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Abstract

Disordered occupations by the population, caused bythe high population
growth, have caused changes in the characteristics of aquatic environments, due to the
incorporation of different substances from irregular domestic effluents discharges. Therefore,
this article consists in the characterization, through female sex hormones, of the
anthropogenic contamination by domestic effluents, since that group of substances can be
detected and indicate the level of contamination in aquatic ecosystems. These compounds can
be produced naturally by female organisms or produced synthetically, as they are components
of female contraceptives. Thus, we analyzed the a-ethinylestradiol (synthetically produced), B-
estradiol and estrone (both produced naturally by female organisms) on the coast of Parana
State, in Brazil. Samples were collected in July 2010 (low season and low demand of
tourists), in December 2010 (early season) and in March 2011 (high season). These samples
were taken in 6 different places, all situated in rivers in the region and in the ocean. The female
sex hormones concentration were found in high season, the maximum concentration found was
in Port of Paranagud, 5,546 ug/L.

Keyworlds: Coast of Parana, female sex hormones, anthropogenic pollution.

Introducao

O grande crescimento demografico e o conseqlente consumo de produtos
industrializados motivaram o desenvolvimento tecnoldgico aplicado na produgcdo de
substancias quimicas sintéticas que busquem tanto satisfazer necessidades basicas, como
criar novos mercados consumidores para essa populacdo emergente (RAIMUNDO, 2007). Os
anticoncepcionais sdo exemplos de novos compostos, criados como uma alternativa eficiente
de conter essa expansdo demografica (MACHADO, 2010).

Os horménios sexuais estrogénicos sdo proteinas derivadas de esterdides,
responsaveis pelo desenvolvimento de caracteristicas femininas, essenciais na diferenciacéo
sexual, pré e poés-nascimento, atuam nos sistema imunolégico e cardiovascular, além de



influenciarem no comportamento (RAIMUNDO, 2007; LOPES et al., 2008; MACHADO, 2010).
Sao utilizados em contraceptivos e na reposi¢cao hormonal, e dentre 0s principais compostos
estrogénicos, que despertam maior preocupacao tanto pela poténcia estrogénica como pela
quantidade continua introduzida no meio ambiente, pode-se citar o 17B3-Estradiol (Figura 1 A),
produzida tanto sintética como naturalmente, e a Estrona (Figura 1 B), de fonte exclusivamente
natural. E importante mencionar também o 17a-Etinilestradiol (Figura 1 C), produzido a partir
do 17B-Estradiol, sendo o estrogénio sintético mais utilizado na formulacdo de
anticoncepcionais (REIS FILHO et al., 2006; RAIMUNDO, 2007). Em geral, os estrogénios
tanto naturais como sintéticos, sao rapidamente absorvidos pelo organismo e entdo
metabolizados no figado (Champe et al., 2006). Depois de metabolizados, sua eliminagdo
ocorre diariamente pela urina e em menor proporcéo pelas fezes (Raimundo, 2007).
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Figura 1. Formula estrutural dos estrogénios. A)17  B-Estradiol B)Estrona C)17 a-
Etinilestradiol.

Os desreguladores endécrinos sé@o substancias quimicas encontradas no meio
ambiente, em concentracBes da ordem de ng (hanograma) a pg (micrograma) por litro, e que
podem influenciar no sistema enddcrino de humanos e outros animais e, com isso, afetar a
salide, manutenc¢do, reproducdo, desenvolvimento e comportamento dos organismos. Existem
vérias substancias que podem comprometer o sistema endécrino, como substancias sintéticas
e naturais, dentre elas os pesticidas, ftalatos, policlorados de bifenilas (PCD), bisfenol A,
substancias farmacéuticas, além dos horménios sexuais. (BILA & DEZOTTI, 2007; CAMPANI
et al., 2010). Essas substancias s&o introduzidas no mercado sem a preocupagdo de que
possam causar possiveis impactos ambientais e, na grande maioria das vezes, 0s estrogénios
tem como destino final os corpos d’agua, por meio do escoamento superficial e do langcamento
de esgotos. O principal problema deste fato e que estudos jA mostraram que hormoénios
presentes no meio ambiente, provenientes de anticoncepcionais, podem causar efeitos
nocivos, mesmo em baixas concentracdes, da ordem de ng/L (GHISELLI, 2007; LOPES et al.,
2007; RAIMUNDO, 2007; VERBINENN et al., 2010).

Os estrogénios naturais sao lancados no meio ambiente de maneira continua, através
de aguas residuarias tratadas ou nao, assim persistem no meio, apesar da meia-vida curta (de
2 a 6 dias). Mesmo sendo metabolizados e excretados na forma inativa, microorganismos
presentes nas areas de despejo de efluentes produzem enzimas capazes de biotransformar os
estrogénios em compostos passiveis de provocar efeitos adversos a biota e aos seres
humanos (PURDOM et al., 1994; RAIMUNDO, 2007; CAMPANI et al., 2010).

Os efeitos nocivos podem ser causados tanto os estrogénios de origem natural como
sintética ambos tem a habilidade de interferir na glandula enddcrina de animais e de seres
humanos alterando o funcionamento normal do sistema endécrino e influenciando as etapas de
desenvolvimento, crescimento e reproducdo (Wen, 2006). Bila e Dezotti (2007) mencionaram
algumas respostas biolégicas ja citadas na literatura associadas a exposicdo de animais a
desreguladores endécrinos, tais como diminuicdo na eclosdo de ovos de passaros, peixes e
tartarugas, feminizacdo de peixes machos, problemas no sistema reprodutivo em peixes
(hermafroditismo), répteis, passaros e mamiferos e alteracdes no sistema imunolégico de
mamiferos marinhos. Em humanos, algumas pesquisas indicaram que, dependendo da dose e
do tempo de exposicdo, os estrogénios estdo relacionados com a reducdo da quantidade de
esperma, cancer de mama, testicular e de préstata, ovarios policisticos e redugédo da fertilidade
masculina (CHRISTIANSEN et al., 2002; BILA & DEZOTTI, 2007; PONEZI et al., 2006 apud
MACHADO, 2010).



Como ja mencionado, estrogénios naturais e sintéticos surgem no ambiente devido ao
escoamento superficial, urbano e rural, e pelo lancamento irregular de esgotos em corpos
d'agua, ou seja, devido, principalmente, as deficiéncias no servico de agua e esgoto, seja pela
falta de coleta, e conseqliente lancamento erratico, como pela ineficiéncia do método de
tratamento de remoc¢éo (SERVOS et al., 2005).

Essas modificagcbes causadas pelos hormdnios sexuais femininos afetam
profundamente areas naturais, como 0s estuarios e suas areas adjacentes, tais como pantanos
salgados, manguezais, planicies de lama e aguas costeiras, 0s quais sdo de grande
importancia ecoldgica e estdo entre os ecossistemas mais produtivos do planeta (ODUM,
1974). Por serem ambientes de transicdo entre o continente e o oceano e sofrerem uma
intensa pressdo de ocupacdo humana, as conseqiéncias ambientais de impactos
antropogénicos costumam ser mais graves nestes que em outros ambientes (KENNISH, 1992;
WEBER, 1992).

A intensa ocupacao nessas regifes costeiras tem contribuido significativamente para o
aumento dos niveis se contaminacdo no ambiente marinho, jA que estes sdo freqientemente
utiizados para a construcdo de portos, indUstrias e residéncias. Esta ocupacdo vem
contribuindo para o lancamento de contaminantes nos estuarios, seja por deposicdo
atmosférica, aporte fluvial ou vazamentos, ocasionando muitas vezes 0 processo de
eutrofizacdo, colocando em risco a biota aquatica do local (POLAKIEWICZ, 2008). Existem
evidéncias de que muitos contaminantes podem se acumular, trazendo grande preocupagéo
com relagdo aos contaminantes emergentes carreados nas aguas residuais municipais,
agricolas e industriais (CHAN et al, 1998; TERNES, 1998; HEBERER, 2002; KHANAL et al.,
2006; GHISELLI & JARDIM, 2007).

Desse modo, os ambientes aquaticos, habitat de muitos organismos da fauna e da
flora, que comportam uma alta diversidade de espécies, ficam vulneraveis ao impacto das
atividades antropogénicas humanas, seja pelo simples aporte de matéria organica, seja pelo
aporte de contaminantes organicos ou inorganicos, sintéticos ou naturais (WEBER, 1992).

Assim este trabalho busca caracterizar a intervencao antropica no litoral paranaense
através de avaliacdo de aporte de hormdnios sexuais femininos e a caracterizacao limnoldgica
no ambiente aquatico.

Materiais e métodos
AREA DE ESTUDO

O litoral do Parana é formado por sete municipios: Morretes, Paranagua, Antonina,
Matinhos, Guaratuba, Pontal do Parana e Guaraquecaba, totalizando uma populacdo de
265.362 pessoas (IBGE, 2010). Apresenta 93 km de extensdo de praias balneaveis e uma area
total de 6.135,45 km?, gue corresponde a 3% do territério paranaense, limita-se ao norte com o
Estado de S&o Paulo, ao sul com o Estado de Santa Catarina, a leste com o Oceano Atlantico
e a oeste com a denominada Serra do Mar (LEAL, 2000).

A ocupacao nessa regido tem contribuido significativamente para o aumento dos niveis
se contaminac¢ao no ambiente marinho devido as construcéo do porto, indistrias e residéncias,
cujo contribuem para o lancamento de contaminante.

A cidade de Paranagud, a maior do litoral paranaense, tem uma populagdo de 140.450
habitantes (IBGE, 2010), devido sua atividade portudria e seu carater urbano ha um aumento
progressivo nos despejos de efluentes domésticos, em sua maioria sem tratamento, que levam
0s niveis de contaminacdo nos ambientes aquaticos marinhos. Na cidade, apenas 25% da
populacdo é atendida com esgoto tratado e mais de dois tercos dos domicilios ndo estédo
ligados a rede de esgoto, liberando efluentes domésticos in natura ao canal Cotinga
(HADLICH, 2010) que se liga ao mar.

A cidade de Guaraquegaba sofre muito menos conurbacédo urbana, devido ao dificil
acesso e pela mesma se encontrar inserida na area de protecdo ambiental (APA) de
Guaraquegaba. A APA de Guaraquegaba, criada pelo Decreto n90.883/85, abrange, além do
municipio de Guaraquecaba, as cidades de Antonina, Paranagua e Campina Grande do Sul.
Foi criada com o principal objetivo de assegurar a protecdo de uma das Ultimas éareas
representativas da Floresta Pluvial Atlantica, assim como das espécies ameacadas de



extincdo, dos sitios arqueolédgicos, do complexo estuario e ecossistemas associados e das
comunidades localizadas na regido (IPARDES, 1995).

As cidades de Matinhos, Guaratuba e Pontal do Parana, sdo as cidades que
apresentam um aumento no fluxo de pessoas no periodo de temporada (verdo) chegando a
multiplicar sua populacdo em dez vezes. Eis que surgem o0s problemas de infra-estrutura que
afetam diretamente o saneamento basico e elevam os niveis de contaminacdo das aguas
(ANGULO, 2000). Essa contaminacdo além de ser degradante ao meio ambiente, afeta a
balneabilidade e a salde da populagéo. No ultimo relatério de balneabilidade apresentado pela
Secretaria Estadual do Meio Ambiente (SEMA), juntamente com o Instituto Ambiental do
Parana (IAP), dos 13 pontos amostrado na cidade de Guaratuba, apenas 4 se apresentavam
préprios para banho na temporada de verdo de 2011. JA& em Matinhos 4 pontos dos 16
amostrados sdo aptos para banho e Pontal do Parana 5 pontos dos 9 amostrados (IAP, 2011).

COLETA DE AMOSTRA

Seis pontos de amostras foram estabelecidos ao longo do litoral paranaense (Tabela
1), estruturados na Figura 2 onde foram coletadas aguas superficiais em trés coletas: junho de
2010 (caracterizando baixa temporada), dezembro de 2010 (inicio de temporada) e marco de
2011 (alta temporada).
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Figura 2. Pontos de coleta.

Tabela 1. Pontos de coleta.

Ponto Nome Cidade Coordenada
P1 Morro do Cristo Guaratuba 4833'54" W /255322 "' S
P2 Praia de Leste Pontal do Parana 4828'23" W [/ 2541'37" S
P3 Rio Matinhos Matinhos 4832'03" W / 25%48'43" S
P4 Centro de Guaraquegaba | Guaraquegaba 48°19'52" W [ 25°17'46" S




P5 Rio Embuacuacu Paranagua 4824'56" W [ 25183'15" S

P6 Porto de Paranagua Paranagua 4830'44" W /250" 02" S

As amostras liquidas foram coletadas com garrafa do tipo Van Dorn de 5 L e
transferidas para frascos de vidros descontaminados. As amostras foram preservadas a 10C
até a chegada no laboratério. Em campo, foram medidos a temperatura do ar e da agua,
oxigénio dissolvido (OD), potencial redox, salinidade, condutividade, turbidez e pH.

PREPARACAO DAS AMOSTRAS

Para preparacao e analise dos hormonios sexuais femininos (HSFs) foi empregado o
procedimento descrito em Machado (2010). Todos os solventes orgénicos: acetonitrila,
metanol, hexano e acetona grau HPLC; padrBes analiticos de 17a-etinilestradiol, 17p-estradiol
e estrona da Sigma Aldrich.

Para extracdo das amostras liquidas, o pH foi reduzido a 3,0, para assim obter um
aumento da afinidade dos compostos pelo cartucho de extracdo em fase solida. Apds a
corregdo do pH, as amostras de agua foram filtradas em membrana de 0,45 pm de porosidade,
e em seguida inseridas em cartuchos de extragdo em fase soélida (C18, Agilent Technologies),
previamente condicionados com metanol e agua. O conteldo de estrogénios presente no
cartucho foi eluido com acetonitrila, grau HPLC, pelo cartucho seco. Assim foi obtido um
extrato purificado e concentrado 1000 vezes.

Para a deteccao dos estrogénios, foi utilizada a técnica de cromatografia liquida de alta
resolugdo (HPLC), com um cromatografo equipado com bomba peristaltica modelo LC 20AT,
degaseificador modelo DGU-20A e detector de ultravioleta com arraste de diodos modelo SPD
M20A. O volume injetado de 20 pL e a coluna cromatografica utilizada ODS C18
(octadecilsilano) 4,6 mm x 15 cm da Shimadzu, com um fluxo de 1,4 mL/min, comprimento de
onda 200 nm, fase mével isocratica de acetonitrila e agua na proporgédo de 50%. (MACHADO
2010).

Para melhor caracterizacdo de influéncia antrépica, foram realizadas analises
limnélogica no local em estudo. Assim analises quimicas da agua foram realizadas em
amostras in natura e filtradas (membranas Millipore de éster de celulose, 0,45 um), de acordo
com métodos descritos em APHA (1998).

A concentracdo do fésforo total foi quantificada apdés a digestdo com os &cidos
HNO3/H,SO, e determinado com o método espectrofotométrico da reacdo com molibdato/acido
ascorbico. O ortofosfato foi determinado apds reacdo com molibdato/acido ascérbico (APHA,
1998). A concentracdo do nitrogénio amoniacal foi determinada pelo método
espectrofotométrico do nitroprussiato/fenol. O nitrito, determinado por sulfanilamida/N-naftil
assim como o nitrato apés reducdo na coluna de cadmio (APHA, 1998). O nitrogénio total foi
determinado ap6s digestdo da amostra, em autoclave, com perssulfato de potassio em meio
béasico, oxidado todo o nitrogénio a nitrato foi reduzido a nitrito pela coluna de cadmio e
determinado pelo método da sulfanilamida/N-naftil. O carbono orgénico total (mg.L'l) foi
determinado empregando o equipamento Thermo HiperToc Toc Analyzer. E a alcalinidade total
foi determinada pelo método de Gran (CARMOUZE, 1994).

Resultados e discussao

Nas Tabelas abaixam constam os valores das concentra¢gfes encontradas de Estradiol
(Tabela 2), Etinilestradiol (Tabela 3) e de Estrona (Tabela 4).

O Estradiol apenas se mostrou presente na coleta 1 na cidade de Paranagud, rio
Embucuacu, que apresentam certa influéncia antrépica (esgotos) na regido. Na coleta 3 foi
determinado na cidade de Pontal de Parand. Nas demais amostras encontraram-se abaixo do
limite de deteccao do método.



Tabela 2. Concentracdo de Estradiol no ambiente em  estudo durante as trés

amostragens .
ESTRADIOL (ug/L)
Ponto Coleta 1 Coleta 2 Coleta 3
P1 ND ND ND
P2 ND ND 1,438
P3 ND ND ND
P4 ND ND ND
P5 1,235 ND ND
P6 ND ND ND
O Etilnilestradiol, substancia de origem sintética e componente ativo de

anticoncepcionais, foi detectado somente na coleta 3 nas cidades de Praia de Leste,
Guaraquecaba e Paranagua (rio Embucuacu).

Tabela 3. Concentracao de Etinilestradiol no ambien  te em estudo durante as trés

amostragens.
ETINILESTRADIOL (ug/L)

Ponto Coleta 1 Coleta 2 Coleta 3
P1 ND ND ND
P2 ND ND 2,769
P3 ND ND ND
P4 ND ND 1,941
P5 ND ND 1,902
P6 ND ND ND

A Estrona, estritamente natural, foi observada em maiores proporc¢des, sendo presente
na coleta 1 em Paranagua, tanto no rio Embucuacgu quanto no Porto, na coleta 2 em Matinhos
e no rio Embucuacgu e na coleta trés nas cidades de Guaratuba, Pontal do Parana, Matinhos e
no Porto de Paranagua.

Tabela 4. Concentracdo de Estrona no ambiente em es  tudo durante as trés amostragens.

ESTRONA (ug/L)

Ponto Coleta 1 Coleta 2 Coleta 3
P1 ND ND 0,764
P2 ND ND 0,209
P3 ND 1,677 1,158
P4 ND ND ND
P5 0,185 5,546 ND
P6 0,064 ND 0,764

As analises limndlogicas foram realizadas para ajudar a identificar as fontes de
contaminagdo antropogénica na regido. Assim a Figura 3 apresenta a variacdo do pH e do
oxigénio dissolvido durante o periodo de amostragem. O pH ndo mostrou variacfes
significativas entre as coletas e 0os pontos amostrados, o que é normal. O oxigénio dissolvido
apresentou diferencas entre coletas e pontos, sendo o ponto na Praia de Leste o que
apresentou os menores valores de OD (0,2 mg/L de OD). Em Matinhos o oxigénio dissolvido se
manteve constante na coleta 1 e 2 (4,56 e 4,29 mg/L, respectivamente), porém na alta
temporada os valores de OD diminuiram para 0,15 mg/L, indicando a influéncia que o rio sofre
na época de alta temporada, com o0 aumento da carga de esgotos.
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Figura 3. Variacédo de pH (a) e oxigénio dissolvido  (b) nos diferentes pontos e coletas
realizadas.

As variacdes das concentracdes de nitrogénio amoniacal estdo representadas na
Figura 4A e Figura 4B. O ponto P2, na Praia de Leste (Pontal do Parana) apresentou as
maiores concentracfes N-amoniacal, chegando a 3,86 mg/L, o qual ultrapassa os valores
permitidos pelo CONAMA 357/05 (3,7 mg/L para pH menores que 7,5) da classe 1 de aguas
salinas. Os demais pontos estdo de acordo com a legislagdo, sendo os pontos com maior
influéncia antropica apresentou concentragdes mais elevadas de N-amoniacal. Alguns pontos
se encontraram abaixo do limite de deteccdo no método, no caso dos pontos P4, P5 e P6 na
coleta 1.
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Figura 4. Variagdo da concentracéo de nitrogénio a  moniacal durantes periodo amostral

A Figura 4 mostra a variagdo de ortofosfato durante o periodo de amostragem. Essa
substancia é utilizada para observacdo de contaminacédo por efluentes domésticos. Praia de
Leste (Pontal do Parana) apresentou as maiores concentracdes, chegando a 0,282 mg/L de
PO,> na coleta 2. As menores concentracdes dessa substancia foi determinada na primeira
coleta, nas coletas seguintes, 2 e 3 a concentracdes aumentaram, isso pode ter sido ocorrido
devido a maior demanda de pessoas na regido durante essas coletas, jA que estas foram
realizadas no periodo de alta temporada de turistas no litoral.
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Conclusoes

Esses ambientes sobrem influéncia de contaminacdo antrépica por efluentes
domeésticos. A maior influéncia fica evidente na alta temporada de turistas na regido (dezembro
€ margo), que aumentam os niveis de contaminacdo do nitrogénio amoniacal e ortofosfato e
diminuem o oxigénio dissolvido da agua.

Em relacdo aos hormoénios sexuais femininos conclui-se que ndo foram suficientes para
caracterizar a contaminacdo da regido, por serem encontrados no meio em baixas
concentragdes e a diluigdo ser muito grande, porém, a maior presenca desses composto é
perceptivel na coleta 3, principalmente do Etilnilestradiol oriundo de substancias sintéticas.

Assim o trabalho mostrou que a presenca de substancia como os horménios femininos
sdo presente em aguas naturais, e maiores cuidados devem ser tomados para que as mesmas
ndo se tornem mais prejudiciais ao meio e a saude publica.
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