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RESUMO

TORRES, N. H. Monitoracdo de residuos dos horménios 17a-etinilestradiol,
17B-estradiol e estriol em aguas de abastecimento urbano da cidade de
Piracicaba, SP. 2009. 83 f. Dissertagao (Mestrado) — Centro de Energia Nuclear na
Agricultura, Universidade de Sao Paulo, Piracicaba, 2009.

A ocorréncia de farmacos residuais no meio ambiente pode levar a efeitos adversos,
tanto em organismos aquaticos como em terrestres. Os farmacos, tanto humanos
como de uso veterinario, sdo absorvidos pelo organismo e estdo sujeitos a reacdes
metabdlicas e, uma quantidade significativa dessas substéncias, tanto a original
como seus metabdlitos, sdo excretadas. Por ndo serem facilmente biodegradaveis,
terem propriedades farmacologicas danosas quando administrados indevidamente,
através de agua contaminada, € crescente a preocupacédo com o destino destes
farmacos residuais, principalmente com relagdo a avaliagao de risco ambiental. A
ocorréncia destes residuos, principalmente em aguas superficiais e sistemas de
abastecimento, vem sendo objeto de estudos em diversos paises, principalmente na
Europa. Por isso, a deteccdo, a eliminagdo e a investigacdo do destino destes
compostos estrogenos em ecossistemas aquaticos tém tido prioridade na quimica
ambiental. Estes produtos sdo encontrados nos corpos d‘agua em baixas
concentragdes, de ug L'a ng L™ e, mesmo assim, podem afetar os organismos por
meio da bioacumulagdo. Estudos toxicologicos relacionados a efeitos crénicos em
organismos expostos, sdo escassos. O objetivo do projeto foi adaptar e validar a
metodologia analitica, e monitorar a presenga de residuos de hormdnios nas aguas
dos Rios Corumbatai e Piracicaba e amostras de agua de abastecimento da cidade
de Piracicaba, SP, Brasil. Foram coletadas amostras de agua bruta dos Rios
Piracicaba e Corumbatai e agua de abastecimento residencial da cidade de
Piracicaba, SP, no periodo de novembro de 2007 a abril de 2009. Dentre os
horménios estudados estdo o 17a-etinilestradiol (17a-EE2), 17B-estradiol (173-E2) e
estriol (E3). O método foi baseado na extragdo em fase solida (SPE) e cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC-DAD).

Palavras-chave: Aguas de abastecimento urbano. Cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC). Estriol (E3). 17B-estradiol (17B-E2). 17a-etinilestradiol (17a-EE2).
Extragdo em fase solida (SPE).



ABSTRACT

TORRES, N. H. Monitoring of residues of hormones 17a-ethinylestradiol, 17-
estradiol and estriol in urban water supply from the city of Piracicaba, SP.
2009. 83 f. Dissertacdo (Mestrado) — Centro de Energia Nuclear na Agricultura,
Universidade de Sao Paulo, Piracicaba, 2009.

The occurrence of drug residues in the environment may lead to adverse effects,
both on land and aquatic organisms. The drugs, for human and veterinary use, are
absorbed by the organism and are subjected to metabolic reactions and a significant
amount of these substances, both the original and its metabolites are excreted. By
being not easily biodegradable and by having harmful pharmacological properties
when administered through contaminated water, there is a growing concern about
the fate of these residual drugs, especially in respect to the assessment of
environmental risks. The occurrence of these residues, especially in surface waters
and water supplies has been the subject of studies in several countries, mainly in
Europe. Therefore, detection, investigation and disposal of the fate of these
estrogens compounds in aquatic ecosystems have a high priority in the field of
environmental chemistry. These products are found in water bodies in low
concentrations, from pug L' a ng L™ and can still affect the organisms due to
bioaccumulation. Toxicological studies related to chronic effects in the exposed
organisms are scarce. The goals of this project was to adapt and validate the
analytical methodology, and monitor the presence of hormone residues in the waters
of the Corumbatai and Piracicaba rivers and samples of water supply from the city of
Piracicaba, SP, Brazil. We collected samples of raw water from the rivers of
Piracicaba and Corumbatai and residential water supply from the city of Piracicaba in
the period November 2007 to April 2009. Among the hormones studied are the 17a-
ethinylestradiol (17a-EE2), 17B-estradiol (17p-E2) and estriol (E3). The method is
based on solid phase extraction (SPE) and high performance liquid chromatography
(HPLC-DAD).

Keywords: Urban water supply. High Performance Liquid Chromatography (HPLC).
Estriol (E3). 17B-estradiol (17B-E2). 17a-ethinylestradiol (17a-EE2). Solid-Phase
Extraction (SPE).
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1. INTRODUCAO

Os riscos ambientais decorrentes da producdo e consumo de determinados
compostos quimicos tém aumentado com o progresso tecnoldgico. A ocorréncia de
contaminagdo ambiental esta diretamente associada aos aspectos quantitativos de
producgéo, consumo e do gerenciamento do retorno dos residuos destes compostos,
e/ou de seus metabdlitos, ao ambiente.

As atividades antropicas, principalmente nas sociedades modernas, geram
diversos tipos de poluentes que atingem, principalmente, os ambientes aquaticos.
Com o advento da agricultura produtivista introduziu-se agressivamente o emprego
de fertilizantes e agrotoxicos que resultaram no aumento da produtividade. Por outro
lado, o emprego destes compostos trouxe consequéncias que resultaram no
aumento da produtividade, mas, acompanhado deles, ocorreu o envenenamento e a

mortandade de diversas formas de vida dos varios ecossistemas terrestres.

Entretanto, é inegavel a importancia dos farmacos na economia mundial,
tendo em vista o continuo crescimento da populacdo humana. Estes compostos e
seus metabdlitos podem afetar reservas de agua potavel, superficiais e subterraneos
de diversas formas e podem, também, atingir as pessoas através de alimentos
contaminados e a vida selvagem, ou seja, atingem populacdes consideradas nao-

alvo, através da contaminagao dos cursos d’agua.

O principal meio de carreamento de contaminantes € por meio da agua, a
qgual é elemento fundamental aos organismos nos ecossistemas e, se ocorrer sua

contaminacgao, todos 0os seus componentes bidticos ou abibticos seréo afetados.

Ha algum tempo, no ramo da toxicologia, conhecida como ecotoxicologia,
vem estudando e monitorando o comportamento de compostos téxicos no ambiente,
assim como seus efeitos sobre organismos terrestres e aquaticos. Esta ferramenta
cientifica faz-se necesséaria, no sistema de producdo para fins de certificados,
relatorios técnicos e andlises, que conduzirdo a melhor qualidade dos produtos, bem

como, a praticas produtivas mais perenes e sustentadas, subsidiando deste modo o
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poder decisério de 6rgdos competentes como o Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento.

Ha alguns anos, pesquisas realizadas na Europa tém manifestado
preocupagao com a presenca de farmacos nos corpos d’agua, inclusive nos
sedimentos. Segundo Barceld (2004), um dos primeiros pesquisadores a investigar a
presenca de farmacos no ambiente aquatico, alguns farmacos séao introduzidos de
forma continua e esta constante introducdo de residuos farmacolégicos no meio
aquatico é suficiente para causar efeitos danosos sobre os organismos vivos que
encontram-se expostos de forma perene a este coquetel de contaminantes. Alguns
produtos vendidos sem receita, como 0s analgésicos e antiinflamatorios, séo
encontrados em uma concentracdo mais elevada, como também o acido clorifibico,

um regulador de colesterol.

Tratando-se de um ponto importante que implica em qualidade de vida do ser
humano, cabe as instituicdes cientificas o papel de buscar esse tipo de identificacdo
e mostrar as novas indagacdes para 0s Orgaos responsaveis e a sociedade em

geral.

O objetivo do presente projeto foi adaptar e validar a metodologia analitica, e
monitorar, por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a um detector de
arranjo de diodos (HPLC/DAD), a presenca de residuos dos hormonios estriol (E3),
17a-etinilestradiol (17a-EE2) e 17B-estradiol (173-E2), nas amostras de agua bruta
dos Rios Corumbatai e Piracicaba e em amostras de agua de abastecimento da

cidade de Piracicaba, SP, Brasil.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Ocorréncia de farmacos no meio ambiente

Um dos topicos mais importantes, na area da quimica ambiental, é a
qualidade das aguas, sendo de consumo humano ou utilizadas para outros fins. A
concentracdo de poluentes de diversas origens vem crescendo e, com isso,

aumentando a preocupacao com relacdo aos efeitos causados no meio bidtico.

Estes compostos sdo classificados como micropoluentes e sdo encontrados
na agua em concentracdes traco e, mesmo em niveis muito baixos, podem
apresentar risco a saude humana e animal. Metais pesados, inseticidas, horménios e
outros farmacos, podem contaminar as aguas e 0s seus efeitos a longo prazo em

seres vivos e ecossistemas terrestres sao, até agora, praticamente desconhecidos.

Nas amostras de diversas matrizes ambientais, incluindo, principalmente, a
agua, podem-se observar vestigios de uma grande gama de produtos quimicos
utilizados ao longo dos anos pelo homem. Pois, a agua como um dos bens de maior
importancia ao ser humano, também pode trazer doencas e contaminantes

altamente toxicos para seus usuarios.

E provavel que o coquetel de compostos produzidos pelo homem presente
em nossas aguas possa ter efeitos desastrosos nos ecossistemas mais sensiveis e,
possivelmente, também nos seres humanos. Os micropoluentes poderdo chegar a
ser um problema da mesma magnitude que as doencas transmissiveis pela agua, as

guais causam mais de 2 milhées de mortes por ano.

Inclusos no coquetel de compostos quimicos altamente perigosos, estdo 0s
compostos farmacéuticos, os quais, segundo Kimmerer (2001), em torno de 50.000
farmacos de uso humano foram registrados na Alemanha, dos quais 90% do total

consumido contém 900 diferentes substancias ativas.
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Na Unido Européia, foi autorizado o comércio de, aproximadamente 3.000
substancias ativas. Nos hospitais, principalmente em cirurgias, uma grande
variedade das substancias farmacéuticas é usada para finalidades médicas, como
diagndsticos e desinfetantes (KUMMERER, 2001).

Além das substancias ativas, formula¢bes auxiliares e, em muitos casos,
pigmentos e corantes sdo, também, componentes dos farmacos. Depois da
aplicacdo, muitas drogas sdo excretadas por pacientes e ndo-metabolizadas e séo
inseridas também nas aguas residuais. Depois do uso destes produtos e, as vezes
em quantidades residuais, compostos usados em diagnosticos e desinfetantes
também chegam ao esgoto (BODZEK; DUDZIAK, 2006).

Os farmacos atingem o meio ambiente pelos seguintes meios, de acordo com
Bodzek e Dudziak (2006): os medicamentos veterinarios ou aqueles usados como
promotores de crescimento, produtos farmacéuticos usados em tratos culturais
aquaticos, desinfetantes inseridos no meio ambiente por meio dos liquidos lixiviados,
compostos presentes no esterco de animais 0s quais acarretam descarte de drogas
e dos seus metabdlitos, aguas residuarias provenientes do “run-off’ de grandes
volumes de 4gua advindos dos campos apos a aplicacao de esterco. As substancias
podem, penetrar nas aguas interiores via solo apos a aplicacao de fertilizante liquido

ou lodo de esgoto como fertilizante.

Técnicas analiticas tornaram-se mais sensiveis, largamente abrangentes e,
devido a este fato, um nimero crescente de drogas humanas e veterinarias tem sido
detectado em amostras ambientais. Contudo, sabe-se pouco sobre 0s possiveis
riscos ecoldgicos de muitos destes compostos quimicos. Esta lacuna no
conhecimento tem resultado em um montante substancial de esforco para o
desenvolvimento de dados e abordagens que podem provar a utilidade do acesso do

impacto de farmacos no meio ambiente (ANKLEY et al., 2007).

Ha uma pequena evidéncia de que os disruptores enddcrinos causam efeitos
adversos em populacdes de animais expostos e, portanto, as consequéncias na
fauna exposta a esses quimicos sdo largamente indeterminadas (JOBLING et al.,
2002).
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Dentro do grupo dos farmacos, estdo os hormonios estrégenos, segundo
Bodzek e Dudziak (2006), o 17B-estradiol, estrona, e 0 estriol, 0s quais estao
presentes no meio ambiente depois de serem excretados por animais. O aumento
crescente das concentragcbes dos metabdlitos destes compostos, como o 17a-
etinilestradiol, mestranol e o diestilbestrol, tem sido causado pela descarga de uma
grande quantidade de medicamentos expirados (nao utilizados) advindos de
domicilios, residuo de hospitais e industrias farmacéuticas (BODZEK; DUDZIAK,
2006).

Muitos efeitos de compostos disruptores enddcrinos em humanos e na fauna
tém sido estudados. Para uma perspectiva ecolégica, um dos melhores exemplos
documentados envolve feminizacdo de peixe macho exposto a efluentes municipais.
Um trabalho pioneiro nesta area foi feito na Unido Européia e nos anos recentes a
feminizacdo de peixes machos tem sido descoberta em lugares impactados por
efluentes no mundo inteiro (ANKLEY et al., 2007).

A natureza da feminizacdo em peixes machos indica que o fenbmeno é
devido aos compostos quimicos que ativam o estrégeno receptor do vertebrado.
Embora muitos compostos quimicos poderem interagir com o estrégeno receptor, ha
fortes evidéncias indicando que as substancias responsaveis por um montante
substancial de atividade estrogénica de efluentes municipais sdo os esterbides
naturais e sintéticos, incluindo o etinilestradiol (17a-EE2), um estrogénio sintético

usado como farmaco em humanos (ANKLEY et al., 2007).

2.2 Caracteristicas dos hormonios estudados

Existem basicamente duas classes de substancias que podem alterar o
funcionamento do sistema enddcrino: os hormonios naturais que incluem estrogénio,
progesterona e testosterona, presentes no corpo humano e nos animais, e 0S
fitoestrogénios, substancias contidas em algumas plantas, como nas sementes de
Soja, e que apresentam uma atividade semelhante aos esterdides hormonais quando

ingeridas por um determinado organismo; e as substéncias sintéticas que incluem os
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horménios sintéticos (horménios idénticos aos naturais, fabricados pelo homem e
utilizados como contraceptivos orais e/ou aditivos na alimentacdo animal)
(GHISELLI; JARDIM, 2007).

Os estrogénios apresentam em sua estrutura um grupo fendlico e em alguns
casos um grupo hidroxila alifatico. Como s&o os principais responsaveis pelo
crescimento e pela reproducdo de espécies animais, incluindo os seres humanos,
seus derivados sintéticos sdo bastante empregados como contraceptivos (horménios
inibidores do processo de ovulagcdo), ao passo que 0s estrogénios sdo também
administrados no controle dos sintomas que envolvem a menopausa, distarbios
fisioldgicos e no tratamento do cancer de prostata e de mama. Ja os progestagénios
sdo empregados nos tratamentos voltados para as causas de infertilidade e
descontrole do ciclo menstrual. Em geral, sdo rapidamente absorvidos pelo
organismo e, entdo, metabolizados no figado (GHISELLI; JARDIM, 2007).

Outras duas caracteristicas importantes para o estudo das moléculas dos
hormbnios sdo a hidrofilicidade e a hidrofobicidade. A Figura 1 apresenta os niveis
destas duas caracteristicas dos farmacos.

HIDROFILICIDAD
E

Antibiético fluorquinolona

Analgésicos (tipo NSAID)

Tranquilizantes

Estrégenos

v

HIDROFOBICIDADE

Fonte: Adaptado de FATTA et al. (2007)

Figura 1 - Niveis de hidrofilicidade e hidrofobicidade dos compostos farmacéuticos.
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Na avaliagdo de risco muitos farmacos podem ser comparados aos
pesticidas. O modo de agcao pode ser levado em conta quando os efeitos dos
farmacos podem ser avaliados com organismos e os padrdes de teste. Um dos
grupos que requerem atencdo especial, sdo os hormoénios, devido a sua alta
eficiéncia (KUMMERER, 2001).

Os esterbides naturais estrégenos 17B-E2 e o E3 tém solubilidade de,
aproximadamente, 13 mg L™, ao passo que o esterdide sintético 17a-EE2 tem
solubilidade de 4,8 mg L. Estes esterdides tém intensidade de ligacdo média as
moléculas de sedimentos e degradam rapidamente no solo e na agua (YING;
KOOKANA; RU, 2002). As Figuras 2, 3 e 4 ilustram as formulas estruturais do E3,
170-EE2 e 17B-E2, respectivamente.

Fonte: Adaptado de Ghiselli e Jardim (2007)
Figura 2 — Férmula estrutural do E3

Fonte: Adaptado de Ghiselli e Jardim (2007)
Figura 3 — Férmula estrutural do 17a-EE2
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Fonte: Adaptado de WANG et al. (2008)
Figura 4 — Férmula estrutural do 173-E2

Conforme mostrado na Tabela 1, todos estes esterdides tém baixa pressao de
vapor, entre 2,3 x 10%% e 6,7 x 10" mm Hg, indicando baixa volatilidade destes
compostos. Os valores de Log Koy dos esteréides naturais séo 2,81 para o E3 e 3,94
para o 17B-E2. O esteroide sintético 17a-EE2 tem alto valor de Log Kow, 4,15. Para
as propriedades psicotérmicas destes esterdides, observa-se que 0s estrogenos séo
compostos organicos hidrofébicos de baixa volatilidade. Devido a estas
caracteristicas, espera-se que a sor¢do no solo ou no sedimento possa ser um fator
significante para a reducao das concentracdes na fase aquosa (YING; KOOKANA,
RU, 2002). A Tabela 1 apresenta as propriedades fisico-quimicas relevantes dos

esterdides avaliados.

Tabela 1 — Propriedades fisico-quimicas relevantes dos esteréides avaliados

Presséo Solubilidade Constante de

o CAS  Log . PM (g
Hormaonio devapor emagua(mglL™ HenryLaw .. PKa
number Kg,? . . mol™)
(mmHg) a 20°C) (atm.m“/mole)
17B-E2  50-28-2 3,94 23x10%° 13 3,64x10" 272,39 10,4
170-EE2  57-63-6 4,15 45x10" 4.8 7,94x 10" 296,41 10,5
E3 50-27-1 2,81 6,7x10% 13 1,33x 10" 288,39 10,4

Coeficiente de particdo octanol-agua
Fonte: Adaptado de Ying, Kookana e Ru (2002); Ghiselli (2006) e Bodzek e Dudziak (2006).

Os estrogénios sintéticos 17a-EE2 e o 17B-E2, sdo 0s mais potentes da
classe dos disruptores endocrinos. O 17B-E2 é um dos estrogénios endogenos
produzidos naturalmente pelo corpo humano (DESBROW et al., 1998). O 17a-EE2 é



25

encontrado em pilulas contraceptivas (que contém de 30 a 50 pug de 17a-EE2 por
pilula) e em terapias de reposicdo hormonal (VINE et al., 2005; BILA; DEZOTTI,
2007). E também um estradiol alquilado semi-sintético com uma substituicdo 17a-
etinil (YING; KOOKANA; RU, 2002). O ingrediente contraceptivo mestranol é
convertido apos a sua administracdo em 17a-EE2 por demetilagdo (TERNES et al.,
1999).

O 17B-E2 € um dos estrogénios usados na terapia de reposi¢cdo hormonal
(TRH), sendo o tratamento dos sintomas da menopausa, uma de suas indicacdes,
devendo ser utilizado na menor dose eficaz, por um periodo o mais curto possivel
(YAKABE; HONDA; MAGALHAES, 2005).

Teoricamente, os farmacos podem ser controlados por seus fabricantes, mas
as implicacbes sociais podem ser complexas. No entanto, a questdo permanece em
aberto se a industria farmacéutica pode desenvolver uma alternativa menos
persistente ambientalmente para o 17a-EE2 (PICKERING; SUMPTER, 2003).

O 17a-EE2 e o 17B-E2 recebem atencdo especial, pois sdo continua e
diariamente excretados no esgoto e ndo sdo completamente removidos nas ETES.
Com isso sao lancados continuamente nos sistemas aquaticos e podem ser
encontrados nas aguas superficiais, muitas vezes usadas como suprimento de agua
potavel (BILA; DEZOTTI, 2007).

Pesquisas demonstram que o estrogénio 17B-E2 € um dos maiores
responsaveis pela atividade estrogénica nos efluentes de ETEs (SOLE, 2003).
Estrogénios naturais também s&o encontrados em aguas naturais, no solo e lodos
biol6gicos em varias partes do mundo (BELFROID et al., 1999; TERNES et al., 1999;
ALDA; BARCELO, 2001). Peterson et al. (2000) relataram a presenca de 17B-E2 (6
a 66 ng L") em &guas subterraneas préximas a areas com alta densidade de criacdo

de animais.

O 17a-EE2 é eliminado, principalmente, sob forma de conjugados, ao passo
que outras transformacfes metabdlicas ocorrem, mas sdo de menor relevancia
(YING; KOOKANA; RU, 2002). Este composto também um exemplo claro de um

composto hormonalmente ativo (e muito potente) que, seguramente, pode ter algum
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impacto no sistema endocrino de organismos recipientes nao-alvo, como 0s peixes
(SUMPTER; JOHNSON, 2006).

Assim, de acordo com Thorpe et al. (2003), o 17a-EE2 foi encontrado em
alguns ambientes aquaticos que recebem efluentes domésticos e € suficiente para
induzir muitos dos efeitos relatados de feminizagéo de peixes usados em testes de

laboratorio e dos que vivem em seu habitat natural.

Estudos tém sido desenvolvidos utilizando o peixe “paulistinha” (Danio rerio) e
notou-se que houve uma notavel sensibilidade dos peixes para o esterbide
estrogeno 17a-EE2. A exposi¢cao crbnica de “paulistinhas” machos jovens a
concentragdes muito baixas de 17a-EE2 (1,5 ng L™) reverte o sexo (‘imposex”) de
machos em fémeas fenotipicas (PICKERING; SUMPTER, 2003). A feminizacédo
induzida também tem sido demonstrada em machos jovens de paulistinha, quando
expostos ao17B-E2 (100 ng L™?) de 21 a 42 dias depois da fertilizacéo, durante o
periodo sexual de diferenciacdo (THORPE et al., 2003).

Em humanos e animais, estrdgenos passam por varias transformacodes,
principalmente no figado. O 17B-E2 é rapidamente oxidado em estrona, a qual pode
ser ainda convertida em estriol, sendo este o principal produto de excrecédo (YING;
KOOKANA; RU, 2002).

O estriol (E3) é o principal esteréide estrogénico produzido durante a
gravidez. Sua concentracdo no plasma e urina aumenta constantemente durante a
gravidez. O estriol livre passa da placenta para a circulagdo onde é rapidamente
convertido em derivados facilitando sua excrecdo. Por esta razdo, o E3 possui uma
vida média curta de somente 20 minutos no sangue materno (HUMAN DO BRASIL,
2008).

O E3 é uma das formas de estrogeno metabolizado do estradiol por meio da
estrona advinda do ovéario das mulheres e é usado, geralmente, para o tratamento
dos sintomas da menopausa como uma alternativa ao estradiol, estrona ou uma
combinacéo dos dois (KUMAR; MOHAN, SARMA, 2009).
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2.3 Hormonios e o ambiente

Nas estacdes de tratamento, os residuos farmacéuticos ndo séo totalmente
eliminados e, assim, sdo descarregados nas aguas receptoras. Como estas aguas
sdo tratadas e reutilizadas nas grandes cidades, os farmacos presentes nestes
corpos hidricos que entram em contato com 0s organismos, sdo absorvidos por ele
apos a ingestdo e estdo sujeitas a reagbes metabdlicas. Contudo, uma fracdo
significativa de substancias de organismos de origem humana ou animal é liberada
sob forma de produtos ndo metabolizados por meio da urina, fezes ou pela
eliminacao direta através banheiros sendo, portanto, emitidos na forma bruta para o
esgoto, lodo de esgoto ou esterco. Além disso, alguns dos metabdlitos excretados
podem ser transformados a droga original ativa.

Contudo, nos ultimos anos, varios metodos analiticos tém sido relatados para
a determinacdo de cerca de 100 produtos farmacéuticos em matrizes ambientais
aguosas, dentre eles os horménios. No entanto, o conhecimento sobre sua
ocorréncia em rios e aguas subterraneas ainda é limitado a um pequeno namero de
paises. Dados sobre o comportamento e os destinos dos produtos farmacéuticos

nos rios e lagos, incluindo os sedimentos, ainda Sao escassos.

Os hormobnios sdo uma parte essencial tanto da medicina moderna humana
quanto da veterinaria e, apesar de ja terem sido aprovados pelo governo e terem
sido submetidos a estudos farmacocinéticos, existe ainda uma consideravel falta de

conhecimento sobre seu destino no ambiente.

De acordo com Bila e Dezotti (2007), os desreguladores endocrinos sao
substancias de uma categoria recente de poluentes ambientais que interferem nas
funcbes do sistema enddcrino. Essas substancias sdo encontradas no meio
ambiente em concentracées da ordem de pg L e ng L™* e sdo suspeitas de

causarem efeitos adversos a saude humana e animal.

Alguns agentes terapéuticos e farmacéuticos também estdo na lista das
substancias classificadas como desreguladores enddécrinos (DE). Sdo estrogénios

sintéticos usados como contraceptivos orais, na reposicao terapéutica na
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menopausa ou na prevencao do aborto, tais como, dietilbestrol e 0 17a-EE2. A maior
aplicacdo médica do 17a-EE2 tem sido no desenvolvimento de pilulas
contraceptivas, que contém de 30 a 50 ug de 17a-EE2 por pilula. Os DE abrangem
uma faixa de classe de substancias com estruturas distintas, incluindo hormonios
sintéticos e naturais, substancias naturais e uma grande quantidade de substancias
sintéticas. No entanto, algumas definicbes sado propostas para essas substancias,
denominadas em inglés “Endocrine Disrupting Chemicals (EDCs)”. Alguns autores
entendem que sao considerados “endocrine disrupting chemicals” somente as
substancias que interagem com sitios receptores de hormdnios, enquanto outros
entendem como qualquer substancia que cause desequilibrio, interferéncia ou
alteracdo no sistema enddcrino, independentemente se atua diretamente no sitio
receptor ou ndo (BILA; DEZOTTI, 2007).

De acordo com a EPA (1997), um desregulador enddécrino € definido como um
“agente exogeno que interfere com sintese, secrecao, transporte, ligacédo, acdo ou
eliminacdo de horménio natural no corpo que séo responsaveis pela manutencao,

reproducao, desenvolvimento e/ou comportamento dos organismos”.

De acordo com a CEC (1999), “um desregulador enddcrino € uma substancia
ou um composto exdégeno que altera uma ou varias fungdes do sistema enddcrino e
tem, consequentemente, efeitos adversos sobre a salide num organismo intacto, sua

descendéncia, ou (sub) populagdes”.

Existem ainda outras definicdes para as substancias estrogénicas presentes
no ambiente. Frequentemente sao referidos como estrogénios ambientais,
estrogénios exdgenos ou exoestrogénios. Exoestrogénios sdo diversos grupos de
substancias que nao necessariamente apresentam alguma semelhanca com a
estrutura quimica do 17B-E2, mas causam respostas antagbnicas, possivelmente
através de mecanismos de agao via receptores hormonais. A atividade agonista € a
capacidade de uma substancia acoplar-se ao receptor de hormonios esterdides e
elucidar uma resposta. Em contrapartida, a atividade antagonista é a habilidade de
uma substéncia acoplar-se ao receptor de estrogénio e bloquear a acdo do ligante
natural (estrogénio) e, assim, sua resposta nao serd elucidada. Essas substancias
podem ser identificadas por sua capacidade de ligar-se ao receptor de estrogénios
(RE) e induzir ou alterar uma resposta hormonal (ZACHAREWSKI, 1997). As
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substancias sintéticas com atividade estrogénica também sdo denominadas de

xenoestrogénios por alguns autores (DESBROW et al., 1998).

2.3.1 Classificagao dos hormoénios

Os horménios podem ser classificados de acordo com a sua natureza, sendo
ela natural (producéo natural do corpo humano) ou artificial (producéo industrial). Os
esterdides que causam preocupacdo com relacdo ao meio ambiente aquético devido
ao seu potencial disruptor endécrino s&o, principalmente, estrogenos e
contraceptivos, os quais incluem o 17B-estradiol (17B-E2), estrona (E1), estriol (E3),
17a-etinilestradiol (17a-EE2) e o mestranol (MeEE2) (YING; KOOKANA; RU, 2002).

De acordo com Sumpter (1998), pesquisas tém sido realizadas para rastrear
estrégenos “reais” e/ou quimicos que imitam estrégenos (também chamados de
xenoestrogénios). Representantes de ambos 0s grupos quimicos estdo presentes
nos efluentes, por exemplo, estrégenos naturais (estradiol, estrona, etc) e sintéticos
(etinilestradiol), e tém sido relatados por estarem presentes em ETESs.

De acordo com Bila e Dezotti (2007), as substancias classificadas como
desreguladoras enddcrinas (DE), incluindo substancias naturais e sintéticas, usadas
ou produzidas para uma infinidade de finalidades podem ser agrupadas em duas
classes: 1. Substancias sintéticas — utilizadas na agricultura e seus subprodutos,
como pesticidas, herbicidas, fungicidas e moluscicidas; utilizadas nas industrias e
seus subprodutos, como dioxinas, alquifendis e outros; compostos farmacéuticos,
como os estrogénios sintéticos dietilbestrol (DES) e 17a-EE2 e, 2. Substancias
naturais — fitoestrogénios, tais como, genisteina e metaresinol e estrogénios naturais
17B-E2, estrona (E1) e E3.



30

2.4 Impacto causado por hormdnios

Os compostos estrégenos sdo dispostos por diversas formas no meio
ambiente, seja por contaminacdo aquifera ou por disposi¢do incorreta de lixo no
solo, por contato no ambiente de trabalho ou em residéncia, por meio de alimentos,
entre outras formas. Contudo, estes compostos quimicos muitas vezes apresentam
propriedades fisico-quimicas persistentes, séo lipofilicos, bioacumulativos e tém
baixa presséao de vapor, facilitando a sua dispersdo no meio ambiente.

Uma possivel contaminacdo do solo e de aguas subterrAneas pode ser
causada pela aplicacdo de lodo advindo das estagcbes de tratamento municipais
(ETEs) em diversos tipos de culturas agricolas, assim como o transporte dos
horménios através da infiltracdo de aguas superficiais contaminadas para as aguas
subterrraneas e a infiltracdo de aguas residuarias diretamente de escapes em
tubulacdes de esgoto. Contudo, o principal meio pode ser para as ETEs e depois
retornar sem sua completa remocdo para as aguas receptoras (TERNES et al.;
1999).

Alguns desreguladores enddcrinos sdo solliveis em gordura, assim, altos
niveis podem estar presentes em carne, peixe, ovos e derivados do leite. Hartmann
et al. (1998), relataram a ocorréncia de hormdnios sexuais (17B-E2, estrona,
testosterona e progesterona) em carnes (gado, porco, aves, peixe), leite e seus
derivados, ovos e plantas (gramineas e leguminosas). A contaminagdo de alimentos
também pode vir do fato de que alguns horménios sdo aplicados na criacdo de
animais e, consequentemente, consumidos na alimentacdo humana, contudo, em

grande parte dos paises essa pratica esta proibida (PETERSON, 2000).

Os desreguladores enddcrinos também podem ser encontrados nas cinzas
dos produtos incinerados, no lodo biologico de estacdes de tratamento de efluentes
e em chorumes de aterros sanitarios. Uma quantidade consideravel de produtos
industrializados potencialmente danosos é disposta diretamente no solo ou em

aterros sanitarios. Consequentemente, alguns desreguladores enddcrinos, tais como
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o bisfenol A, nonilfenol, octilfenol e 17a-EE2 e alguns ftalatos, foram encontrados no
chorume de aterros sanitarios (BILA; DEZOTTI, 2007).

Estudos demonstraram que o esterco animal afeta a qualidade das aguas
superficiais e de subsolo. Peterson et al. (2000), relataram a presenca de 173-E2 (6
a 66 ng L") em 4guas subterraneas préximas a areas com alta densidade de criacdo
de animais. Os estrogénios sao naturalmente excretados pelos animais ou séo
administrados nos mesmos como promotores de crescimento, mesmo esta pratica
nao ser mais permitida em muitos paises (PETERSON et al., 2000; CASEY et al.,
2003).

Os estrogénios apresentam em sua estrutura um grupo fendlico e em alguns
casos um grupo hidroxila alifatico, enquanto que nos progestagénios este grupo
fenolico € substituido por um grupo cetona. Como sdo 0s principais responsaveis
pelo crescimento e pela reproducdo de espécies animais, incluindo os seres
humanos, seus derivados sintéticos sdo bastante empregados como contraceptivos
(hormonios inibidores do processo de ovulagédo), ao passo que os estrogénios sao
também administrados no controle dos sintomas que envolvem a menopausa,
distarbios fisiolégicos e no tratamento do cancer de préostata e de mama. Ja 0s
progestagénios sdo empregados nos tratamentos voltados para as causas de
infertilidade e descontrole do ciclo menstrual. Em geral, séo rapidamente absorvidos
pelo organismo e, entdo, metabolizados no figado (GHISELLI; JARDIM, 2007).

Para a avaliacdo de risco e sua monitoracdo € necessario saber que ha
diferentes fontes de emissao dos farmacos no ambiente. Para muitos compostos, ha
falta de dados relatando sua emissdo no ambiente, assim como por residéncias e
hospitais. Especialmente com relacdo aos hospitais, existem poucas informacdes
(KUMMERER, 2001).

Baseados em um levantamento feito e em medicdes de excrecdo de
estrogenos por humanos, Johnson, Belfroid e Di Corcia (2000) estimaram a
excrecao diaria de estrogenos advinda de mulheres e homens (Tabela 2). Baseado
na excrecao diaria de estrogenos por humanos, o fator de diluicAo e prévias
medicdes, espera-se encontrar estrogenos na concentragdo de ng L™ em amostras
ambientais de agua de rio (JOHNSON; BELFROID; DI CORCIA, 2000).
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Tabela 2 — Excrecdo diaria (ug) de esteréides estrogénicos em humanos

Categoria 17B-E2 E3 17a-EE2
Homens 1,6 1,5 CT
Mulheres menstruadas 3,5 4.8 CT
Mulheres na menopausa 2,3 1 CT
Mulheres gravidas 259 6000 CT

CT: concentracao traco
Fonte: Adaptado de Johnson, Belfroid e Di Corcia (2000)

2.5 Anélise de hormbnios em agua

Os baixos niveis de contaminacéo e a complexidade das matrizes ambientais,
exigem o uso de métodos com alta sensibilidade e seletividade para a andlise de
residuos de estrogenos (WANG et al., 2008).

Para a analise de estrogenos, a cromatografia em fase gasosa acoplada a
espectrometro de massas (GC-EM), foi inicialmente utilizada, embora seja um
método trabalhoso, pois a derivatizacdo era exigida (NAKAMURA et al., 2001;
KAWAGUCHI et al., 2004). Também sdo usados com frequéncia, a cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE), com deteccédo ultravioleta (UV) (RUSSELL et al.,
2000; ALDA; BARCELO, 2001), deteccéo eletroquimica (ED) (PENALVER et al.,
2002), deteccao por fluorescéncia (FD) (MATSUMOTO et al., 2002; WEBER et al.,
2005) e espectrometria de massa (MS) (PICHON et al., 1995; HU et al., 2005).

A cromatografia liquida acoplada a espectrébmetro de massas (LC-MS) tem
boa sensibilidade e precisdo, mas ndo esta acessivel em muitos laboratorios, pois ha
um alto custo dos equipamentos e exigéncia de operadores treinados. Portanto,
HPLC é uma boa escolha, embora sua sensibilidade e seletividade ndo sejam tao
boas quanto do LC-MS-MS. Para tanto, uma amostra necessita de um pré-
tratamento antes da analise cromatografica, a qual € normalmente necessaria,
como, a extracao liquido-liquido (LLE) (RUSSELL et al., 2000; NOVAKOVA et al.,
2004; CHOI et al., 2006) ou a extracdo em fase solida (SPE) (LAGANA et al., 2004,
QUINTANA et al., 2004; WEIGL et al., 2004).
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2.5.1 Extracao de hormonios em fase sélida (SPE)

A SPE pode ser descrita como sendo um processo cromatografico
simplificado, com o sorvente atuando como fase estacionaria. A fase movel é a
amostra aquosa durante a etapa de extracdo ou o solvente organico durante a etapa
de eluicdo. Altos fatores de enriquecimento sdo obtidos quando os analitos sdo
fortemente retidos pelo sorvente na presenca de agua e quando eles tém baixa

retencdo com o solvente orgéanico usado para dessorcao.

Para a realizacdo da SPE, utilizando-se, por exemplo, C18, sdo necessarias
quatro etapas, conforme Figura 5. Estas etapas devem ser otimizadas de forma a

obter-se uma recuperacdo maxima do produto a ser analisado.
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o Contaminante O Compostos de interesse

Fonte: Adaptado de Lancas (2004a)

Figura 5 — Etapas empregadas em SPE visando ao isolamento de um composto (ou classe de
compostos)

2.5.1.1 Condicionamento do cartucho

Cada sorvente de SPE requer o seu condicionamento com o objetivo de se
ativar ou se preparar para reter o analito. A limpeza prévia com solvente organico

(agua) serve para remover contaminagdo indesejavel que possa estar presente no
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cartucho. Essa etapa é um pré-requisito para a adsorcdo do analito (LANCAS,
2004a).

2.5.1.2 Adicdo da amostra

Nessa etapa, 0 composto se distribui entre a amostra liquida e a superficie do
sorvente, por simples adsorcdo a superficie ou através da penetracdo na superficie,
e um equilibrio é estabelecido. A velocidade de eluicdo deve ser inferior a 2 mL por
minuto, controlando-se 0 vacuo ou a pressao aplicada durante a etapa de adicdo da
amostra (LANCAS, 2004a).

2.5.1.3 Limpeza do cartucho de SPE

A limpeza do cartucho de SPE visa eliminar os interferentes com um solvente
gue nado possua forca suficiente para arrancar o analito de interesse do material de
empacotamento. O solvente ideal € o préprio solvente da amostra, caso ele nao

remova também o analito de interesse (LANCAS, 2004a).

2.5.1.4 Eluicao dos analitos adsorvidos

Na ultima etapa da SPE, os analitos de interesse sdo dessorvidos com um
pegueno volume de solvente adequado. Essa etapa € realizada com maior sucesso
utilizando-se um solvente que tenha a maior for¢a eluotropica para o sorvente que
estad sendo usado. O solvente deve ser seletivo 0 bastante para que a interacao
entre 0 analito e 0 sorvente seja enfraquecida e a distribuicdo do analito através do

eluente ocorra.
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Para sorventes de fase reversa, a série eluotropica é bem conhecida para
solventes organicos e o poder de eluicdo diminui dentro da série hexano, THF,
acetato de etila, diclorometano, acetona, acetonitrila e metanol. Solventes polares ou
capazes de ligacao hidrogénio com a agua adsorvida podem ser mais efetivos. Por
iIsso, metanol ou acetonitrila s&o normalmente preferidos devido a sua miscibilidade
com agua. Misturas de solventes misciveis podem também ser usadas para se
proporcionar um balanco hidrofilico-hidrofébico (BARCELO; HENNION, 1997).

A vazdo de eluicdo deve ser baixa e o volume minimo € cerca de 2 vezes o
do sorvente, isto é, de 2 a 5 mL para cartuchos de 500 mg. Quanto menor o volume
de dessorcédo, maior o fator de pré-concentracdo. A dessorcao € mais eficiente se for
feita com 2 ou 3 aliquotas de 1 mL ao invés de uma aliquota Unica com 2 ou 3 mL
(BARCELO; HENNION, 1997).

2.6 Validacdo do método analitico

A validacdo do método proposto foi obtida por meio da avaliacdo dos

parametros de seletividade, linearidade, precisado, repetibilidade e exatidao.

2.6.1 Seletividade

A seletividade de um método instrumental de separacdo € a capacidade de
avaliar, de forma inequivoca, as substancias em exame na presenca de
componentes que podem interferir com a sua determinacdo em uma amostra
complexa. A seletividade avalia o grau de interferéncia de espécies como outro
ingrediente ativo, excipientes, impurezas e produtos de degradagdo, bem como
outros compostos de propriedades similares que possam estar, porventura,
presentes (RIBANI et al., 2004).
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A farmacopéia americana define a seletividade de um método analitico como
sua habilidade em medir, de forma exata, um analito na presenca de interferéncias,
as quais se espera que estejam presentes na matriz da amostra (LANCAS, 2004b).
Em geral, uma forma simples de verificar a seletividade de um método
cromatografico é observar a presenca de picos na regido do tempo de retencao do
analito de interesse, injetando-se um branco obtido com a mesma matriz a ser
analisada. Nesse caso, devem-se empregar varias amostras, € a auséncia de picos
préximos ao tempo de retencdo do analito de interesse deve ser observada
(LANCAS, 2004b).

Este parametro pode ser obtido de varias maneiras. A avaliacao pode ser feita
com detectores modernos (arranjo de diodos, por exemplo), que comparam o
espectro do pico obtido na separacdo com o de um padrdo e utiliza-se isto como
uma indicacdo da presenca do composto puro (HUBER, 1998; JENKE, 1998;
VESSMAN et al., 2001).

2.6.2 Linearidade

A linearidade é a resposta obtida em fungcdo da concentracdo do analito, a
gual deve ser estudada em um intervalo de concentracdo apropriado. A linearidade
foi determinada pelo coeficiente de correlacdo (r?), obtido pelo grafico relacionado a
resposta do equipamento em fungéo de varias concentracdes do analito (VAZ et al.,
2007). O numero minimo de pontos geralmente aceitos nos gréaficos de calibracdo
varia entre 5 e 6 pontos (LANCAS, 2004b).

A relacdo matematica entre o sinal e a concentra¢cdo ou massa da espécie de
interesse deve ser determinada empiricamente, a partir de sinais medidos para
massas ou concentracbes conhecidas dessa espécie (CUSTODIO; ANDRADE;
AUGUSTO, 2004).

Para estimar os coeficientes de uma curva analitica, pode-se usar um método

da regresséo linear. Além dos coeficientes de regressédo a e b, também pode ser
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calculado, a partir dos pontos experimentais, o coeficiente de correlacdo r. Este
parametro permite uma estimativa da qualidade da curva obtida, pois quanto mais
préximo de 1,0, menor a dispersao do conjunto de pontos experimentais e menor a

incerteza dos coeficientes de regressao estimados (RIBANI et al., 2004).

Para verificar se a equacdo de regressdo é estatisticamente significativa
podem ser efetuados os testes de ajuste do modelo linear. Um coeficiente de
correlagdo maior que 0,99 é considerado como evidéncia de um ajuste ideal dos
dados para a linha de regressdo (SHABIR, 2003; JENKE, 1998; GREEN, 1996).

Em qualquer técnica instrumental, a relacdo linear simples, descrita pela
equacéao (1), so é valida em um determinado intervalo de massa ou concentracao da
espécie medida (RIBANI et al., 2004).

y=ax+hb (2)

onde:

y = resposta medida (area do pico);
X = concentragao;
a = inclinacao da curva de calibragédo = sensibilidade;

b = intersecdo com o eixo y, quando x = 0.

2.6.3 Precisao

E a dispersdo de resultados entre ensaios independentes, repetidos de uma
mesma amostra, amostras semelhantes ou padrbes, sob condi¢cdes definidas
(EUROPEAN AGENCY FOR THE EVALUATION OF MEDICINAL PRODUCTS,
1995; INMETRO, 2003). Para avaliar a preciséo, calcula-se a estimativa do desvio
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padrdo absoluto (s) (RIBANI et al., 2004). A estimativa do desvio padrao (s) foi feita

pela equacéo (2).

v -1 (2)

onde:

S = estimativa do desvio padréo absoluto;
X = meédia aritmética de um pequeno numero de medicbes (média das
determinacdes) (RIBANI et al., 2004).

Outra expressdo da precisdo € através da estimativa do desvio padrao
relativo (RSD), também conhecido como coeficiente de variacdo (CV). O coeficiente

de variacdo é obtido pela equacéo (3).

CV(%) = s x 100 3)
X

onde:
X = média aritmética dos valores;

S = estimativa do desvio padréo.

2.6.3.1 Repetibilidade

A repetibilidade representa a concordancia entre os resultados de medicbes
sucessivas de um mesmo método, efetuadas sob as mesmas condi¢des de medicéao,

chamadas condi¢coes de repetibilidade: mesmo procedimento; mesmo analista;
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mesmo instrumento usado sob as mesmas condi¢cbes; mesmo local; repeticdes em

um curto intervalo de tempo (RIBANI et al., 2004).

Para avaliacdo da repetibilidade do método cromatografico, uma mesma
amostra de um padréo é injetada sete vezes, has mesmas condi¢cdes de operacao e
no mesmo dia. A reprodutibilidade do método cromatogréfico também pode ser
avaliada através de trés injecbes da mesma amostra do padrdo, realizadas por um

operador, em dois dias diferentes (VAZ et al., 2007).

2.6.4 Exatidao

Os processos mais utilizados para avaliar a exatiddo de um método sao:
materiais de referéncia; comparacdo de métodos; ensaios de recuperacao; adicao
padrao (RIBANI et al., 2004).

2.6.4.1 Ensaio de recuperacgao

A recuperacao, R, é definida como a propor¢édo da quantidade da substancia
de interesse, presente ou adicionada na porcdo analitica do material teste, que é
extraida e passivel de ser quantificada (THOMPSON et al., 1999). Os intervalos
aceitaveis de recuperacao para analise de residuos geralmente estdo entre 70 e
120%, com preciséo de até + 20% (GARP, 1999).



40

2.6.4.2 Materiais de referéncia certificados (CRM)

Sdo materiais de referéncia ou padrfes analiticos acompanhados de um
certificado que possui o0 valor de concentracdo da substéncia, uma incerteza
associada (RIBANI et al., 2004) e a data de validade.

2.6.4.3 Comparacao de métodos

E a comparacdo entre resultados obtidos empregando-se o método em
desenvolvimento e os resultados conseguidos através de um método de referéncia,
avaliando o grau de proximidade entre os resultados obtidos pelos dois métodos
(RIBANI et al., 2004).

2.6.4.4 Adicao padrao

Este método é empregado quando é dificil ou impossivel preparar um branco
da matriz sem a substancia de interesse (RIBANI et al., 2004).

2.6.5 Limite de deteccgéao (LD)

O limite de deteccéo (LD) representa a menor concentracao da substancia em
exame que pode ser detectada, mas ndo necessariamente quantificada, utilizando
um determinado procedimento experimental (EUROPEAN AGENCY FOR THE
EVALUATION OF MEDICINAL PRODUCTS, 1995; INMETRO, 2003).
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O célculo do LD pode ser feito pelo método da relacdo sinal-ruido, que
consiste em utilizar a matriz com adi¢cado de concentragdes conhecidas da substancia
de interesse, de tal modo que se possa distinguir entre ruido e sinal analitico pela

visualizacdo da menor concentracéo visivel (detectavel) (RIBANI et al., 2004).

2.6.6 Limite de quantificacédo (LQ)

Os limites de quantificacdo (LQ) para cada composto pode ser determinado
utilizando o primeiro nivel de concentracdo da curva analitica (INMETRO, 2003). O
LQ representa a menor concentracdo da substancia em exame que pode ser
medida, utilizando um determinado procedimento experimental (EUROPEAN
AGENCY FOR THE EVALUATION OF MEDICINAL PRODUCTS, 1995; INMETRO,
2003).
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Caracterizacéo da area de estudo

Para que fosse avaliada a qualidade dos corpos hidricos pertencentes as
bacias dos Rios Piracicaba e Corumbatai, com relacdo aos disruptores endécrinos
natural (17B-E2) e sintéticos (17a-EE2 e E3), foram coletadas amostras de agua
bruta de ambos os Rios e agua tratada proveniente de residéncia da cidade de
Piracicaba, estado de Sdo Paulo. O projeto foi desenvolvido no laboratério de
Ecotoxicologia do Centro de Energia Nuclear na Agricultura CENA/USP, Piracicaba,
Séo Paulo.

3.1.1 Area da bacia do Rio Piracicaba

A bacia do Rio Piracicaba apresenta area de drenagem de 3.700,79 Km?
(COMITE PCJ, 2007). Esta bacia hidrografica estende-se por uma area de 12.531
km?2, situada no sudeste do estado de S&o Paulo e extremo sul de Minas Gerais. O
Rio Piracicaba nasce da juncdo dos Rios Atibaia e Jaguari, no municipio de
Americana. Apés atravessar a cidade de Piracicaba, recebe as aguas de seu
principal afluente, o Rio Corumbatai. O Rio Piracicaba percorre 250 km de sua
formacgéo até a sua foz no Rio Tieté entre os municipios de Santa Maria da Serra e
Barra Bonita. A Figura 6 apresenta a localizagdo da bacia do Rio Piracicaba
(COMITE PCJ, 2007).


http://pt.wikipedia.org/wiki/Bacia_hidrogr%C3%A1fica
http://pt.wikipedia.org/wiki/Minas_Gerais
http://pt.wikipedia.org/wiki/Rio_Atibaia
http://pt.wikipedia.org/wiki/Rio_Jaguari_(S%C3%A3o_Paulo)
http://pt.wikipedia.org/wiki/Munic%C3%ADpio
http://pt.wikipedia.org/wiki/Americana
http://pt.wikipedia.org/wiki/Piracicaba
http://pt.wikipedia.org/wiki/Rio_Tiet%C3%AA
http://pt.wikipedia.org/wiki/Santa_Maria_da_Serra
http://pt.wikipedia.org/wiki/Barra_Bonita
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Figura 6 — Localizagéo da bacia do Rio Piracicaba

A regido do Rio Piracicaba é muito industrializada, sendo destaque as
culturas de cana-de-acgucar e citrus. Segundo Montebelo (1998), o Rio Piracicaba
apresenta médio porte, estd situado em regido subtropical. Constitui bacia com
diversos problemas ambientais, tipicos de areas impactadas pela acéo antropica. Na
bacia do Rio Piracicaba, o lancamento de esgoto, sobretudo o doméstico, é o
principal problema de contaminacdo das aguas da regido, decorrente do intenso
aumento da densidade demografica ocasionado pela expansdo da atividade
industrial (CBH-PCJ, 2008).

Os municipios que integram a bacia do Rio Piracicaba sdo, Aguas de S&o
Pedro, Americana, Campinas, Charqueada, Hortolandia, Iracemdpolis, Limeira,
Monte Mor, Nova Odessa, Paulinia, Piracicaba, Rio das Pedras, Saltinho, Santa
Barbara d’Oeste, Santa Maria da Serra, S0 Pedro e Sumaré (COMITE PCJ, 2007).



44

3.1.2 Area da bacia do Rio Corumbatai

A bacia do Rio Corumbatai esta localizada na primeira zona hidrogréafica do
estado de S&o Paulo, abrangendo a parte superior do Rio Tieté, desde suas
cabeceiras até a Barragem de Barra Bonita, num percurso de 592 Km. Esta zona
drena 32.710 Km?, compreendendo dez bacias hidrogréficas e a bacia hidrogréfica
do Rio Piracicaba integra o sistema Tieté-Parana sendo composta das bacias do Rio
Jaguari (4.339 Km?), do Rio Corumbatai (1.710 Km?) e do Rio Atibaia (1.030 Km?)
(CEAPLA, 2004). A bacia do Rio Corumbatai apresenta area de drenagem de
1.679,19 Km? (COMITE PCJ, 2007). A localizagéo da bacia é mostrada na Figura 7.
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Figura 7 — Bacia do Rio Corumbatai

Os municipios que integram a bacia do Rio Corumbatai sdo, Analandia,
Charqueada, Cordeiropolis, Corumbatai, Ipetna, Iracemapolis, Itirapina, Piracicaba,
Rio Claro, Santa Gertrudes e S&o Pedro (COMITE PCJ, 2007).

3.2 Preparo da vidraria

Toda vidraria utilizada, tanto no processo de coleta, armazenamento, quanto

para a extracdo, foi descontaminada seguindo 0s passos:
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e Imergiu-se em sabdao alcalino Derquim® LM 01 (diluicdo 1:1000), durante 24
horas;

e Lavou-se sob agua corrente, até completa remocao do sabéo;

e Enxaguou-se trés vezes, utilizando agua deionizada;

e Lavou-se com acetona grau HPLC todo o excesso foi recolhido em frasco
préprio, devidamente identificado e foi enviado ao setor de tratamento de
residuos de solventes do CENA/USP;

e Desativou-se com solucdo de 5% de dimetildiclorosilano em tolueno;

e Lavou-se duas vezes com diclorometano grau HPLC;

e AplGs completa secagem, toda vidraria foi vedada com papel filme e

armazenada em local apropriado.

3.3 Validacao do método analitico

A validacdo do método proposto foi obtida por meio da avaliacdo dos

parametros de seletividade, linearidade, precisdo, repetibilidade e exatidao.

A seletividade do método cromatografico foi avaliada pela observacdo da
auséncia de picos na regido do tempo de retencéo do analito de interesse. Para
tanto, injetou-se amostras do branco sem fortificacdo e do branco fortificado obtido

com agua ultrapura.

A linearidade foi avaliada pela resposta obtida em funcé&o da concentracdo do
analito, a qual foi estudada em um intervalo de concentracdo que variou de 0,5 a 4,0
ug L™ A linearidade foi determinada pelo coeficiente de correlacdo (), obtido pelo
gréafico relacionando a resposta do equipamento em funcdo de 5 concentracdes do
analito. Para estimar os coeficientes das curvas analiticas, utilizou-se o método da

regressao linear.

A determinagdo da linearidade das curvas analiticas foi feita a partir de
padrdes analiticos preparados em solvente, nas concentragbes de 0,5, 1,0, 2,0, 3,0

e 4,0 ug L, injetadas em triplicata. Ap6s as injecdes foram calculados a média das
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areas, a estimativa do desvio padrao relativo (DPR), ou coeficiente de variacao (CV),
a estimativa do desvio padréo (s) e a equacao da regressao linear da curva analitica

para cada hormonio.

O processo utilizado para avaliar a exatidao foi feito por meio de ensaios de
recuperagdo. Amostras de agua ultrapura foram fortificadas e extraidas conforme o

método, nas concentracdes de 1,0, 2,0 e 3,0 pug L™ e quantificadas por HPLC-DAD.

A preciséo foi avaliada pela estimativa do desvio padrao relativo (DPR), ou
coeficiente de variacdo (CV) e a estimativa do desvio padrao (s), por meio da analise

da injecdo em triplicata de padrdo mix na concentracdo de 1,0 ug L™,

Para avaliacdo da repetibilidade do método cromatografico, uma mesma
amostra de um padrdo a 1,0 pg L™ foi injetada sete vezes, nas mesmas condicées de

operacdo e no mesmo dia.

Os limites de deteccado (LD) foram determinados pela injecdo da menor
concentracdo do padrdo mix dos horménios, e calculados através do método visual.
Os limites de quantificacdo (LQ) para cada um dos hormonios foram determinados
usando o primeiro nivel de concentragdo da curva analitica, utilizando solucdo mix

do padrao contendo E3, 17a-EE2 e 178-E2 na concentracédo de 0,5 pug L™,

3.4 Matriz

As matrizes utilizadas foram agua bruta, advinda dos pontos de captacéo de
abastecimento urbano da cidade de Piracicaba, nos Rios Piracicaba e Corumbatai e
agua de abastecimento residencial da cidade de Piracicaba, estado de S&o Paulo.
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3.5 Interferéncia de matriz

Para avaliacdo da interferéncia ou ndo de matriz, foram adicionados padrdes
analiticos na matriz (Agua do Rio Corumbatai). As amostras foram fortificadas com
as concentracdes intermediarias da curva analitica e extraidas conforme o método.
Assim foi verificado se a matriz exerce efeito positivo (aumento de sinal) ou negativo

(decréscimo de sinal) sobre o resultado da analise.

3.6 Reagentes e solventes

Os solventes utilizados no processo de extragdo foram metanol grau HPLC e
agua ultrapura. Para descontaminacdo e limpeza da vidraria foram utilizados
acetona grau HPLC, dimetildiclorosilano diluido em tolueno grau HPLC e
diclorometano grau HPLC. O gas utilizado para concentracdo das amostras foi

nitrogénio (N2) comercial.

3.7 Equipamentos

Para a andlise dos compostos E3, 17a-EE2 e 17B-E2, foi utilizado um
cromatodgrafo liquido, modelo 1200 (Agilent Technologies®), constituido de bomba
guaternaria, injetor automatico, degaseificador e detector com arranjo de diodos

(DAD). Os outros equipamentos utilizados estédo descritos a sequir.

e  Workstation (Agilent ChemStation versdo B.03.02, 17 de janeiro de 2008)
para integracao;

e Coluna Kromasil 100-5C18, 5 um x 4,6 mm x 250 mm;

e Coluna de guarda Kromasil® 100-5C18;

e Balanca analitica HA — 202 M, AND Company;

° Bomba de vacuo Primar;
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e Camara de vacuo, Visiprep DL™, Supelco;
e Cartucho C18 OHASIS HLB, 6 cc, Waters Corporation com capacidade de 4
mL.
e Banho de ultra-som Bandelin Sonorex RK510S;
e Frascos de vidro ambar de diferentes volumes;
e Frascos ambar com tampa de teflon de 2 mL;
e Micropipeta de 200, 1000 e 10000 puL;

e Balbes volumétricos de 10 mL;
e Outros materiais usuais em laboratério (béquer, proveta, pipeta volumétrica,

bal&o volumétrico, tubo de ensaio).

3.7.1 Funcionamento do detector de arranjo de diodos

A Figura 8 ilustra um esquema Optico de um espectrofotdmetro com detector
de arranjo de diodos. Neste esquema h& duas fontes de radiacdo, as lampadas de
deutério e tungsténio, cujas emissdes sao focalizadas através de uma lente sobre a
amostra. Portanto, todo o espectro de emissdo da lampada incide sobre a mesma,
sendo que a luz incidente sera, em parte, absorvida. Esta luz que atravessou a
amostra (transmitida ou emergente) ira incidir sobre uma lente que focaliza o feixe
sobre uma fenda, e desta sobre uma grade de difracdo. Esta grade ira difratar a luz,
separando os seus diferentes comprimentos de onda, sendo que cada um deles ira
incidir sobre um diodo do arranjo. Este diodo, ao receber o feixe de luz, produz uma
corrente elétrica cuja magnitude depende da intensidade da emissdo (novamente
aqui se aplica o efeito fotoelétrico). Através de um circuito de calibracdo adequado,
esta corrente sera transformada em absorbancia nos diferentes comprimentos de
onda, resultando no que se convenciona chamar de espectro de absor¢cao (OWEN,
1996).

O procedimento experimental convencional de obtencdo de espectros de
absorcdo em um instrumento deste tipo envolve inicialmente o registro de um

espectro do ruido de fundo ou do solvente ou do ar (a serem utilizados como
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branco). Arquiva-se o0 mesmo e, em sequéncia, se obtém o espectro da amostra e se

efetua a subtragdo dos dois. O resultado € o espectro da amostra, o qual tem o
solvente (ou ar) como branco (OWEN, 1996).

Obturador

‘ /| Lampadade
"w tungsténio

Lampadade
deutério

Arranjo
de diodos

Fonte: Adaptado de Universidade Federal do Para (2009)

Figura 8 — Esquema 6tico de um espectrofotdmetro com detector de arranjo de diodos

3.8 Padrdes Analiticos

Os padrbes analiticos utilizados foram o E3, 17a-EE2 e o 17B-E2. As
solucdes estoque destes padrdes foram obtidas a partir da diluicdo de 10 mg do
padrdo em 10 mL de metanol, para obtencéo da concentracdo de 100 pg L™. Os

padrdes dos horménios e seus respectivos fornecedores estdo descritos conforme
Tabela 3.
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Tabela 3 — Hormdnios analisados por HPLC-DAD, com informacgBes de pureza, fornecedor, grupo
guimico e formula molecular

. Origem Formula
Hormonio Pureza Fornecedor Quimica Molecular
Dr. Ehrenstorfer
E3 99,0% GmbH®, Augsburg, Horménio natural CisH2405
Germany
Dr. Ehrenstorfer
170—-EE2 98,5% GmbH®, Augsburg, Hormonio sintético C,0H240,
Germany
Dr. Ehrenstorfer
178-E2 99,0% GmbH®, Augsburg, Horménio natural CisH240,
Germany

3.9 Preparo das soluc¢des padréao mix estoque e de trabalho

AplOs o preparo de cada padrdo individual, foi feita uma solucdo mix na
concentracdo de 100 pg L™. A partir desta solucédo padréo estoque foram obtidas as
solugdes de trabalho para a elaboragéo da curva de calibrac&o.

Os pontos da curva de calibracdo analitica foram preparados a partir de
diluicdes das solugdes mix 10 pg L™ em metanol para as concentracdes de: 0,5, 1,0,
2,0, 3,0 e 4,0 pg L™ para os horménios E3, 17a-EE2 e 17B-E2. Todas as solu¢des
dos padrées dos hormdnios foram estocadas em frascos de vidro ambar, com tampa

de teflon, e armazenadas em freezer (-20°C) até o momento do uso.

3.10 Coleta e armazenamento das amostras

As coletas foram realizadas durante o periodo de novembro de 2007 a abiril
de 2009, mensalmente, para o acompanhamento das variagcbes sazonais,
totalizando 54 amostras. Foram coletadas amostras de agua na entrada da captagéo
do sistema de tratamento de agua dos Rios Corumbatai e Piracicaba (dgua bruta) e
agua tratada residencial da cidade de Piracicaba, SP (Tabela 4).
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Coletou-se 3 frascos de 1 litro para cada amostra, em frascos ambar
previamente descontaminados, identificados, acondicionados em isopor com gelo
para serem transportadas até o laboratério e armazenados em geladeira a 4°C, para
posterior extracdo e analise. A Figura 9 ilustra os pontos de coleta dos Rios

Piracicaba e Corumbatai.

Figura 9 — Ponto de coleta nos Rios Piracicaba e Corumbatai

3.11 Analises cromatograficas por HPLC-DAD

3.11.1 Condic¢des cromatograficas

A metodologia descrita por Wang et al. (2008), foi otimizada e adaptada para
posterior analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia, acoplada a detector de
arranjo de diodos (HPLC-DAD).

A coluna foi mantida em 40°C, o tempo da corrida foi de 62 minutos. O
gradiente foi ajustado durante a otimizacdo do método, conforme Tabela 4. O
solvente A foi o metanol grau HPLC filtrado com filtro de fibra de vidro a 0,45 um e o
solvente B foi agua ultrapura filtrada igualmente ao metanol e degaseificada antes
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da utilizacdo. Utilizou-se a vazdo de 1,0 mL min™, com injecdo manual de 20 uL. As

condi¢cBes cromatograficas estéo listadas conforme Tabela 5.

Tabela 4 — Gradiente utilizado no HPLC-DAD

Tempo (min) Gradiente A (%) Gradiente B (%)
0-12 51,0 49,0
12 -26 49,0 51,0
26 — 45 49,0 51,0
45 - 62 49,0 51,0

Tabela 5 — Condi¢des cromatograficas do HPLC/DAD utilizadas para analise dos extratos de agua

Coluna C18 (250 x 4,6 mm, 5 pm) + coluna de guarda C18 (4

Condicdes x 4 mm, 5 um)
Fluxo 1 mL min*
Comprimento de onda 230 nm
Tempo de corrida 62 min
Volume de injecéo Loop de 20 pL
Tempos de retengéo E3: 10,5 min; 17B8-E2: 52,8 min; 17a-EE2: 58,4 min
Temperatura da coluna 40°C
Detector Arranjo de diodos (DAD)

3.11.2 Analise qualitativa e quantitativa

As analises qualitativa e quantitativa dos hormonios foram maximizadas
utilizando-se varios comprimentos de onda com padres em concentrages

diferentes.

Os comprimentos de onda foram definidos baseando-se na literatura (ALDA;
BARCELO, 2001; ALMEIDA; NOGUEIRA, 2006; WANG ET AL., 2008), os quais
foram 210, 230 e 240 nm. Cada padrédo foi injetado separadamente e, para
identificar o tempo de retencdo e o perfil cromatografico de cada composto, foi

selecionado o comprimento de onda que apresentou a melhor resposta espectral da
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molécula. Para tanto, foram injetadas em triplicata, padrées nas concentracbes de
0,5,2,5 e 10 ug L™. Os espectros das moléculas dos horménios estriol, 17B-estradiol
e 17a-etinilestradiol, que apresentaram melhor resposta por comprimento de onda,

estdo apresentados nas Figuras 10, 11 e 12, respectivamente.

mal -
zo —
25—
zo —
15 —|
10—
o

o—

T T T T T T T T T
220 2490 250 280 00 3z0 2490 360 380 nm

Figura 10 — Espectro da molécula do estriol obtido por comprimento de onda de 230 nm
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Figura 11 — Espect?g da molécula do 173-estradiol obtido por comprimento de onda de 230 nnnrwn

M

‘% Gom A
6 0 D
& & & @

o
u]
o

T T T T T T T
Z50 Z=0 =00 ==0 =0 =E0 ==0

Figura 12 — Espectro da molécula do 17a-etinilestradiol obtido por comprimento de onda de 236mnm
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3.11.3 Procedimento de extracdo das amostras de agua

O método foi adaptado da metodologia desenvolvida por Alda e Barceld
(2001), para extracdo dos hormodnios 173-E2, 17a-EE2 e E3 em amostras de agua
bruta e tratada. O procedimento de extracao foi realizado conforme etapas que

seguem:
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Condicionou-se os cartuchos HLB Ci;3 500 mg (OASIS, Waters Corporation®)
com 4 mL de metanol com fluxo de 1,5 mL min™, na sequéncia passou-se 4 mL
de 4gua ultrapura. Para isto foi utilizada uma camara de vacuo conforme Figura
13;

Para extracdo, as amostras foram homogeneizadas em ultra-som por 5
segundos e 200 mL foram filtrados em filtro de fibra de vidro 0,45 pum. Em
seguida, transferiu-se para um recipiente limpo de vidro envolto em papel
aluminio e, na sequéncia, as amostras foram adicionadas em cartucho C18, com
fluxo de 1,5 mL min:;

Lavou-se os cartuchos 2 vezes com 4 mL de agua ultrapura e descartou-se a
agua de lavagem e secou-se sob vacuo por 30 min;

Procedeu-se a eluicdo dos analitos, utilizando 8 mL de metanol grau HPLC,;
Transferiu-se o eluato para frasco ambar, secou-se totalmente em banho maria
40°C com fluxo de gas N,. Ressuspendeu-se em 4 mL de solucdo preparada
com 49% de metanol e 51% agua ultrapura;

Injetou-se 20 pL do extrato por injecdo manual, em injetor com loop de 20 pL.

Figura 13 - Camara de vacuo utilizada para a extracdo e o procedimento de clean-up dos
hormonios das amostras de agua
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Validagdo do método analitico

4.1.1 Seletividade

Para avaliacédo da seletividade, foi feita uma comparacdo da matriz isenta da
substancia de interesse e a matriz adicionada com esta substancia (padréo), sendo
gue, nesse caso, nenhum interferente deve eluir no tempo de retencdo da
substancia de interesse, que deve estar bem separada dos demais compostos
presentes na amostra. Obteve-se os tempos de retencdo do E3, 17p-E2 e do 17a-

EEZ2, 10 min, 52,8 min e 58,4 min, respectivamente.

Utilizou-se um detector com arranjo de diodos para realizar a comparacao do
espectro do pico obtido na separacdo com o de um padréo, e utilizou-se isto como
uma indicacdo da presenca do composto puro. Para tanto, foram injetados em
triplicata, um extrato da amostra do branco (Figura 14), isto é, agua ultrapura
extraida sem a adi¢cdo do padrdo mix e um branco fortificado contendo os horménios
E3, 17a-EE2 e 17B-E2 (Figura 15).
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Figura 14 — Cromatograma da amostra branco extraida conforme item 3.11.3, com indica¢éo dos
tempos de retengdo dos padrbes
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Figura 15 — Amostra fortificada com padrédo mix extraida conforme item 3.11.3

O método cromatografico empregado foi, portanto, considerado seletivo, pois
o nivel de contaminacdo e/ou interferente presente na amostra branco foi inferior a
30% do limite de quantificagdo (GARP,1999).
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4.1.2 Linearidade

4.1.2.1 Linearidade do sistema cromatografico para os horménios E3, 173-E2 e 0
17a-EE2

As equacBes da reta e os valores dos coeficientes de correlacdo (r?) séo
apresentadas na Tabela 6, para o método cromatografico aplicado ao E3, ao 173-E2
e o 17a-EE2 , utilizou-se 5 pontos com injecbes em triplicata para cada ponto da
curva de calibracédo, assim como Wang et al. (2008). A linearidade foi observada na
faixa entre 0,5 e 4,0 pg L™ para o método analitico, e foi obtida através da curva-
padrao, injetando-se todas concentragcdes em triplicata.

Os resultados do estudo de linearidade para o horménios E3, 17B-E2 e 17a-
EE2 estdo apresentados nas Figuras 16, 17 e 18, nas quais se denotam os valores
dos coeficientes de correlacéo (r?), 0,9987, 0,9979 e 0,9993, para o E3, 17B-E2 e

17a-EE2, respectivamente.

Tabela 6 — Equacdes da reta e os valores dos coeficientes de correlacido (rz) para 0 método
cromatografico aplicado ao E3, 17B-E2 e 17a-EE2

Hormaonio Coeficiente de correlagéo (r?) Equacdo dareta
Estriol (E3) 0,9987 y =132,84x - 5,439
17B-estradiol (17B-E2) 0,9979 y = 139,35x - 3,0485

17a-etinilestradiol (17a-EE2) 0,9993 y =124,44x - 1,9374
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Figura 16 — Curva de calibragédo do E3 obtida pela injecéo de 5 pontos

600 - 17p-estradiol
500 -
y = 139,35x - 3,0485
400 1 R? = 0,9979
¢ 300 -
<L ®©
200 -
100 -
0 T T T T 1
0 1 2 3 4 5
Concentrac¢ao (ug.L)

Figura 17 — Curva de calibragdo do 17(3-E2 obtida pela injecdo de 5 pontos
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Figura 18 — Curva de calibragédo do 17a-EE2 obtida pela injeg&o de 5 pontos
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4.1.3 Precisao

Para avaliar a repetibilidade do método cromatografico, uma mesma amostra
do padréo mix 1,0 ug L™ foi injetada sete vezes pelo mesmo operador, nas mesmas
condi¢cbes de operacdo e no mesmo dia. A média, o desvio padrdo e o desvio padrdo
relativo das medidas do tempo de retencdo e da altura dos picos obtidos dos
horménios estriol, 173-estradiol e 17a-etinilestradiol, sdo apresentados nas Tabelas 7,

8 e 9, respectivamente.

Tabela 7 — Repetibilidade do método cromatografico para a determinacao do estriol

Parametro Tempo de retencdo (min) Altura (mAu)
Média 10,55 7,14
Desvio Padréo 11,94 0,39
Desvio Padréo Relativo 1,81 5,46

Tabela 8 — Repetibilidade do método cromatografico para a determinacao do 17B-estradiol

Parametro Tempo de retencdo (min) Altura (mAu)
Média 52,90 1,93
Desvio Padrao 8,44 0,21
Desvio Padréo Relativo 1,09 10,88

Tabela 9 — Repetibilidade do método cromatografico para a determinacéo do 17a-etinilestradiol

Parametro Tempo de retencdo (min) Altura (mAu)
Média 58,46 2,98
Desvio Padréo 10,59 0,24
Desvio Padréo Relativo 0,78 8,05

A precisdo do método também foi avaliada repetindo-se trés vezes a extracao
seguindo o método apropriado e as amostras foram fortificadas em trés niveis de

concentracdo (1,0, 2,0 e 3,0 pug L™Y) e injetadas em triplicata. Calculou-se o desvio
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padrdo (s) e o coeficiente de variagcdo (CV) ou desvio padrdo relativo (RSD) dos

horménios, conforme descrito na Tabela 10.

Tabela 10 — Porcentagem de recuperagdo média (%), valores de (s) e coeficiente de variagdo (CV%),
aos niveis de 1,0, 2,0 e 3,0 ug L™ para o E3, 17a-EE2 e 17B-E2, analisados por HPLC-
DAD

~ - . _ . Coeficiente de
Concentracdo Recuperacdo média Desvio padréo

Farmaco (g LY %" ) variagdo meédio

(CV%)*

E3 1,0 82,56 11,42 10,52
17B8-E2 1,0 97,02 8,44 10,22
17a-EE2 1,0 65,02 15,55 13,65
E3 2,0 112,38 20,90 571
178-E2 2,0 97,87 17,06 6,14
17a-EE2 2,0 116,75 20,42 5,07
E3 3,0 97,57 11,55 0,84
17B8-E2 3,0 100,02 19,54 1,03
170-EE2 3,0 93,97 31,86 1,51

Recuperacdo média é a média entre os valores de Recuperacao dos trés niveis de fortificacao;
Coeficiente de variacdo médio é a média entre os valores de CV dos trés niveis de fortificacdo

Os valores dos coeficientes de variacdo variaram entre 0,84 e 10,52%,
apresentando baixa dispersdo dos dados. As recuperacdes médias obtidas ficaram
entre 65,02 e 112,38%, as quais estdo dentro do intervalo aceitavel admitido pelo
GARP (1999), de 70 a 120%, com precisao de até + 20%.

4.2.4 Exatidao

A exatiddo do método foi avaliada por meio de ensaios de recuperacéo e pela

comparacao de métodos.
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4.2.4.1 Ensaio de recuperagao

Os intervalos aceitaveis de recuperacéo para analise de residuos geralmente

estdo entre 70 e 120%, com precisao de até + 20% (GARP, 1999).

A recuperacgao foi avaliada repetindo-se trés vezes a extracdo seguindo o

meétodo apropriado e as amostras foram fortificadas em trés niveis de concentracao

(1,0; 2,0 e 3,0 ug L™) e injetadas em triplicata. Calculou-se o desvio padrdo (s) e o

coeficiente de variacao (CV) ou desvio padréo relativo (RSD) dos dados obtidos pela

injecdo dos hormonios para cada horménio. Nas Figuras 19, 20 e 21 séo

apresentados os cromatogramas obtidos das fortificacoes.
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Figura 19 — Cromatograma da recuperacédo obtida para os horménios E3, 173-E2 e 17a-EE2, obtido

por HPLC para amostra de agua fortificada no nivel de 1,0 ug L™
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Figura 20 — Cromatograma da recuperacao obtidas para os hormonios E3, 17P-E2 e 17a-EE2, obtido
por HPLC para amostra de agua fortificada no nivel de 2,0 ug L’
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Figura 21 — Cromatograma da recuperac¢éo obtida para os hormonios E3, 173-E2 e 17a-EE2, obtido
por HPLC para amostras de &gua fortificada no nivel 3,0 pg L™

4.2.4.1.1 Ensaio de recuperacgéo para o hormoénio estriol

Para a avaliagdo do nivel de recuperacdo para o horménio E3 em amostras
de agua, foram preparadas fortificagcbes em trés niveis de concentracdo. Triplicatas
das amostras foram fortificadas com os padrdes de 1,0, 2,0 e 3,0 pug L™ em 200 mL
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de agua ultrapura. A Tabela 11 apresenta os niveis de fortificacdo e recuperacéo do
método para o horménio ES.

Tabela 11 — Porcentagem de recuperacao média (%), valores de desvio padréo (s) e coeficiente de
variacdo (CV%), para os niveis de 1,0, 2,0 e 3,0 ug L™ para o E3, analisados por HPLC

Coeficiente
) Concentracdo Recuperacdo média Desvio padrdo de variagao
Farmaco 1 o
(Mg L) (%)* (s) medio
(CV%)*
1,0 82,56 11,42 10,52
E3 2,0 112,38 20,90 571
3,0 97,57 11,55 0,84

Os valores de recuperacéo para o estriol variaram entre 82,56 e 112,38%, 0s
quais estdo dentro do intervalo aceitavel de recuperacao para andlise de residuos
gue, de acordo com o GARP (1999), sao aceitaveis entre 70 e 120%, com precisao
de até + 20%.

A porcentagem de recuperacdo do estriol nas amostras de agua ultrapura
fortificadas com padrdo mix a 3,0 pug L™, alcancaram o valor de 97%, ficando muito
préximo ao encontrado por Wang et al. (2008), o qual utilizou a mesma concentracao
de fortificacdo em amostras de agua bruta de rio e obteve o valor de 91%, utilizando
também C18 como sorbente do cartucho de extracdo em fase sdlida (SPE).

Alda e Barcelo (2001) obtiveram porcentagens de recuperacdo de 99% para o
horménio E3, utilizando cartucho OASIS com 200 mL de amostra fortificada a 1,0 ug
L™, j& no presente estudo encontrou-se a porcentagem de recuperacdo de 82,56%

para a mesma amaostra.

4.2.4.1.2 Ensaio de recuperagéo para o hormonio 173-estradiol

Para a avaliacdo do nivel de recuperagdo para o E2 em amostras de agua,

foram preparadas fortificacbes em trés niveis de concentracdo. Triplicatas das
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amostras foram fortificadas com os padrdes de 1,0, 2,0 e 3,0 pg L™ em 200 mL de
dgua ultrapura. Na Tabela 12 sdo apresentados os niveis de fortificacdo e

recuperacao do método para o 173-E2.

Tabela 12 — Porcentagem de recuperacao média (%), valores de desvio padréo (s) e coeficiente de
variagdo (CV%), para os niveis de 1,0, 2,0 e 3,0 pg L™ para o 17B-E2, analisados por
HPLC

Coeficiente

) Concentracdo Recuperacdo média Desvio padrdo de variagéo
Farmaco

(ug LY (%)* (s) medio

(CV%)*

1,0 97,02 8,44 10,22
17B-E2 2,0 97,87 17,06 6,14
3,0 100,02 19,54 1,03

Os valores de recuperacdo para o 17B-estradiol variaram entre 91,44 e
100,02%, os quais estdo dentro do intervalo aceitavel de recuperacao para analise
de residuos que, de acordo com o0 GARP (1999), geralmente estédo entre 70 e 120%,
com precisao de até + 20%.

A porcentagem de recuperagdao do 17B-estradiol nas amostras de agua
ultrapura fortificadas com padrdo mix a 3,0 pg.L™, alcancou o valor de 100,02,
também muito pr6ximo ao encontrado por Wang et al. (2008), o qual utilizou a
mesma concentracdo de fortificacdo em amostras de agua bruta de rio e obteve o

valor de 99%, o qual utilizou como sorbente o C18.

Alda e Barceld (2001) obtiveram porcentagens de recuperacédo de 97% para o
hormonio 17B-E2, utilizando cartucho OASIS com 200 mL de amostra fortificada a
1,0 pg L™, no presente estudo encontrou-se a mesma porcentagem de recuperacéo

para a amostra analisada.
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4.2.4.1.3 Ensaio de recuperacao para o hormonio 17a-etinilestradiol

Para a avaliacdo do nivel de recuperagdo para o EE2 em amostras de agua,
foram preparadas fortificacbes em trés niveis de concentracdo. Triplicata das
amostras foram fortificadas com os padrdes de 1,0, 2,0 e 3,0 ug L™ em 200 mL de
agua ultrapura. Na Tabela 13 sédo apresentados os niveis de fortificacdo e

recuperacao do método para o 17a-EEZ2.

Tabela 13 — Porcentagem de recuperacdo média (%), valores de desvio padréo (s) e coeficiente de
variagdo (CV%), para os niveis de 1,0, 2,0 e 3,0 ug L* para o 17a-EE2, analisados por

HPLC
Coeficiente
) Concentracdo Recuperacdo média Desvio padrdo de variagao
Farmaco L o
(Mg L) (%)* (s) medio
(CV%)*
1,0 65,02 15,55 13,65
170-EE2 2,0 116,75 20,42 5,07
3,0 93,97 31,86 1,51

Os valores de recuperacdo para o 17a-etinilestradiol variaram entre 93,97 e
126,83%, os quais estao dentro do intervalo aceitavel de recuperacdo para analise
de residuos que, de acordo com o0 GARP (1999), devem estar entre 70 e 120%, com

precisao de até + 20%.

Alda e Barceld (2001) obtiveram porcentagens de recuperacéao de 97% para o
horménio 17a-EE2, utilizando cartucho OASIS com 200 mL de amostra fortificada a
1,0 ug L™, no presente estudo encontrou-se a mesma porcentagem de recuperacéo

para a amostra analisada.
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4.2.3 Determinacéo dos valores de LD e LQ

Os limites de deteccdo (LD) foram calculados através do método visual,
distinguindo-se o ruido e o sinal analitico pela visualizacdo da menor concentracao
visivel (detectavel). Os limites de quantificacdo (LQ) para cada um dos hormdnios
foram determinados injetando-se o primeiro nivel de concentracdo da curva analitica.
Para os calculos dos LQ e LD, injetou-se em triplicata, a menor concentracado da
curva analitica, (0,5 pg L™) da solucdo mix do padrdo contendo E3, 17a-EE2 e 17B-
E2, o cromatograma obtido é apresentado na Figura 22. Os valores de LD e LQ

obtidos estdo apresentados na Tabela 14.

0,5ug L™*

17B-E2

l 170-EE2

'

Figura 22 — Cromatograma do mix do padrao contendlo E3, 17a-EE2 e 17B-E2 na concentragéo de
0,5ug L

Tabela 14 — Coeficientes linear (s) e angular (S) dos horménios, limites de deteccdo (LD) e
guantificacdo (LQ)

A ) LD LQ
Hormonios r 1 1
(hg L) (hg L7)

E3 0,9987 0,025 0,5

17B-E2 0,9979 0,070 0,5

170-EE2 0,9993 0,090 0,5
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N&o houve varia¢des significativas entre os valores do LD para os compostos
17B-E2 e 170-EE2, no entanto, observa-se uma variacdo no valor do LD do E3
significativa. Esta divergéncia deve ter ocorrido devido ao fato desta molécula
apresentar ligagcdes quimicas que a tornam menos detectavel por DAD, Araujo
(2006), analisou esta molécula por detector de fluorescéncia e obteve limite de
deteccdo menor que o obtido neste trabalho.

Os limites de deteccdo para o0s compostos estdo abaixo dos limites
estabelecidos por Almeida e Nogueira (2006), os quais encontraram LDs de 50 pg L°
! para 0 17B-E2 e 300 ug L™ para o 17a-EE2, valores muito acima do estabelecido
neste estudo, que foi de 0,5 pug L™.

4.3 Efeito de matriz

Para o calculo de interferéncia de matriz, foram preparadas duas curvas
analiticas, uma em extratos da matriz (preparados conforme item 3.11.3) e outra
utilizando mix dos padrdes em metanol. Os coeficientes angulares das curvas
realizadas na matriz e em solvente e os efeitos da matriz para cada composto estao

apresentados na Tabela 15.

Tabela 15 — Avaliacéo do efeito de matriz pelos valores dos coeficientes angulares das curvas em
solvente e em matriz

Coef. angular Coef. angular Variacéo entre
Horménio (curvano (curvana coef. angulares Avaliagéo
solvente) matriz) (%)
Efeito de matriz ndo
E3 132,84 132,68 0,76 o
significativo
Efeito de matriz néo
17B-E2 139,35 144,48 3,68 o
significativo
Efeito de matriz ndo
170-EE2 124,44 123,28 - 0,93

significativo
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Verificou-se que a matriz exerce pouco efeito positivo para os compostos E3 e
17B-E2 e negativo para o composto 17a-EE2 sobre o resultado. Os resultados das
analises indicaram que nado houve influéncia do efeito da matriz, pois foi abaixo de
10%.

4.4 Determinagdo de hormdnios em amostras de agua bruta e tratada

Segundo Ternes et al.(1999), os quais identificaram a presenca de varios
estrogénios no esgoto doméstico e efluentes de estacdo de tratamento de esgoto
(ETE) no Brasil, concluiram que esses estrogénios sao frequentemente detectados
nos descartes de ETE e aguas naturais devido a sua remoc¢do incompleta na
passagem pela ETE.

Estas moléculas podem causar danos ambientais e de salude humana e seus
efeitos podem ser evidenciados em qualquer nivel da hierarquia bioldgica: célula,
orgdos, organismo, populacdo e ecossistema (BILA; DEZOTTI, 2003). De acordo
com Jorgensen e Halling-Sorensen (2000), alguns desses efeitos podem ser
observados em concentracées na agua na ordem de ¢g L™, os quais podem ser a
reducdo na producdo de esperma e aumento da incidéncia de alguns tipos de
cancer (BILA; DEZOTTI, 2007).

A solubilidade em &gua torna os horménios compostos mais méveis e pode,
portanto, contaminar a hidrosfera ameacando o lencol freatico. A lipofilicidade dos
horménios colaboram com a bioacumulagdo e acumulam nos sedimentos
(JORGENSEN; HALLING-SORENSEN, 2000).

No presente estudo, o residuo do hormonio 17a-EE2 esteve presente em 4
das 54 amostras analisadas. Raimundo (2007) encontrou residuos do mesmo
composto em 5 de um total de 34 amostras analisadas. Raimundo (2007) analisou
oito substancias quimicas, que foram detectadas a0 menos uma vez nas amostras.
Séo elas, dibutilftalato, bisfenol A, 17&4-E2, 17a-EE2, progesterona, levonorgestrel, 4-

octilfenol e 4-nonilfenol.
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Neste trabalho realizado com os Rios Piracicaba e Corumbatai e agua
tratada, dos dois compostos hormonais mais frequentemente detectados nas 54
amostras analisadas, o estriol foi encontrado em maior nimero de vezes (12,96 %) e
0 l1l7a-etinilestradiol que apareceu em 7,4 % das amostras. As concentracfes dos
dois compostos mais frequentemente determinados nas amostras, sdo mostradas na
Tabela 16, onde se observa que as concentracdes dos dois compostos variaram em
até 1,5 ordem de magnitude. Vethaak et al. (2005) realizaram um estudo sobre a
ocorréncia de interferentes enddcrinos em diversas matrizes ambientais e
verificaram que a concentragdo de alguns interferentes enddcrinos variou em até

duas ordens de magnitude.

Os compostos mostrados na Tabela 17 apresentaram baixa variabilidade dos
resultados. A concentracdo encontrada do 174&-etinilestradiol foi na faixa de 0,19 a
0,3 ug L' e, nas amostras nas quais encontrou-se contaminac&o, foram coletadas no
periodo de estiagem. O 17a-EE2 também foi encontrado em aguas superficiais de
paises como Alemanha em concentracdes entre 0,4 e 1,4 ¢g L™ (ADLER et al.,
2001; KUCH; BALLSCHMITER, 2001) e Inglaterra, em concentracdes abaixo de 5 ¢g
L™ em setembro de 1982, e 2-15 ¢g L™ em agosto de 1987 (AHERNE; BRIGGS,
1989).

O 17a-estradiol € um estrogénio pertencente a classe dos estrenos e,
juntamente com o estriol e 0 estreno, sdo considerados uns dos principais hormonios
produzidos no corpo humano, exercendo papel fundamental no controle do ciclo
mestrual em conjunto com a progesterona. Sua presenca em aguas naturais € um
forte indicio da contaminacéo pelo aporte de esgoto doméstico (DESBROW, 1998).
Dentre as amostras analisadas (n=54), ndo foi encontrado nenhum indicio de
contaminacdo pelo 17&a-estradiol, o que pode indicar que ndo houve contaminacao

por esgoto doméstico nas amostras analisadas.

O composto estriol foi encontrado em maiores concentragdes na campanha
amostral realizada durante o periodo de chuvas, isto pode ser devido a sua alta
solubilidade em &gua, em torno de 13 mg L™ O estriol é um metabdlito de
androgenos e estrogenos, por isso a contaminacdo deste composto nas amostras de
agua pode indicar a presenca de outros hormdnios metabolizados, como, por

exemplo, a estrona, testosterona, entre outros.
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Na data em que foram realizadas as coletas do ano de 2007, havia um
periodo de secas em novembro e em dezembro. No periodo de coleta em 2008, em
fevereiro e marco houve dias de chuvas intensas, ja nos meses de abril, junho,
agosto e setembro, houve época de seca. O més de julho de 2008 foi o que
apresentou a mais baixa média de pluviometria, 0,3 mm. Os niveis de contaminacao

das amostras estavam acima do LD, mas abaixo do LQ.

Os eventos de chuvas em alguns dias isolados, por menor que foram,
favoreceram a diminuigdo da concentragdo dos compostos, que ocorreu Nos meses
de novembro e dezembro de 2007, e nos meses de fevereiro, marco, abril, junho,

julho, agosto e setembro de 2008.

Tabela 16 — Niveis de concentragdo dos horménios nas amostras analisadas por HPLC-DAD

Pluviometria Média mensal

Ponto de Més de dia da coleta de Concentracéo .
coleta coleta (mm) pluviometria (mg L™ Hormonio
(mm)

ST N/07 0,0 120,3 0,114 E3
ST D/07 35,9 188,6 0,314 E3
RC D/07 35,9 188,6 0,146 E3
ST F/07 0,0 153,7 0,125 E3
RP M/08 0,0 132,4 0,137 E3
RC AB/08 0,0 174,6 0,116 E3
ST JN/08 0,5 43,5 0,195 E3
ST JN/08 0,0 43,5 0,305 17a-EE2
ST JL/08 0,0 0,0 0,199 17a4-EE2
ST AG/08 0,0 68,7 0,197 17a-EE2
RP S/08 0,0 46,1 0,191 174-EE2

Fonte: ESALQ/USP (2004)
ST = saida do tratamento; RP = Rio Piracicaba; RC = Rio Corumbatai; N = novembro; D = dezembro;
F = fevereiro; M = marco; AB = abril; JN = junho; JL = julho;AG = agosto; S = setembro

O 174-EE2 € um hormonio sintético utilizado principalmente em
medicamentos anticoncepcionais. No corpo humano, apenas 15 % da substancia é

metabolizada enquanto que o restante € eliminado no esgoto, por isso, este

hormonio também é considerado um indicador de contaminacéo fecal (RAIMUNDO,
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2007). O residuo deste composto em agua tratada € indesejavel e tem-se a
preocupacdo em minimizar a exposicao de possiveis consumidores susceptiveis,
como as criancas. Contudo, a concentracdo da exposi¢ao ao etinilestradiol via agua
potavel (1 - 2 ¢g dia™*) pode ser comparada com a dose diaria de esteréides, a qual é
de 0,1 mg dia™ (HARTMANN et al., 1998; FRITSCHE; STEINHART, 1999).

De 60 a 80% dos esterdides sexuais femininos ingeridos esta associada a
produtos derivados do leite (HARTMANN et al.,, 1998). Em comparacdo com a
producdo diaria humana de horménios esterdides, a exposicdo diaria é considerada
insignificante  (HARTMANN et al.,, 1998; FRITSCHE; STEINHART, 1999). A
producdo endégena do estrogénio masculino é da ordem de 20 mg dia™ de estradiol
e 20 mg dia™* de estriol (JUNGERMANN; MOHLER, 1980).

As concentracfes dos hormonios E3 e 17a4-E2 quantificadas nas amostras
deste trabalho, estdo acima dos valores descritos pelas metodologias desenvolvidas
por Alda e Barcelo (2001) e Wang et al. (2008), os quais encontraram concentracfes
na faixa de ¢g L™, sendo que, nas amostras dos Rios Piracicaba, Corumbatai e 4gua
tratada, foram encontradas contaminagcées em 7 amostras, variando na faixa de 0,11
a 0,31 ug L™, valores superiores ao LD, estabelecido em 0,025 pg L™. O E3 também
foi encontrado nas aguas do Rio Tiber, na Italia, na concentracédo de 0,33 ¢g L™
(YING; KOOKANA; RU, 2002).

Como néo ha na legislacéo brasileira limites estabelecidos para os hormonios
E3, 17a-EE2 e 17&4-E2 em agua tratada, os niveis de hormdnios nas amostras
analisadas ndo podem ser classificados adequadamente, no que concerne aos
limites permitidos para consumo humano. Com base nestas informagdes, a ANVISA
(Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria), necessita estabelecer urgentemente
valores maximos permissiveis para estes compostos em aguas de abastecimento

urbano.

Comparando as concentragdes obtidas durante o presente estudo com outros
estudos publicados, os niveis dos compostos sdo, com frequéncia, da mesma ordem
de magnitude daqueles encontrados em outros paises (SERVOS, 1999; TERNES et
al., 1999; KOLPIN et al., 2002; VETHAAK et al., 2002; YING et al., 2002; ISOBE;

TAKABA, 2004). No entanto, muitas conclusdes podem ser somente tiradas de um
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modo geral. Concentragdes variam, consideravelmente, em diferentes localidades e
em diferentes tipos de corpos hidricos. Além disso, diferencas nos métodos de
coleta e técnicas de analise (notadas pelos limites de deteccédo), frequentemente

impedem comparacOes mais detalhadas.

Apesar do equipamento utilizado (detector), apresentar sensibilidade menor
do que o usado por Belfroid et al. (1999), Baronti et al. (2000), Kuch e Ballschmiter
(2001) e Gémez (2006), os hormonios foram detectados em pg L. Contudo, pode-
se inferir que as concentragbes dos analitos de interesse nas amostras de agua
bruta e tratada que deram positivas, estavam acima dos limites de deteccdo do

meétodo analitico, estabelecido para os compostos encontrados (E3 e 17a-EE2).

Wang et al. (2008) analisou 4gua do Rio Haihe (China) e encontrou estradiol
em niveis de concentracdo de 1,3 pg L™ utilizando C18 como sorvente, ja no
presente estudo, nenhuma das 54 amostras analisadas apresentaram contaminacao

por este composto.

Em um estudo realizado por Ternes et al.(1999), foram encontrados
estrogénios naturais e contraceptivos sintéticos na ETE da Penha/RJ. Os
estrogénios estrona, l17a-estradiol e 17a-etinilestradiol recebem uma atencdo
especial, pois sédo continua e diariamente excretados no esgoto e nao sao
completamente removidos nas ETE (TERNES et al., 1999; TERNES; KRECKEL,;
MUELER, 1999).

De acordo com Bila e Dezotti (2007), estes farmacos podem ser lancados
continuamente nos sistemas aquaticos e podem ser encontrados nas aguas

superficiais, muitas vezes usadas como suprimento de agua potavel.

No estudo realizado por Alda e Barceldo (2001) em amostras de agua bruta
foram encontrados residuos estrégenos em varios tipos de matrizes aguosas nos
niveis entre 25-300 ng L™ e 10 ug L™, dentre estes compostos, o estradiol e o
etinilestradiol sdo capazes de induzir a alteracdes no sistema enddcrino em
organismos vivos as concentracdes em agua abaixo de 1 ng L™ (PURDOM et al.,
1994; HANSEN et al., 1998).
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Contudo, no Brasil ainda é escassa a base de dados das contaminagfes por
estes compostos em aguas superficiais e outros compartimentos, portanto, ndo ha
dados para efetivas comparacfes com os dados coletados neste trabalho, pois néo
havia, até o momento, nenhum estudo realizado nos Rios Piracicaba e Corumbatai e

agua tratada da cidade de Piracicaba, com relacdo a contaminagéo por hormonios.

4.5 Hormonio estrona

O hormdnio estrona foi incluido nas etapas iniciais do projeto, mas seu pico
se sobrepbs ao do 17B-E2 e, para trabalhar com este composto, necessitaria de um
novo método e uma nova validacdo de metodologia e, portanto, ele foi excluido do

estudo.
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5. CONCLUSOES

e O método otimizado apresentou caracteristicas como rapidez, simplicidade,
confiabilidade, baixo custo, baixo consumo de solventes, necessidade de pouca

vidraria e resultados satisfatorios para os horménios estudados;

e O método de SPE/HPLC/DAD desenvolvido e validado apresenta valores dos
limites de deteccédo e de quantificacdo adequados para analisar hormonios nas
amostras de agua dos Rios Corumbatai e Piracicaba e dgua de abastecimento

urbano de Piracicaba, pois trata-se de um estudo de caso;

¢ Do total de amostras de agua analisadas em diferentes estacdes do ano, apenas

11 acusaram presenca de residuos, fato que pode ser devido a acao antrépica;

e O hormonio estrona ndo apresentou resposta analitica nas condi¢cdes do método

otimizadas e, por isso, nao foi incluido no estudo;

e O presente estudo de validacao realizado com a metodologia, constitui-se em um
meétodo implantado e otimizado para as condicdes do laboratério e foi
demonstrado que, o método com extracdo em fase soélida (SPE) tem potencial
para aplicagdo nas analises de rotina de hormonios (E3, 17a-EE2 e 173-E2) em

amostras de agua bruta e tratada;
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. CONSIDERACOES FINAIS

Os dados coletados neste estudo de contaminacdo das amostras de agua bruta e
tratada, sdo um inicio para a ANVISA (Agéncia de Vigilancia Sanitaria) realizar
uma revisdo das legislacdes existentes e inserir limites méaximos permitidos

destes compostos em diversas matrizes ambientais;

Devem-se desenvolver estudos envolvendo testes em organismos para as

amostras ambientais advindas das bacias dos Rios Corumbatai e Piracicaba;

O residuo deste composto em agua tratada é indesejavel e tem-se a preocupacéao
em minimizar a exposicdo de possiveis consumidores susceptiveis, como as

criancas.
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