60% Xu et al. (2008)
rerio) crescimento
10 Peso e comprimento foram significativamente
menores que o grupo controle
Proporcao sexual e 2 Ovérios imaturos foram encontrados / Gonadas
histologia de continham o06citos em estagios iniciais de
gonada desenvolvimento
10 Tinha apenas indiferenciados tecidos gonadais.
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Apenas algumas células germinativas
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Critério de

Periodo de

Concentracao

Espécies Sexo .~ Efeitos Referéncias
resposta exposicio  (ng/L)
primordiais (PGCs) e tipo-1 células erm
localizadas na crista genital
180 2e10 Morfologia testicular anormal significativa
(malformacdes do ducto espermatico, uma
proporg¢ao alterada dos tipos de células
germinativas e nimero reduzido de
espermatozodides)
Inducao da 21 dph 10 A expressao do RNAm de VTG foi detectada
vitelogenina
Zebrafish (Danio  Transcrigao gene 24 h 1,10 e 100 nM  Capacidade reduzida de figado de peixe-zebra Notch and Mayer
rerio) NER (ZFL) para reparar DNA danificado em (2009)
comparagdo com as células de controle
Peixes marinhos
Sand gobies Sistema de M 1- Se24 O tamanho para machos tem menor no sucesso Saaristo et al. (2009)
(Pomatoschistus acasalamento 4 semanas de acasalamento, resultando em uma selegéo
minutus) sexual mais fraca no tamanho do macho em
comparagdo com o controle
Vitelogenina 24 Niveis de expressdo mais elevados que os
machos expostos a baixo EE2
HSI foi menor do que no baixo EE2
Gilthead seabream Niveis de 15 dias 5 Um aumento significativo nos T levels Cabas et al. (2012)
(Sparus aurata L.) hor.monlos sexuats 29 dias Aumento de 650 vezes na expressao do gene
e vitelogenina VTG
Expressdo de 1529 dias 50 A expressdo do gene VTG aumenta
citocinas apos aproximadamente 40.000 vezes em dias
imunizagao
Expressao do gene 15e29 5e50 Diminui¢do de forma de inducdo dose-

que codifica Era

dependente da 1 L-1P observada no rim da
cabeca de peixes
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Espécies Critério de Sexo Perloqo~de Concentragao Efeitos Referéncias
resposta exposicio  (ng/L)
Aumentou ligeiramente os niveis de RNAm de 1
L - 1B em peixes imunizados apos reforco
15¢29 5e50 Niveis de RNAm de ERa no rim da cabega
aumentaram
15¢29 50 Combinado com imunizagao - o transcrito ERa

diminuiu

Fonte: ARIS e colaboradores (2014).

VTG = Proteina Vitelogenina; GSI = indice gonadossomatico; HIS = indice hepatossomatico; spiggin = glicoproteina responsavel pelo muco que mantem a adesdo
entre ovos recém postos; € EROD = enzima etoxiresorufina-O-desetilase.
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ANEXO C — Concentraciao de compostos estrogenos em diversos paises e matrizes
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Paises Localizacio E1l E2 E3 EE2 Referéncia

Agua(ng/L)

Estados Unidos Estuario do rio Acushet 0.73-1.20 0.56-0.83 n.a 3.01-4.67 Zuo et al. (2006)

Estados Unidos Sul da Florida 0.88-5.20 n.d—1.80 n.a n.a Singh et al. (2010)

Ira Cidade de Hamadam 9.00-2.00 10.00-3.00 n.a 2.00-0.01 Jafari et al.(2009)
Aydin and Talinli

Turquia Bacia hidrografica de Buyukcekme, Istanbul 1.40-5.74 1.10-5.39 2.15-5.20 11.70-14.00 (2013)

Australia South East Queensland 0.55-20.91  0.39-3.77 n.a 0.00-0.52 Ying et al. (2009)

Brasil Aguas superficiais brasileiras n.d-39.00 n.d-7.30 n.d -2.30 n.d-25.00 Sodré et al. (2010)

Republica Checa e

Alemanha Rio Elbe e seus afluentes <0.20 <0.20 n.a <0.20 Stachel et al. (2003)

Paises Baixos Paises Baixos <0.30-7.20 <0.80-1.00 n.a <0.30-0.40 Vethaak et al. (2005)

Italia Rio Lambro 0.05 0.05 0 Vigano et al. (2006)

Lagoa de Veneza, baia fechada do mar <1.00- <0.80-
Italia Adriatico <1.20-10.00 175.00 n.a 34.00 Pojana et al. (2007)
Alemanha Rio Wiirm <0.30-2.00 <0.30-0.70 n.a <0.30-0.70 Bogi et al. (2003)
12.40-
Taiwan Rio Dan-Shui, Taipei 22.40-66.20 1.40-33.90 73.60 7.53-27.40  Chen et al. (2007)
14.00-

China Baia Jiaozhou, Qingdao 180.00 n.d-134.00  4.00-94.00 7.00-24.00 Zhou et al. (2011)

China Area de Tiajin 0.64-55.30 n.d-21.20 n.d-46.40 n.d-24.40 Lei et al. (2009)

China Guangzhou, Sul da China n.d-50.00 n.d-2.00 n.d-1.00 n.d Peng et al. (2008)

China Lagoa Yundang, China n.d-5.34 n.d—1.56 n.a n.d—0.43 Zhang et al. (2011a)

China Rio Yellow n.d-15.60 n.d-2.30 n.a n.a Wang et al. (2012)

China Lago Dianchi n.d 1.90 £ 0.30 n.d n.d Liu et al. (2012b)

Sedimento (ng/g peso seco)

Reino Unido Rio Ouse 0.40-3.30 <0.03-1.20 n.a n.d (< 0.04) Labadie and Hill (2007)

Europa Rio European <0.50 <1.00 <0.05 <0.10 Schmitt et al. (2010)

Franga Norte da Franga 0.30-1.28 0.18-1.58 n.d-1.26 n.d Kinani et al. (2010)
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Paises Localizacio E1l E2 E3 EE2 Referéncia

<2.00-
Italia Lagoa de Veneza n.a n.a n.a 41.00 Pojana et al. (2007)
Brasil Mangue do Itacorubi 0.71-50.75  0.87-40.96 n.a 133.64 Froehner et al. (2012)
Australia Malabar, Sydney 0.16-1.17 0.22-2.48 n.a <0.05-0.50 Braga et al. (2005)
Japao Baia de Tokyo 0.08-3.60 n.d—0.59 n.a n.d—0.34 Isobe et al. (2006)
China Area de Tianjin, Norte da China 0.98-21.60 n.d-9.70 n.d-7.29 n.d—9.26 Lei et al. (2009)
China Delta do rio Pearl <1.30-10.90 <0.90-2.60 n.a n.d Gong et al. (2011)
China Baia Xiamen n.d—7.38 n.d-2.35 n.a n.d-2.18 Zhang et al. (2009)
China Lagoa Yundang 4.61-11.22 n.d-3.71 n.a n.d-2.48 Zhang et al.(2011b)
China Rio Yellow n.d n.d n.a n.a Wang et al. (2012)
China Rio Licun 3.00-10.80 n.d-1.20 1.00-7.60 n.d-5.10 Zhou et al. (2011)

Fonte: ARIS e colaboradores (2014).
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