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RESUMO

Ao longo deste trabalho, foram promovidas, através de 2 campanhas em meses
distintos (novembro e dezembro de 2012), determinagBes de caracteristicas fisico-
quimicas, de eutrofizacdo, e também das concentragdes de estrogénios (por imunoensaio
enzimatico ou por GC-MS) em afluentes que desembocam na lagoa de Araruama-RJ.
Em relagdo a determinacgdo dos estrogénios 17 B-estradiol, 17-a etinilestradiol e estrona,
foi empreendida a validacdo de método GC-MS, de acordo com orientagdes do
INMETRO (2007). O método foi otimizado e validado com éxito, obtendo LD de 18,09,
23,87 e 18,89 ng.L! e LQ de 28,65, 33,00 e 36,25 ng.L! e % de recuperacio de
72,93%, 68,99% e 66,11% para 17 p-estradiol, 17-a etinilestradiol e estrona,
respectivamente. Os resultados dos pardmetros fisico-quimicos e de eutrofizagdo
mostram que a qualidade das aguas dos afluentes na primeira campanha estava pior que
na segunda campanha, com piores resultados para os pontos de coleta C (rio regame,
fortemente influenciado por efluente tratado da ETE de Araruama) e D (efluente tratado
da ETE de Cabo Frio). Os resultados cromatograficos para o analito 17-a etinilestradiol
foram comparados com o0s obtidos por metodologia por imunoensaio ELISA
monoclonal, cujo LQ ¢ de 50 ng.l?. Para as amostras analisadas, ndo se obteve
concentracdes acima do limite de quantificacdo para este analito em nenhum dos 2
métodos. Entretanto, no método cromatografico, é relatado que, na primeira campanha,
0s pontos de coleta C e D tiveram concentragdes pouco acima do limite de identificacdo
para estrona e 17-f estradiol, no ponto C, e para os 3 estrogénios no ponto D. Baseado
nos resultados encontrados, existe a suspeita de que 0s estrogénios possam estar
produzindo efeitos reprodutivos a biota residente e que um possivel aumento
populacional na regido de estudo (em virtude de um feriado ocorrido pouco antes da
primeira campanha) possa estar envolvida na explicacdo dos resultados distintos entre
as campanhas, embora outros fatores desconhecidos ou ignorados que justifiquem esses

achados néo possam ser descartados.

Palavras-chave: estrogénios, efluentes, imunoensaio, cromatografia,



ABSTRACT

In this work, were promoted through campaigns in two different months
(November and December 2012), determination of physico-chemical and eutrophization
characteristics, and also of estrogens (by enzyme immunoassay or by GC-MS) in
affluents that flow into the Araruama lagoon, in Rio de Janeiro state. Regarding the
determination of estrogens 17 B-estradiol, 17-a ethinyl estradiol and estrone, there was
performed the method validation for GC-MS analysis of estrogens in accordance with
guidelines of INMETRO (2007). The method was optimized and validated successfully,
getting DL of 18.09, 23.87 and 18.89 ng.L* and QL of 28.65, 33.00 and 36.25 ng.L™
and recovery of 72,93%, 68,99% e 66,11% for 17 p-estradiol, 17-a ethinyl estradiol and
estrone, respectively. The results of physico-chemical parameters and eutrophization
show that affluents waters quality in the first campaign was worse than the second
campaign, with worse results for the collection points C (treated effluent from the STP
Araruama) and D (treated effluent from the STP Cabo Frio). The chromatographic
results for the analyte 17 a-ethynylestradiol were compared with those obtained by
monoclonal ELISA methodology, to which LQ is 50 ng.L™. All the samples did not
obtain concentrations above the limit of quantification for this analyte on any of the two
methods. However, in the chromatographic method is reported that in the first
campaign, the collection points C and D concentrations were slightly above the limit of
identification for estrone and 17-B estradiol, at point C, and for the 3 estrogens in D.
Based on these results, there is a suspicion that estrogens may be producing
reproductive effects to biota resident and a possible increase in population in the study
area (due to a holiday occurred before the first campaign) may be involved in explaining
the different results between the campaigns, although other unknown factors that justify

these findings can not be discarded.

Keywords: estrogens, effluent, immunoassay, gas chromatography
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1- APRESENTACAO

A presenca de contaminantes organicos com atividade estrogénica, também
chamados de interferentes enddcrinos estrogénicos, em rios, lagos, lagoas e até mesmo
na agua de consumo humano é um tema que tem gerado cada vez mais preocupacgao
entre diferentes atores sociais (tais como organismos governamentais, pesquisadores do
campo da Saude e Ambiente e movimentos sociais) em virtude da possibilidade de
efeitos adversos a biota e ao ser humano decorrentes da exposicdo a esses agentes
quimicos®.

Essas substancias entram continuamente no ambiente aquatico atraveés,
principalmente, de efluentes e &guas residuais, sendo que muitos deles ndo séo
completamente removidos pelos sistemas convencionais de tratamento de esgotos e
efluentes?, podendo apresentar grande persisténcia ambiental e serem passiveis de
bioacumulagao®.

O receio em relacéo aos possiveis efeitos provenientes dessa exposicao se justifica
devido ao fato de, mesmo presente em concentragdes subterapéuticas a espécie humana
nas &guas superficiais ou em &guas tratadas por estacdes de tratamento de esgotos e
efluentes, é relatado que a contaminagdo ambiental provocada por interferentes
enddcrinos estrogénicos, em uma exposicao crénica e multipla de diferentes espécies
quimicas, produziriam agdes deletérias sobre os organismos®.

Essas agOes impactariam principalmente o sistema reprodutivo e nervoso®, e no
aparecimento de diferentes tipos de canceres, sobretudo os relacionados ao sistema
reprodutivo® "8,

Mediante o quadro exposto, o desenvolvimento de metodologias analiticas (que
elucidem os efeitos in vivo de interferentes enddcrinos estrogénicos, e que os identifique
e quantifigue como espécies quimicas nos diferentes corpos hidricos) é fundamental
para que seja avaliado o risco da exposicdo ambiental a essas substancias.

Nesse sentido, ao longo deste trabalho foi realizada a identificacdo e
quantificacdo das concentragdes dos compostos estrona, 17 a-Etinilestradiol e 17-f
estradiol, substancias suspeitas de promover grande contribuicdo na atividade
estrogénica de efluentes domésticos tratados ou n&o®

O ecossistema escolhido para estudo foi a lagoa de Araruama, ecossistema
lagunar hipersalino de 220 km? de superficie localizada no estado do Rio de Janeiro —
Brasil, principal corpo hidrico receptor de efluentes tratados e ndo tratados dos

municipios de Araruama, Iguaba Grande, Sdo Pedro da Aldeia, Arraial do Cabo e Cabo
1



Frio'®. Além de um ponto na propria lagoa, foram coletados e analisados amostras de
efluente tratado da saida das estacdes de tratamento da regido e amostras de rio (que
também recebe efluentes tratados) que desembocam na Lagoa de Araruama.

Para que tal meta fosse alcancada, foi realizada a validacdo de metodologia
analitica cromatografica (Cromatografia a Gas acoplada a espectrometro de massa) para
quantificacdo das 3 substancias (estrona, 17 a-Etinilestradiol e 17-p estradiol). Além
disso, foram comparados os resultados da cromatografia para a substancia 17 o-
Etinilestradiol com os encontrados para esse mesmo contaminante por imunoensaio
enzimético (metodologia ELISA monoclonal).

Dessa forma, foi realizada uma discussdo dos possiveis impactos causados a
biota e as implicacOes para a populacdo humana residente nos municipios banhados pela

lagoa.

2 - INTRODUCAO E CONTEXTUALIZACAO DO TEMA
2.1 — O sistema enddcrino e os seus interferentes

Uma vez que as substancias abordadas neste trabalho atuam sobre o sistema
enddcrino, torna-se necessario uma breve contextualizagdo acerca do funcionamento
desse sistema e sobre seus interferentes.

O sistema endocrino, presente sobretudo em animais, esta, em conjunto com o
sistema nervoso, intimamente relacionado ao controle de fungdes vitais, influenciando o
funcionamento dos demais sistemas corporais. Ele é composto por 6rgaos que possuem
como fungdo a sintese de hormonios. Estes, podem agir tanto localmente quanto serem
lancados na circulacdo sanguinea, indo atuar em outras areas do organismo, modulando
suas atividades™®.

Hormdnios sdo considerados sinalizadores quimicos. Eles atuam na
comunicacdo entre distintos tipos celulares, que os reconhecem por apresentarem
receptores especificos, havendo um reconhecimento molecular. A interacdo entre o
hormdnio e seu receptor provoca uma resposta bioldgica especifical?.

Entre os diversos hormdnios presentes nas espécies animais, destacam-se 0s
horménios estrogénicos esteroidais naturais, como o 17-f estradiol, a estrona e o estriol,
que estdo presentes em todos os animais vertebrados e em algumas espécies de insetos™
14'

Embora apresentem diferentes papéis nesses organismos, uma das fun¢Ges mais

marcantes e notdrias dos horménios estrogénicos esta relacionada a maturacdo sexual,



sobretudo feminina, sendo o 17-fB estradiol o principal e mais potente estrogeno
natural'® 1211,

Na espécie humana, esses horménios sdo sintetizados majoritariamente pelos
ovarios em mulheres que ndo atingiram a menopausa. Nos homens e em mulheres pds-
menopausa a sua producdo é essencialmente extragonadal e estd relacionada a
transformacdo metabolica de androgénios de 19 carbonos, sobretudo testosterona e
androstenediona, em 17 beta estradiol e estrona. Essa reacdo é mediada pela enzima
aromatase e ocorre particularmente em células mesenquimais do tecido adiposo, nos
osteoblastos e condrocitos 6sseos, no endotélio vascular e células do musculo liso da
aorta e em diferentes locais no cérebro®®.

Existem substancias exogenas de ocorréncia no ambiente que apresentam
atividade estrogénica, isto é, sdo capazes de interagir com 0s receptores estrogénicos
enddgenos, influenciando na interacdo dos hormoénios aos seus receptores e, com isso,
alterando a resposta hormonal®’.

Tais compostos, como por exemplo o 17 a-Etinilestradiol (um estrogénio
sintético utilizado em terapia de reposicdo hormonal medicamentosa e em
anticoncepcionais orais), estdo inseridos em um grande grupo de substancias chamadas
interferentes ou desreguladores enddcrinos (EDC’s).

Essas substancias podem ter ocorréncia natural, como os fitoestrogenos
sintetizados no metabolismo de plantas e micoestrégenos no de fungos, ou serem
sintéticas, antropogeénicas.

Um interferente ou desregulador enddcrino € definido como “todo agente
exogeno que interfere na sintese, reserva, liberacdo, transporte, metabolismo, ligacéo,
acdo ou eliminacdo de hormonios naturais dos organismos e responsaveis pela
regulacdo da homeostase e de processos de desenvolvimento™?8,

Esses compostos se caracterizam por promover modificacbes no sistema
enddcrino dos organismos, podendo gerar consequéncias negativas a saude destes e/ou
de seus descendentes.

Os interferentes enddcrinos podem atuar sobre diversos alvos bioldgicos, tais
como receptores estrogénicos, androgénicos, da tiredide, entre outros. Uma mesma
substancia pode ter atividade sobre mais de um alvo biolégico, como por exemplo o
agrotoxico metoxicloro, que apresenta agdo estrogénica e anti-androgénica®®.

Essas substéncias estdo largamente difundidas na vida cotidiana. Dentre o0s
compostos mais conhecidos, é possivel destacar:



- Fitoestrogenos em plantas, agrotdxicos aplicados na agricultura e ftalatos e

bisfenol aplicados em embalagens plasticas®.

- hormdnios estrogénicos esteroidais de fonte animal, presentes na carne, leite

(inclusive seus derivados) e ovos?!.
- Alquilfenois presentes em cosméticos?.

- Dioxinas e furanos liberados pela queima de plasticos e PAH’s gerados pela

combustdo incompleta de combustiveis fosseis??.

- bifenilas policloradas utilizadas em instalacbes elétricas, e alquilfendis e
alquilfendis etoxilados presentes em saneantes industriais e domesticos, tintas,

lubrificantes e emulsificantes®.

- Substancias organicas polibromadas, que sdo usadas como retardadores de

chama em componentes eletronicos e tecidos?.

A preocupacao com os efeitos relacionados & exposi¢do aos EDC’s provém do
inicio do século XX, com a observacdo da efeitos estrogénicos em animais de
laboratdrio expostos a extratos de 6rgaos e tecidos reprodutivos femininos?,

Nas décadas de 1960 e 1970, foi relatada a hipotese de associacdo entre o uso de
dietilestilbestrol (DES) com o surgimento de neoplasia vaginal em mulheres jovens que
haviam sido expostas a esta substancia em periodo gestacional?.

Foram observados efeitos reprodutivos em animais causados pelo agrotdxico
organoclorado Dicloro Difenil Tricloroetano (DDT), amplamente relatado no livro
“Silent Spring”?.

No inicio da década de 1990, houve um aumento do interesse no estudo dessas
substancias, destacando-se a contribuicdo da Conferéncia de Wingspread, em 1991, por
estimular a discussdo sobre as evidéncias de efeitos a saide em diferentes organismos
pela exposicdo a substancias quimicas ambientais?’. Neste contexto, é possivel ressaltar
a publicacdo de um estudo de revisdo mostrando evidéncias da diminuicdo da qualidade
seminal de homens de diversos paises, em um periodo de 50 anos?®.

Outro marco histdrico foi a publicacdo do livro “Our Stolen Future: Are We
Threatening Our Fertility, Intelligence, and Survival?”* que relata as evidéncias,
apontadas em diversos estudos cientificos, de acfes de interferéncia no sistema
enddcrino e principalmente de efeitos reprodutivos em diferentes espécies causadas pela

exposicado a interferentes endocrinos.



Acgdes governamentais buscando incentivar a pesquisa, avaliar e buscar solugdes
para a questdo foram e estdo sendo elaboradas. Entre as diversas iniciativas, destaca-se
0 Programa de avaliacdo de desreguladores enddcrinos (Endocrine Disruptor Screening
Program) da Agéncia de Protecdo Ambiental dos EUAZ,

Este programa atua no desenvolvimento e validagdo de testes laboratoriais, na
triagem e selecdo de substéncias potencialmente desreguladoras, além de propor
politicas e procedimentos restritivos a essas substancias, discutindo o risco ambiental e
até humano que elas possam representar®.,

Os principais questionamentos sobre a exposi¢do a interferentes endocrinos e
seus efeitos ambientais e sobre humanos seriam*°:

a) Quais substancias seriam capazes de produzir efeitos deletérios, quais seriam estes
efeitos, a partir de qual concentragdo e se esta concentracdo € superada nas matrizes
ambientais.

b) Duvidas para se estabelecer concentragdes méaximas em que ndo se observa efeitos
adversos aos organismos Vivos.

c) Possibilidade de elaborar novas metodologias e avaliar as atuais no que tange a
identificar e caracterizar as concentragdes dessas substancias nas diferentes matrizes
e/ou prever as consequéncias causadas pelos interferentes endécrinos em organismos
expostos, bem como analisar se estas metodologias seriam acessiveis para 0 uso em

monitoramento.

2.2 — Conceitos de toxicidade e avaliagdo do risco a saude

Para se compreender os efeitos a saude dos organismos provocados pela
exposicdo aos interferentes enddcrinos, torna-se necessario entender alguns conceitos
bésicos de toxicologia

O termo dose é a quantidade total de uma substancia recebida pelo organismo.
Geralmente esta expressa em unidades de massa ou volume por massa de peso corporeo.
As vias digestiva, dérmica/cutanea, e respiratoria sdo algumas das principais portas de
entrada das substancias nos organismos®..

Para o entendimento sobre o risco de exposicdo humana e ambiental, é
necessario ainda estabelecer os conceitos de risco, perigo e avaliagéo de risco.

E entendido como perigo o evento, agente ou condi¢ao que teria a capacidade de
gerar efeitos indesejados a partir de suas caracteristicas intrinsecas, enquanto que risco
seria uma probabilidade deste perigo se manifestar, tendo uma conotagdo quantitativa.

Com isso, a avaliacdo de risco seria uma ferramenta para mensurar esses riscos a saude,
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descrevendo-os de acordo com a sua natureza e magnitude, auxiliando numa tomada de
decisdo quanto ao estabelecimento de um risco aceitavel para um determinado agente
estressors?,

A avaliacdo de risco envolve as etapas de identificacdo do perigo, avaliacdo de
toxicidade (onde se utiliza da relacdo dose-resposta), avaliagdo da exposicdo e
caracterizagdo do risco. A relacdo dose-resposta, mencionada acima, é construida a
partir de uma curva que relaciona a incidéncia de um desfecho (morbidade ou
mortalidade), mostrando a propor¢do que uma populacdo em estudo apresenta um certo
desfecho para cada dose estudada®.

Essa curva pode ser influenciada por fatores diversos fatores, tais como 0s
relacionados a polimorfismos genéticos de enzimas de metabolizagdo da(s)
substancia(s) em teste.

Outro dado toxicologico importante é a curva dose-efeito, que expressa uma
relagdo entre a dose e a intensidade de um efeito graduado, para uma populacdo ou
individuo®.

Todas essas informagdes auxiliam no estabelecimento de limites de seguranca
ou tolerancia na exposicdo a substancias toxicas, que podem ser expressos em doses de
referéncia ou ingestdo diaria aceitavel.

No estabelecimento de limites de exposic¢ao para substancias ndo carcinogénicas,
sdo utilizados parametros como LOAEL (Low Observable Adverse Effect Level) que
representam a dose mais baixa no qual um efeito adverso é observado, e NOAEL (No
observable Adverse Effect Level), representando a dose mais alta no qual ndo se
observa efeito adverso®,

Esses parametros sdo obtidos através de uma curva dose-resposta realizada com
estudos de experimentacdo animal em diversas doses da substancia em teste. Esses
dados séo extrapolados para a espécie humana com auxilio de fatores de seguranga que
englobam fatores de incerteza e ponderacdo, para que se assegure um menor risco e
maior protecdo na exposicdo humana a essa substancia No caso de substancias
carcinogénicas, que podem causar danos com qualquer dose de exposi¢do, normalmente
sdo usadas técnicas de avaliagdo do risco quantitativo, tentando extrapolar os efeitos
para doses baixas com auxilio de modelos matematicos®:.

De forma geral, alguns dos principais fatores relacionados ao efeito toxico dos
agentes quimicos em uma exposicdo ambiental sdo3 32;

- Propriedades intrinsecas da substancia: propriedades fisico-quimicas (lipofilia,

solubilidade em agua, estado fisico, tamanho molecular, etc), natureza dos subprodutos
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formados, ligacdo a proteinas circulantes, persisténcia ambiental, carcinogenicidade e
mutagenicidade.
- Caracteristicas do organismo exposto: idade, espécie, fatores genéticos (polimorfismos
de enzimas), estado nutricional e imunoldgico, auséncia ou presenca de patologias pré-
existentes, género sexual, peso corporal e estado emocional
- Caracterizacdo da exposicdo: frequéncia e duracdo da exposicdo, vias de entrada no
organismo, rota de exposi¢do no ambiente
- Propriedades do ambiente: influéncias causadas pela temperatura, radiacdo solar,
umidade, entre outros

Muitas vezes, a producdo de efeito toxico pode também estar relacionada a
exposicdo a mais de uma substancia, havendo efeitos sinérgicos, aditivos e/ou
potenciais, conforme definido abaixo®!:

e Efeito aditivo: o efeito obtido pela mistura de substéncias, em uma determinada
dose, serd igual a soma dos efeitos individuais de cada substancia envolvida
sobre este organismo. Muitas vezes, torna-se dificil avaliar esses efeitos aditivos
para substancias estrogénicas, uma vez que muitas delas ndo apresentam uma
curva dose-resposta linear

e Efeito sinérgico: o efeito final obtido pela mistura serd maior que o esperado,
sendo superior a soma aritmética dos efeitos individuais de cada uma das
substancias envolvidas.

e Efeito potencial: uma substancia tera seu efeito aumentado ao interagir com

outra que, originalmente, ndo apresenta aquele efeito.

2.3 — Os interferentes enddcrinos escolhidos para este estudo: 17 a-Etinilestradiol,
estrona, estriol e 17-p estradiol
2.3.1 — Estrutura Quimica, Caracteristicas Fisico-Quimicas e de excrecao

As estruturas quimicas dos estrogénios naturais 17- estradiol, estrona e estriol e
do estrogénio sintéetico 17-a Etinilestradiol sdo mostradas na figura 1.

As 4 substancias possuem um radical fendlico ligado a 2 ciclohexanos e um
ciclopentano condensados, sendo neste Gltimo que se observa as diferengas entre as

substancias.
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Figura 1: Estrutura Quimica do 17-8 estradiol (a), do 17 a-etinilestradiol (b), do
estriol (c) e da estrona (d)

Esses estrogénios séo lipofilicos, de baixa solubilidade em &gua e volatilidade. A
excrecdo se da pela urina e fezes, sendo que a maior parte é liberada na forma
conjugada e inativa, através de conjugacéo glicuronica ou com sulfatos342°.

O anel fendlico aroméatico ¢ o responsavel pela atividade biologica, que
proporciona a atividade estrogénica®. Para o 17-a Etinilestradiol, a presenca do grupo
etinil no carbono 17 proporciona uma maior poténcia por via oral, ja que inibe o
metabolismo de primeira passagem hepatica, tornando-o mais biodisponivel que o0s
estrogénios naturais*?.

Alguns autores®:3:3° associam as concentrages encontradas de etinilestradiol e
estrogénios naturais em afluentes e efluentes das estacGes de tratamento de &guas
residuais, com o fato de que bactérias no esgoto e no lodo biol6gico, sobretudo
Escherichia Coli, poderiam desfazer a reacdo de conjugacdo, regenerando-0s em sua
forma ativa.

Também é documentado que a conjugacdo glicurdnica dessas substancias gera
um produto com menor persisténcia ambiental, apresentando uma degradagéo bioldgica
mais facilitada que o estrogénio conjugado a sulfato®.

O 17-i estradiol sofre metabolizacdo, sobretudo hepatica, gerando a estrona, por

oxidacdo. A estrona pode ser biotransformada em estriol, sendo este ultimo o principal



estrogénio excretado em mulheres gravidas*® e que apresenta menor atividade
estrogénica entre os hormonios naturais*:,

Na tabela 1 abaixo, foi realizada uma estimativa das médias diarias per capita de
excrecdo dos hormdnios naturais e do 17-o Etinilestradiol na espécie humana, sendo
possivel notar que mulheres gravidas eliminam grandes quantidades de horménios
naturais.

Tabela 1: Estimativa da excrecdo diaria per capita de estrogénios na espécie humana*

Categoria Excrecdo diaria (em pg.dia™)
17-a Estriol | Estrona | 17-13
Etinilestradiol estradiol
Homens - 1.5 3.9 1.6
Mulheres Gravidas - 6000 | 600 259
Mulheres em fase de menstruacéo - 4,8 8,0 3,5
Mulheres na Menopausa - 2,3 4,0 1
Mulheres  usuarias de  17-a| 7,15a9,10 - - -
Etinilestradiol em terapia de
reposicdo  hormonal ou como
anticoncepcional oral

2.3.2 — Mecanismo de Acdo dos estrogénios naturais e do 17 a-etinilestradiol

O mecanismo de acdo das 4 substancias € similar, interagindo de forma agonista
com receptores estrogénicos ERa ¢ ERB, presentes no citoplasma celular.

Apo6s a interagdo no citoplasma, o complexo receptor-ligante gera uma
modificacdo de conformacdo do receptor, que é capaz de interagir com regifes
promotoras do DNA, que passa a sintetizar mRNA. Entéo, ocorre a traducdo produzindo
proteinas especificas, que agem no metabolismo celular 4243,

Alguns dos principais alvos dos estrogénios incluem células do trato reprodutivo

feminino, as células mamarias, dsseas, hepaticas e células do hipotalamo e pituitaria®?.

2.3.3 — Caracteristicas farmacodinamicas e efeitos no uso clinico

Em relacdo a caracteristicas farmacodindmicas, tem-se que o 17- estradiol é

considerado o mais forte estrogénio enddgeno, sendo considerado um padrdo ao qual se

compara outras substancias em testes de atividade estrogénica***.



Na espécie humana, o 17- estradiol est& envolvido no crescimento de tecidos de
orgdos reprodutivos femininos, no desenvolvimento dos seios e caracteristicas sexuais
secundarias nas mulheres, na estabilizacdo e fortalecimento da matriz dssea, entre
outros efeitos?.

O 17-1 estradiol, assim como o estriol e estrona, pode ser usado em terapia de
reposi¢édo hormonal bioidéntica, sobretudo no tratamento de sintomas da menopausa.

Seus outros usos clinicos incluem o tratamento de hipoestrogenismo, o
tratamento de infertilidade feminina, e como paliativo na terapia de cancer de mama e
de prostata androgeno-dependente*®#’. No entanto, o 17-R estradiol, assim como o0 17-a
Etinilestradiol, estdo enquadrados pela Agencia Internacional de pesquisa sobre o
Cancer (IARC) no grupo |, sendo considerados carcindgenos para humanos®,

Ja a estrona tem seu uso principalmente na profilaxia da osteoropose na pés
menopausa em mulheres aos quais outros medicamentos ndo séo apropriados®2.

O 17-a Etinilestradiol ¢ normalmente utilizado em doses entre 10 a 50 pg em
medicamentos anticoncepcionais orais (conjuntamente com progestogénios) e seus
demais usos clinicos incluem tratamento de sintomas da perimenopausa, da obstrugédo
mamaria pds-parto, no sangramento uterino, na terapia hormonal para mulheres com
hipogonadismo, e na terapia paliativa para carcinoma maligno de prostata e mama*®.

Esse estrogénio sintético também estd relacionado a sindrome de Disgenesia
Testicular, em virtude da exposicdo materna no periodo fetal, ja que o etinilestradiol
consegue atravessar a barreira placentaria atingindo o feto®.

O uso de anticoncepcionais orais, incluindo um componente estrogénico,
geralmente o 17-a Etinilestradiol, e um progestogénico € suspeito de estar relacionado a
efeitos adversos tais como aumento da pressdo arterial®?, aumento da incidéncia de

calculos biliares®? e menor sensibilidade a glicose®?.

2.3.4 — Difusdo no ambiente e Concentracdes relatadas na literatura cientifica

Os estrogénios naturais e 0 17-a etinilestradiol estdo largamente difundidos no
ambiente. Enquanto que a estrona, o estriol e o 17-R estradiol sdo eliminados, em
baixissimas concentragdes, como produto de excrecdo de animais vertebrados presentes
na biota aquatica, 0 17-a etinilestradiol ¢ antropogénico, ndo existindo naturalmente nos
corpos hidricos. A presenca deste contaminante sintético, entdo, esta relacionada com
atividades humanas.

As concentragdes encontradas dessas substancias em diferentes corpos hidricos

estdo relacionadas com as suas entradas continuas através de efluentes da indudstria
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farmacéutica e pelo esgoto humano, lancado com ou sem tratamento convencional,
permitindo sua difusdo nas aguas superficiais, subterraneas e até na agua potavel >*.

Essas substancias também podem ser encontrada em sedimentos marinhos® e no
lodo de estacGes de tratamento de efluente utilizado como fertilizante na agricultura,
podendo promover uma contaminacéo do solo®® e em mangues®®.

A deteccdo de 17-a etinilestradiol em rios proximos a grandes areas rurais de
criagdo de animais indica que, embora seja ilegal em muitos paises, este composto €
utilizado como fator de crescimento. Este fato € agravado pela a propria excregédo
natural de estriol, estrona e 17-R estradiol dos animais®’.

As tabela 2 e 3°8 mostram as faixas de concentragdo dos estrogénios em matrizes
aquaticas no Brasil e em diversos locais no mundo. E observado que as substancias
estdo presente em concentragdes na faixa de ng.L™.

Observando a tabela 3, é possivel destacar um estudo realizado na Alemanha®®,
que encontrou estrona, 17-1 estradiol e 17-a etinilestradiol em estagcfes de tratamento de
efluentes (ETE), em aguas superficiais e na &gua de consumo humano na Alemanha.

Ja entre os estudos no Brasil, é possivel destacar um estudo® que encontrou altas
concentragfes de estrogénios tanto em esgoto doméstico quanto na agua dos rios
(mananciais) e na agua para consumo humano nas cidades de Campinas e Sumaré,
ambas no estado de Sao Paulo.

Tabela 2: Concentracfes medias encontradas de estrogénios em diferentes matrizes e

locais no Brasil.

Matriz Local EE2 (em|E1 (em|E3 (em|E2 (em | Referencia
ng.Lt) ng.Lt) ng.LY) | ng.L?)
0,10 e|070 e|092 e|60

Agua de | Campinas- | 275e472 | 0,08 0,62 1,30
consume SP e
humano Sumaré -

SP
Agua de Rio Campinas e |444e786 |14,18 e|339 e |546 e |60

Sumaré - 1,02 4,12 6,40

SP
Esgoto ETE Penha| 6,0 40,0 N&o 20,0 2
Domeéstico -RJ pesqui-

sado
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Continuagdo Tabela 2

Matriz Local EE2 (em|E1 (em|E3 (em|E2 (em | Referencia
ng.Lt) ng.Lt) ng.LY) [ ng.L?)
Agua de | Seropédica | Néo Né&o 1.00 a|Néo 61
consumo -RJ detectado | detectado | 7.27 detectad
humano 0
Agua Potavel | S&o Luiz — | Ndo Néo N&o Néo 62
MA detectado | detectado | detectad | detecta-
0 do

Legenda: EE2 = 17-a etinilestradiol, E2 = 17-8 estradiol, E1 = Estrona, E3 = estriol.

Tabela 3: Concentragdes relatadas de 17 a-Etinilestradiol em matrizes aquéticas no

mundo®®,

Local EE2 (em | E1 (em | E2 (em | E3 (em | Referéncia
ng.L?) ng.L 1) ng.L 1) ng.L 1)

ETE - Italia 3,0 52,0 12,0 80,0 37
(afluente) e | (afluente) (afluente) e | (afluente)
0,4 (efluente 1,0 (efluente
tratado) tratado)

ETEFranca (49 a 7,1(96 a 176|111 a 174|114 a 15,2 |63
(afluente) e | (afluente) e | (afluente) e | (afluente) e
27 a 45|43 a 7245 a 86|50 a 7,3
(efluente (efluente (efluente (efluente
tratado) tratado) tratado) tratado)

ETE Né&o 6,4 a29,0 16a74 2,0a4,0 64

Inglaterra Detectado

ETE Efluente 0,35a18,0 |0,15a5,2 0,1a8,9 59

Alemanha tratado: 0,1 a
8,9
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Continuagdo Tabela 3

Local EE2 (em | E1 (em | E2 (em | E3 (em | Referéncia
ng.L?) ng.Lt) ng.Lt) ng.Lt)
Aguas 010 a 51(010 a 411|015 a 3,6 |Nao 59
Superficiais e | (agua (dgua (dgua analisado
Agua de | superficial) | superficial) | superficial)
consumo 0,15 a 050 |0,20 a 0,60|0,20 a 21
humano - | (Agua de | (agua de | (Agua de
Alemanha consumo consumo consumo
humano) humano) humano)
Aguas 1,1a29 11a3,0 14a3,0 10a25 63
superficiais -
Franca

Legenda: EE2 = 17-a etinilestradiol, E2 = 17-8 estradiol, E1 = Estrona, E3 = estriol.

2.3.5 — Efeitos Ambientais e na saide humana

O 17 a-etinilestradiol, possui um alto potencial estrogénico in vitro®, com
poténcia e estabilidade em agua superior aos estrogénios naturais®®.

E apontado que essa substancia, em conjunto com os horménios naturais, seriam
responsaveis pela maior parte da atividade estrogénica em efluentes de ETE no Reino
Unido 9 e que 0 17-a etinilestradiol seria 0 mais potente interferente endocrino para
peixes®’.

Outro estudo® mostra que, na concentragdo de 0,1 ng.L %, o 17a-etinilestradiol
seria capaz de estimular a expressdo da vitelogenina em peixes. J& na faixa de
concentragéo entre 0,1 a 15 ng.L™, poderia interferir na diferenciacdo sexual e na faixa
de concentragio de 2 a 10 ng.L™ haveria indicios de prejuizo a fecundidade.

O efeito de exposi¢des cronicas ao 17a-etinilestradiol, em concentracdo de 5
ng.L! também poderia trazer prejuizos na fecundidade da prole dos peixes®.

A descricdo dos efeitos em animais relatados na literatura causados pela
exposicdo ao 17a-etinilestradiol e estrogénios naturais esta contida nos quadros 1 e 222,
E possivel notar que essas substancias estdo envolvidas em diversos efeitos adversos ao
sistema reprodutivo, podendo levar até ao aumento de mortalidade da espécie’.

Para 0 17-B estradiol, sua capacidade de feminizar peixes ja se produziria em

concentragdes de 1 a 10 ng.L?, com reducdo da fecundidade de espécies fémeas de
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peixes’®. E relatado inclusive que este estrogénio poderia impactar até mesmo o
crescimento e desenvolvimento de plantas®*.

Existem estudos que mostram efeitos aditivos e sinérgicos envolvendo essas
substancias, resultando em um aumento da atividade estrogénica, o que poderia tornar
ainda mais preocupante a presenca desses contaminantes no ambiente. O efeito aditivo
entre o 17a-etinilestradiol e 17-p estradiol foi relatado em ensaio in vitro YES2 em
mistura de substancias contendo 17B-estradiol, 17a-etinilestradiol, nonilfenol, octilfenol

e bisfenol A em ensaio in vivo de inducdo de vitelogenina em peixes machos’2.

Ja os efeitos sinergicos sdo relatados, em teste YES, na combinacdo das

substancias 17B-estradiol, 17o-etinilestradiol, nonilfenol e bisfenol A”2,

Quadro 1 - Principais efeitos da estrona e 17-a ctinilestradiol em diferentes espécies

animais?,

17-A ETINILESTRADIOL
Acéo Espécie Fonte
Estimulacéo de | Diversas espécies de Peixes | 70, 74, 75
Vitelogenina de agua salgada e &gua

doce
Aumento da Mortalidade da | Peixe de agua Doce | 70
especie (Pimephales promelas)
Diminuicdo da reproducdo | Peixe de &gua Doce | 76

(Pomatoschistus minutus)
Retardo do crescimento e | Ratos Machos (Rattus | 77
diminuicdo da reproducéo norvegicus)
Alteracdo da proporcdo | Peixe de &gua Doce | 78
entre sexos (Pimephales promelas)
Infertilidade e Reducdo da | Peixe de &gua doce (Danio | 69
Fecundidade rerio)

ESTRONA

Acéo Espécie Referéncia
Estimulacéo da producéo de 79,71
Vitelogenina Peixes
Inibicdo do 79
desenvolvimento
de testiculos
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Quadro 2 — Principais Efeitos do 17-R estradiol em diferentes espécies animais?3.

17-8 ESTRADIOL

Acéo Espécie Referéncia
Estimulacgdo a producdo de | Tartaruga 80
Vitelogenina

e interferéncia na producao

de ovos.

Feminizag&o de peixes 81, 82, 83
Modificacdo nas gonadas 84

Inducéo de Hermafroditismo 85, 82
Feminizacdo de espéecies macho 86
Diminuicdo da reproducéo 87, 82
Inibig&o do desenvolvimento 79

de testiculos Peixes

Aumento da mortalidade da prole 83
Estimulagdo a producdo de 84,88, 71,74
Vitelogenina

Em relacdo ao estabelecimento de concentragdes de exposicdo segura dos 3
estrogénios (17-a etinilestradiol, 17-B estradiol e estrona), ainda ndo ha um consenso. A
Agéncia Ambiental da Inglaterra e Gales, em uma revisdo bibliogréafica sobre os
estrogénios naturais e o 17 a-etinilestradiol, concluiu que a concentragdo prevista em
gue ndo se observariam efeitos (PNEC) desses estrogénios na biota marinha e de agua
doce seria de 0,1 ng.L™? para 17-a etinilestradiol, 1,0 ng.L™ para 17-R estradiol e entre
3,0 e5,0 ng.L ! para estrona®.

Um estudo® que divergiu desses valores de PNEC estabeleceu, a partir de
revisdo de dados de concentragdo em que ndo se observa efeitos reprodutivos de 26
espécies em 39 publicacdes, que a PNEC para 17-o etinilestradiol seria de 0,35 ng.L ™.

Em relacdo aos desfechos associados a exposi¢do humana do 17-a. etinilestradiol
e estrogénios naturais por fontes ambientais, estes ainda ndo estdo totalmente

elucidados.
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E virtude da enorme gama de substancias quimicas que se estd exposto no
cotidiano e a auséncia de estudos de experimentacdo em humanos (por ébvios motivos
éticos), torna-se dificil elucidar claramente a associacdo da exposi¢cdo a uma Unica
substancia (ou de um pequeno nimero de substancias) com um determinado desfecho.

Para estabelecer-se uma associac¢ao causal entre um determinado desfecho e uma
exposicao sdo necessarios®:

- Associacdo matematica exposicdo-desfecho, com significancia estatistica, em estudos
epidemioldgicos bem delineados, com o controle de variaveis de confundimento e
evitando, o quanto for possivel, 0s vieses.

- Consisténcia dos resultados, devendo haver similaridade entre os resultados
encontrados nos diferentes estudos cientificos.

- Plausibilidade bioldgica, que demonstre 0 mecanismo fisiopatolégico relacionando o
agente quimico e seu efeito no surgimento da patologia.

- Estabelecimento de uma sequéncia temporal, que assegure que a exposi¢do vem antes
do desfecho e que quanto maior a exposi¢cdo, maior serd a probabilidade de ocorréncia e
magnitude desse desfecho

As principais suspeitas de desfechos sdo a infertilidade masculina’” e disttrbios
de crescimento em criangas®,

Os grupos mais suscetiveis a exposi¢do seriam os pré-adolescentes masculinos
(cuja producio endogena de estrogénios situa-se em 0,5 pg.kg™.dial) e as mulheres pos
menopausa®® 7.

Estudos de avaliagdo de risco a saude humana para 17 o-etinilestradiol e
estrogénios naturais provenientes de fontes ambientais, concluem que a exposicao seria
insuficiente para produzir danos a satide humana® % %,

No entanto, questiona-se o efeito aditivo da exposicdo desses 3 contaminantes
(17 a-etinilestradiol, estrona e 17-8 estradiol) com outras substancias com atividade
estrogénica presentes no ambiente, em uma exposi¢do cronica e precoce a multiplos

interferentes enddcrinos estrogénicos’’.
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2.4 — Principais metodologias laboratoriais para caracterizacdo da atividade estrogénica,

e identificacdo guimica das 3 substancias (estrona, 17-B estradiol e 17-a etinilestradiol)

em matrizes ambientais

Diferentes metodologias sdo disponiveis para a caracterizacdo da atividade
estrogénica, identificacdo e quantificacdo quimica das 3 substancias de estudo (estrona,
17-R estradiol e 17-a etinilestradiol) em uma matriz ambiental (sobretudo aquética),
existindo ensaios in vivo, in vitro e métodos quimicos disponiveis.

Entre os ensaios in vivo, € possivel destacar 0s ensaios com uso de roedores e 0S
realizados com peixes®® °. Nos ensaios em peixes, ¢ mensurada a capacidade da
substancia (ou da mistura de substancias em determinada concentragdo ou mesmo de
um efluente) de induzir a sintese de vitalogenina em peixes machos’

A vitelogenina é uma proteina presente na circulacdo sisttmica em espécies de
animais oviparos, estando em concentra¢cdes baixas nas espécies macho e alta nas
fémeas, e sua funcéo esta relacionada a maturagdo dos 6vulos®.

A expressdo do gene de vitelogenina esta relacionada as concentraces de
estrogénios no organismo e por isso se consideram os niveis de vitelogenina como um
marcador de feminizagdo de peixes e de exposigdo a substancias interferentes
enddcrinas estrogénicas®’.

A mensuracdo da vitelogenina € normalmente realizada por radioimunoensaio ou
por imunoensaio enzimatico (ELISA).

J& 0 ensaio in vivo com roedores € capaz de mensurar as modificagcGes da massa
uterina de roedores (ensaio uterotrofico) ou entdo detectar alteracbes na histologia de
células do epitelio da mucosa vaginal (ensaio de cornificacdo da mucosa vaginal). Seu
uso é menos difundido, em virtude dos problemas éticos do uso de animais e do elevado
custo em comparagio com outros ensaios®.

Em relagdo aos ensaios in vitro, os principais séo o teste YES (sigla para “Yeast
Estrogen Screen”), o teste de ligacdo competitiva nos receptores de estrogénio e o teste
E-Screen.

No teste YES, é utilizado uma levedura de Saccharomyces cerevisiae
geneticamente modificada, ao qual em seu genoma foi adicionada uma sequéncia de
DNA do receptor de estrogénio humano*. Com isso, esse teste é capaz de analisar a
atividade estrogénica da substancia, ou seja, a capacidade que a substancia possui em
interagir com o receptor de estrogénio humano e produzir uma resposta.

A mensuracdo no ensaio YES é colorimétrica, por espectrofotometria, ao qual a

enzima B-galactosidase, formada de acordo com a atividade estrogénica da substancia
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(ou mistura de substéncias), cliva gerando uma mudanca de cor de amarelo para
vermelho do agente cromogénico clorofenol vermelho-p-D-galactopiranosida, presente
no meio de analise. Os resultados obtidos neste ensaio sao comparados aos do padrao de
17 pB-estradiol, sendo os resultados expressos em concentracdo equivalente de 17f3-
estradiol®.

O ensaio E-Screen fundamenta-se no efeito de multiplicacdo de células de
carcinoma mamario humano MCF-7 estimulado pela exposi¢cdo a substancias com
atividade estrogénica. Neste ensaio utiliza-se um soro, inserido no meio de analise para
inibir a replicacéo das células MCF-7. As substancias com atividade estrogénica seriam
capazes de anular esse efeito inibitdrio e estimular a proliferacdo dessas células
tumorais*.

O periodo de incubacéo das células é de 4 a 6 dias, sendo realizado na presenca e
na auséncia da substancia padrdo (17 B-estradiol) e da amostra em teste. A mensuragao
da proliferacdo celular pode ser feita através de contagem do ndmero de células ou
nuicleos* ou por método colorimétrico®.

No teste de ligacdo competitiva aos receptores de estrogénio € analisada a
capacidade da substéncia em teste disputar com o padrdo de estrogénio (no caso, usa-se
0 17 B-estradiol radiomarcado) a ligagdo com o0s receptores estrogénicos, sendo 0s
resultados mensurados com o auxilio de um cintilador liquido.

Um interessante estudo® submeteu as mesmas substancias-teste a ensaios in
vitro e in vivo, sendo observado que as substancias apresentam maior poténcia in vivo
que in vitro, explicitando a dificuldade dos ensaios in vitro de emular completamente as
condigdes in vivo.

Nos ensaios por metodos quimicos analiticos (em metodologias cromatograficas,
por exemplo), muitas vezes ndo se mensura a atividade ou o efeito biologico da(s)
substancias, porem € permitido identificar e quantificar as concentracfes das espécies
quimicas em uma matriz ambiental complexa e de componentes desconhecidos.

As metodologias quimicas utilizadas para analisar interferentes endocrinos
(como o 17 a-etinilestradiol) devem ser capazes de detectar essas substancias, presentes
normalmente em concentragdes baixas em matrizes ambientais aquéaticas, numa faixa de
ug.L (microgramas por litro) ou mesmo ng.L™ (nanogramas por litro).

Essas metodologias englobam uma etapa preliminar de extracdo (sendo a
extracdo em fase solida a mais utilizada) e a determinacdo através de cromatografia
liquida ou a gés (usando ou nédo a derivatizagdo), normalmente acoplada a um detector

de espectrometro de massas®
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Na cromatografia a gas acoplada ao espectrobmetro de massas, € necessario que
os analitos de interesse sejam volatilizados. Como os 3 estrogénios escolhidos (estrona,
17-R estradiol e 17-a etinilestradiol) sdo substancias de grande massa molecular, com a
presenca de fortes grupos polares, a analise direta dos estrogénios por cromatografia a
gas acoplada a espectrdmetro de massa (GC-MS) é dificultada, havendo a necessidade
de uma reacéo prévia de derivatizacio das substancias?.

Essa derivatizacdo ocorre através de uma reacdo de silanizagdo ao qual se
substitui o hidrogénio acido (presente nas hidroxilas dos estrogénios), sendo necessario
reagentes derivatizantes tais como o BSTFA (N,O — bistrimetilsililtrifluoracetamida),
sozinho ou em mistura com o adjuvante de derivatizacdo TMCS (triclorometilsilano).

O BSTFA ¢ vastamente utilizado em analises de estrogénios devido a grande
reatividade desse derivatizante com compostos que apresentem hidroxila. O BSTFA
também apresenta como caracteristicas uma consideravel volatilidade (proporcionando
uma ndo co-eluigdo dos picos iniciais), baixa degradacdo por altas temperaturas, e
aceitavel solubilidade em solventes organicos comuns!®,

Além de métodos cromatograficos, sdo muito utilizados para analise de
estrogénios em matrizes ambientais 0s ensaios imunoenzimaticos, fundamentados no
principio da interacdo especifica entre um antigeno e um anticorpo, sendo este ultimo a
substancia de interesse (ou a mistura delas) presente na matriz ambiental.

As metodologias cromatograficas e as por imunoensaio sdo normalmente
precedidos por uma etapa preliminar de filtracdo e extracdo, visando uma purificacdo e
pré-concentracdo da amostra ambiental’®>, e um dos principais métodos
imunoenzimaticos utilizados para determinacdo de estrogénios € o ensaio de
imunoadsorcao enzimatica, também chamado de teste ELISA.

O teste ELISA pode ser policlonal ou monoclonal. No policlonal, detecta-se o
17-a etinilestradiol em conjunto com outras (normalmente os estrogénios naturais), ndo
sendo capaz de caracterizar individualmente a concentracdo de cada uma das
substancias desse grupo presentes na amostra

Ja o teste ELISA monoclonal é altamente especifico, detectando uma Unica
substancia ou espécie quimica, podendo ser usado quantitativamente e gerando
resultados confidveis e muitas vezes em concordancia com analises cromatograficas®?.

O teste ELISA monoclonal Abraxis Ecologiena ™ para deteccdo e quantificacdo
de 17-u etinilestradiol foi validado e aceito pela USEPA%,

Esta metodologia é caracterizada como um teste ELISA competitivo indireto.

Competitivo pois 0 17-a etinilestradiol presente na amostra de urina compete com o 17-
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a etinilestradiol conjugada a enzima peroxidase (presente na solucdo conjugada) pela
ligacdo aos anticorpos monoclonais anti-17-a etinilestradiol, que por sua vez estdo
impregnados nos pogos da microplaca.

E caracterizado também como indireto pois, na auséncia ou em baixas
concentragdes do estrogénio na amostra (abaixo do limite de quantificagéo), a interagdo
com os anticorpos serd feita pelo 17-a etinilestradiol da solucdo conjugada, gerando a
enzima na forma livre, capaz de interagir com o substrato tetrametilbenzidina,
metabolizando-o e gerando cor azul, que se torna amarela pela adicdo da solucéo de
parada (&cido sulfarico diluido).

Assim, quanto maior a intensidade da cor produzida (medida a 450 nm em

leitora ELISA) menor a concentracdo de 17-a etinilestradiol na amostra ambiental.

2.5 — Estabilidade das substancias em matriz aquatica ambiental

Em relacdo aos estudos de estabilidade, é relatado que os estrogénios na forma
aquosa sdo degradados em presenca de ar, aquecimento e de luz. A meia-vida dessas
substéncias em amostras ambientais de rios ingleses foi de cerca de 10 dias sob
condigcbes de estocagem ideais, tais como armazenagem em refrigeracdo a 4°C,

protegido da luz e do ar®’.

2.6 — Pardmetros Fisico Quimicos e caracteristicas de eutrofizacdo de amostras

aquaticas ambientais

Embora ndo seja o objetivo principal deste trabalho, foram analisados 0s
parametros fisico quimicos, tais como andlises de oxigénio dissolvido (OD)
condutividade, pH, soélidos totais dissolvidos (STD), salinidade e temperatura,
nitrogénio e fosforo totais e demanda quimica de oxigénio (DQO), sdo informacdes
importantes para um diagnostico da qualidade da agua, assim como podem mostrar
caracteristicas de eutrofizacdo dos afluentes da lagoa de Araruama em estudo.

E relatado que grandes volumes de matéria organica e de substancias como
carbono, nitrogénio e fésforo, provenientes muitas vezes de esgoto sanitario, industrial
ou de fertilizantes agricolas, se constituem como fatores relacionados a poluicdo das
aguas'®®,

Niveis elevados destes nutrientes possibilitam a proliferacdo de bactérias
heterotroficas e de algas, promovendo diminuicdo da concentracdo de oxigénio

dissolvido e impactando na biota aquética residente'%> ¢
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As analises de nitrogénio total englobam espécies quimicas contendo nitrogénio
organico, nitrato, amonia, nitrito e formas gasosas que possam estar dissolvidas no meio
liquido. Ja as analises de fosforo englobam fésforo inorgénico (geralmente ortofosfato)

e fosforo orgénico.

3-0OBJETIVOS

3.1 — Objetivo Geral

- Identificar e quantificar os estrogénios (17-o etinilestradiol, estrona e 17 f-

estradiol) em amostras de 5 afluentes especificos da Lagoa de Araruama-RJ, sendo que
esses afluentes sdo constituidos e fortemente influenciados por efluentes tratados das

Estacdes de tratamento de Esgotos e Efluentes que circundam a Lagoa de Araruama.

3.2 - Objetivos Especificos

- Desenvolver e validar a metodologia por Cromatografia a gas acoplada a
detector de espectrometria de massas (GC-MS) para identificacdo e quantificacdo das

substancias em amostras de efluentes ambientais.

- Comparar a metodologia por GC-MS com o ensaio ELISA monoclonal no que
tange a determinacdo das concentragdes de 17-a etinilestradiol .

- Caracterizacao fisico-quimicas das amostras de afluentes em estudo.

4 — MATERIAIS E METODOS

4.1 - Preparo das solucdes dos padrdes de estrogénio

4.1.1 - Metodologia por Imunoensaio enzimatico com anticorpos monoclonais

A solucdo de branco e as solugbes dos padrdes de 17-o etinilestradiol nas
concentragdes 0,05, 0,15, 0,5 e 3,00 pg.I* em metanol 10% ja estavam prontas, vindas
junto ao kit ELISA monoclonal Abraxis Ecologenia adquirido.

Foi preparado 1 ml da solucdo padrdo de 17-a etinilestradiol na concentracdo
1,50 pg.I* por diluicdo 1:1 de um volume de 500 pL da solucdo 3,00 pg.It com
metanol diluido (metanol:agua 10:90 v/v) utilizando-se pipeta automatica e vial ambar
de 2 ml.
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4.1.2 — Metodologia por Cromatografia a gas acoplada a Espectrometro de Massas

Foi pesado, separadamente e em bécher de 10 ml, 10 mg de cada um dos padrdes
analiticos dos 3 estrogénios (estrona, 17-a etinilestradiol e 17 B-estradiol) com auxilio
de balanca analitica Metler Ae200. Esses 3 padrdes foram adquiridos junto ao fabricante
Sigma-Aldrich.

A massa pesada foi diluida em acetona (grau GC, fabricante Tedia) e transferida
para baldes volumétricos de 50 ml individuais para cada estrogénio, previamente
identificados, gerando solugdo 200 mg.L™ para cada um dos estrogénios. Aliquotas de
0,5 ml foram retiradas, com auxilio de pipeta automatica, de cada uma das solu¢des para
se preparar uma solucdo com a mistura dos 3 estrogénios na concentragdo de 2 mg.L™*
em baldo volumétrico de 50 ml, que foi avolumado com acetona.

Esta solucdo de 2 mg.L™* da mistura de estrogénios foi sucessivamente diluida
em baldes volumétricos de 50 ml com mistura de acetona e hexano 1:1 (ambos grau
GC, fabricante Tedia), usando fator de diluicdo mé&ximo de 1:100 até se chegar as
solugdes de trabalho.

Essas solugdes sdo usadas nas concentragbes 12,500, 9,375, 6,250, 3,125 e
1,875 pg.L? (aos quais sdo retiradas aliquotas de 4 ml para elaboragdo de curva de
calibracdo em solvente e para ensaios de recuperacdo na matriz de afluente, sendo neste
caso avolumado para 500 mL com amostra de matriz de afluente) e nas concentragdes
50,000, 37,500, 25,000, 12,500 e 7,500 pg.L* (aos quais sdo retiradas aliquotas de 1 ml
e avolumadas com 3 ml de matriz do afluente para elaboragao da curva de calibragéo na

matriz).

4.2 — Metodologia para analise por Cromatografia a gas acoplada ao Espectrometro de

Massas.
4.2.1 — Otimizacdo das condicdes da reacdo de derivatizacio

A reacdo de derivatizacdo é considerada como uma das etapas mais importantes
na analise de estrogénios por GC-MS.

Muitos estudos que analisam estrogénios via GC-MS usam temperaturas de
derivatizagdo de 60°C%3 197 ou 70°C!% havendo também estudos que usam derivatizagéo
em forno de microondas aplicando altas potencias por curtos periodos de tempo®.

Com intuito de obter o melhor rendimento da reacéo, foram testadas 4 condicdes
distintas de derivatizagéo, utilizando 3 replicatas de cada condi¢do na solu¢do do mix de

padrdes contendo os 3 estrogénios a 1,00 pg.L™:
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- Metodologia A: a mistura de estrogénios foi submetida a derivatizacdo em uma
temperatura de 60°C sem uma etapa de pré derivatizacdo em micro-ondas Consul
CMS18C 110V.

- Metodologia B: a mistura de estrogénios foi submetida & derivatizacdo em uma
temperatura de 60°C havendo uma etapa de pré derivatizagdo em micro-ondas por 1
minuto a poténcia de 700W.

- Metodologia C: a mistura de estrogénios foi submetida a derivatizagdo em uma
temperatura de 70°C sem uma etapa de pré derivatizacdo em microondas

- Metodologia D: a mistura de estrogénios é submetida a derivatizacdo em uma
temperatura de 70°C havendo uma etapa de pré derivatizagdo em micro-ondas por 1

minuto a poténcia de 700W.

4.2.2 — Otimizacdo das condicoes para a extracdo em fase sélida (EFS)

Foram testadas 3 condigdes de extragdo, com a amostra ambiental dopada com
0s estrogénios na concentragdo 0,75 pg.mL™. Na primeira condi¢do, (método A), foi
usada a mesma metodologia aplicada no ensaio ELISA monoclonal:

1) Pré condicionamento do cartucho C18 com 5 ml de metanol e depois com 10
ml de agua destilada, com uma taxa de fluxo ndo superior a 20 ml por minuto. O fluxo
foi calculado, com auxilio de cronometro de reldgio, atraves de contagem do nimero de
gotas em 15 segundos, multiplicando por 4 (uma vez que o fluxo é para 1 minuto) e
considerando cada gota tendo volume de 0,05 mL.

2) 500 ml da amostra com pH entre 5 e 8 € passado através do cartucho, com
uma taxa de fluxo ndo superior a 20 ml por minuto

3) Lavagem do cartucho com 5 ml de agua destilada (fluxo até 20 ml por
minuto), seguido de secagem o cartucho

4) Lavagem do cartucho com 5 ml de hexano (fluxo até 20 ml por minuto ).

5) Eluicao do analito com 5 ml de diclorometano com fluxo de até 3 ml/minuto

Na segunda condicio, o método B’ foi utilizado :

1) Condicionamento do cartucho C18 com 10 ml de hexano, acetona, metanol e

agua ultrapura (nesta ordem), com fluxo de 8 mL por minuto

2) Passagem de 500 ml da amostra, estando a mesma em pH &cido (cerca de

pH 3), sobre o cartucho, com fluxo de 8 mL por minuto

3) Eluicdo com 4 ml da mistura 1:1 de acetona e hexano, fluxo de 4 ml por

minuto.

Na terceira condi¢do, 0 método C?, foi utilizado:
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1) Condicionamento do cartucho C18 com 3 x 2 ml de hexano, 1 x 2 ml de
acetona, 3 x 2 ml de metanol e 5 x 2 ml de 4gua em pH 3 (nesta ordem), com fluxo de
4 mL por minuto

2)  Passagem de 500 ml amostra, estando a mesma em pH &cido, sobre o
cartucho, com fluxo de 10 mL por minuto

3)  Eluigdo com 2 vezes 2 ml de acetona, fluxo de 6 ml por minuto.

4.2.3 - Relacdo massa/carga dos estrogénios analisados

A partir da biblioteca NIST, contida no software do espectrometro de massas
Agilent 5973N, foram identificados os ions de fragmentacdo dos estrogénios
silanizados. Os fragmentos utilizados para quantificacdo neste trabalho foram aqueles
que obtiveram maior abundancia relativa.

- 17-a etinilestradiol - derivado dissubstituido: m/z 285 (fragmento usado para
quantificacdo). Ja os fragmentos 425 e 196 foram usados na identificacdo da substancia.

- Estrona: m/z 342 (fragmento usado para quantificacdo). J& os fragmentos 218 e
257 foram usados na identificagdo do composto.

- 17-B estradiol: m/z 285 (fragmento usado para quantificagdo). Ja os fragmentos
416 e 232 foram usados na identificacdo da substancia.

4.2.4 - Condicdes cromatograficas e método de deteccdo

As amostras de solucdo padrdo de cada um dos estrogénios (dissolvidas em
solvente e na concentragdo 1,0 pg.mL?) foram, primeiramente, submetidas a0 método
de deteccdo por Scan, com varredura de 45 a 600 m\z. Com isso, foram obtidos os
fragmentos caracteristicos de cada um dos estrogénios (que foram comparando com 0s
dados disponibilizados na biblioteca NIST) e 0s seus respectivos tempos de retencao.

Com os fragmentos e tempos de retencdo conhecidos, foi estabelecido o método
de deteccdo por monitoramento de ion seletivo com janela de absorcdo, permitindo
buscar, numa amostra complexa, apenas 0s ions com massa/carga especificos desejados
e nos tempos de retencédo esperados.

As condigBes de analise no sistema CG-MS estdo expostas no quadro 323,
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Quadro 3: Condigdes estabelecidas na metodologia CG-MSZ,

Parametros Taxa (°C mint) | Temperatura | Tempo
(°C) (min)
Temperatura do - 290 -
Programacéao de Injetor
Temperatura Temperatura do - 300 -
Detector
Temperatura da - 50 -
Coluna
30 150 -
10 300 5
Gas de Arraste Hélio
Vazio do gas de 1,22 ml.min!
Arraste
Velocidade linear do 40 cm.s™
Gas de Arraste
Volume de injecao 0,5 pL
Pressao na Coluna 65 KPa
Metodo de injecéo Splitless

Continuacao Quadro 3

Coluna Utilizada

HP-5MS, com diametro interno de

0,25 mm, comprimento de 30 m e espessura de fase de 0,25

pm.

4.2.5 - Validacdo das metodologias analiticas

4.2.5.1 — Validacdo da metodologia cromatografica

Com intuito de se obter resultados com confiabilidade e adequados as exigéncias

de qualidade pretendidas, é necessario elaborar procedimentos para validagdo das

metodologias analiticas utilizadas.

Existem diferentes organismos nacionais ou internacionais que estipulam

diretrizes e orientacbes para a realizacdo do processo de validagdo, estipulando

pardmetros ou indicadores quantitativos de desempenho.
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Alguns parametros importantes que visam estabelecer a reprodutibilidade dos
métodos analiticos sdo a seletividade/especificidade, linearidade e faixa de trabalho e os
limites de deteccdo e quantificacio do método*t?.

O processo de validagdo utilizado neste trabalho foi aplicado em um Unico
laboratério (in house validation) e foi inspirado no guia do INMETRO intitulado

“Orientacdo sobre Validacdo de Métodos de Ensaios Quimicos - DOQ-CGCRE-008"
111

4.2.5.1.1 — Seletividade e Especificidade
Este parametro mostra a capacidade que o método possui para identificar e

quantificar os analitos de interesse corretamente em presenca de interferentes, tais como
produtos de degradacéo e outras substancias com caracteristicas parecidas as do analito
e que podem modificar o sinal medido pelo equipamento.

Em um método GC-MS, este parametro é facilitado uma vez que o(s) analito(s)
geram fragmentos especificos e caracteristicos, geralmente documentados em literatura,
facilmente reconheciveis numa mistura complexa.

Existem diferentes testes para calculo da seletividade. Como, para este tipo de
analises (de estrogénios em matriz que mistura efluentes e agua de lagoa salina) ha a
impossibilidade de se usar uma matriz certificada sem a presenca dos analitos de
interesse, a seletividade foi testada comparando-se os resultados mensurados, numa
curva de adicdo padrédo em diferentes concentragdes, para a matriz fortificada e com os
obtidos dos estrogénios dissolvidos em solvente.

Se, observando visualmente, as inclinagdes das curvas forem sobrepostas ou
paralelas, o Unico efeito de matriz presente seria ocasionado a interferéncia natural em

decorréncia das concentragdes basais do analito nas amostrast?,

4.2.5.1.2 — Linearidade

A linearidade se constitui como um pardmetro que correlaciona uma

determinada concentragdo do analito de interesse e seu resultado correspondente,
mensurado por um detector.

Com essa correlacdo estabelecida, € possivel calcular a concentracdo do analito,
previamente desconhecida, em uma determinada amostra.

A linearidade pode ser calculada por padronizagéo interna ou externa e pode ser
expressa por curva analitica, com o eixo X representando as concentracfes de trabalho e

0 eixo y representando os resultados obtidos, gerando a equacéo de reta (1):
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y=ax+b (equacdo 1)

Ao qual:

y = resposta mensurada ou sinal analitico obtido. Variavel dependente

x = concentragdo do analito de interesse. Variavel independente

a = coeficiente angular (relacionando-se a sensibilidade). Mostra a inclinagdo da
curva de calibragéo.

b = coeficiente linear. Esta relacionado a interseccdo da curva no eixo y quando
x=0

O coeficiente de correlagdo linear (expresso pela letra “r”) € considerado um
indicador adequado para avaliar o quanto pode ser adequada a reta obtida como modelo
matematico que expresse a correlacdo entre variaveis de escala métrica.

Ser =1, tem se a correlacdo positiva perfeita entre as variaveis. Sendo r = -1,
tem-se correlagdo negativa perfeita e caso r = 0, tem-se independéncia linear entre as
variaveis, podendo haver correlages ndo lineares entre as varidveis.

Porém, antes de se avaliar o coeficiente de correlacdo, € necessario a verificacao
da auséncia de dados aberrantes (através do uso do teste de Grubbs) e que haja
homogeneidade da variancia dos residuos (homocedasticidade), através do teste de
Levene!!!,

No teste de Grubbs, é calculado o desvio de cada valor mensurado em relacéo a
média*?. E usada a equacéo (2).

G =| X — Xmedio | / S (equacgéo 2)

Sendo “S” o desvio padréo das medidas de uma determinada concentragéo

Um valor é considerado como aberrante quando valor G é superior ao valor
critico correspondente na tabela para n replicatas de determinada concentracdo em um
intervalo de confiancga (no caso, usou-se 95%)

O teste de Levene, ao qual é analisada a homogeneidade da variancia dos
residuos, é promovida uma transformacédo dos dados originais, sendo executado o teste
ANOVA aos dados transformados. Se o p-valor produzido for maior que o previamente

estipulado (no caso, 0,05), conclui-se que hd homocedasticidade.

4.2.5.1.3 — Faixa de trabalho

A faixa de trabalho do método possui uma concentracdo inferior e superior ao

qual é possivel quantificar o analito de interesse com seguranca e confiabilidade.

Idealmente, a faixa deve englobar de 0 a 150% ou 50 a 150% da concentragdo

que se espera obter do analito nas amostras naturais**?,
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Os métodos usados para quantificacdo em processo de validacdo envolvem
padronizacdo externa, adicdo padrdo, padronizacdo interna e superposicdao de
matrizes!®3,

Neste trabalho, foi utilizada a adi¢do padréo, ao qual foi elaborado uma curva
analitica adicionando-se concentracdes conhecidas dos 3 estrogénios em matriz da
amostra de efluentes da regido de estudo. Com isso, é diminuido o impacto dos efeitos

de matriz

4.2.5.1.4 - Limite de Deteccdo (LD) e de Quantifica¢do (LQ)
O limite de deteccdo (LD) é um pardmetro que indica a concentracdo mais baixa

do analito que é passivel de ser detectada (e distinguida do sinal de branco ou ruido com
confiabilidade) por um método analitico.

O LD pode ser calculado a partir do banco da amostra ndo fortificado com o
analito ou fortificando, sendo esta Ultima condigdo escolhida por este trabalho. Entdo, o
LD foi obtido a partir da curva de calibracdo, fazendo-se 7 replicatas na concentracao
mais baixa utilizada (0,15 pg.mL™). A férmula para obtencdo do LD é mostrada abaixo
nas equagdes (3) e (4)'!*:

LD =[t (n1,1-0 . S] (equacéo 3)

Onde:

t = distribuicdo t de Student para n-1 replicatas, e com 1 - a de grau de
confianca.

S = desvio padrdo das 7 replicatas na concentracdo mais baixa da amostra de
branco fortificada com o analito.

A equacdo 3 pode ser simplificada, sendo 3,143 o valor de t de student tabelado
utilizando o intervalo de confianga de 95% e 6 graus de liberdade, gerando a equacao 4.
O resultado gerado é entdo lancado na equacdo obtida na curva de calibracdo, sendo
encontrado, ao final, a concentragdo em que se encontra o LD do método.

Como as amostra reais sofrem pre-concentracdo, divide-se a LD nédo corrigida
pelo fator de concentracdo obtendo-se o LD do método para as amostras reais.

LD = 3,143 . S (equagéo 4)

Ja o limite de quantificacdo € como um parametro que indica a concentragédo
mais baixa do analito que pode ser quantificada. Este pardmetro pode ser
matematicamente expresso pela multiplicacdo da média dos valores mensurados das 7
replicatas na concentracdo mais baixa da curva analitica multiplicado por 5 vezes o

desvio padrdo amostral das mesmas.
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Como as amostra reais sofrem pré-concentracdo, divide-se a LQ do método pelo

fator de concentracao, obtendo-se o LQ do método para as amostras reais.

4.2.5.1.5 - Preciséo
A precisdo é um parametro que permite avaliar a dispersdo de resultados entre

ensaios independentes, repetidos de uma mesma amostra ou de amostras semelhantes ou
padrdes sob condicdes determinadas®!!.

Pode ser calculada através do desvio padrdao (DP) ou desvio padréo relativo,
também chamado de coeficiente de variacdo (cujo formula matemaética estd descrita na
equacéo 5.

CV ou DPR% = (DP/CMD).100 (equagéo 5)

Onde:

DP = desvio padrdo

CMD = concentra¢do média determinada

Aceita-se um valor de até 20% de DPR em processos de validacdo de métodos
analiticos de residuos e impurezas, dependendo da complexidade da amostra®*2,

Outras formas de expressar a precisdo incluem testes de repetitividade e de
reprodutibilidade.

A repetitividade representa o nivel de concordancia entre os resultados de
medi¢des sucessivas de uma mesma amostra, efetuadas sob as mesmas condicdes de
medicdo ou seja, usando 0 mesmo procedimento de medi¢cdo, 0 mesmo analista, o
mesmo equipamento, 0 mesmo local e com repeticdes em curto espaco de tempo®!t,

A repetitividade pode ser calculada através do calculo do limite de
repetitividade, conforme mostra a equacéo 6.

r=1tn1, 1_a).\/2.S (equacgao 6)

Onde:

r = limite de repetitividade

tn-1, 1-0p = valor da estatistica t de Student para n-1 graus de liberdade no
intervalo de confianga estabelecido

S = desvio padrao

Quando a diferenca entre os valores das replicatas € maior que r, € promovido o
descarte de algum dos valores, devendo ser substituido por outro (uma nova replicata).

Se o valor obtido com a nova replicata passa no teste, é feito o calculo da média
aritmética do conjunto de dados. Se este novo valor obtido ainda é aberrante, é

calculada a mediana do conjunto de dados com este valor discrepante!!!,
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Em relacdo a reprodutibilidade, é possivel expressa-la através do teste de
precisao intermediaria quando se empreende a validacdo de um método analitico usando
um unico laboratdrio, ndo realizando comparacdes interlaboratoriais.

A precisdo intermediaria, também chamada de reprodutibilidade interna, esta
relacionada as caracteristicas de precisdo quando avaliada sobre a mesma amostra,
amostras idénticas ou padrdes, utilizando o0 mesmo método, no mesmo laboratoério, mas
variando determinadas condicdes, tais como o analista, 0s equipamentos e 0 dia em que
é feita as analises™'?.

Neste trabalho, testou-se a precisdo intermediaria comparando-se os resultados
entre analistas diferentes, analisando, em quintuplicata, amostra fortificada na
concentragéo 0,50 pg.mi™,

Utilizou-se o teste t de Student para comparacdo das médias das areas obtidas
pelos analistas, com intervalo de confianca de 95% e 4 graus de liberdade, para verificar
se havia diferenca entre as médias obtidas entre os analistas. A férmula de calculo de t

esta explicitada nas equacdes 7 e 8 abaixo:

|

Icalculado = equacéo (7)
s —+ —

F1q Fio

Sendo:

X1 € X2 = médias das respostas dos analitos em amostras do analista 1 e do
analista 2, respectivamente, na mesma faixa de concentragao.

ni e n2 — tamanho das amostras (nimero de replicatas) usados por cada analista.

S2 — variancia calculada pela equacio (8):

2 (n,=1) S3]+(n2 _1)522

s = Equagio (8
(n+n,-2) O

Se o t calculado a partir dos ensaios € menor que o t tabelado, é possivel afirmar,
com 95% de confianca, que ndo ha diferenca estatisticamente significativa entre

analistas na execugdo do método.

4.2.5.1.6 — Robustez

A robustez de um método analitico esta relacionada a sensibilidade que este

apresenta diante de pequenas variagdes de condicdes de sua realizagdo. Um método é
robusto quando, mesmo com essas variag0es introduzidas, os resultados obtidos das
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mensuragOes sdo bastante similares aos obtidos com as condigdes originais do
método**3,

Para determinar a robustez, é possivel utilizar o teste de Youden. Neste teste, é
possivel ndo s6 avaliar a robustez do método, como também ordenar a influéncia de
cada uma das variagdes nos resultados finais, indicando qual o tipo de influéncia de
cada uma dessas variagdes®:.

Foi elaborado um planejamento fatorial semelhante ao quadro 4, ao qual as
condi¢des normais das variaveis foram intituladas por letras maiusculas A, B, C, e seus

valores alternativos foram intitulados pelas correspondentes letras minusculas a, b e
0114.

Quadro 4 — Planejamento fatorial para avaliagio de robustez de método analitico'*4,

Valor do | Combinagdo Ensaiada

fator

Aoua A A A A a a a a
Boub B B b b B B b b
Couc C C C C C C C C
Resultado | s t u % w X y z

Com os resultados obtidos, o efeito de cada varidvel foi avaliado pela diferenga
entre a média dos resultados das 4 analises com letra maiuscula dividido por 4 e a média
dos resultados das 4 analises com letra minuscula dividido por 4.

Tendo o desvio padrdo entre os 8 resultados para cada variavel, os valores de
efeito superior ao desvio padrio multiplicado pela raiz quadrada de dois (sV2) foram

julgados como significantes e, portanto, modificam os resultados analiticos!®

4.2.5.1.7 — Tendéncia/Recuperacdo

O parametro tendéncia € um dos mais importantes dentro de um processo de
validagcdo de metodologias analiticas. Esta intimamente relacionada a exatiddo dos
resultados, envolvendo a possibilidade de erros aleatdrios e sistematicos e, com isso,
pode ser fonte de incertezas de medicao®*2,

A utilizacdo de materiais de referéncia certificados, elaboragéo de testes de
comparacdo interlaboratorial e execucdo de ensaios de recuperacdo SA0 Processos

comumente utilizados para avaliacio de tendéncia®*.
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Neste trabalho, mediante a impossibilidade de execucdo das 2 primeiras
condigdes, foram empreendidos testes de recuperacao fortificando a matriz da amostra
em 3 concentragdes diferentes (0.25, 0.75 e 1.00 pg.I™), cobrindo concentragdes baixa,
meédia e alta da faixa de trabalho.

A recuperacdo é expressa em %, sendo obtida pela equacdo matemaética (9) a
sequir:

Recuperacédo (%) = [(C1 - C2)/ C3] . 100 (equacao 9)

Onde:

C1 = concentragdo da substancia de interesse na amostra dopada

C2 = concentragdo da substancia de interesse na amostra ndo dopada

C3 = concentracdo da substancia de interesse adicionada na amostra dopada.

E relatado que uma das possiveis limitacdes deste procedimento reside no fato
de que a(s) substancia(s) de interesse adicionada ndo estd necessariamente na mesma
forma que a presente na amostra, podendo superestimar a recuperagdo*®.

4.2.6 — Testes de validacdo e aplicacdo da Metodologia por Cromatografia a gas

acoplada ao Espectrometro de Massa nas amostras reais

A amostra ambiental foi primeiramente filtrada com filtro de papel qualitativo
SP Labor, sendo submetida posteriormente a uma nova filtracdo com filtro Milipore de
tamanho de poro 0,8 pm.

A seguir, foi ajustado o pH da amostra com &cido cloridrico ou hidroxido de
sodio diluidos, para pH em torno de 3.

As amostras foram submetidas a extracdo em fase solida (EFS), sendo usados
cartuchos C18 500 mg 6ml Bakerbond, com auxilio de vacuo proporcionado pelo

sistema Vacuum Manifold Phenomenex®, conforme mostrado na figura 2.

Figura 2 — Extracdo em Fase Solida das amostras com auxilio de sistema Vacuum

Manifold.
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Apbs serem eluidos dos cartuchos em solvente organico (em tubo graduado de
10 ml), o extrato purificado e concentrado foi seco completamente em corrente de
nitrogénio comercial da marca Air Product.

Pouco antes da secura completa do tubo contendo a amostra, foi utilizado 400
puL de uma mistura de acetona e hexano 1:1 para rinsar as paredes do tubo, com intuito
de arrasta-los para o fundo e evitar perdas dos estrogénios.

As amostras secas foram solubilizadas novamente em 25 uL de piridina e 25 pL
de BSTFA 99% - TMCS 1%. A piridina foi utilizada apenas para inibir a formacéo de
derivado silanizado monossubstituido do 17-a etinilestradiol, favorecendo a formacéo
do derivado dissubstituido desse estrogénio sintéticol®,

O tubo graduado tampado contendo a amostra foi submetido a vortex (modelo
SP Labor Ap 56) por 5 segundos, visando homogeneizacdo da mistura e em seguida foi
promovida a etapa de derivatizagdo dos estrogénios, atraves aquecimento da amostra em
estufa por 30 minutos.

Ap0s o tubo resfriar a temperatura ambiente, a amostra foi transferida para insert
de 250 microlitros, contido em vial @mbar de 2 mL, sendo tampado e levado para
analise em Cromatdgrafo a Gas Agilent, modelo 6850, acoplado a detector de
espectrometro de massas Agilent, modelo 5973N.

As amostras reais foram analisadas em triplicata para cada ponto de coleta. Ja a
elaboracdo da curva de calibracao foi realizada na matriz de efluente filtrada (mas nédo
submetida a EFS) e também em solvente acetona:hexano 1:1 (para os testes de
seletividade). Em ambas foi fortificada com a mistura dos 3 padrdes em 5 concentragdes
diferentes (0,15 a 1,00 pg.L™), usando 4 replicatas para cada concentragéo, constituindo
a faixa de linearidade do método.

O ensaio para elaboracdo da curva de calibracdo e os ensaios de robustez,
precisdo intermediaria e repetitividade foram realizados em matriz ambiental fortificada,
(que sofreu os 2 processos de filtragdo mas ndo foi submetida a EFS) enquanto que 0s
testes de recuperacao foram submetidas a extracdo em fase solida.

As condig0es aplicadas ao teste de robustez, em que se avaliam modificagcdes em
3 variaveis do método em amostra de afluente a 0,50 pg.ml™?, estdo descritas na tabela 4

abaixo:
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Tabela 4: Variéveis e condigdes utilizadas no teste de robustez.

Variavel Condigdes Nominais Condigdes alternativas
Temperatura de derivatizacdo | 60°C 70°C
CondicOes de Secagem Corrente de gés | Estufa a 50°C

nitrogénio comercial

Temperatura do injetor 290°C 260°C

Em relacdo ao calculo das concentragbes na amostra real, estas sofrem pré-
concentracio e ha perdas na extragdo. Por isso, concentracdo obtida em pg.mL? da
amostra concentrada e analisada no equipamento de CG-MS foi dividida pelo fator de
concentracdo e pelo fator de correcdo do % de recuperacdo (o qual € obtido dividindo
por 100 o % de recuperacdo do analito), sendo obtido a concentracdo dos estrogénios

para as amostras reais.

4.3 — Metodologia para analise por Metodologia ELISA monoclonal

4.3.1 — Validacdo da Metodologia ELISA monoclonal

Sendo o Método ELISA monoclonal utilizado neste trabalho ja validado pela
USEPA%, apenas os pardmetros precisdo (através do desvio padrdo, variancia e desvio
padréo relativo), linearidade (pela curva de calibracao) e recuperacao (pelos ensaios de

recuperacgdo) foram calculados.

4.3.2 — Aplicacdo da Metodologia por Imunoensaio enzimatico com anticorpos

monoclonais (ELISA)

As amostras, analisadas em triplicata para cada ponto de coleta, foram
primeiramente filtradas com filtro de papel qualitativo SP Labor, sendo submetida
posteriormente a uma nova filtragdo com filtro Milipore de tamanho de poro 0,8
micrémetros. O pH foi ajustado para estar na faixa compreendida entre pH 5 e 8, com

auxilio de acido sulfurico ou hidréxido de sodio diluidos.

A seguir, as amostras foram submetidas a Extracdo em fase sélida (EFS) com
cartucho C18 500 mg 6ml Bakerbond, sendo que quando se analisou os padrdes de 17-a.
etinilestradiol em concentragcdes conhecidas, para elaboracdo da curva de calibracéo,

estes ndo foram submetidos a filtragdo ou EFS.

As etapas da Extracdo em Fase Sélida foram as seguintes®®®:
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1) Rinsagem do cartucho de SPE C18 com 5 ml de metanol e depois com 10 ml de agua
destilada, com uma taxa de fluxo ndo superior a 20 ml por minuto. O fluxo foi
calculado, com auxilio de cronometro de relogio, através de contagem do numero de
gotas em 15 segundos, multiplicando por 4 (uma vez que o fluxo é para 1 minuto) e
considerando cada gota tendo volume de 0,05 mL.

2) Passagem da amostra (500 ml) através do cartucho, com fluxo ndo superior a 20 ml

por minuto.

3) Lavagem do cartucho com 5 ml de agua destilada (fluxo até 20 ml por minuto).

Esperar secar o cartucho.

4) Lavagem do cartucho com 5 ml de hexano (grau GC, fabricante Tedia), com fluxo de

até 20 ml por minuto.

5) Eluicdo do analito com 5 ml de diclorometano (grau PA, fabricante Vetec) com fluxo

de até 3 ml por minuto
6) Evaporacao o solvente com géas nitrogénio com intuito de secagem

7) Adicéo de 1 ml de metanol 100% para o residuo e promover agitacdo em vortex SP
Labor Ap-56.

8) Ajuste do conteudo para 10% de metanol v/v pela adi¢do de 9 ml de agua destilada

obtendo um volume total de 10 ml

Ap0s a etapa de extracdo em fase sélida e de secagem em corrente de nitrogénio
e ressuspensdo em 1 mL de metanol 10% (fator de concentracdo de 1000 vezes), a
amostra foi submetida entdo a anélise por ELISA monoclonal.

As Etapas da Metodologia ELISA monoclonal foram?%:

1) Preparacéo das Solugdes Padrdo: Diluicdo 1:1 da solucdo padrdo concentrada
de 3,0 pug.L? de 17 a-etinilestradiol com auxilio da solugdo metanol:agua 10% v/v, para

obtenco da solucéo padrio deste estrogénio a 1,5 pg.L™.

2) Preparacdo da Solucdo Conjugada: foi misturado o conjugado enzima-

antigeno com 7 ml de solucdo tampéo especifica do kit.

3) Foi misturado 100 pL de solucdo de padréo de EE2 (ou da amostra ambiental)
com 100 pL de solugdo conjugada em cada pogo vazio da microplaca. Realizado em
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triplicata para cada amostra ou concentracdo de solucdo padrdo e em duplicata para
amostras de branco. Cada poco foi coberto com parafilme e misturado com movimentos

circulares por 30 segundos.

4) Etapa de Incubacéo: 100 pL da solucédo obtida na etapa anterior foi transferida
para po¢os de um microplaca cobertos com o anticorpo. Esta microplaca foi incubada

durante 60 minutos a temperatura ambiente (18-25 °C).

5) Diluicdo 1:5 da solucdo de lavagem concentrada com auxilio de agua
destilada

6) Trés rinsagens dos pogos cobertos com 300 pL de solucdo de lavagem em

cada rinsagem

7) 100 pL do reagente de coloragdo foi colocado em cada um dos pocgos e
incubado por 30 minutos. Apds esse periodo, 100 pL da solucdo de parada foram
adicionados e se realizou a leitura da absorbancia a 450 nm em leitora ELISA Asys
Statfax 2600.

8) Pelos valores da absorbancia mensurados e da concentracdo de cada padréo,
foi elaborada uma Curva de Calibragdo usando-se o Log das absorbancias no eixo Y e o
log das concentra¢fes no eixo X. A equacgdo de reta resultante permite o célculo da

concentracdo do analito (17-a etinilestradiol) nas amostras reais.

A concentracdo obtida foi entdo dividida pelo fator de concentracéo e pelo fator
de correcdo da extracdo (que representa 0 % de recuperacdo dividido por 100), sendo

entdo obtida a concentragéo real do analito na amostra.

4.4 — Dados da area de Estudo

Em relacdo ao ecossistema escolhido para a pesquisa, foi proposto o estudo na
Regido dos Lagos do estado do Rio de Janeiro, pesquisando os estrogénios estrona, 17-8
estradiol e 17-a etinilestradiol em afluentes da Lagoa de Araruama, principal corpo

hidrico receptor de esgotos da regido.

A Lagoa de Araruama é um ecossistema lagunar hipersalino de 220 km? de

superficie, sendo localizada dentro de uma regido hidrografica que retine a bacia da
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lagoa de Araruama, as restingas de Massambaba e Cabo Frio e o acidente geogréafico
chamado de Cabo Frio.

Ela banha os municipios de Saquarema, Araruama, Iguaba Grande, S&o Pedro da
Aldeia, Arraial do Cabo e Cabo Frio. A tabela 5 mostra a evolugdo da populacéo
residente nesses municipios, evidenciando um aumento populacional de 40,04% em 10

anostt’.

Tabela 5: Evolucdo da populacéo residente nos municipios que circundam a lagoa de

Araruama em 10 anos'’.

Municipio Ano 2000 Ano 2010
Cabo Frio 126.828  186.227
Araruama 82.803 112.008

Sao Pedro da Aldeia 63.227 87.875

Arraial do Cabo 23.877 27.715

Iguaba Grande 15.089 22.851

TOTAL 311.824  436.676

O sistema de tratamento de adguas e saneamento dessa regido foi privatizado no
final da década de 1990 e inicio da década de 2000. A concessdo para produgdo e
distribuicdo de agua potavel e tratamento de esgotos nos municipios de Araruama,
Saquarema e Silva Jardim ficou a cargo da companhia Aguas de Juturnaiba. Os
municipios de Buzios, Cabo Frio, Iguaba, S&o Pedro da Aldeia e Arraial do Cabo
ficaram sob responsabilidade da empresa Prolagos. Todavia, para Arraial do Cabo o
tratamento de esgoto e agOes de saneamento ficaram sob responsabilidade da

prefeituralt®.

Na regido de estudo, existem atualmente 5 EstacGes de tratamento de Efluentes e
Esgotos (as ETEs de Araruama, Arraial do Cabo, S&o Pedro da Aldeia, Iguaba Grande,
e Cabo Frio), e todas despejam seus efluentes tratados na Lagoa de Araruama. Nas
proximidades do local de estudo, a ETE Jardim Esperanca, localizada ao norte, proxima
do Canal de Itajuru (em Cabo Frio), é a Ginica que despeja seus efluentes no Rio Una'®,
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Uma caracteristica comum dessas ETEs reside no fato de a captacdo de esgotos

ser fortemente influenciada pelas chuvas. Isso ocorre devido a auséncia de rede coletora

separativa, havendo uma unica rede que coleta aguas pluviais e esgotos a0 mesmo

tempol8,

Embora o indice pluviométrico da regido ainda seja baixo, entre 1000 e 2000

mm (para 0 ano de 1999), conforme mostrado na figura 3'2° uma sequéncia de dias de

chuvas, com grande volume hidrico, pode provocar extravasamento da capacidade de

tratamento de algumas dessas ETES e consequentemente o esgoto e agua da chuva

sejam despejados diretamente na Lagoa de Araruama.

1300 mm
1San mm

i 1 2ooa mm

B 2509 mm
L
T Ty LAGOA DE
- ARARUAMA

Emcata Sratca

Figura 3: Mapa de distribuicdo de Chuvas!?*

A escolha desta regido foi devida a suspeitas de alto grau de assoreamento e

eutrofizacdo da lagoa de Araruama e do Canal de Itajuru (principal conexdo da Lagoa

com o oceano Atlantico), lenta taxa de renovacdo das dguas da lagoa, o forte carater

sazonal no tamanho da populacdo, com a presenca de EstacOes de Tratamento de

Esgotos e Efluentes ineficientes ou com capacidades insuficientes para atendé-la, e

também ao histérico de Reclamacdo da qualidade das &guas e de saneamento nessa

regiaoll& 121.

H& ainda relatos de pescadores da regido de reducdo de peixes na Lagoa,

gerando menor coleta de pescado, 0 que caracterizaria um possivel cenario de impacto

social sobre esses trabalhadores, e que poderia estar relacionada ao aporte de efluentes,

tratados ou ndo, contendo estrogénios e outros interferentes endocrinos estrogénicos.
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4.5 — Regime Amostral, locais e procedimento de coleta das amostras ambientais

Foram tomadas amostras dos 5 afluentes da Lagoa de Araruama a partir do
inicio da manha, em 2 meses distintos (novembro e dezembro de 2012), constituindo 2

campanhas.

A amostragem do més de novembro foi realizada nos dias 05 e 09, alguns dias
apo6s um feriado que ocorreu proximo a um fim de semana, ao qual se supde que tenha
havido um relativo aumento populacional na regido, sobrecarregando o sistema de

esgoto.

Ja a amostragem de dezembro aconteceu nos dias 10 e 14, distante de feriados,
tentando caracterizar um cenario com o tamanho normal da populacdo da regido. Em
cada uma das campanhas, 0s dados meteoroldgicos da regido do dia da coleta e dos 7
dias anteriores foram pesquisados através dos dados da Estacdo Meteoroldgica
automatica de Arraial do Cabo, a (inica existente na regido de estudo'??

Amostras foram recolhidas no rio Regame (que recebe efluente tratado das ETE
Araruama), na confluéncia entre o rio Regamé e lagoa de Araruama, em cOrrego que
recebe o efluente da ETE Arraial do Cabo, na saida da tubulacdo da ETE de Cabo Frio,
e em corrego que recebe o efluente da ETE de S&o Pedro da Aldeia. Todos esses pontos
desembocam na Lagoa de Araruama. Na figura 4 sdo mostrados os pontos de coleta e as

ETEs da regido.
A Latitude e longitude de cada um dos pontos de coleta foram:

a) Ponto A: Confluéncia entre rio regamé e lagoa de Araruama: Latitude
22°53’15.65”S e Longitude 42°22°16.92”0

b) Ponto B: Ponte sobre o corrego adjacente a ETE de S&o Pedro da Aldeia:
Latitude 22°49°38.76”S e Longitude 42°07°21.70”0

c) Ponto C: Ponte sobre o rio regamé: Latitude 22°53’15.65”S e Longitude
42°22°16.92”0 Latitude 22° 52°.59.45”S e longitude 42°22°08.89”0

d) Ponto D: Saida da tubulagdo da ETE de Cabo Frio (exatamente em frente a
esta ETE): Latitude 22°53°06.55”S e Longitude 42°03°14.10”0

e) Ponto E: Estuario de corrego que recebe o efluente da ETE de Arraial do
Cabo: Latitude 22°56°14.03”S e Longitude 42°04°47.04”0
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Figura 4: Localizacdo aproximada das EstacOes de tratamento de Efluentes que
circundam a lagoa de Araruama e dos pontos de coleta utilizados. Legenda: Quadrados
na cor laranja = ETEs da regido. Triangulo verde = ponto de coleta C. Triangulo
Vermelho = ponto de coleta A. Triangulo azul claro = ponto de coleta B. Triangulo
branco = ponto de coleta D. Tridngulo amarelo = ponto de coleta E. Fonte: adaptado de
Google Earth (acesso em 09 de abril de 2013).

A metodologia de coleta foi adaptada do livro Standard Methods for the
Examination of Water and Wastewater!'4. As amostras foram captadas dos pontos de
coleta com ajuda de um balde de 20 litros limpo e seco, ao qual em sua haste estava
presa uma corda. As amostras foram colocadas em recipientes de vidro borosilicato
ambar de 4 litros, protegidas da luz, armazenadas em recipientes de isopor com gelo

sintético, conforme mostra a figura 5.
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Figura 5 — Coleta de amostra no ponto A.

A ficha de coleta conteve a identificacdo da amostra (com codigo), a

identificacdo do ponto onde foi feita a amostragem e a data/hora da coleta.

No mesmo dia da coleta, as amostras foram transportadas refrigeradas para o
laboratdrio, sendo filtradas e submetidas a extracdo em fase solida dentro de um periodo
de 48 horas desde 0 momento da coleta. Os cartuchos de extracdo em fase solida usados

sdo guardados dentro de congelador para posterior eluicao.

4.6 — Anélises realizadas em campo

O oxigénio dissolvido (OD), a condutividade, pH, os sélidos totais dissolvidos
(STD), a salinidade e a temperatura foram mensurados em campo, no local da coleta,
com auxilio da sonda multiparametros Hanna Modelo HI 98290-01, calibrada
previamente em laboratdrio no dia anterior as analises

Esta sonda possui um cabo de longo comprimento, que foi mergulhado
lentamente na agua e deixada em cada ponto de coleta por cerca de 3 minutos para que

se estabilizasse e fossem realizadas as mensuracgoes.

4.7 — Anélises de Demanda Quimica de oxigénio (DQQO), Nitrogénio e Fésforo Totais.

As determinacGes desses 3 parametros foram feitas em triplicata de cada ponto
de coleta das amostras e foram executadas no departamento de Saneamento e Saude
Ambiental da Escola Nacional de Saude Publica da Fundacdo Oswaldo Cruz (DSSA-
ENSP-FIOCRUZ).
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4.7.1 — Analises de Nitrogénio total

As determinagdes de Nitrogénio Total seguiram a metodologia de digestdo do
persulfato, descritos no kit do método 10071 para determinagdo de nitrogénio total

fornecido pelo fabricante Hach'?.As etapas envolvem:

1) Transferéncia de 2 ml de cada amostra ou de &gua deionizada (controle

negativo) para um tubo ao qual continha reagente persulfato
2) Homogeneizacdo do tubo, deixando-a em tubo digestor a 105°C por 30 minutos

3) Apos resfriamento dos tubos foi promovida a adicdo dos reagentes A e B

fornecidos pelo kit.

4) Apos o tempo de reacdo, foi promovida a transferéncia de 2 ml da solucdo obtida

na etapa 3) para um tubo contendo o reagente C.

5) Ha aparecimento de cor no tubo, ao qual foi lida diretamente no

espectrofotobmetro da marca HACH, modelo DR2500.

4.7.2 - Andlises de Fésforo total

As determinacbes de fosforo Total seguiram a metodologia do acido
hidrolisavel, descritos no kit do método 8190 fornecido pelo fabricante Hach'?. As

etapas envolvem:
1) Transferéncia de 5 ml de cada amostra para um tubo com solugéo acida

2) Adicgdo de persulfato de potéssio, e em seguida a mistura foi homogeneizada e
deixada em bloco digestor a 150°C por 30 minutos.

3) Apbs resfriamento dos tubos, foi adicionado 2 mL de hidroxido de sodio 1,54 N

com intuito de neutralizacdo de pH.

4) Foi promovida a homogeneizacdo dos tubos, sendo colocados no
espectrofotbmetro DR 2500 (HACH), previamente ajustado para o respectivo

método para zerar a absorbancia.
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5) Foi adicionado o reagente de identificagdo de fosforo no tubo e, decorridos 2

minutos, foi lida diretamente a concentracdo de fdsforo total no
espectrofotometro HACH, modelo DR2500.

4.7.3 — Andlises de Demanda guimica de oxigénio (DQO)

As andlises de Demanda Quimica de Oxigénio foram realizadas em

concordancia com o descrito no livro Standard Methods of the Examination of Water

and Wasterwater

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

114 As etapas incluem:

Preparacdo de um solucdo de 0,8500 g biftalato de potassio (previamente
seco a 120 = 1°C por 2 horas), dissolvida em &gua destilada em baldo
volumétrico de 1000 ml, gerando uma solugdo que apresenta DQO de 1000

mg.Lt.

Preparacdo da solucéo catalitica, sendo adicionado 20,24 g de sulfato de
prata em 2000 mL de &cido sulfdrico concentrado, ao qual foi promovida

uma dissolucéo por 2 dias.

Elaboragdo da solucdo digestora, ao qual foi dissolvido 10,216 g de
dicromato de potassio, previamente seco, em 500 mL de agua destilada. Foi
adicionado lentamente a esta solugdo 167 mL de &cido sulfurico
concentrado. Depois de uma completa dissolucédo, foi acrescentado 33,3g de

sulfato de mercurio e avolumado para 1,0 L com &gua destilada.

Construcdo de uma curva de calibragcdo para DQO com diferentes volumes
de solucéo padréo (50, 40, 30, 25, 20, 10 e 5,0 mL), sendo transferidas para
baldo volumétrico de 50 ml e avolumados com agua destilada.

Retiradas de aliquotas de 2 ml das solucdes obtidas na etapa anterior, sendo
transferidas para tubos de DQO

Foi promovida a adi¢éo de 1,2 ml da solucdo digestora e 2,8 mL da solugéo

catalitica.

Os tubos foram deixados em bloco digestor a 140°C e, apds um periodo de

digestdo de 2 horas, as suas respectivas absorbancias no comprimento de

onda de 600 nm foram lidas em Espectrofotometro HACH modelo DR2500.
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8) Pelos valores da absorbancia mensurados e da concentracdo de cada padréo,
foi elaborada uma Curva de Calibracdo, com uma equacdo de reta que

permite o calculo de DQO das amostras reais.

5 - RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 — Metodologia Cromatogréafica para 17-a etinilestradiol, estrona e 17-B estradiol

Primeiramente, serdo detalhados os resultados dos testes de otimizacdo do

método. Em seguida, serdo explicitados os dados de validacao.

5.1.1 — Otimizacdo do método

5.1.1.1 — Estudo das condicoes da reacdo de derivatizacdo dos estrogénios

Primeiramente, foram testadas as condicGes da reacdo de derivatizacdo, sendo
estudadas a temperatura (60 ou 70°C) e 0 uso ou ndo de aquecimento em micro-ondas
em amostras de padrdo na concentragdo 1,00 pg.mL™t. Os resultados obtidos estdo
inseridos no quadro 5.

Quadro 5 — Resultados do teste de otimizacdo da reacdo de derivatizacdo para as

substancias estrona, 17-p estradiol e 17-a etinilestradiol (na concentragdo 1,0 pug.mL™)

BETA ESTRADIOL
Metodo em teste |média das areas dos picos| desvpadrao variancia CV%
A 2385987,25 107601,84 11578156858,25 4,51
B 2058150,25 154001,36 23716418734,92 7,48
C 2158150,25 131426,10 17272818734,92 6,09
D 1930650,25 154089,45 23743557068,25 7,98
ESTRONA
Metodo em teste |média das areas dos picos| desvpadréo variancia CV%
A 1556049,75 62985,57 3967181669,58 4,05
B 1483802,25 98465,33 9695420434,92 6,64
C 1506302,25 65281,38 4261658768,25 4,33
D 1431302,25 112329,76 12617975434,92 7,85
ETINILESTRADIOL
Metodo em teste |média das areas dos picos| desvpadrao variancia CV%
A 617182,75 26741,52 715108898,25 4,33
B 553013,75 24190,47 585178912,92 4,37
C 563013,75 24190,47 585178912,92 4,30
D 543013,75 24190,47 585178912,92 4,45

Pela visualizacdo dos resultados obtidos, foi possivel observar que o método A
(derivatizagcdo a 60°C sem uso de micro-ondas) foi o melhor procedimento, obtendo
melhores resultados, com maiores areas dos picos das 3 substancias e baixos

coeficientes de variacdo, sendo o método de derivatizagdo usado neste trabalho.
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Foi observado ainda que, para uma mesma temperatura de derivatiza¢do, 0 uso
de micro-ondas como etapa de pre-derivatizacdo gerou piores resultados (metodos B e
D), ao qual se suspeita que a poténcia aplicada (700W), usada durante o periodo de 1
minuto, pode ser muito agressiva e promover grande degradacdo dos estrogénios
silanizados, resultando em menores areas dos picos nos cromatogramas.

De certa forma, os resultados obtidos ndo corroboram os achados de estudo®®
que substituiu o aquecimento prolongado com temperatura controlada por uso de forno

micro-ondas em elevada poténcia por curtos periodos de tempo.

5.1.1.2 — Estudo das condicOes de Extracdo em Fase Sélida.

Foram testados, em triplicata, os 3 protocolos de extracdo em fase solida
diferentes, com as amostras reais de afluente do ponto de coleta B fortificadas com a
mistura de estrogénios na concentragdo 0,75 pg.mL™.

Os resultados desses procedimentos sdo mostrados no quadro 6 e os % de
recuperacdo foram calculados com auxilio da equacdo da reta obtida na curva de
calibracdo realizada na matriz (item 5.4.2.2).

Quadro 6 - Resultados dos testes de otimizacdo da extracdo em fase sélida para as

substancias estrona, 17- estradiol e 17-a etinilestradiol (na concentragdo 0,75 pg.mL™?)

BETA ESTRADIOL
Metodo em teste |média das areas dos picos| desvio padréo variancia CV%
A 2385987,25 107601,84 11578156858,25 4,51
B 2058150,25 154001,36 23716418734,92 7,48
C 2158150,25 131426,10 17272818734,92 6,09
D 1930650,25 154089,45 23743557068,25 7,98
ESTRONA
Metodo em teste [média das areas dos picos| desvpadrao variancia CV%
A 1556049,75 62985,57 3967181669,58 4,05
B 1483802,25 98465,33 9695420434,92 6,64
C 1506302,25 65281,38 4261658768,25 4,33
D 1431302,25 112329,76 12617975434,92 7,85
ETINILESTRADIOL
Metodo em teste [média das &reas dos picos| desvpadréo variancia CV%
A 617182,75 26741,52 715108898,25 4,33
B 553013,75 24190,47 585178912,92 4,37
C 563013,75 24190,47 585178912,92 4,30
D 543013,75 24190,47 585178912,92 4,45

O segundo procedimento (B) foi o escolhido neste trabalho pois apresentou, em
geral, o maior percentual de recuperacdo para os 3 estrogénios, com aceitaveis valores
de coeficiente de variacdo, abaixo de 10%. Foi interessante observar que, para o 17-a

etinilestradiol, o % de recuperacdo do procedimento B foi levemente superior ao do
45



procedimento A (validado pela USEPA para determinacdo desse analito em ELISA
monoclonal).

Os resultados demonstram que a utilizacdo de um sistema de eluicdo composto
por 2 substancias (hexano e acetona, na proporcdo 1:1) foi mais eficiente que o0 uso
apenas da acetona como eluente (procedimento C). Esses resultados corroboram 0s
encontrados no estudo®’ que propds esta este método B, ao qual os resultados de % de
recuperacdo obtidos com acetona como Unico eluente também foram inferiores aos
obtidos com o sistema de elui¢cdo acetona:hexano 1:1.

Uma explicacdo possivel para este fato reside no uso de 2 eluentes com
caracteristicas de polaridade distintas (sendo o0 hexano um solvente apolar e a acetona
com caracteristicas de alta polaridade), conseguindo eluir de forma mais eficiente os
estrogénios estudados, que apesar de serem substancias apolares, apresentam

grupamentos polares em suas estruturas, conforme mostra a figura 1 (item 2.3.1).

5.1.2 — Validacdo da Metodologia
5.1.2.1 — Seletividade e efeito de matriz

Foram elaboradas 2 curvas de calibragdo, uma feita com a diluicdo da mistura
dos padrdes de estrona, 17-f estradiol e 17-a etinilestradiol nas concentragdes de 0,15,
0,25, 0,50, 0,75 e 1,00 pug.ml* em solventes acetona/hexano 1:1, e outra curva, com as
mesmas concentracfes dos padrdes, na matriz (afluente do ponto de coleta B).

O quadro 7 e a figura 6, mostram que as retas quase se sobrepbem, o que
demonstra que os efeitos de matriz sdo praticamente inexistentes.

Além da sobreposicao das curvas, analisando um cromatograma tipico de analise
dos padrdes na matriz (figura 7) foi possivel visualizar uma boa separacédo e resolugéo
dos picos, mostrando que o método foi seletivo para analises desses estrogénios. Os
tempos de retencdo obtidos foram 16,43, 16,78 e 17,64 minutos para estrona, 17-f

estradiol e 17-a etinilestradiol dissubstituido, respectivamente,

46



Quadro 7 — Valores usados na elaboragéo de curva de calibracdo na matriz de efluente

e em solvente.

ESTRONA
concentragdo | média das areas dos picos |Desvio Padrdo|média das areas dos picos| Desvio Padrdo
(Hg.mI™) (matriz) (matriz) (Solvente) (Solvente)
05 580262,43 38297,32 632486,0471 30359,33
0,75 933183,86 66256,05 998506,7271 54917 87
1 1519184,86 9722783 1610335,949 8373747
0,15 301234,86 15664,21 322321,2971 14504,46
0,25 372295,71 29039,07 387187,5429 22456,33
BETA ESTRADIOL
concentragdo | média das areas dos picos |Desvio Padréo|média das reas dos picos| Desvio Padrao
(Hg.ml™) (matriz) (matriz) (solvente) (solvente)
05 810487 53492,142 875325,96 45516,95
0,75 1367087571 84759,4294 1490125,452 71526,02
1 2254269,429 135256,1657 2389525,595 129034,33
0,15 266025,2857 15429,46657 284647,0557 13947,71
0,25 451879,4286 21112,76572 469954,6057 2584750
ETINILESTRADIOL
concentracao | média das areas dos picos |Desvio Padréo|média das areas dos picos| Desvio Padréo
(Hg.m™) (matriz) (matriz) (Solvente) (solvente)
05 219350,86 14477,15676 239092,4374 11476,44
0,75 368732,71 24705,09157 394543,9997 19332,66
1 584724,71 35083,4826 619808,1926 32230,03
0,15 76901,86 4921,71904 83054,0088 3903,54
0,25 13124957 7612,47506 139124,5442 6817,10
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Curva Analitica na matriz e em solvente - Beta Estradiol
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Figura 6 (c)

1,2

1.2

1,2

Figura 6 - Curva de calibragdo na matriz de efluente e em solvente para 17-f estradiol

(a), 17-a etinilestradiol (b) e estrona (c).
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Figura 7 — Cromatograma de determinacdo dos estrogénios estrona (16,43 minutos),
17-B estradiol (16,78 minutos) e 17-a etinilestradiol dissubstituido (17,64 minutos) na
concentracéo 1,0 pug.mL "t em matriz de afluente.

5.1.2.2 — Linearidade e faixa de trabalho

A curva de calibragdo foi obtida a partir do método de adicdo padréo,
fortificando a matriz de afluente com as concentragdes da faixa de trabalho (0,15 a 1,00
pg.mL™).

Para descobrir valores aberrantes (outliers) obtidos na curva, foi realizado o teste
de Grubbs, conforme descrito no item 2.6.1.2, usando-se Gtanelado para n=4 e a=0,05.

Analisando os resultados, expostos no quadro 8 (Analise de valores aberrantes
da curva analitica através do teste de Grubbs), os valores de Gsuperior € Ginferior ObtidoSs
foram menores que Gtapelado, iNdicando que ndo ocorreu nenhum valor aberrante nos
resultados da curva analitica.

Quadro 8 — Analise de valores aberrantes da curva analitica através do teste de Grubbs

17-p ESTRADIOL
concentracao
pg.ml? média desvio CV(%) | Gsup | Ginf | Concluséo
0,5 842801,00 | 23700,3 2,812 1,237 | 1,046 <1,4812
0,75 1354558,8 | 26232,2 1,937 1,235 | 1,143 <1,4812
1 2310987,3 | 16091,6 0,696 1,324 | 0,890 <1,4812
0,15 268779,8 3934,2 1,464 1,450 | 0,831 <1,4812
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Continuagdo Quadro 8
17-p ESTRADIOL
concentragao
pg.mlt média desvio CV(%) | Gsup | Ginf | Concluséo
0,25 468321,8 7567,0 1,616 0,981 | 1,382 <1,4812
17-A ETINILESTRADIOL
0,5 225248,0 41446 1,840 1,302 | 0,956 <1,4812
0,75 386649,3 | 13073,9 3,381 0,972 | 1,005 <1,4812
1 609682,8 8889,5 1,458 1,055 | 1,346 <1,4812
0,15 80016,8 891,5 1,114 1,041 | 1,350 <1,4812
0,25 134755,5 4303,4 3,193 1,199 | 1,245 <1,4812
ESTRONA
0,5 570886,0 | 24667,0 4,321 1,054 | 1,311 <1,4812
0,75 915023,3 | 22173,0 2,423 0,929 | 1,055 <1,4812
1 1506302,3 | 65281,4 4,334 1,087 | 1,003 <1,4812
0,15 3083915 | 354224 11,486 1,148 | 1,045 <1,4812
0,25 375869,0 | 30207,9 8,037 0,840 | 1,215 <1,4812

Também foi realizado o teste de Levene, ao qual foi analisada a homogeneidade
da variancia dos residuos. Os resultados estdo explicitados na tabela 6, e foi possivel
notar que os resultados para os 3 estrogénios apresentaram homocedasticidade, com o0s
valores de p obtidos maiores que 0,05 (0,318, 0,179 e 0,406 para 17-p estradiol, 17-a
etinilestradiol e estrona, respectivamente).

Tabela 6 — Resultados do Teste de Levene para avaliagdo de Homocedasticidade.

Homogeneidade da Variancia dos Residuos (Teste de Levene)

Beta Estradiol

Indicador Resultado

Variancia Combinada 2,04E+10

t, calculado -1,03E+00

ttabelado (@ = 0,05) 2,10E+00

p 3,18E-01
Etinilestradiol

Variancia Combinada 1,88E+09

t, calculado -1,40E+00
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Continuacdo Tabela 6

Etinilestradiol

trabelado (@ = 0,05) 2,10E+00

p 1,79E-01
Variancia Combinada 1,88E+09

Estrona

Indicador Resultado
Variancia Combinada 1,44E+10
t, calculado -8,50E-01
ttabelado (@ = 0,05) 2,10E+00

p 4,06E-01

Entdo, mediante a aprovacédo dos testes estatisticos supracitados, foi elaborada a

curva de calibragdo na matriz, nas concentragdes de 015, 0,25, 0,50, 0,75 e 1,00 pg.ml?,

gerando os dados do quadro 9 e a figura 8.

Quadro 9 — Dados para a elaboracao da curva de calibragdo na matriz.

17-B ESTRADIOL
concentracdo | media das Desvio Variancia CV%
(ug.ml?) areas Padréo
0,5 810487 52062,30 | 2710482922,33 6,42
0,75 1367087,571 | 72532,61 | 5260978898,95 5,31
1 2254269,429 | 71657,33 | 5134772781,95 3,18
0,15 266025,2857 | 20812,71 433168765,24 7,82
0,25 451879,4286 | 22127,68 489634060,95 4,90
17-A ETINILESTRADIOL
concentracdo | média das Desvio Variancia CV%
(ug.ml?) areas Padréo
(matriz)
0,5 219350,86 18423,35 339419753,14 8,40
0,75 368732,71 25015,04 625752070,90 6,78
1 584724,71 32148,07 | 1033498489,24 5,50
0,15 76901,86 6326,68 40026846,48 8,23
0,25 131249,57 5414,35 29315228,62 4,13
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Continuagdo Quadro 9

ESTRONA
concentracdo | média das Desvio Variancia CV%
(ng.ml?) areas Padréo
(matriz)
0,5 580262,43 26915,69 724454606,62 4,64
0,75 933183,86 53398,86 2851438232,14 5,72
1 1519184,86 50815,23 2582188072,14 3,34
0,15 301234,86 28463,99 810198833,14 9,45
0,25 372295,71 27289,70 744727546,24 7,33
Curva de calibracdo - Beta Estradiol
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Curva de Calibracdo - Estrona
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Figura 8 — Curvas de calibracdo na matriz de afluente obtidas para 17-p estradiol (7a),
17-a. etinilestradiol (7b) e estrona (7c).
Foi possivel notar que as equacdes das retas obtidas apresentaram coeficiente de
determinagdo e de correlagdo altos (acima de 0,94), indicando uma forte correlagéo

positiva entre as variaveis e permitindo que esta curva seja utilizada para quantificagéo.

5.1.2.3 — Limite de Deteccdo e de Quantificacio

O limite de deteccdo do método foi calculado a partir da equacéo 4 (disposta no
item 2.6.1.4), com o desvio padrdo das &reas dos picos obtidas na concentracdo da
mistura dos 3 estrogénios a 0,15 pg.ml?, em 7 replicatas. O resultado gerado foi entdo
lancado na equacdo obtida na curva de calibracdo, encontrando-se, ao final, a
concentrac¢do do LD do método.

Foi calculado ainda o LD do método para as amostras reais, tendo em vista que
se aplicou um fator de concentracdo de 10000 vezes, partindo de um volume de amostra
ambiental de 500 ml para, ao final da analise, obter 50 L em BSTFA/piridina.

Os resultados de LD estdo explicitados na tabela 7 (Célculo do Limite de
Detecgdo do Método para os estrogénios) e mostram concentragdes que vao de 18 a 23

ng.I" para os estrogénios.

Tabela 7 - Calculo do Limite de Deteccdo do Método para os estrogénios
BETA ESTRADIOL

Média das LD amostra
areas Desvio Padrdo | LD (Area) | LD (ug.ml (ng.1?)
266025,2857 20812,7100 | 65414,3475 0,1809 18,0900
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Continuacdo Tabela 7
ETINILESTRADIOL

Média das LD amostra
areas Desvio Padrdo | LD (Area) | LD (ug.ml (ng.I’h)
76901,8600 6326,6800 | 19884,7552 0,2388 23,8754
ESTRONA
Média das LD amostra
areas Desvio Padrdo | LD (Area) | LD (ug.mld (ng.I’h)
301234,8571 28463,9900 | 89462,3206 0,1889 18,8879

J& no calculo do limite de quantificacdo, foi multiplicada a média dos valores
das areas dos picos mensurados das 7 replicatas na concentragdo por 5 vezes o desvio
padrdo amostral das mesmas. O resultado gerado foi entdo lancado na equacao obtida na
curva de calibracédo, encontrando, ao final, a concentracdo do LQ do método.

Foi calculado ainda o LQ para as amostras reais, tendo em vista que se aplicou
um fator de concentragdo de 10000 vezes, partindo de um volume de amostra ambiental
de 500 ml para, ao final da analise, obter 50 uL.

Os resultados de LQ estdo explicitados no quadro 10 (Calculo do Limite de
Quantificacdo do Método para os estrogénios) e mostram concentragdes de 28 a 36 ng.I
! para os estrogénios.

O LQ obtido para 17-a etinilestradiol pelo método cromatografico validado
neste estudo (33.0018 ng.I™Y) foi mais baixo que o estabelecido pela metodologia ELISA
monoclonal (50 ng.I!), demonstrando que a metodologia por GC-MS usada foi capaz de
quantificar concentragdes mais baixas deste analito.

Os resultados de LD e LQ obtidos foram compativeis com os relatados na
literatura cientifica, estando na mesma ordem de grandeza e com concentracfes
proximas aos obtidos por outros estudos relatados na literatura 2 °8 107

Quadro 10 - Célculo do Limite de Quantificagdo do Método para 0s estrogénios

BETA ESTRADIOL
Média Desvio Padrdo | LQ (Area) | LQ (ug.mld | LQ amostra (ng.1™)
266025,2857 20812,7100 | 370088,82 | 0,286493427 28,6493
ETINILESTRADIOL
Média Desvio Padrdo | LQ (Area) | LQ (ug.mld | LQ amostra (ng.1™)
76901,8600 6326,6800 | 108535,24 | 0,330018298 33,0018
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Continuacdo Quadro 10

ESTRONA
Meédia Desvio Padrdo | LQ (Area) | LQ (ug.mlY | LQ amostra (ng.1™)
301234,8571 28463,9900 | 443554,82 | 0,362527001 36,2527

5.1.2.4 — Precisdo

A precisdo do método pode ser expressa pelos valores de desvio padrdo e desvio
padrdo relativo (cv%) e também pelo célculo do limite de repetitividade r.

O limite de repetitividade foi calculado utilizando a equacdo 6, conforme
descrito no item 2.6.1.6. Foi usada a concentragdo 0,15 pg.ml?, sendo analisada em 7
replicatas. Os resultados estdo expressos na tabela 8, com o célculo de limite de
repetitividade no intervalo de confianca de 95%, e mostram que o0 método apresentou
boa precisdo, pois a diferenca entre os valores de area obtidos pelas replicatas, para as 3
substancias, é inferior ao r calculado.

Tabela 8 - célculo de limite de repetitividade no intervalo de confianga de 95%

Substancia | Valores de r, feito a partir da concentracéo 0,15 pg.ml?
17-B estradiol 58273,6
17-a 17714,704
etinilestradiol
estrona 79699,172

A precisdo intermediéria, avaliando a diferenca de resultados pela variagdo de
analistas, tambeém foi estudada. Utilizou-se as equacdes (7) e (8)

Os resultados, englobados na tabela 9, mostram que, para todas as 3 substancias,
o0 t calculado foi inferior ao t tabelado. Entdo, com intervalo de confianca de 95%, foi
possivel concluir que ndo houve mudanca significativa nos resultados ao variar 0s
operadores na analise das amostras pelo método.
Tabela 9 — Resultados da Precisdo intermediaria através do teste t de Student.

17-B ESTRADIOL

{calculado | ttabelado Concluséao
0.011 2,306 tcalculado < tabelado
17-a ETINILESTRADIOL

{calculado | ttabelado Concluséao
0,619 2,306 tcalculado < ttabelado
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Continuagdo Tabela 9

ESTRONA
{calculado | ttabelado Concluséao
1,166 2,306 tcalculado < ttabelado

5.1.2.5 — Robustez

O pardmetro robustez foi avaliado com auxilio do teste de Youden, aplicado a 3

fatores (temperatura de derivatizacdo, condi¢cdo de secagem das amostras e temperatura
do injetor) que se suspeitavam que pudessem interferir no método.

Foram calculados os efeitos de cada um dos fatores e o desvio padrdo das 8
replicatas de cada fator. Os resultados obtidos, expostos no quadro 11, mostram que a
modificagdo das condi¢Oes dos 3 fatores de estudo ndo produziu variagédo significativa
dos resultados analiticos.

Isto ocorreu pois ndo foram obtidos valores de efeito superior ao desvio padréo
multiplicado pela raiz quadrada de dois (sV2), condicdo necesséria para que seja julgado
como significante.

Logo, ao metodologia utilizada foi robusta frente a esses 3 fatores de
modificagdo do método.

Quadro 11 - Resultados resumidos de avaliagdo da robustez do método.

17-B ESTRADIOL

Efeito da Efeito da Efeito da s\2 Concluséo
temperatura do temperatura de condicédo de
injetor derivatizagdo secagem
19873,75 31823,50 29714 33517,28 | Efeito de cada
um dos fatores
<s\2
17-0 ETINILESTRADIOL
Efeito da Efeito da Efeito da s\2 Concluséo
temperatura do temperatura de condicédo de
injetor derivatizagdo secagem
2998,00 4681,75 5146,25 5861,36 | Efeito de cada
um dos fatores
<s\2
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Continuagéo Quadro 11

ESTRONA

Efeito da Efeito da Efeito da $\V2 Conclus&o
temperatura do temperatura de condicéo de

injetor derivatizacdo secagem
19823,25 26581 28310,25 34884,41 | Efeito de cada
um dos fatores
<s\2

5.1.2.6 — Tendéncia/Recuperacio

Os testes de recuperacdo foram realizados em matriz fortificada em 3
concentragOes diferentes da faixa de trabalho (0.25, 0.75 e 1.00 pg.I"). A tabela 10
mostra que os resultados obtidos foram aceitaveis (superiores a 50% de recuperacéo,
conforme estabelecido pelo guia do INMETRO para Validacdo de Métodos de Ensaios
Quimicos!!) sendo sempre acima de 66%, para os 3 estrogénios, nas concentracdes
analisadas.

No entanto, em decorréncia das peculiaridades da constituicdo das amostras e de
seus possiveis interferentes, assim como pela diferenca de materiais utilizados
(sobretudo os cartuchos de extracdo), os resultados de % de recuperacdo gerados estdo
um pouco abaixo dos obtidos por outros estudos que embasaram o desenvolvimento da
metodologia deste trabalho, que obtiveram recuperacdo em torno de 90% para 17-p
estradiol®® e 68 %, 120% e 90% para 17-B estradiol, estrona e 17-a etinilestradiol,
respectivamentel?’.

Como a média de recuperacdo das 3 concentracBes obtidas foi de 72,95%
68,28% 67,18% para 17-f estradiol, 17-a etinilestradiol e estrona (respectivamente), foi
usado, no célculo das concentracBes das amostras reais, os valores de 0,7295, 0,6828 e
0,6718 como fatores de correcdo de recuperagdo para 0s supracitados estrogénios,

respectivamente.
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Tabela 10 — Resultados dos testes de recuperagdo dos estrogénios em 3 concentragdes

diferentes (em pg.mL™).

17-B ESTRADIOL

Concentracéo (ug.mL™?) | % Recuperacédo | CV %
0,25 69,71 7,12
0,75 72,93 6,55
1,00 76,22 5,98

17-a ETINILESTRADIOL

Concentracéo (ug.mL™?) | % Recuperacédo | CV %
0,25 71,47 4,91
0,75 68,99 6,84
1,00 64,37 8,31

ESTRONA

Concentracéo (ug.mL™?) | % Recuperacédo | CV %
0,25 63,81 5,26
0,75 66,11 4,07
1,00 71,62 7,48

5.2 — Metodologia ELISA monoclonal para 17-a etinilestradiol

5.2.1 — Elaboracdo da curva de calibracdo e testes de recuperacdo

Foi elaborada uma curva de calibragdo com as concentragdes 0,00, 0,05, 0,15,

0,50, 1,50 e 3,00 pg.I"t com auxilio dos padres de 17-a etinilestradiol, mostrado no

quadro 12.

Quadro 12 — Resultados obtidos dos padrbes em concentragcdes conhecidas de 17-a

etinilestradiol para teste ELISA monoclonal

Concentracao Meéedia das Desvio Variancia Coeficiente de
estimada (ug.It) | absorbancias padréao variacao
0,00 1,40167 0,02635 0,00069 1,87992
0,05 1,06433 0,03763 0,00142 3,53594
0,15 0,66433 0,04537 0,00206 6,82923
0,50 0,31867 0,00737 0,00005 2,31311
1,50 0,17100 0,00781 0,00006 4,56740
3,00 0,13533 0,01210 0,00015 8,93855
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Continuagéo Quadro 12

Concentracéao Media das Desvio Variancia Coeficiente de
estimada (ug.It) | absorbancias padrao variacao
Amostra real 0,38510 0,02333 0,00054 7,32638
fortificada a 0,50
Amostra de 1,35393 0,03040 0,00092 10,18613
Branco da matriz

Normalmente, as curvas de calibracdo obtidas em metodologia ELISA geram um
formato sigmoidal, dificultando o estabelecimento de uma relacdo linear entre as
concentragdes dos padrdes usadas e as absorbancias lidas.

Com intuito de se obter uma reta e uma equagdo da mesma, foi aplicado o log da

concentracdo e o log das absorbancias obtidas. O grafico gerado € mostrado na figura 9.

Curva de calibragao para 17 a-etinilestradiol
Metodologia ELISA monoclonal
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Figura 9 - Curva de Calibragéo de 17-a etinilestradiol para teste ELISA monoclonal

A reta gerada obteve altos coeficientes de correlacdo e de determinacdo (ambos
acima de 0,99), indicando que a curva analitica pode ser utilizada na quantificacdo de
amostras.

Foi promovido ainda um teste de recuperacdo com amostra da matriz colhida no
ponto de coleta B analisada sem ser fortificada (ao qual foi considerada o branco da
matriz) e fortificada com 0,50 pg.I, ambas submetida a extracdo em fase solida

conforme descrito no método.
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Sendo utilizada a equacdo 7, descrita no item 2.6.1.8, a recuperacgdo obtida dessa
amostra fortificada foi de 65,72%, ao qual foi considerada satisfatoria, uma vez que na
descricdo do metodo o % de recuperacdo esperado € de 62 a 120%, dependendo da
natureza da amostra'®,

O célculo final da concentracdo do analito na amostra real utilizou o valor do
fator de correcdo da recuperacdo de 0,6572, que é obtido dividindo-se a % de
recuperacdo por 100, e o fator de concentracdo de 1000 vezes (visto que partindo de 500
ml de amostra ambiental ao final se obtém 500 pl da amostra, obtida depois do processo

de extracdo em fase solida).

5.3 - Caracteristicas meteoroldgicas dos dias das coletas e Analises de Campo

Ambas as campanhas ocorreram em dias secos, sem chuva, e os resultados dos

dados meteoroldgicos sdo expressos na tabela 11.

Tabela 11: Dados da Estacio Meteoroldgica automatica de Arraial do Cabo 1?2

Data Temperatura | Umidade | Vento | Chuva
(°C) (%) (m/s) | (mm)

Média de 29/10/12 a 04/11/12 (7 | 24,5 72 1,7 0,1

dias prévios a primeira campanha)

Meédia de 05/11/12 a 09/11/2012 | 24.1 68 7,1 0,0

(semana em que ocorreu a primeira

campanha)

Média de 03/12/12 a 09/12/12 (7 | 23,5 70 6,8 0,0

dias prévios a segunda campanha)

Média de 10 a 14/12/12 (semana em | 23,9 69 7,0 0,0

que ocorreu a segunda campanha)

Foi possivel notar que os indicadores meteoroldgicos de ambas as campanhas e
dos dias prévios sdo parecidos, com praticamente auséncia de chuvas no periodo.
Ja os dados das analises de campo, que fornecem caracteristicas fisico-quimicas

das amostras, estdo expostos no quadro 13 e 14 (primeira e segunda campanha).
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Quadro 13: Pardmetros fisico-quimicos da primeira campanha

Ponto de | Temperatura da | pH | OD Salinidade | SDT Condutividade
Coleta Agua (°C) (mg/l) (ppm) | (uS/cm)

A 26,75 9,03 | 3,53 38,80 29120 | 58310

B 26,53 7,80 | 5,03 0,61 623 1238

C 27,10 8,03 | 5,75 0,78 684 1581

D 26,22 7,62 | 4,88 0,73 716 1747

E 25,93 8,12 | 5,04 0,59 592 1189

Quadro 14: Pardmetros fisico-quimicos da segunda campanha

Ponto de | Temperatura da | pH | OD Salinidade | SDT Condutividade
Coleta Agua (°C) (mg/l) (ppm) | (uS/cm)
30,95 8,78 | 3,91 40,81 30580 | 61160
B 29,63 7,70 | 8.94 0,42 432 871
C 29,10 7,58 | 7,72 0,52 397 779
D 30,14 7,81 | 6,94 0,49 388 758
E 30,40 7,65 | 8,45 0,61 414 843

Ao se observar os resultados, primeiramente foi possivel notar que o ponto A, o
unico que é localizado na lagoa de Araruama (na confluéncia das aguas entre a lagoa e o
rio Regamé) apresenta resultados distintos aos demais pontos, que s&o constituidos ou
influenciados em sua composicéo, por efluentes tratados das estacBes de tratamento da
regido e que desembocam na Lagoa de Araruama.

O ponto A apresentou, nas 2 campanhas, valores de salinidade, teor de sélidos
dissolvidos totais (SDT), condutividade e salinidade altos, caracteristicos de agua salina,
com grande presenca de ions dissolvidos, sobretudo cloreto (o qual foi deduzido pela
alta salinidade, acima de 30% nas 2 campanhas).

Outra informacéo relevante diz respeito ao oxigénio dissolvido (OD), parametro
importante relacionado a manutencdo da vida de espécies aerObias no ambiente
aquatico. Foram observados niveis de OD muito baixos (inferiores a 6 mg/l) em todos
0S pontos na primeira coleta e superiores a 6 mg/l na segunda coleta. Logo, é possivel
supor que ha uma pior qualidade da dgua nos pontos de coleta analisados na primeira

campanha, a partir deste importante indicador.
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Valores baixos de OD indicam que a manutencdo da vida de espécies aerobias
que vivem neste ambiente podem estar sob risco, visto que as espécies aquaticas
necessitam de oxigénio dissolvido no ambiente aquatico para manutencdo de suas
funcdes vitais, sobretudo os processos de respiracao aerdbia.

Foi possivel concluir também que o ponto A, na lagoa de Araruama, estaria em
desacordo com a legislacdo vigente no pais, expressa na se¢do XIllI, artigo 18, da
resolugdo CONAMA niimero 357, de 18/03/2005%%°. Uma vez que a agua é classificada
como salina (com salinidade acima de 30%, segundo esta resolucdo), o pH méaximo
permitido é de 8,5 e 0 OD minimo deveria ser 6 mg.L™.

Os resultados das 2 campanhas para a amostra do ponto A apresentaram valores
de pH superiores ao permitido (9,03 e 8,78) e OD abaixo do permitido (3,53 e 3,91), 0
que indica uma baixa qualidade da agua da lagoa neste ponto de coleta nos dias
estudados.

Por este ponto se localizar na lagoa de Araruama, numa area em que ha a
confluéncia entre as aguas da lagoa de Araruama e do rio Regame, tendo este rio uma
forte contribuicdo do efluente tratado da ETE Araruama, é possivel levantar a hipotese
de que a carga organica elevada proveniente do rio Regamé (conforme sera visto mais
adiante no item 5.4, através dos dados de nitrogénio e fdsforo totais), esteja
influenciando na qualidade da 4gua da lagoa de Araruama.

Contudo, para que a hipotese supracitada seja comprovada, seria necessaria a
monitorizacdo periodica neste e em outros pontos na lagoa de Araruama, para se
estabelecer com clareza seus pontos criticos e a influéncia da entrada dos seus diversos
afluentes.

Foi observado também que a primeira campanha gerou resultados, em geral,
piores que a segunda. Isso pode estar relacionado a hipdtese de maior volume de
efluentes sanitarios (tratados ou ndo) sendo gerados, uma vez que a primeira campanha
foi realizada poucos dias ap0s a ocorréncia de feriado prolongado, em que se suspeita
que ha aumento populacional*?® ja que se trata de regio turistica.

Em conjunto a esta hipdtese, estariam as suspeitas de que as estacdes de
tratamento de esgotos e efluentes doméstico da regido seriam ineficientes ou com
capacidade insuficiente para atender ao aumento populacional que ocorre em periodos

de feriado ou de alta temporada do turismo na regido.
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5.4 — Andlises de DQO e de nitrogénio e fosforo totais

Os resultados das analises de DQO e de nitrogénio e fosforo totais estdo
expressos nos quadro 15 (primeira campanha) e 16 (segunda campanha).
Quadro 15 - Resultados das analises de DQO e de nitrogénio e fdsforo totais para

amostras da primeira campanha

Demanda Quimica de
Amostra | Nitrogénio Total Fosforo Total Oxigénio

média (mg/L) | DP | media (mg/L) | DP média (mg/L) DP
A 3,39 0,385 0,16 0,037 3,04 1,54
B 3,71 1,540 0,29 0,037 4,13 1,84
C 25,94 1,540 8,70 1,758 44,35 0,31
D 12,67 1,680 4,66 0,979 23,70 3,07
E 2,30 0,245 3,01 0,008 33,26 1,84

Quadro 16 — Resultados das analises de DQO e de nitrogénio e fosforo totais para

amostras da segunda campanha

Demanda Quimica de
Amostra | Nitrogénio Total Fosforo Total Oxigénio

média (mg/L) | DP | media (mg/L) | DP média (mg/L) DP
A 0,07 0,105 0,77 0,098 3,48 2,15
B 2,20 0,105 0,53 0,012 15,43 1,23
C 2,35 0,245 0,53 0,045 27,83 0,31
D 8,81 0,560 2,07 0,110 18,70 2,15
E 3,22 0,070 0,62 0,090 31,09 1,23

Esses 3 parametros sdo indicadores de eutrofizacdo dos corpos hidricos, sendo
possivel notar que as amostras da primeira campanha, em geral, apresentam resultados
piores que as da segunda em todos os pontos de coleta, exceto para os ponto A e B, em
que os parametros DQO e fdsforo total da segunda campanha foram piores que da
primeira.

Da mesma maneira que no item 5.3, a explicacdo deste fato pode estar
relacionada a hipotese de maior volume de efluentes sanitarios (tratados ou ndo) sendo
gerados apdés a ocorréncia do feriado, influenciando os resultados da primeira

campanha.
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Os pontos de coleta C (coletada no rio Regamé, que recebe o efluente tratado da
ETE Araruama) e D (efluente tratado coletado em frente a ETE Cabo Frio) foram os
que apresentaram, em geral, maiores valores desses 3 parametros, indicando maior
eutrofizacgdo nesses locais.

Esses 2 pontos sdo os das cidades mais populosas da regido, conforme mostra a
tabela 5, no item 4.4, e corroborariam a hipétese de que as 2 ETEs seriam ineficientes
ou com capacidade insuficiente para atender ao tratamento do esgoto sanitario da
populacdo desses municipios, com o agravamento deste quadro em épocas de feriado ou
alta temporada de turismo.

Em relacdo ao parametro fdsforo total, a resolugito CONAMA 357/2005'%
estabelece a concentracio limite de 0,05 mg.L™? para aguas doces de ambiente Iéntico
(a0 qual poderia ser enquadrado o Rio Regamé, no ponto C) e 0,062 mg.L™ para agua
salina (como a do ponto A), sendo que foi detectado, conforme mostram os quadros 15
e 16, os valores de 0,16 e 0,098 mg.L* para o ponto A e 8,70 e 0,53 mg.L* para o ponto
C na primeira e segunda campanha, respectivamente.

Dessa forma, em relacdo a esse parametro, 0s 2 pontos estariam em néo
conformidade com a legislacdo nacional, o que indicaria uma consideravel eutrofizacao
nesses locais, possivelmente causada por grande aporte de matéria organica, ao qual
pode ser originada de esgotos domésticos ndo tratado ou tratados ineficazmente.

Os resultados obtidos neste trabalho, indicando uma preocupante eutrofizacao da
lagoa de Araruama (expresso no ponto de coleta A) e em seus afluentes (que apresentam
em sua composicédo os efluentes tratados de ETEs da regido), corroboram os resultados
encontrados por outros os estudos realizados neste mesmo ecossistema %7 118 128
relacionando uma piora gradativa, desde o final da década de 1990, da qualidade das
aguas da referida lagoa e sua mudanca de estado oligotréfico para hipertrofico.

Essa situacdo seria também agravada pela lenta taxa de renovacéo das aguas da
lagoa, problema que estaria relacionada a especulacdo imobilidria crescente de suas
margens, fazendo com que exista, atualmente, apenas um canal (o canal de Itajuru) que
permite as trocas de aguas entre o Oceano e a referida lagoa''®

Uma possivel solucdo a médio-longo prazo seria o langamento dos efluentes
tratados pelas ETEs da regido na bacia do Rio Una (situada em zona rural de Cabo Frio)
ao invés do lancamento na Lagoa de Araruama, algo que ja é feito pela ETE Jardim
Esperanca, em Cabo Frio!!®,

Neste sentido, existe um estudo'®® que defende que estacBes de tratamento

secundario e lagoas de estabilizacdo que despejam seus efluentes tratados na Lagoa de
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Araruama agravam o problema da eutrofizacdo da mesma, e esse argumento se
fundamentaria no fato de que as ETEs instaladas promoveriam diminui¢do da demanda
bioldgica de oxigénio (DBO), mas ndo eliminariam o nitrogénio e o fdsforo
inorganicos. Esses nutrientes, lancados em ambientes costeiros de baixa circulacéo e
troca das aguas, como a lagoa de Araruama, promoveriam aceleracdo do crescimento de
macro algas e fitoplancton.

Esse fendmeno estaria relacionado ao fato de, ao diminuir o DBO dos esgotos,
as espécies organicas contendo nitrogénio e fosforo (presentes nesses efluentes) seriam
mineralizadas a espécies inorganicas de nitrogénio e fdsforo, que seriam mais
facilmente absorvidas por algas, gerando um possivel cendrio de grave impacto

ambiental.

5.5 — Anélises das amostras ambientais dos pontos de coleta por GC-MS

Ao se analisar os resultados das amostras reais, expostos no quadro 17, é
possivel notar que os resultados obtidas nas 2 campanhas foram distintos.

Quadro 17 — Resultados das analises de amostras ambientais para as 2 campanhas.

17-B ESTRADIOL

Ponto de Concentracao CV% Analise do
Coleta/Campanha | médiaencontrada (ng.I?) Resultado
Ponto A campanha 1 5,89 9,21 < 18,09 ng.1* (LD)
Ponto B campanha 1 9,73 5,30 < 18,09 ng.I'* (LD)
Ponto C campanha 1 22,68 3,02 > 18,09 ng.I' (LD)
Ponto D campanha 1 23,12 3,83 > 18,09 ne.I'' (LD)
Ponto E campanha 1 10,50 7,66 < 18,09 ng.1* (LD)
Ponto A campanha 2 3,23 7,94 < 18,09 ng.I't (LD)
Ponto B campanha 2 13,85 2,04 < 18,09 ng.1I'* (LD)
Ponto C campanha 2 14,33 8,57 < 18,09 ng.1'* (LD)
Ponto D campanha 2 15,81 3,99 < 18,09 ng.I't (LD)
Ponto E campanha 2 11,84 3,63 < 18,09 ng.I'* (LD)

17-a ETINILESTRADIOL

Ponto de Concentracao média CV% Analise do
Coleta/Campanha encontrada (ng.I?) Resultado
Ponto A campanha 1 1,92 7,63 <2387 g1t (LD)
Ponto B campanha 1 17,71 4,82 <23,87 ng.It (LD)
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Continuagéo Quadro 17

17-0 ETINILESTRADIOL

Ponto de Concentragdo média CV% Andlise do
Coleta/Campanha encontrada (ng.I) Resultado
Ponto C campanha 1 15,14 6,48 <23,87 ng.I't (LD)
Ponto D campanha 1 27,18 2,85 > 23,87 ng.I't (LD)
Ponto E campanha 1 10,18 6,34 <2387 g1t (LD)
Ponto A campanha 2 2,84 8,17 <23,87 ng.It (LD)
Ponto B campanha 2 16,11 4,03 < 23,87 ng.I* (LD)
Ponto C campanha 2 14,34 6,77 <2387 g1t (LD)
Ponto D campanha 2 18,72 4,55 <23,87 ng.It (LD)
Ponto E campanha 2 9,47 6,32 <23,87 ng.I't (LD)

ESTRONA

Ponto de Concentracdo média CV% Analise do
Coleta/Campanha encontrada (ng.I?) Resultado
Ponto A campanha 1 3,02 7,98 < 18,89 ng.1I* (LD)
Ponto B campanha 1 12,81 5,08 <18,89 ng.I'* (LD)
Ponto C campanha 1 23,04 4,34 > 18,89 ng.I't (LD)
Ponto D campanha 1 24,62 3,77 > 18,89 ne.I'' (LD)
Ponto E campanha 1 10,27 5,82 < 18,89 ng.1I* (LD)
Ponto A campanha 2 4,83 6,24 < 18,89 ng.I't (LD)
Ponto B campanha 2 11,02 4,66 < 18,89 ng.I* (LD)
Ponto C campanha 2 14,62 3,36 < 18,89 ng.1I* (LD)
Ponto D campanha 2 13,73 5,07 < 18,89 ng.I't (LD)
Ponto E campanha 2 7,12 8,15 < 18,89 ng.I'* (LD)

Em ambas as campanhas, ndo se obteve nenhum ponto que tenha concentracdo
acima do limite de quantificacdo. Isso pode ter sido ocasionado por diversos fatores, tais
como os valores de LQ do método terem sido altos para as 3 substancias, perdas
decorrentes do processo de filtracdo e extracdo, e também o fato de que os 5 pontos de
coleta possuem natureza Iéntica. Os ambientes Iénticos favorecem a deposicdo de
substancias lipofilicas (como o0s estrogénios) nos sedimentos, matrizes que,

infelizmente, ndo puderam ser analisados neste trabalho.
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Entretanto, na primeira campanha, € mostrado que os pontos de coleta C (rio
regame, que recebe o efluente tratado da ETE de Araruama) e D (efluente tratado de
Cabo Frio) tiveram concentra¢des acima do limite de identificacdo para estrona e 17-
estradiol, no ponto C, e para os 3 estrogénios, no ponto D.

Isso indica que 0s respectivos estrogénios estdo presentes nesses ambientes,
embora 0 método ndo seja sensivel o suficiente, em termos quantitativos, para expressar
a concentracao exata dos mesmos.

As concentracdes em que foram detectados, acima do LD (que vai de cerca de
19 ng.L! para 17- estradiol e estrona e de 23 ng.L™! para 17-o etinilestradiol), porém
abaixo do LQ (28,65 ng.L*! para 17-p estradiol, 33,00 ng.L! para 17-o etinilestradiol e
36,25 ng.L! para estrona) sdo relativamente elevadas, tendo em vista as concentracdes
encontradas em diferentes matrizes aquaticas no mundo e no Brasil, expostas nas
tabelas 2 e 3, presentes nas paginas 12 e 13 deste trabalho.

Essas concentracGes estdo bem acima dos PNECs relatados de 0,35 ng.L! para
17-a etinilestradiol® e do PNEC de 0,1 ng.L* para 17-a etinilestradiol, 1,0 ng.L™ para
17-B estradiol e entre 3,0 e 5,0 ng.L* para estrona®’.

As concentragcdes de 17-o etinilestradiol identificadas também produziriam
prejuizos a fecundidade de peixes®® e poderiam interferir na diferenciacio sexual e
novamente na fecundidade de peixes®.

Os resultados obtidos para os estrogénios podem indicar um possivel cenério de
impacto a biota residente na lagoa de Araruama e dos corregos que recebem os efluentes
tratados, podendo até mesmo influenciar na diminuicdo do volume e nUmero de
especies, afetando a biodiversidade do ecossistema.

Esse impacto pode inclusive ser socioecondmico, visto que a possibilidade de
diminuigédo de coleta de pescado e frutos do mar influenciaria a renda de um grande
namero de pescadores da regido e suas familias.

Esses resultados também, de certa forma, corroboram os encontrados para as
analises dos parametros de eutrofizacdo (item 5.2), ao qual os pontos C e D obtiveram
0s piores resultados e estes ocorreram na primeira campanha.

Tendo em vista que a primeira campanha ocorreu poucos dias depois de um
longo feriado e que ndo houveram grandes diferencas nos dados meteoroldgicos entre as
2 campanhas (conforme exposto no quadros 9 no item 5.1), é possivel levantar a
hipbtese de que um possivel aumento populacional na regido de estudo, acompanhada
de ETEs ineficientes ou com capacidade insuficiente para tratar o esgoto domeéstico,

possam estar envolvidos na explicacéo dos resultados distintos entre as campanhas.
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Todavia, outros fatores desconhecidos ou ignorados que justifiquem esses

achados ndo podem ser descartados.

5.6— Analises das amostras reais por imunoensaio

Os resultados das amostras reais para o analito 17-a etinilestradiol obtidos na
primeira e segunda campanha séo apresentados nos quadros 18 e 19, respectivamente.

Quadro 18 — Resultados da metodologia ELISA para as amostras reais da primeira

campanha.
Amostra média |desvio padréo |variancia| CV |Concentracdo Estimada (ug.l?)
A ndo fortificada 1,3730 0,0062 0,0000 | 0,4548 0,0332
B ndo fortificada 1,3540 0,0079 0,0001 | 0,5862 0,0341
C néo fortificada 1,2343 0,0443 0,0020 | 3,5879 0,0406
D ndo fortificada 1,2613 0,0291 0,0008 | 2,3105 0,0389
E néo fortificada 1,3173 0,0172 0,0003 | 1,3090 0,0359

Quadro 19 — Resultados da metodologia ELISA para as amostras reais da segunda

campanha.
Amostra média |desvio padrdo |variancia] CV |Concentracdo Estimada (ug.I")
A nao fortificada 1,3827 0,0047 0,0000 | 0,3418 0,0328
B ndo fortificada 1,3627 0,0040 0,0000 | 0,2966 0,0337
C néo fortificada 1,2640 0,0285 0,0008 | 2,2558 0,0388
D néo fortificada 1,2887 0,0085 0,0001 | 0,6600 0,0374
E ndo fortificada 1,3227 0,0185 0,0003 | 1,3989 0,0356

Foi observado que todas as amostras reais, das 2 campanhas, tiveram resultado
abaixo do limite de quantificagdo do método, que é de 0,05 pg.I" ou 50 ng.I,

Isso demonstra que o método ndo foi sensivel o suficiente, em termos
quantitativos, para gerar resultados confiaveis da concentracdo de 17-a etinilestradiol na
regido de estudo.

Os resultados da primeira campanha geraram concentragdes levemente maiores
gue os da segunda campanha, tendo também os pontos C e D com maiores
concentracgdes, corroborando, de certa forma, com os resultados encontrados nos outros

parametros.

5.7 — Limitacdes do trabalho e sugestbes para pesquisas futuras

No que tange a limitacOes deste trabalho, primeiramente ndo foi possivel a

execucdo de testes de reprodutibilidade interlaboratorial.
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Outra limitagdo estaria relacionada a necessidade de se analisar os pontos de
coleta em regime de monitorizagdo ambiental, fazendo campanhas mensais ou
quinzenais ao longo de 12 meses, englobando principalmente coletas apods intensas
chuvas na regido, e confrontando os resultados em tempo seco e chuvoso.

Os resultados deste trabalho também podem servir de alerta para que haja uma
otimizacgdo dos sistemas de tratamento de esgoto e aguas pluviais da regido, e também
para que se repense a questdo do lancamento dos efluentes tratados na Lagoa de
Araruama, uma vez que existem propostas de lancamentos dos mesmos na bacia do Rio
Una, local que possivelmente seria mais apropriado para recebé-los.

Para estudos futuros, é sugerido o uso de sedimento da lagoa e a utilizacdo de
testes in vivo e in vitro para caracterizar o potencial estrogénico dos afluentes e da

propria lagoa de Araruama.

6 — CONCLUSAO E CONSIDERACOES FINAIS

Ao longo deste trabalho, foram promovidas, através de 2 campanhas em meses
distintos, a caracterizacdo fisico-quimica e também determinacdes de estrogénios (por
imunoensaio enzimatico ou por GC-MS) em amostras de afluentes da Lagoa de
Araruama, sendo estes afluentes geralmente compostos por efluentes tratados de
estacOes de tratamento de esgoto que desembocam na lagoa de Araruama-RJ.

Foi empreendida a validacdo de método GC-MS para determinacdo de
estrogénios em amostras de afluentes, de acordo com orientac6es do guia do INMETRO
para Validacdo de Métodos de Ensaios Quimicos!'!. O método foi otimizado e validado
com éxito, obtendo LD de 18,09, 23,87 ¢ 18,89 ng.I? e LQ de 28,65, 33,00 e 36,25
ng.L?! para 17 B-estradiol, 17-a etinilestradiol e estrona, respectivamente.

O método cromatogréfico apresentou maior sensibilidade que a metodologia
ELISA monoclonal validada pela USEPA, apresentando LQ mais baixo que o referido
imunoensaio.

Os resultados dos parametros fisico-quimicos e de eutrofizacdo mostram que a
qualidade da &gua na primeira campanha (em novembro, poucos dias apds um feriado
prolongado na cidade) estava pior que na segunda campanha (ocorrida em dezembro).

Isto € corroborado pelos dados de oxigénio dissolvido abaixo de 6 mg/l em todos
0s pontos de coleta na primeira campanha e, no que tange a aguas salinas (como a do
ponto A), em desconformidade com a legislacdo brasileira atual (resolugdo CONAMA
nimero 357/2005%%°).
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Foi observado ainda que os valores de DQO, nitrogénio e fosforo totais foram,
em geral, maiores nos pontos de coleta C (efluente tratado da estacdo de tratamento de
esgotos e efluentes de Araruama) e D (efluente tratado da estacdo de tratamento de
esgotos e efluentes de Cabo Frio).

Os resultados cromatograficos para o analito 17-a etinilestradiol foram
comparados com os obtidos por metodologia por imunoensaio ELISA monoclonal, cujo
LQ ¢ de 50 ng.1t.

Para as amostras analisadas, ndo se obteve concentracdes acima do limite de
quantificacdo para este analito em nenhum dos 2 métodos, fato que pode estar
relacionado a deficiéncias da metodologia (expressas em um alto LQ) ou na natureza
Iéntica dos pontos de coleta, que poderia favorecer a deposicdo de estrogénios no
sedimento, em virtude da lipofilia destas substancias.

Entretanto, no método cromatogréafico, é relatado que, na primeira campanha, 0s
pontos de coleta C e D tiveram concentragcdes pouco acima do limite de identificagéo
para estrona e 17-f estradiol, ponto C, e para os 3 estrogénios no ponto D.

Esses resultados mostram que os respectivos estrogénios estdo presentes nessas
amostras, podendo produzir efeitos reprodutivos na biota residente nos corregos e na
lagoa de Araruama, sobretudo em peixes, podendo gerar impacto socioecondémico aos
pescadores da regido.

E possivel levantar a hipdtese de que um possivel aumento populacional na
regido de estudo (em virtude de um feriado ocorrido pouco antes da primeira
campanha), assim como a existéncia de ETEs ineficientes ou com capacidade
insuficiente para tratar o esgoto domeéstico da regido, possam estar envolvidas na
explicacdo dos resultados distintos entre as campanhas, embora outros fatores

desconhecidos ou ignorados que justifiqguem esses achados ndo possam ser descartados.
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