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RESUMO

Dentre os varios xenobioticos que as atividades humanas tém produzido nas ultimas
décadas, os desreguladores enddécrinos (EDs), incluindo os horménios, vém
chamando a atencdo de pesquisadores devido aos efeitos que eles causam em
animais. Esses efeitos podem resultar em caracteristicas hermafroditas nos peixes
e em anfibios, inibicdo do crescimento testicular, inibicdo da espermatogénese,
decrescimento da capacidade de fertilizagdo dos ovos e alteracdo no
comportamento reprodutivo dos seres vivos. Concentracbes de apenas 10 ng L™ de
horménio no meio aquatico jA sdo capazes de causar efeito enddocrino nos
organismos. Neste estudo determinou-se o hormonio natural 17@-estradiol e os
hormbnios sintéticos levonorgestrel e 17a-etinilestradiol na agua da Represa
Municipal de S&do José do Rio Preto (SP). A primeira etapa deste estudo foi a
validacdo dos métodos segundo a Resolucdo-RE 899 da ANVISA. Os limites de
deteccdo, de quantificacdo e inferior de quantificacdo do método para a
determinacdo do 17a—etinilestradiol foram, respectivamente, 25, 100 e 100 ng L™. A
linearidade, desvio-padrao relativo, exatiddo e recuperacdo media para o 17a—
etinilestradiol foram, respectivamente, R de 0,98, 3,23%, 100,53% e 89,95%. Os
limites de deteccao, de quantificacdo e inferior de quantificacdo do método para a
determinacdo do 17p—estradiol foram, respectivamente, de 100, 150 e 150 ng L™. A
linearidade, desvio-padréo relativo, exatidao e recuperacdo meédia do 17p—estradiol
foram, respectivamente, R de 0,99, 3,43%, 106,16% e 89,05%. Para o
levonorgestrel, os limites de deteccdo, de quantificacdo e inferior de quantificacao
foram, respectivamente, 50, 150 e 150 ng L™. A linearidade, desvio-padrao relativo,
exatidado e recuperacdo média do método para a determinacdo do levonorgestrel foi
respectivamente, R de 0,98, 3,48%, 105,15% e 86,45%. Na segunda etapa desta
pesquisa analisaram-se amostras de agua coletadas na Represa Municipal de Séo
José do Rio Preto (SP) quanto a presenca de hormdénios. Como método de extracao
dos hormdnios, usou-se a SPE e, como técnica analitica HPLC/FLU/DAD. Os
resultados nao indicaram a presenca dos hormoénios estudados até o limite de
deteccdo do método empregado. Foi feita também a analise de vitelogenina (VTG)
em plasma sanguineo de peixes das espécies Geophagus brasiliensis (card),
Satanoperca pappaterra (zoiudo) e Tilapia rendalli (tilapia rendali) capturados na
referida represa. Observou-se que os peixes machos continham concentracdo de
VTG na faixa de 152,4 a 2.841,8 ng mL™. Isto indica que ha substancias de efeito
enddcrino na agua da represa, mas ndo se pode afirmar que sejam os horménios
estudados.

Palavras-chaves: Horménio, 17a-etinilestradiol, 17p-estradiol, levonorgestrel, VTG,
ELISA.



ABSTRACT

Among the several xenobiotics that human activities have produced in the last
decades, endocrine disruptors (EDs), including hormones, have been drawing the
attention of researches due to the effects they can cause in animals. Those effects
may result in hermaphrodite characteristics in fishes and amphibians, testicular
growth inhibition, spermatogenesis inhibition, eggs fertilization capacity decrease,
and changes in the reproductive behavior of living beings. Concentrations of only 10
ng L™ of hormones in the aquatic medium are capable of causing endocrine effects
in organisms. In this study, the natural hormone 17(3-estradiol and the synthetic ones
levonorgestrel and 17a-ethinylestradiol were determined in the waters of the S&o
José do Rio Preto (SP) dam. The first step of this study was the validation of the
methods according to ANVISA’s Resolution 899. The detection, quantification, and
lower quantification limits of the method for determining 17o—ethinylestradiol were,
respectively, 25, 100, and 100 ng L™. The linearity, relative standard deviation,
accuracy, and average recovery of the method for determining 17a—ethinylestradiol
were, respectively, R equal to 0.98, 3.23%, 100.53%, and 89.95%. The detection,
guantification, and lower quantification limits of the method for determining 17[3-
estradiol were, respectively, 100, 150, and 150 ng L™*. The linearity, relative
standard deviation, accuracy, and average recovery of the method for determining
17B-estradiol were, respectively, R equal to 0.99, 3.43%, 106.16%, and 89.05%. For
levonorgestrel, the detection, quantification, and lower quantification limits of the
method were, respectively, 50, 150, and 150 ng L™. The linearity, relative standard
deviation, accuracy, and average recovery of the method for determining
levonorgestrel were, respectively, R equal to 0.98, 3.48%, 105.15%, and 86.45%. In
the second step of this research, samples collected in the Sdo José do Rio Preto
(SP) dam were analyzed regarding the presence of hormones. For extracting the
hormones, SPE cartridges were used followed by HPLC/FLU/DAD. The results
indicated the absence of the studied hormones down to the detection limits of the
methods employed. Vitellogenin (VTG) analyses were performed in the blood
plasma of fishes captured in the beforementioned dam, of the species Geophagus
brasiliensis (pearl cichlid or pearl eartheater), Satanoperca pappaterra (Pantanal
eartheater or Paraguay River eartheater), and Tilapia rendalli (redbreast tilapia). It
was observed that male fishes had VTG concentrations between 152.4 and 2,841.8
ng mL™*. That indicates that there are substances with endocrine effect in the dam
water, although one cannot say the studied hormones are among them.

Keywords: Hormone, 17a-ethinylestradiol, 173-estradiol, levonorgestrel, VTG,
ELISA.
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1. JUSTIFICATIVA

Essa pesquisa visa alertar sobre a necessidade de se adotar novas medidas
para o tratamento de efluentes e de agua potavel, quanto a presenca de
medicamentos. Isso se deve as caracteristicas dos estrégenos que podem causar
sérios danos a saude dos seres humanos e de animais, tais como, 0 processo de
feminizagdo dos peixes e cancer em seres humanos.

Um dos primeiros relatos de danos causados por EDs (desreguladores
endocrinos), ocorreu entre os anos 50 e 70, onde descobriu-se que o
dietilestilbestrol (DES), medicamento usado por mulheh res para prevenir o aborto
espontaneo, estava causando cancer vaginal, infertilidade e deformacdes em utero
de filhas nascidas de méaes que usaram o DES (OLEA et al, 2002; COLBORN et al,
2000). Os homens que trabalhavam nas fabricas que produziram este hormoénio
apresentaram crescimento das mamas (BOWLER; CONE, 2001) e os filhos de maes
gue usaram o DES contrairam a criptorquidia, determinada pela auséncia de
testiculo (COLBORN et al, 2000).

Os estrégenos quando de origem vegetal, como o 17B-estradiol, geralmente
nao causam tantos danos aos seres humanos e animais, porque ndo se ligam
facilmente aos receptores hormonais, sendo assim, sao facilmente excretados e,
portanto, ndo se acumulam nos tecidos corpéreos. Porém, quando sédo de origem
sintética, como o 17a-etinilestradiol e o levonorgestrel, por persistirem no meio
ambiente, os mesmos se acumulam no solo, sedimentos e ao longo da cadeia tréfica
causando descontrole hormonal o que resulta em prejuizos a saude dos seres
humanos e animais. Além disso, essas substancias sdo excretadas pelo leite
materno o que pode causar distirbios no sistema hormonal de recém-nascidos

(MEYER et al, 1999).
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Os hormonios como o 17B-estradiol, 17a-etinilestradiol e o levonorgestrel sao
usados como contraceptivos por mulheres, uma vez ingeridos 0s mesmos sao
excretados do corpo humano e langados na rede de esgoto tendo como destino final
rios ou represas.

Devido a todos a estes fatores, a Represa Municipal de Sdo José do Rio
Preto, que além de ser ponto de captacdo de agua para abastecimento publico de
Séo José do Rio Preto, também recebe efluentes domésticos da cidade, necessita
gue estudos sejam feitos no sentido de analisar horménios e também verificar o
efeito da presenca destes sobre os peixes por meio de analise de proteina
vitelogenina (VTG) encontrada no sangue de peixes.

No tratamento convencional de efluentes e de agua potavel os estrégenos
nao sao eliminados, por isso € necessario propor uma nova forma de tratamento, na

gual essas substancias sejam degradas ou se tornem inativas.

2. REVISAO DA LITERATURA

O crescimento populacional nas ultimas décadas trouxe como conseqiéncia o
aumento da producao de varios xenobidticos, esses compostos uma vez presentes
no meio ambiente podem causar efeitos negativos aos seres Vvivos.

Um exemplo desses xenobiodticos sdo os desreguladores enddécrinos (EDs),
gue podem interferir no sistema enddcrino afetando a saude, crescimento e
reproducao dos seres humanos e animais (BILA; DEZOTTI, 2007). Os EDs também
estdo relacionados com a alta incidéncia de cancer em seres humanos (UNITED
STATES ENVIRONMENTAL PROTECTION AGENCY, 1997). Essas substancias
podem ser encontradas no esgoto sanitario, aguas naturais e potaveis (BILA;

DEZOTTI, 2007).
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A EPA (Environmental Protection Agency) define um desregulador endécrino
(ED) como um agente exdgeno que interfere nas sinteses, secrecdo, transporte,
ligacdo, acdo, ou eliminacdo do hormdnio natural do corpo que sdo responsaveis
pela manutencdo da homeostase, reproducdo, desenvolvimento, e/ou
comportamento (UNITED STATES ENVIRONMENTAL PROTECTION AGENCY,
1997).

Os EDs incluem uma variedade de substancias, dentre elas hormonios
sintetizados por vertebrados (estrdgenos, andrégenos, e progesterona),
fitoestrogenios, e micotoxinas, assim como substancias sintéticas como hormdonios
sintéticos, pesticidas, componentes de detergentes, e poluentes que s&o
persistentes no meio ambiente (bifenilas policloradas (PCBs), dibenzo-p-dioxinas
policloradas (PCDDs), policlorodibenzofuranos (PCDFs)) (CARGOUET et al, 2007).

Os hormoénios esterdides (estrégenos, progesteronas, androgenos,
glucocorticoides) sédo substancias biologicamente ativas que sdo sintetizadas pelo
colesterol. Os esteroides naturais sado secretados por seres humanos e animais pelo
cortex supra-renal, testiculos, ovarios e placenta, e inclui progesteronas,
glicocorticéides, mineralcorticéides, androgenos e estrogenos (RAVEN; JOHNSON,
1999).

Todos os hormdnios esterdides exercem sua funcdo passando através da
membrana plasmatica e ligando-se ao receptor intracelular (YING et al,
2002).Também ha hormdnios esterdides sintéticos como 17a-etinilestradiol e
mestranol que sdo usados como contraceptivos (YING et al, 2002).

Os hormbnios sexuais sdo classificados em trés grupos principais: (1)

hormbnios sexuais femininos, ou estrogenos, (2) hormdnios sexuais masculinos, ou
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andrégenos, e (3) hormbénios da gravidez, ou progestogenos (SOLOMONS et al,
2000).

A ligacdo entre sitios receptores e hormdnios pode ser blogueada ou
mimetizada de acordo com a forma e distribuicdo de cargas dos EDs, com isso
pode-se ocorrer o desencadeamento de respostas biolégicas inadequadas (SPIRO;
STIGLIANI, 2009) como aceleracao/atraso ou superproducao/subproducdo das
mensagem codificadas devido a mimetizacdo, impedimento da regularizacdo das
funcBes normais devido ao bloqueio, amplificacdo dos sinais hormonais devido a
formacéo de novos receptores (aceleracdo enddcrina), agdo enzimatica inadequada,
e destruicdo do hormdénio ou da sua capacidade de realizar as suas funcbes
(BIRKETT, 2003; AMERICAN CHEMISTRY COUNCIL, 2009; SHAW; JANOSEK et
al, 2006).

Os estrogenos predominantes sdo estradiol, estrona e estriol (YING et al,
2002), uma vez no ambiente eles podem causar efeitos danosos a reproducéo de
organismos aquaticos incluindo a inibicdo da implantacdo do évulo, a supresséao da
espermatogénese e impoténcia (LEWIS et al, 1991).

Normalmente, os estrégenos sao excretados do corpo humano indo parar nos
efluentes domésticos e atingem o sistema aquatico, sendo a sua principal fonte as
mulheres, que excretam diariamente entre 10 a 100pug de 17B-estradiol, 17a-
etinilestradiol, estrona e estriol, enquanto que as mulheres gravidas podem excretar
até 30mg de estrogénio por dia (BARONTI et al, 2000).

Os horménios sédo excretados na forma conjugada, mas ha estudos que
demonstram que eles também sédo encontrados na forma livre em esgotos, sendo
desconjugados pela enzima B-glucuronidase produzida pela bactéria Escherichia coli

(D’ASCENZO et al, 2003).
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Estudos demonstram a presenca de horménios nas aguas de rios, no esgoto

apos tratamento e na agua potavel (Tabelas 1 e 2). A sua presenca, em agua

potavel, € devido ao horménio ndo ser removido pelo tratamento da &agua de

abastecimento (ETA) convencional (KOLPIN et al., 2002; WESTERHOFF et al.,

2005).

Tabela 1. Quantidade de estrégenos encontrados no Mundo (Adaptado de Liu et al, 2009).

Hormo Regiao Matriz Concetragéo Referéncia
nio (ngL™
Paises Baixos Agua superficial <0,3-5,5 Belfroid et al (1999)
Massachusett, Agua n.d.-45 Swartz et al (2006)
Estados subterréanea
Unidos
Sul da Agua Potavel 0,2-2,1 Kuch e
Alemanha Ballschmiter (2001)
Roma, Italia Afluente ETE 4,0-25 Baronti et al (2000)
g Efluente ETE 0,35-3,5
a Japao Agua superficial 0,6-1,0 Isobe et al (2003)
g Noroeste do Agua 6—66 Peterson et al (2000)
;é Arkansas subterranea
Nevada, Agua Potéavel 2,6 Roefer et al (2000 apud
Estados NGHIEM et al, 2004);
Unidos
Roma, Italia Afluente ETE 11 D'Ascenzo et al (2003)
Efluente ETE 1,6
Paises baixos Agua superficial <0,8—1,0 Vethaak et al (2005)
Planalto Agua 13-80 Wicks et al (2004)
Aquatico subterranea
Ozark,
Estados
Unidos
Praga, Agua Potéavel n.d.—2,6 Morteani et al(2006)
Republica
Checa
Austria Afluente ETE 35-125 Clara et al (2005)
Efluente ETE n.d-30
Roma, Italia Agua superficial 2-6 Lagana et al (2004)
Austria Agua n.d.-0,79 Hohenblum et al (2004)

subterranea
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(Continua)
Hormo Regiao Matriz Concetragéo Referéncia
nio (ngL™)
Canada Afluente ETE 2,4-26 Servos et al (2005)
Efluente ETE 0,2-14,7
Nebraska, Agua superficial n.d.-8,8 Kolok et al.(2007);
Estados
Unidos
Paises baixos Afluente ETE 17-150 Vethaak et al (2005)
Efluente ETE <0,8
Califérnia, Agua superficial < 0,7-1,7 Kolodziej e  Sedlak
Estados (2007)
Unidos
Austrélia Afluente ETE 22,0 Braga et al (2005)
Efluente ETE 0,95
China Agua superficial  1,6-15,5 Shen et al (2001)
Sudeste da Afluente ETE n.d.—161,6 Robert et al (2007)
Pensilvania, Efluente ETE n.d.-5,4
Estados
Unidos
Praga, Agua superficial n.d.-3,8 Morteani et al (2006)
Republica
Checa
Canada Afluente ETE 0-11 Fernandez et al (2007)
Efluente ETE 0-158
Paises Baixos Agua superficial <0,1-4,3 Belfroid et al (1999)
Austria Agua n.d.—0,94 Hohenblum et al (2004)
subterranea
Sul da Agua Potavel 0,15-0,5 Kuch e
Alemanha Ballschmiter (2001)
5 Roma, Italia Afluente ETE 0,40-13 Baronti et al (2000)
5 Efluente ETE n.d.—1,7
g Paises baixos Agua superficial < 0,3-0,4 Vethaak et al (2005)
3 Paris, Franca  Afluente ETE 4,9-7,1 Cargouet et al (2004)
k= Efluente ETE ~ 2,7-45
o Roma, Italia Agua superficial n.d.-1 Lagana et al (2004)
N Paises baixos  Afluente ETE <0,3-5,9 Vethaak et al(2005)
T Efluente ETE <0,3-2,6
China Agua superficial  5,7-30,8 Shen et al (2001)
Austria Afluente ETE 3-70 Clara et al (2005)
Efluente ETE n.d.-5
Sul da Agua superficial 0,1-5,1 Kuch e
Alemanha Ballschmiter (2001)
California, Afluente ETE <0,7-14,4 Drewes et al (2005)
Arizona, Efluente ETE <0,7-4,1
Virginia e
Wisconsin,
Estados

Unidos
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Hormo Regiao Matriz Concetragéo Referéncia
nio (ngL™)
Praga, Agua superficial n.d.—4,6 Morteani et al (2006)
Republica
Checa
Sudeste da Afluente ETE n.d.-1,2 Robert et al (2007)
Pensilvania, Efluente ETE n.d.—0,6
Estados
Unidos
Paris, Franca  Agua superficial 1,1-2,9 Cargouet et al (2004)
Canada Afluente ETE 0-2 Fernandez et al (2007)
Efluente ETE 0-178

S £ i ) ) )

c o

o =

> 0

v O

-

* ndo encontrado na literatura; n.d. (ndo detectado).

Tabela 2. Quantidade de estrégenos encontrados no Brasil.

Hormo Regiéo Matriz Concetragéo Referéncia
nio (ngL™
Metroplitana de  Afluente ETE 6700 Ghiselli (2006)
Campinas Efluente ETE 5600
Agua superficial 1900 -6000
Agua potéavel 2100 -2600
Araraquara, SP  Efluente ETE 31 Araujo (2006)
e Bacia do Rio Agua superficial 106 — 6806 Raimundo (2007)
e] . .
@ Atibaia, SP
‘g Corrego Rico, Agua superficial 8,6 a 30,6 Lopes (2007)
A SP
= Agua potavel 6,8
Campo Grande, Agua superficial > 6,5 Souza (2008)
MS
Efluente ETE >6,5
UGRHI -13 Afluente ETE 8416 - 5960+3 Moura (2009)
Efluente ETE n.d. — 822+10
Campo Grande, Agua superficial > 6,25 Souza (2008)
[) MS Efluente ETE > 25
2 Rio de Janeiro Esgoto 21 Ternes et al
7 Domeéstico (1999)
%’ Metroplitana Afluente ETE 5800 Ghiselli (2006)
ko de Efluente ETE 5000
o Campinas Agua superficial 1200 -3500
= Agua potavel 1600 -1900
UGRHI -13 Afluente ETE n.d.- 484+15 Moura (2009)
Efluente ETE n.d. - 192+3
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(Continua)
Hormo Regiao Matriz Concetragéo Referéncia
nio
Rio de Janeiro  Agua superficial n.d. Kuster et al
(2009)

Levonor
gestrel

n.d. (ndo detectado).

Segundo Johnson et al (2001) os desreguladores enddécrinos 173-estradiol
(E2) e o 17a-etinilestradiol tém grande poténcia estrogénica, sendo 0 primeiro
encontrado em efluentes de estacdo de tratamento de efluentes (ETE) e agua de
superficie em baixas concentragdes e, 0 17a-etinilestradiol em efluentes de ETE.

A exposicdo de fetos a estrogénios pode torna-lo quando adulto mais
suscetivel a cancer de prostata, genitalia, mama, ovario e utero, e pode também
influenciar na orientacado sexual (WINGARD et al., 1998; PALMLUND et al., 1993).
Além disso, ha estudos indicando que o cancer vaginal esta associado a exposicao
de mulheres aos horménios sintéticos (TAKAI; TSUTSUMI, 2000).

Para proteger a qualidade das aguas dos desreguladores endocrinos 0s
orgaos como Unido Européia (EU), Agéncia de Protecdo Ambiental do Norte da
América (EPA), Organizacdo Mundial de Saude (WHO), ou Programa Internacional
de Seguranca Quimica (IPCS) publicam diretrizes e leis (ESPLUGAS et al, 2007).

No Brasil, a Portaria 518 do Ministério da Saude, de 25 de Marco de 2004,
define os padrdes de potabilidade. Nesta, a maioria dos desreguladores enddécrinos
(EDs) nao constam, assim como os hormonios, e portanto ndo sao analisados nas
estacdes de tratamento de agua (ETA).

As quantidades elevadas de estrogenos encontradas em agua no Brasil
(Tabela 2) em comparacdo com as encontradas no exterior (Tabela 1) estédo

diretamente ligadas a altas temperaturas do clima gque causam uma maior ocorréncia
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de estrogenos livres. A influéncia da temperatura na quantidade de estrogenos
encontrados foi relatado por Fernandez et al (2008) que demonstrou que existe uma
guantidade maior de estrogenos livres em temperaturas elevadas em um trabalho
sobre a influéncia da sazonalidade na reducéo da atividade estrogénica de amostras
de esgoto em uma estacao de tratamento de esgoto municipal do Norte do Canada.

A proteina vitelogenina (VTG) é produzida pelo figado na maturidade sexual
para o desenvolvimento dos foliculos, e esta diretamente relacionada com a
guantidade de estrogénio no sangue que é responsavel pela diferenciacdo sexual e
maturacdo. Devido a isso, a exposicdo de machos aos estrogenos em certos niveis
faz com que o organismo passe a produzir elevadas quantidades de vitelogenina
(VTG) que é em circunstancias normais uma proteina especifica encontrada em
vertebrados oviparos do sexo feminino (ROUTLEDGE et al, 1998), resultando assim,
por exemplo, em caracteristica hermafrodita em peixes machos (COLBORN et al.,
1993; GRAY; METCALFE, 1997; JOBLING; SUMPTER,1993; JOBLING et al., 1998;
ROUTLEDGE et al., 1998; TYLER et al., 1998).

A vitelogenina (VTG) esta presente em condi¢des normais em peixes machos,
mas nao é expressivo pela pequena quantidade de estrogénio no sangue (SCHMID
et al, 2002). A presenca de altas quantidades de vitelogenina (VTG) no plasma de
peixes machos indica a presenca de substancias que causam efeito enddcrino
(JOHNSON et al, 2000; ZERULLA et al, 2002) na agua, portanto, esta proteina pode
ser usada como um bioindicador. Folmar et al (2000) demonstrou que a producéo
da proteina VTG em peixes machos € dez vezes maior quando estes sdo expostos
ao 17a-etinilestradiol em comparagao com o 173-estradiol.

Uma das técnicas utilizadas para a andlise de VTG em peixes machos é o

ensaio de ELISA, esta técnica vem sendo utilizada por varios pesquisadores como
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Fenske et al (2001), Urbatzka et al (2007), Mortensen e Arukwe (2007), King et al
(2008), Guzman et al (2008) e Thorpe et al (2009). Peixes expostos a
desreguladores enddcrinos com potencial estrogénico possuem valores de VTG que
podem variar de ngmL™? a mgmL™* (BENFEY et al, 1989; ARUKWE; GOKS@YR,
2009).

Na Inglaterra e Pais de Gales, Purdom et al (1994) fizeram um estudo sobre a
influéncia dos efluentes de origem industrial e doméstico provenientes de estacéo de
tratamento de esgoto (ETE) sobre trutas arco-iris machos e observaram que os
peixes que sobreviveram possuiam no plasma nivel de VTG de 500 a 50.000 vezes
maior que o normal, em ambientes considerados mais estrogénicos o nivel de VTG
no plasma dos peixes foram maiores que 100mgmL™.

Harris et al (1996, 1997) comprovaram a persisténcia da atividade estrogénica
ao longo do rio expondo trutas arco-iris machos a efluentes de ETE em até 5km de
distancias da descarga dos efluentes. Os autores encontraram uma alta
concentracdo de VTG nos peixes estudados, sendo o minimo de 25mgmL™” e o
maximo de 52mgmL™, também foi observada reducdo do crescimento dos testiculos
destes animais.

Rodgres-Gray et al (2000) quantificaram o hormonios 17@-estradiol, 17a-
etinilestradiol e estrona no efluente de ETE do Reino Unido nas concentracfes de 4;
1,7-3,4 e 50ngL™ e observaram que no plamas dos peixes Rutilus rutilus desta ETE
havia um aumento no nivel de VTG.

Segundo Colborn et al (1993) a exposicdo a EDs também pode causar a
disfuncdo da tiredide de passaros e de peixes; diminuicdo da fertilidade em
passaros, peixes, mariscos, e mamiferos; e feminizagdo de peixes machos,

passaros e mamiferos. Além disso, as sustancias estrogénicas causam mudancas
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permanentes no cérebro de animais, no epitélio vaginal em fémeas e préstata de
machos, portanto ha probabilidade que possam causar efeitos similares em seres
humanos mesmo em niveis baixissimo de concentracgao.

Estudos feitos em laboratério, onde peixes machos foram expostos a
estrobgenos naturais e sintéticos resultaram em feminizagdo/reversdo sexual,
intersexo, fraca diferenciacdo sexual, inibicdo do crescimento testicular, inibicdo da
espermatogénese, decrescimento da capacidade de fertilizagdo dos ovos, reducao
da producéo dos horménios sexual masculino (testoterona e/ou 11-ketotestoterona),
e alteracdo no comportamento reprodutivo (MILLS; CHICHESTER, 2005;
SUMPTER, 2005).

Devido a esses fatores, deve-se ter uma atencdo especial para monitorar 0s
hormbénios e também para fazer a remediacdo (ROUTLEDGE et al, 1998). O maior
problema € que o0s estrogénios naturais e sintéticos (17B-estradiol (E2), 17a-
etinilestradiol (EE2), estrona (E1), estriol (E3); nonilfenol, e octilfenol ), ndo sao
degradados pelo tratamento de esgoto convencional (D'ASCENZO et al., 2003;
DESBROW et al., 1998; LEE; PEART, 1998; SNYDER et al., 1999) persistindo assim
no meio ambiente.

Estudos com levonorgestrel demonstraram que doses de 15mg ou 30mg, trés
vezes ao dia, provocaram alteracfes no crescimento e peso de alguns 6rgaos de
ratos na fase adulta ou puberdade (GUERRA et al, 1999; SOUZA et al, 2000).

Quando peixes sdo expostos as concentracdes de 1-10ngL™ de 17B-estradiol
e 0,1ngL™ anticoncepcional 17a-etinilestradiol ja resulta em feminizacdo (BARONTI
et al, 2000), por isso identificando e gquantificando o estrégeno em agua de rios é
possivel verificar se ha interferéncia na fisiologia das espécies de peixes e se ha

alteracdes no sistema enddcrino da comunidade aquatica.
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E importante ressaltar que a continua introducdo de horménios no meio
ambiente concede-lhes um carater de persisténcia, pois esses compostos possuem
carater lipofilico (NOGUEIRA, 2003). Além de estarem presentes na agua, estas
substancias sdo acumuladas nos sedimentos, e bioacumulados em organismos
aquaticos, devido ao permanente contato direto da fauna com as aguas contendo
tais compostos, o que facilita a entrada dos desreguladores enddécrinos pelos
sistemas respiratorio e digestivo (NOGUEIRA, 2003).

Os desreguladores enddcrinos sao encontrados em efluentes, no solo e
também na atmosfera em forma de particulas e aerossoéis (CAMPBELL et al, 2006).
Devido as suas caracteristicas os desreguladores endocrinos sao transportados ou
reagem com alguns compostos gerando assim um ciclo que esta representado na

Figura 1.
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Figura 1. Representacdo das possiveis fontes de contaminacéo por EDs (CAMPBELL et al, 2006).

Atualmente, os métodos estudados para a remocdo dos desreguladores
enddcrinos presentes na agua sao 0s processos oxidativos avancados (POA) como
UV/O; (IRMAK et al, 2005; WESTERHOFF et al.,2005), fotocatalise (H,O./UV e
TiO,;) (ROSENFELDT et al, 2004; BILA; DEZOTTI, 2007; ZHANG et al, 2007),
eletrélise (PAUWELS et al, 2006) e ozonizacao (IRMAK et al, 2005; MANIERO et al,
2008); fotodegradacao por UV-vis/Fe(lll)/ H,O, (FENG et al, 2005), biodegradacéo
(ROBINSON; HELLOU, 2009), cloragdo (HU et al, 2003; DEBORDE et al, 2004),

entre outros.
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As caracteristicas dos estrogénios sdo importantes para saber quais as rotas
que serdo utilizadas por estas substancias no ambiente e também os métodos que
serdo utilizados para a sua determinacdo analitica. Os estrogénios possuem o
ciclopentanoperhidrofenantreno como caracteristica em comum, sendo sintetizados

a partir do colesterol. A Figura 2 apresenta a formula estrutural das substancias

estudadas.
Ho
17a-Etinilestradiol
CH, OH OH
: [ CH.CH, |
SN " ~C=CH
H j /
| AR |
HO/ . \\\ P - O// S
17B-Estradiol Levonorgestrel (*)

Figura 2. Estrutura dos estrogenos a serem estudados (YING et al, 2002; * ALDA et al, 2000).

Devido aos valores de log Koc dos estrogenos, Tabela 3, que € o coeficiente
de particdo entre a fase aquosa e solida, observa-se que 0os horménios permanecem
na agua, mas ha uma pequena fracdo que formam complexos com matéria organica

presentes nos sedimentos (CAMPBELL et al, 2006).
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Tabela 3. Caracteristicas de alguns estrégenos (CAMPBELL et al, 2006).

EDC LogKoc (L/Kg) pKa
17B-estradiol 3,10-4,01 10,71
Estrona 2,45-3,34 10,3 - 10,8
Etinilestradiol 2,91-3,04 -
Estriol 2,13-2,62 10,4

Os hormbénios podem atingir também os corpos d’agua por escoamento
superficial em areas onde foi aplicado biossélido ou excretas de animais no solo
(LEE et al., 2003). A Tabela 4 apresenta a pressao de vapor e a solubilidade de

hormonios.

Tabela 4. Solubilidade de alguns estrégenos (LAl et al, 2000).

Estrégenos Presséo de Vapor (Pa) Solubilidade em agua (mgL™)
Estradiol 3,0.10° 13
Estrona 3,0.10° 13
Estriol 9,0.10™ 13
17a-Etinilestradiol 6,0.10° 4,8
Mestranol 1,0.107 0,3

Como uma concentracdo muito baixa, 10ngL™ de horménio, é capaz de
causar efeito biolégico em organismos aquaticos (BAREL- COHEN et al., 2006), a
solubilidade apresentada na Tabela 4, pode ser considerada muito alta.

As baixas pressfes de vapor indicam a baixa volatilidade dessas substancias
e, portanto ndo devem ser analisadas diretamente por cromatografia em fase gasosa
e sim em fase liquida.

Devido a todos esses fatores ja citados, torna-se imprescindivel o
desenvolvimento de uma metodologia, capaz de atingir concentracdes diminutas

com um alto grau de confianca. Para se obter tal grau de confiabilidade nos
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resultados analiticos deve-se fazer a validagdo do método, que segundo a
Resolucdo — RE 899 da Agéncia Nacional de Vigilancia sanitaria (AGENCIA
NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2008) ¢é a garantia que o método tenha
confiabilidade dos resultados, sendo atendidos as suas exigéncias analiticas por
meio de estudos experimentais.

A validacdo do método foi baseada na Resolucdo — RE 899 da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA
SANITARIA, 2008). Esta ¢ utilizada para a validacdo de metodologia para ensaios
de bioequivaléncia de farmacos em matrizes biologicas (plasma, sangue, urina, etc)
as quais sao consideradas complexas em funcédo dos inumeros e diversificados
interferentes presentes nestas matrizes. O mesmo comportamento é observado nas
aguas provenientes de rio. Por este motivo, pode-se validar o método a ser
empregado na determinacdo de hormdnios sintéticos e naturais em agua de rio
baseando-se na referida norma.

Os parametros (Tabela 5) para a validacdo definidos pela norma sdao:
seletividade, limite de deteccdo e quantificacdo, limite inferior de quantificacao,

linearidade, preciséao e exatidao intra-corrida e inter-corrida, e recuperacao.
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Tabela 5. Parametros para a validacdo segundo a Resolucdo — RE 899 da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2008).

Parametro Definicao

Seletividade Realizada para se determinar
interferentes préximos ao tempo de
retencdo do analito que possa interferir
na analise do resultado, obtendo falsos
positivos ou negativos

Limite de deteccéo Menor concentragcdo do analito que se
consegue diferenciar com confiabilidade
do ruido

Limite de quantificagéo Menor concentragdo de um analito que
se consegue quantificar

Limite inferior de quantificagao Possui a mesma definicdo do limite de

quantificacdo, no entanto deve ter
exatiddo e precisdo dentro dos limites
aceitaveis e definidos pela norma

Linearidade Capacidade de se obter resultados
proporcionais a concentracao do analito

Preciséo Grau de repetibilidade dos resultados
mantendo-se as mesmas condicdes

Exatidao Capacidade de se obter resultados com

concordancia entre o0s encontrados
individualmente e um valor de referéncia

Recuperacéo Eficiéncia de extracdo do método
analitico em questéo

Devido a baixa concentracdo (ngL™ e pgL™) que os horménios naturais e
sintéticos sédo encontrados nas matrizes ambientais muitos métodos analiticos foram
desenvolvidos. Alguns métodos utilizados para a determinacdo de horménio séo
analise por HPLC com detectores eletroquimico (PENALVER et al, 2002),
espectrometro de massas (VIGANO et al, 2008; PEDROUSO et al, 2009; CHEN et
al., 2007), fluorescéncia (MATSUMOTO et al, 2002; YOONA et al., 2003), e
ultravioleta com varredura de diodo (ALDA; BARCELO, 2001; ALMEIDA et al., 2006).

Segundo ALDA et al (2003) e PETROVIC et al (2002), a extracdo em fase
sélida (SPE) com adsorvente octadecilsilano (C18) é a técnica mais aplicada para a
extracdo de estrogenos. Esta técnica consiste primeiramente no condicionamento do

cartucho com sorvente, posteriormente extracdo conjunta do analito e dos
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interferentes da matriz aquosa, utiliza-se um solvente organico para a eluicdo dos
interferentes e outro solvente para a eluicdo do analito (BARRIONUEVO; LANCAS,

2001).

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivos gerais
Determinacdo de estrogenos na dgua da Represa Municipal de Sdo José do
Rio Preto — SP, nos periodos chuvosos e secos, e quantificacdo do bioindicador de

efeito hormonal VTG em plasma de peixes.

3.2 Objetivos especificos
e Validar o método a ser empregado para a determinacdo dos hormoénios
naturais (17p-estradiol) e sintéticos (levonorgestrel e 17a-etinilestradiol);
e Determinar os hormdnios naturais (17p-estradiol) e sintéticos (levonorgestrel
e 17a-etinilestradiol) em amostras de agua da Represa Municipal de S&o José

do Rio Preto, SP.

e Quantificacdo do bioindicador VTG em plasma de peixes da Represa

Municipal de S&o José do Rio Preto, SP.

4. EXPERIMENTAL

4.1. Area de estudo
Em 1974 a CETESB iniciou o Monitoramento das Aguas Interiores do Estado

de Sao Paulo (BRASIL, 2009), e desde 1990 desenvolve o monitoramento das
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aguas de abastecimentos nas 22 Unidades de Gerenciamento de Recursos Hidricos
(UGRH), nas quais o Estado de Sao Paulo foi dividido.

O presente estudo foi desenvolvido na UGRHI (Unidade de Gerenciamento de
Recursos Hidricos) 15, a qual € composta por 64 municipios, sendo que 91% dos
habitantes vivem em &reas urbanas, e possui uma area de drenagem de 15.925 km?,
a qual a Represa Municipal de Sdo José do Rio Preto esta incluida (BRASIL, 2008).

Segundo avaliacdo da CETESB quase todos os recursos hidricos da UGRHI
15 apresentam qualidade ruim quanto aos parametros indicadores de poluicao
causada por esgoto sanitario. Nesta regidao é coletado 97% do esgoto e somente
29% é tratado (BRASIL, 2008).

A principal utilizagdo das aguas dos rios da UGRHI 15 é para o abastecimento
publico e industrial, afastamento de esgotos sanitarios e industriais e irrigacdo de
culturas (BRASIL, 2008).

Na cidade de Séao José do Rio Preto, que possui atualmente 402.770
habitantes, sendo que destes 159.536 sdo mulheres (INSTITUTO BRASILEIRO DE
GEOGRAFIA E ESTATISTICA, 2009), os efluentes domésticos sdo lancados sem
tratamento na Represa Municipal, na qual ha pontos de captacdo de agua para
abastecimento publico de 33% da populacdo (FOLHA online, 2009).

Devido a esses fatores, é necessario se estudar a Represa Municipal de S&o
José do Rio Preto, quanto a presenca dos hormdnios estrogenos e quais as
possiveis conseqiéncias desses no sistema aquatico. A Figura 3 apresenta 0 mapa
da Represa Municipal de Sdo José do Rio Preto, local este onde foram coletas as

amostras de agua e de peixes neste estudo.
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Figura 3. Foto de satélite da Represa Municipal de Sédo José do Rio Preto (GOOGLE EARTH, 2009).

4.2. Metodologia

4.2.1. Padréo

Foi preparada um solucdo estoque de 100mgL™ de cada horménio em
metanol (P.A., Tedia®, C.A.S. No.: 67-56-1) grau HPLC, que foram armazenadas em
frascos de vidro ambar e estocadas a 4°C. A partir dessa solucdo foram preparadas
as outras solugdes, sendo que estas eram diluidas em agua de nascente para

posterior quantificagdo em HPLC com detector de fluorescéncia (FLU), para 173-
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estradiol e 17a-etinilestradiol, e detector de arranjos de diodo (DAD) para
levonorgestrel, pois este ndo emite radiacdo fluorescente consideravel para

quantificacéo a nivel de tracgos.

4.2.2. Comparacao dos métodos de extracao por SPE de Araudjo (2006) e Lopes
(2007)

Comparou-se dois métodos de extracdo com SPE. O primeiro foi
desenvolvido por Araudjo (2006) no qual 100mL de amostra a temperatura ambiente
foi filtrada a vacuo em membrana de 45um, depois foi homogeinizada e feita a sua
extracdo. O adsorvente (SPE C-18) foi condicionado com 5mL de metanol, 7 mL de
acetonitrila e 5mL de agua livre de organicos, com fluxo de 3 mLmin™, depois eluiu-
se uma amostra de 100mL (fluxo de 2mLmin™), lavou-se o cartucho com 5mL de
agua livre de organicos e secou-se a vacuo (40 a 50kPa) por 1 hora. O extrato foi
coletado e seco sob suave fluxo de nitrogénio. Apés o mesmo foi reconstituido com
500uL de metanol e homogeinizado. O segundo método comparado foi desenvolvido
por Lopes (2007) e tem como metodologia a filtragdo de 1000mL de amostra e
extracdo com SPE, com vazdo de 6mLmin™, o adsorvente (SPE C-18) foi entdo
condicionado com 6mL de hexano, 2mL de acetona, 6mL de metanol e 10mL de
agua ultrapura pH 3,0. Eluiu-se a amostra através do cartucho (SPE-C18), fez-se o
clean-up com 10mL de agua/metanol (9:1) e deixou-se secar por 3 minutos. Apos
estes procedimentos foi feita eluicdo com 4mL de acetona, secagem do mesmo com
nitrogénio gasoso e redissolucdo com 500uL de acetonitrila (LOPES, 2007).

Para comparar os dois métodos foi feita uma modificagcdo na metodologia de

Lopes (2007) para que a quantidade de amostra que fosse eluida através do



33

cartucho permanecesse igual nos dois métodos, ou seja, ao invés de se eluir

1000mL de amostra através do cartucho utilizou-se 100mL.

4.2.3. Preparacdo das amostras, extracdo e anélise

Primeiramente a agua da represa em temperatura ambiente foi filtrada a
vacuo com filtro de acetato de celulose de poro 0,45um, a fim de se eliminar as
particulas sélidas em suspenséo.

O cartucho de extracdo em fase sélida (SPE- C18 AccuBOND Il de 500mg e
6mL, Agilent Technologies®, Part No.: 188-1356) foi condicionado com 6mL de
hexano (P.A., UItimAR®, C.A.S. No.: 110-54-3), 2mL de acetona (P.A., ChromAR®,
C.A.S. No.: 67-64-1), 6mL de metanol (P.A., Tedia®, C.A.S. No.: 67-56-1) e 10mL de
agua ultrapura (Millipore®) pH 3,0. Em seguida, eluiu-se através do catucho a
amostra, ou seja, 200mL de agua da represa filtrada. Na etapa de clean-up foram
utilizados 10mL de &agua/metanol (9:1) e deixou-se secar por 3 minutos.
Posteriormente, fez-se a eluicdo do analito de interesse com 4mL de acetona (P.A.,
ChromAR®, C.A.S. No.: 67-64-1), secagem com nitrogénio gasoso e redissolucéo
com 500uL de acetonitrila (P.A., J. T. Baker®, C.A.S. No.. 75-05-8). Todo
procedimento citado foi feito em 15kPa.

As amostras foram analisadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia com
detector de fluorescéncia (Agilent Technologies® 1200 series) para os horménios
17a-etinilestradiol (excitacdo: 230nm; emissdo: 306nm) e 17p—estradiol (excitacéo:
230nm; emiss&o: 306nm), e detector de arranjos de diodo (Agilent Technologies®
1200 series) para o levonorgestrel (240nm).

A fase movel utilizada foi acetonitrila e agua ultrapura (50:50), com corrida de

dez minutos para 17a-etinilestradiol e de 25 minutos para o levonorgestrel. Ja para o



34

17B—estradiol utilizou-se fase movel de acetonitrila e agua ultrapura (60:40) com
corrida de dez minutos.

Utilizou-se a coluna C-18 (Zorbax SB 4,6 x 250mm, 5um, Agilent
Technologies®) para 17a-etinilestradiol e levonorgestrel. Ja para o 17B—estradiol
utilizou-se a coluna PAH (LiChrospher PAH, 250 x 4,6 mm , 5um, Agilent
Technologies®), pois o referido horménio ndo apresentou reprodutibilidade com a

coluna C-18 (Zorbax SB 4,6 x 250mm, 5um, Agilent Technologies®).

4.2.4. Validacdo do meétodo para a determinacdo dos horménios 17a-
etinilestradiol, 17B-estradiol e levonorgestrel

Nesta etapa todas as amostras foram preparadas com agua de nascente
(considerada isenta dos analitos de interesse) e adicdo do analito em questdo, ou
seja, o padrao do hormonio foi adicionado a agua de nascente filtrada completando
o volume para 200mL. Apds essa etapa, a amostra foi extraida por SPE e analisada
por HPLC/FLU/DAD.

As etapas foram procedidas da seguinte maneira:

- Seletividade: Nessa etapa foi analizada uma amostra do branco, ou seja, a
matriz sem o analito e uma amostra fortificada com o analito, ou seja, agua ultrapura
com o analito de interesse, ambos foram analisados nas mesmas condi¢cdes
cromatograficas.

- Limite de deteccdo (LD) e gquantificacdo (LQ): foram preparadas
diferentes concentra¢cdes do analito adicionado a agua de nascente. O limite de
deteccdo deve ser de duas a trés vezes maior que a amplitude do ruido, ja o limite
de quantificacdo tem deve ser no minimo cinco vezes maior que a amplitude do

ruido.
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- Limite Inferior de quantificacao (LIQ): Conhecendo-se a concentragcédo do
limite de quantificacdo (LQ) preparou-se cinco amostras diferentes da mesma.
Havendo precisao e exatiddo dentro dos limites aceitaveis, ou seja, precisao de até
20% e exatiddo de 80 a 120%, admite-se esse valor como limite inferior de
quantificacdo (LIQ). Caso ndo haja precisao e exatidao aceitaveis deve-se aumentar
a concentracao até obter os resultados considerados aceitaveis.

- Linearidade: A curva de calibracdo foi determinada utilizando-se seis
concentragfes diferentes, sendo que para cada nivel de concentragcdo foi analisada
em triplicata. Para que a curva fosse aceita o0 LIQ deve ter desvio de até 20%
comparada com a concentracdo nominal e para as outras concentracdes desvio de
até 15%; no minimo quatro concentracfes da curva de calibracdo devem cumprir 0s
critérios anteriores, sendo obrigatorio para o LIQ e a maior concentracéo da curva de
calibracéo; e coeficiente de correlacdo linear deve igual ou superior a 0,98.

- Precisdo e exatiddo: Foram feitas cinco concentracbes diferentes
abrangendo as concentracfes baixa, média e alta. Para cada concentracdo foram
preparadas cinco amostras, as quais foram extraidas e analisadas. Essa etapa foi
repetida duas vezes em dias diferentes para determinar a precisdo e exatidao intra-
corrida e inter-corridas, sendo que o desvio ou coeficiente de variacdo deve ser de
até 15% para todas as concentracfes, menos para o LIQ que é admitido até 20%, e
a exatidao deve estar entre 80 a 120%.

- Recuperacdo: Nesta etapa preparou-se concentracbes diferentes
abrangendo novamente as concentracdes baixa, média e alta da linearidade do
método, e para cada concentracdo fez-se trés amostras, que posteriormente foram
extraidas e analisadas. Foram feitas também estas mesmas concentracdes, e para

cada uma fez-se trés amostras, que ndo foram extraidas por SPE, ou seja, foram
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injetadas diretamente no HPLC/FLU/DAD. Os resultados obtidos das amostras, que
devem ser precisos e exatos, com extracdo e sem extracdo por SPE foram

comparados.

4.3. Amostragem

4.3.1. Coleta e armazenamento das amostras

Os pontos de coleta foram definidos de acordo com os pontos onde ha
lancamentos de esgotos (pontos 2, 3, 4 e 5) devido a excrecdo dos horménios por
seres humanos na rede coletora de esgotos. E também houve coleta nos locais
onde ha captacao de agua (pontos 1 e 6) para abastecimento da populacao local,
para se avaliar a quantidade de hormdnios na agua.

Os pontos de coleta demonstrados por fotos (Figuras 4 a 9) apresentam as

coordenadas geograficas de acordo com a Tabela 6.

Figura 4. Ponto 1 — Ponto de coleta de 4gua para abastecimento da populagdo (Foto Daniela; 2009).



Figura 6. Ponto 3 — Langcamento de esgoto (Foto Daniela; 2009)
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Figura 7. Ponto 4 — Langcamento de esgoto (Foto Daniela; 2009)

ST g t - - e o e ———
Figura 8. Ponto 5 — Lancamento de esgoto (Foto Daniela; 2009)
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Figura 9. Ponto 6 — Ponto de coleta de agua para abastecimento da populacdo (Foto Daniela; 2009).

Tabela 6. Coordenadas dos pontos de coleta da Represa Municipal de Sdo José do Rio Preto — SP.

Ponto de Coleta

Latitude

Longitude

Ponto 1
Ponto 2
Ponto 3
Ponto 4
Ponto 5
Ponto 6

20°48°31.86"S
20°48°36.84"S
20°48°26.89"S
20°48°25.48”S
20°48°35.30”S
20°48°39.25"S

49°22°23.34"0
49°22°16.0170
49°21°57.42"0
49°21°46.86"0
49°21°26.27"0
49°21°06.55"0

As amostras foram coletadas durante a estacdo chuvosa (janeiro e

marco/2009) e seca (maio e julho/2009), na Represa Municipal de Sdo José do Rio

Preto, em horarios determinados devido a diferenca nas caracteristicas do esgoto

durante o dia, fazendo apos esse procedimento a analise de hormdnios femininos

naturais e sintéticos. Foram feitas analises de pH e oxigénio dissolvido para

informac&o complementar. Também verificou-se a temperatura durante a coleta de

cada ponto.

A importancia de se monitorar o pH € que o mesmo influencia diretamente

sobre a fisiologia de espécies presentes na agua da represa e, indiretamente sobre

a precipitacdo de elementos quimicos téxicos, como metais pesados, e na
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solubilidade de nutrientes (BRASIL, 2009). J4 a andlise do oxigénio dissolvido (OD)
€ utilizada como indicativo do nivel de poluicdo uma vez que a baixa concentracao
de OD é resultado da decomposi¢cdo da matéria organica pelas bactérias (BRASIL,
2009).

A legislacéo federal (Resolucdo CONAMA 357/05) e estadual de Sao Paulo
(Decreto n 8468/76), estabelecem a faixa de pH e a quantidade de oxigénio
dissolvido (OD) adequado de acordo com a classe de agua. JA o Ministério da
Saude (Portaria 518/04) estabelece que o pH da &gua para abastecimento publico
deve estar entre 6,0 e 9,5.

A temperatura influéncia no crescimento de organismos aquaticos
(temperatura Otima), migracdo, desova e incubacdo de ovo. Além disso, a
temperatura influéncia na quantidade de estrogenos livres, sendo encontrada maior
guantidade destes em temperaturas elevadas (FERNANDEZ et al, 2008). As
variacOes da temperatura podem ocorrer devido ao regime climatico e também pode
ocorrer a sua elevacao por despejos industriais (BRASIL, 2009).

As coletas foram realizadas em triplicata, em volumes de 1L e armazenadas
em frascos de vidro ambar com tampas de teflon. Foram adicionadas a estas
algumas gotas de metanol logo apds a coleta, a fim de cessar a atividade
microbiana. As amostras foram conservadas a 4°C até andlise, que se procedeu no
maximo em uma semana apoés a coleta. As amostras foram filtradas em membrana
0,45um para retirar as particulas em suspensao, realizando-se apds extracdo por
SPE e andlise dos horménios por HPLC com detector de fluorescéncia (FLU) e

detector de arranjo de diodo (DAD).
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4.4. Anélise de VTG (vitelogenina)

A captura de peixes foi realizada em setembro, nos pontos 1 e 5, devido a
necessidade de autorizagdo do IBAMA (Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos
Recursos Naturais Renovaveis), da Prefeitura de Sdo José do Rio Preto e da Policia
Ambiental. No ponto 1 foram capturados 10 exemplares, sendo trés caras
(Geophagus brasiliensis, Figura 10) machos e uma fémea, duas tilapias rendali
(Tilapia rendalli, Figura 11) machos e duas fémeas, um zoitdo (Satanoperca
papaterra, Figura 12) macho e um fémea. J4 no ponto 5 foram capturados 10
exemplares, sendo cinco caras (Geophagus brasiliensis, Figura 10) machos e cinco

caras (Geophagus brasiliensis, Figura 10) fémeas.

Figura 10. Cara (Geophagus brasiliensis) capturado na Represa Municipal de Sdo José do Rio Preto.

Figura 11. Tilpia rendada (Tilapia rendalli) capturada na Represa Municipal de Sdo José do Rio
Preto.
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Figura 12. Zoiudo (Satanoperca papaterra) capturado na Represa Municipal de Sao José do Rio
Preto.

Primeiramente, anestesiou-se os peixes com benzocaina 250mg L™ para que
a extracdo de sangue nao causasse dor (NOGA, 1996). Depois, fez-se a extracéo
de sangue com seringas de 3mL heparizadas com 4000Ul mL™ de heparina, a qual
foi inserida na veia caudal ou lamelas branquiais. Apés isso, fez-se a centrifugacéo
(7000g; 5min, 15°C) do sangue e coletou-se o plasma (sobrenante) e 0 conservou
em — 20°C (TYLER et al, 1999). Os peixes capturados foram submetidos a eutanasia
pelo deslocamento da cervical.

ApOs esses procedimentos fez-se o teste ELISA (Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay) que consiste nas seguintes etapas:

Primeira etapa:

A placa foi revestida com anticorpo de captura, depois adicionou-se 100uL de
amostra para cada poco e incubou-se por 1 hora em temperatura ambiente.
Segunda etapa:

Lavou-se a placa por trés vezes com 300uL de tampao PBS (Phosphate
buffered saline), 0,05% Tween-20, adicionou-se 100uL de anticorpo de deteccéo, e

incubou-se novamente por 1 hora em temperatura ambiente.



43

Terceira etapa:

Lavou-se a placa por trés vezes com 300uL de tampao PBS, 0,05% Tween-
20, adicionou-se 100puL de anticorpo secundario, e incubou-se novamente por 1 hora
em temperatura ambiente.

Quarta etapa:

Lavou-se a placa cinco vezes com 300uL de tampéo PBS, 0,05% Tween-20,
adicionou-se 100uL de solucdo contendo substrato crémico (Perdéxido de uréia,
OPD), incubou-se por 30 minutos ao abrigo de luz em temperatura ambiente e
adicionou-se 50uL de H,SO, 2M para parar a reacdo. Esperou-se cinco minutos e
leu-se a absorvancia em 492nm com a leitora de microplaca Elisa TP-READER
(Thermo Plate).

A concentracdo de VTG (vitelogenina) nas amostras foram determinadas
usando-se o calculo recomendado pelo kit de ELISA. Para isso, fez-se diferentes
concentracbes de vitelogenina para obter uma analise de regressao linear
(absorbancia x concentracdo de VTG), com a equacédo obtida pela mesma e a leitura
de absorbancia das amostras € possivel chegar a concentracdo de VTG nas
amostras. As amostras foram feitas em duplicatas, sendo uma amostra sem diluicéo

e outra com diluicdo (machos 1:500 e fémeas 1:1 800 000).

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Condicdes Cromatograficas para a analise de horménios na agua da
Represa Municipal de Sdo José do Rio Preto (SP)
Os comprimentos de onda para as condi¢cGes cromatograficas foram definidos

de acordo com a maxima absorcao ou fluorescéncia de cada horménio estudado. O
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levonorgestrel tem a sua absorcdo maxima em 240nm como demonstrado no
espectro na regiao do UV (Figura 13), portanto utilizou-se o detector de arranjo de
diodo (DAD) no referido comprimento de onda, o levonorgestrel n&o fluoresce por

isso nao foi analisado pelo detector de fluorescéncia (FLU).
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Figura 13. Espectro de UV do levonorgestrel.

Os comprimentos de onda utilizados para a andlise do 17a-etinilestradiol
foram definidos de acordo com os resultados do espectro de varredura na regido do
UV de 200 a 800nm (Figura 14). Verifica-se pelo espectro (Figura 14) que ha maior
absorbancia na regido de 200 a 300nm, portanto o 17a-etinilestradiol foi analisado
empregando-se fluorimetro por excitacdo na faixa de 200 a 300nm (Figura 15). Este
espectro demonstrou melhor resultado em 230 e em 280nm, e estes comprimentos
de onda foram empregados para a andlise do referido hormbénio. O espectro de
emissdo foi obtido pelo fluorimetro na faixa de 300 a 550nm (Figura 16) e
apresentou a melhor resposta em 306nm, sendo este comprimento de onda utilizado

para a analise do 17a-etinilestradiol em HPLC/FLU.
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Figura 14. Espectro de UV do 17a-etinilestradiol.
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Figura 15. Espectro de excitacdo do 17a-etinilestradiol obtido no fluorimetro.

45



46

8000

6000

4000 +

intensidade

2000

T T T T T T T T T T T
300 350 400 450 500 550
comprimento de onda (nm)

Figura 16. Espectro de emissdo do 17a-etinilestradiol obtido no fluorimetro.

Verifica-se pelo espectro de varredura na regido do UV de 200 a 800nm
(Figura 17) que o 17B-estradiol apresenta melhor absorbancia na regido de 200 a
300nm e, portanto, o 17B-estradiol foi analisado por excitacdo no fluorimetro na faixa
do comprimento de onda de 200 a 300nm (Figura 18). Verificou-se pelo espectro de
excitacao (Figura 18) que a melhor resposta foi em 230 e em 280nm. O espectro de
emissdo obtido pelo fluorimetro na faixa de 300 a 550nm (Figura 19) apresentou

melhor resultado em 306nm.
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Figura 17. Espectro de UV do 17B-estradiol.

10000
8000
6000
4000 +

2000

T T T T T T T T T T T
200 220 240 260 280 300
comprimento de onda (nm)

Figura 18. Espectro de excitacao do 173-estradiol obtido no fluorimetro.
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Figura 19. Espectro de emissao do 173-estradiol obtido no fluorimetro.

A fase moével utilizada para a analise dos hormdnios levonorgestrel e 17a-
etinilestradiol foi acetonitrila e agua livre de organicos (50:50) método de LOPES
(2007), para o 17B3-estradiol a fase movel foi acetonitrila e agua livre de organicos na
proporcao de 60:40, pois nesta condicdo obteve-se melhor resposta (Figura 20). As
diferentes proporcdes da fase mével € explicada pelas diferentes colunas utilizadas,
sendo usada a coluna com o adsorvente C-18 (Zorbax SB 4,6 x 250mm, 5um,
Agilent Technologies®) para o 17a-etinilestradiol e levonorgestrel, e para o 17B-
estradiol foi utilizada a coluna PAH (LiChrospher PAH, 250 x 4,6 mm , 5um, Agilent
Technologies®). Isto foi necessario porque o 17B-estradiol ndo apresenta
reprodutibilidade quando se usa a coluna contendo o adsorvente C-18 (Zorbax SB

4,6 x 250mm, 5um, Agilent Technologies®).
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Figura 20. Espectro de comparacéo para fase mével para 173-estradiol.
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Comparando-se os comprimentos de onda de excitacdo em 230 e em 280nm

no detector de fluorescéncia para os horménios 17a-etinilestradiol e173-estradiol, o

primeiro comprimento de onda apresentou melhor resposta e isso pode ser

visualizado na Figura 21.
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Figura 21. Espectro de comparagao entre 230 e 280nm no HPLC/FLU para 1783-estradiol.
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Como foram feitos varios testes para se encontrar a melhor condicédo
cromatografica, descritos anteriormente, optou-se por utilizar para a andlise do
levonorgestrel HPLC/DAD o comprimento de onda de 240nm, fase movel isocréatica
de acetonitrila e agua livre de organicos (50:50) e corrida de 25 minutos. Para a
analise do 17a-etinilestradiol e do 17B—estradiol foi utilizado HPLC/FLU com
excitacdo em 230nm e emissdo em 306nm, fase mdvel isocratica de acetonitrila e

agua livre de organicos (50:50 e 60:40, respectivamente) e corrida de dez minutos.

5.2. Comparacao dos métodos de extracdo por SPE de Araujo (2006) e Lopes
(2007)

Na comparacdo dos métodos de Araujo (2006) (Figura 22) e Lopes (2007)
(Figura 23), o ultimo se mostrou mais eficiente devido a melhor resposta no
cromatograma para as mesmas condi¢bes cromatograficas e concentracdo de
2,5ugL? em 100mL de amostra percolada através do cartucho contendo o

adsorvente C-18.
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Figura 22. Cromatograma do levonorgestrel na concentracdo de 2,5ugL™, método Aradjo (2006).

mAU
4 -
35
3 .
25
=
=
27 levonorgestrel
_,\h
i

3,368

1.5

T . T T -
20 rmin

———
5 10
Figura 23. Cromatograma do levonorgestrel na concentracdo de 2,5ugL™, método Lopes (2007)
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Fez-se teste em que foram comparados diferentes volumes de amostras,
empregando-se o método de extragdo por SPE (condicionamento, lavagem, eluicao
e reconstituicdo) de Lopes (2007), entre 100 e 200mL (Figuras 24 e 25) de amostra
percolada através do cartucho contendo o adsorvente C-18. Observou-se que,
guando empregou-se 200mL de amostra a resposta foi melhor para a mesma
concentracdo de levonorgestrel, 0,15ugL™, pois ao utilizar 100mL de amostra na

concentracdo 0,15ugL™ de levonorgestrel néo foi observada resposta.
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Figura 24. Cromatograma de 100mL para a concentragéo de 0,15ugL™ de levonorgestrel, extraida
por SPE pelo método Lopes (2007).
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Figura 25. Cromatograma de 200mL para a concentracdo de 0,15pgL™ de levonorgestrel, extraida
por SPE pelo método Lopes (2007).

Devido aos melhores resultados apresentados quando utilizou-se 200mL de

amostra (Figura 25), utilizou-se esse volume para validar o método.

5.3. Validacdo do método para a analise dos horménios em estudo

Os parametros utilizados para a validacdo do método foram seletividade,
limite de deteccéo (LD), limite de quantificacdo (LQ), limite inferior de quantificacdo
(LIQ), linearidade, precisdo e exatidao intra-corrida e inter-corrida e por ultimo

recuperacao.

5.3.1. Seletividade

Nessa etapa foi analizada uma amostra do branco, ou seja, a matriz sem o
analito e uma amostra com o analito, ou seja, agua livre de organicos com o analito,
ambos foram submetidas as mesmas condi¢bes cromatograficas (Figuras 26 a 28).
Utilizou-se estas duas amostras para comprovar que na amostra do branco nao ha

interferentes provenientes da matriz que tém tempo de retengcdo proximo ao do



54

analito, o que pode resultar em falsos positivos ou negativos. A agua livre de
organicos é considerada isenta destes interferentes.

Para comprovar a seletividade do método para a andlise do 17a -
etinilestradiol (Figura 26) foi filtrada a agua de nascente e posteriormente foi feita a
extracdo da mesma por SPE. Fez-se também uma amostra de 200mL diluindo a
solucdo estoque na concentracdo de 100mgL™ do horménio em &gua livre de
organicos até obter a concentracdo de 40pgL™, que foi extraida por SPE. Os
extratos foram entdo submetidos a analise empregando-se HPLC/FLU. O mesmo
procedimento foi feito para o 17B-estradiol para demonstrar a seletividade (Figura

27).
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40 pg.L
300 17a — etinilestradiol
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200
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p— |
100
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min

Figura 26. Seletividade do método para a analise do 17a—etinilestradiol (tempo de retencéo de 8,19
min).
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Figura 27. Seletividade do método para a analise do 17(-estradiol (tempo de retencéo de 4,59 min).

A seletividade do método para a analise do levonorgestrel (Figura 28) foi
demonstrada com a analise de uma amostra de agua de nascente filtrada, que foi
extraida por SPE, e também com a analise de uma amostra diluindo-se a solucéo
estoque na concentracdo de 100mgL™ do levonorgestrel em agua livre de organicos
até resultar na concentracdo de 100pugL™ e no volume final de 200mL, logo apés fez-

se a extracdo por SPE. Os extratos foram analisadas por HPLC/DAD.
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Figura 28. Seletividade do método para o levonorgestrel (tempo de retencdo de 17,41 min).

Verifica-se pelos cromatogramas das Figuras 26 a 28, anteriormente
apresentados sobre a seletividade do método de andlise dos hormbnios 17a-
etinilestradiol, 17p3-estradiol e levonorgestrel, qgue o método utilizado para detectar os
hormbénios em estudos € adequado para se fazer a validacédo. Pois, verifica-se pelos
cromatogramas que ndo ha picos proximos ao tempo de retencédo do analito que é
de 8,19 min para o 17a-etinilestradiol; 4,59 min para o 17B-estradiol e de 17,41 min
para o levonorgestrel. Isto quer dizer, que o método de deteccdo dessas substancias

nao apresenta falso positivo ou falso negativo.

5.3.2. Limite de deteccao (LD) e de quantificacao (LQ)

Segundo a RE- 899 de 2003 da ANVISA (AGENCIA NACIONAL DE
VIGILANCIA SANITARIA, 2008) o limite de deteccdo deve ser de duas a trés vezes
maior que o ruido, ja o limite de quantificacdo deve ser no minimo cinco vezes maior
gue o ruido e também deve ter precisdo e exatidao dentro dos limites aceitaveis, ou

seja, precisdo de até 20% e exatidao de 80 a 120%.
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As amostras foram preparadas diluindo-se a solucéo estoque preparada com
agua de nascente filtrada, com posterior extragdo em SPE e andlise por HPLC. As
solucbes analisadas foram na concentracdo de 25; 50; 100; 150ngL™ para o 17a —
etinilestradiol, 173 — estradiol e para o levonorgestrel.

O limite de deteccdo e de quantificacdo (Tabela 7) do método para cada
hormbnio demonstraram-se adequados, quando comparados com a concentragao
de hormdnios encontrada em amostra de agua de estudos feitos por outros autores

(Tabela 2) Ghiselli (2006), Raimundo (2007) e Moura (2009).

Tabela 7. Limite de deteccdo e de quantificacdo do método para a andlise de horménio em agua;
volume de inje¢do: 20pL.

Horménio LD (ngL™) LQ (ngL™
17a — etinilestradiol 25 100
17 — estradiol 100 150
Levonorgestrel 50 150

5.3.3. Limite inferior de quantificacéo (LIQ)

Preparou-se cinco amostras diferentes com a mesma concentracao para cada
horménio, sendo utilizada a concentracdo encontrada para o LQ, ou seja, cinco
amostras de 100ngL™ do 17a — etinilestradiol, cinco amostras de 150ngL™ do 17f —
estradiol e cinco amostras de 150ngL™ do levonorgestrel. Todas as amostras foram
preparadas diluindo-se a solucao estoque preparada com agua de nascente filtrada,
com extracdo e analise por HPLC.

Como as amostras dos horménios estudados apresentaram precisdo menor
gue 20% e exatiddo entre 80 a 120%, portanto a concentracao referente ao limite de
guantificacdo (LQ) é considerada como limite inferior de quantificacao (LIQ) (Tabela

8).
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Tabela 8. Preciséo e exatiddo do limite de quantificacéo.

Hormonio LIQ (ngL™ DPR (%) Exatid&do (%)
17a — etinilestradiol 100 5,49 105,32
17 — estradiol 150 5,24 113,81
Levonorgestrel 150 7,91 88,64

5.3.4. Linearidade
Para cada curva foram feitas seis concentracOes diferentes e para cada
concentragao foi analisada em triplicata. A seguir seréo apresentados os resultados

obtidos para cada horménio estudado.

17a-etinilestradiol

As solugdes utilizadas do 17o—etinilestradiol foram: para a primeira curva na
concentracdo de 0,10; 0,20; 0,40; 0,60; 0,80 e 1,0ugL™ (Figura 29); para a segunda
curva 1,0; 2,0; 4,0; 6,0; 8,0 e 10,0ugL™ (Figura 30); para a curva mais alta foram de

10,0; 15,0; 20,0; 30,0; 40,0 e 50,0pgL™ (Figura 31).

120 y = 78,036x + 28,471

R =0,98504
100

t=10]

60

Area

40

20

0] a.5 1 1,5
ugL™

Figura 29. Lineariijade do método para a andlise do 17a-etinilestradiol na concentracdo de 0,10 a
1,0pgL™.
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Figura 30. Linearidlade do método para a andlise do 17a-etinilestradiol na concentracdo de 1,0 a
10,0pgL’
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Figura 31. Linearidalde do método para a analise do 17a-etinilestradiol na concentragédo de 10,0 a
50,0ugL”

17B-estradiol
As solucbes do 17p-estradiol com diferentes concentracfes utilizadas para a

curva analitica na concentracdo baixa foram 0,15; 0,50; 1,50; 3,0; 4,0 e 5,0ugL™
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(Figura 32). Para a curva analitica de concentracdo alta utilizou-se 5,0; 7,0; 14,0;

21,0; 28,0; 35,0 e 42,0ugL™ (Figura 33).
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Figura 32. Linearidade do método para a analise do 17B-estradiol na concentracéo de 0,15 a 5,0ugL™
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Figura 33. Linearidade do método para a andlise do 17B-estradiol na concentracéo de 5,0 a 42ugL™.
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Levonorgestrel

Para determinar a linearidade do método para a andlise do levonorgestrel
foram utilizadas as seguintes solucbes para curva analitica baixa na concentracdo
de 0,15; 0,50; 1,0; 3,0; 6,0 e 10,0ugL™ (Figura 34). Para a curva analitica alta

utilizou-se a concentracdo de 10,0; 70,0; 140,0; 210,0; 280,0 e 360,0pgL™ (Figura

35).
450 . y = 38,416x + 20,933
400 R =0,99116
350
- 300
E 250
200
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100 L 2
50
0
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Figura 34. Linearidade do método para a andlise do levonorgestrel na concentracdo de 0,15 a
10,0pgL™ .
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Figura 35. Linearidadle do método para a andlise do levonorgestrel na concentracdo de 10,0 a
360,0pgL ™.
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A primeira curva analitica do 17a-etinilestradiol, 173-estradiol e levonorgestrel
apresentou LIQ com desvio de até 20% comparada com a concentracdo nominal e
as outras solucbes com diferentes concentracdes desvio de até 15% em relacdo a
concentracdo nominal. Todas as outras curvas analiticas apresentaram desvio de
até 15% para todas as solucdes estudadas comparando-se com a concentracdo
nominal. Os coeficientes de correlacdo linear das curvas também estdo dentro dos
parametros, ou seja, sao superiores a 0,98.

Os resultados encontrados da linearidade de resposta para cada hormoénio
em estudo servem para determinar a concentracdo dos mesmos em agua, ou seja,
com a equacgéao da reta obtida pela linearidade e com a area determinada por analise

em HPLC dos horménios, consegue-se saber qual € a concentracdo dessas

substancias em agua.

5.3.5. Preciséo e exatidéo

Para determinar a precisdo e a exatiddo do método (Tabelas 9 a 14) para
cada hormodnio fortificou-se cinco amostras isentas do analito abrangendo as
concentracfes baixa, média e alta, sendo que para cada concentracdo preparou-se

cinco amostras. Esse procedimento foi feito em dois dias diferentes.

Tabela 9. Precisdo e exatiddo do método do primeiro dia de analise do 17a-etinilestradiol.

ugL™ DPR* (%) Exatiddo (%)
0,1 6,36 96,50
1,0 0,30 89,83
10,0 2,03 98,42
20,0 3,33 115,48
40,0 4,66 104,16

*Desvio padrao relativo ou preciséo.
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Tabela 10. Preciséo e exatiddo do método do segundo dia de andlise do 17a-etinilestradiol.

uglL™ DPR* (%) Exatid&o (%)
0,1 9,02 89,35
1,0 2,73 87,00
10,0 1,17 97,20
20,0 1,26 110,62
40,0 1,47 116,73

*Desvio padréo relativo ou preciséo.

Tabela 11. Precisé@o e exatiddo do método do primeiro dia de andlise do 17B-estradiol.

pgL™ DPR* (%) Exatid&o (%)
0,15 4,09 108,42
5,0 1,41 100,00
20,0 5,51 113,65
35,0 2,56 108,65

*Desvio padréo relativo ou preciséo.

Tabela 12. Precisdo e exatiddo do método do segundo dia de analise do 173-estradiol.

pgL™ DPR* (%) Exatid&o (%)
0,15 6,69 110,11
5,0 1,92 105,98
20,0 4,66 87,41
35,0 0,57 115,07

*Desvio padréo relativo ou preciséao.

Tabela 13. Precisdo e exatiddo do método do primeiro dia de analise do levonorgestrel.

ugL™ DPR (%) Exatiddo (%)
0,15 1,92 114,36
10 0,73 104,70
150 4,48 111,80
300 14,69 88,34

*Desvio padréo relativo ou preciséao.

Tabela 14. Precisdo e exatiddo do método do segundo dia de analise do levonorgestrel.

ugL™ DPR (%) Exatiddo (%)
0,15 2,64 117,09
10 0,32 107,45
150 0,44 93,69
300 2,61 103,74

*Desvio padrao relativo ou preciséo.

Verifica-se pelos resultados apresentados nas Tabelas 9 a 14 que todas as

solugdes com concentragdo diferente apresentaram preciséo (DPR) ou desvio
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padrédo relativo (DPR) de até 15%, portanto estdo dentro do parametro da Resolucao
RE-899 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (AGENCIA NACIONAL DE
VIGILANCIA SANITARIA, 2008). A exatiddo de todas as solugdes com diferentes
concentracfes também esta de acordo com a norma Resolugdo RE-899 da ANVISA
que é de 80 a 120%. Os resultados da precisdo e da exatiddo interdias do método
para andlise dos horménios estudados estao dentro da norma e estdo apresentados

na Tabela 15.

Tabela 15. Preciséo e exatidao interdias do método dos hormoénios estudados.

Hormonio DPR* (%) Exatidao (%)
17a-etinilestradiol 3,23 100,53
17B-estradiol 3,43 106,16
Levonorgestrel 3,48 105,15

*Desvio padréo relativo ou preciséo.

5.3.6. Recuperacao

Para saber a eficiéncia da extracdo dos horménios em estudo por SPE
(extracado por fase solida) fez-se diferentes solu¢cdes com concentragdo baixa, média
e alta da linearidade do método, com trés repeticbes para cada amostra. As
solucdes foram submetidas a extracdo por SPE e analisadas por HPLC/FLU/DAD.
Além disso, foram preparadas estas mesmas solucbes com concentracdo baixa,
média e alta, com trés repeticbes cada, sem extracdo por SPE, ou seja, as amostras
foram analisadas diretamente por HPLC/FLU/DAD.

Os resultados obtidos das analises das amostras fortificadas com extracao
por SPE e sem extracao foram precisos e exatos. A partir desses dados foram feitos
os calculos para determinar a porcentagem de recuperacao (Tabelas 16 a 18) do
método. Os calculos foram feitos em relacdo a area do pico referente ao analito

contido na amostra submetida a extracdo por SPE e a sem extragao.
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Tabela 16. Recuperacao do método de extracdo por SPE do 17a-etinilestradiol.
ugL?  Recuperacdo (%)

0,1 84,34
1,0 87,32
10,0 87,01
20,0 87,62
40,0 103,46

Tabela 17. Recuperacao do método de extracdo por SPE do 17B-estradiol.
ugL?  Recuperacdo (%)

0,15 83,69
5,0 96,41
20,0 88,60
35,0 87,48

Tabela 18. Recuperacado do método de extracdo por SPE do levonorgestrel.
ugL?  Recuperacdo (%)

0,15 83,90
10,0 85,99
150,0 94,84
300,0 81,06

Apoés a validacdo do método fez-se as coletas das amostras de agua da
Represa Municipal de Sao José do Rio Preto nos pontos 1 a 6 (Tabela 6) para a
analise dos horménios 17a-etinilestradiol, 17p-estradiol e levonorgestrel. Para a

analise dos hormoénios em estudo utilizou-se o0 método validado.

5.4. Analise das amostras de agua da Represa Municipal de Sdo José do Rio
Preto (SP)

Foram feitas quatro coletas de agua, distribuidas de acordo com o periodo de
chuva (janeiro e margo) e de seca (maio e julho) de um mesmo ano. Considera-se a
sazonalidade, pois esta pode causar interferéncia nos resultados das analises, uma
vez que no periodo chuvoso a concentracdo de horménio pode ser mais baixa
devido a quantidade de agua de chuva que causa diluicdo. Devido a isso, sdo

demonstrados os indices pluviométricos (Tabelas 19 a 22) dos meses das coletas.



66

Como a época de chuva coincide com o verdo e a época de seca com o inverno
serdo demonstrados também as temperaturas médias do periodo de coleta (Figura

36 a 39).

Tabela 19. indice Pluviométrico do més de janeiro de 2009 (CENTRO INTEGRADO DE
INFORMACOES AGROMETEOROLOGICAS, 2009).

Semana Precipitacdo Armazena Evapotranspiracdo Déficit Excedente

(mm) mento Real (mm) Hidrico Hidrico (mm)
(mm) (mm)

05/01/2009 a 0,0 42 15 23 0

11/01/2009

12/01/2009 a 68,3 66 44 0 0

18/01/2009

19/01/2009 a 0,0 52 14 17 0

25/01/2009

26/01/2009 a 123,4 125 31 0 20

01/02/2009

Total 191,7

Tabela 20. indice Pluviométrico do més de marco de 2009 (CENTRO INTEGRADO DE
INFORMACOES AGROMETEOROLOGICAS, 2009).

Semana Precipitacdo Armazena Evapotranspiracdo Déficit Excedente
(mm) mento Real (mm) Hidrico Hidrico (mm)
(mm) (mm)

02/03/2009 a 0,0 78 29 10 0
08/03/2009

09/03/2009 a 61,4 106 33 0 0
15/03/2009

16/03/2009 a 51,4 125 31 0 1
22/03/2009

23/03/2009 a 39,0 125 31 0 8
29/03/2009

30/03/2009 a 12,6 108 29 2 0
05/04/2009

Total 164,4
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Tabela 21. indice Pluviométrico do més de maio de 2009 (CENTRO INTEGRADO DE
INFORMACOES AGROMETEOROLOGICAS, 2009).

Semana Precipitacdo Armazena Evapotranspiracdo Déficit Excedente

(mm) mento Real (mm) Hidrico Hidrico (mm)
(mm) (mm)

04/05/2009 a 0,0 76 12 7 0

10/05/2009

11/05/2009 a 26,8 84 19 0 0

17/05/2009

18/05/2009 a 0,0 74 10 6 0

24/05/2009

25/05/2009 a 0,5 63 11 9 0

31/05/2009

Total 27,3

Tabela 22. indice Pluviométrico do més de julho de 2009 (CENTRO INTEGRADO DE
INFORMACOES AGROMETEOROLOGICAS, 2009).

Semana Precipitacdo Armazena Evapotranspiracdo Déficit Excedente

(mm) mento Real (mm) Hidrico Hidrico (mm)
(mm) (mm)

06/07/2009 a 10,2 50 12 3 0

12/07/2009

13/07/2009 a 0,0 44 6 9 0

19/07/2009

20/07/2009 a 16,2 46 14 0 0

26/07/2009

27/07/2009 a 0,0 40 6 11 0

02/08/2009

Total 26,4

Os indices pluviométricos indicaram que no periodo de janeiro houve um
acumulado de 191,7mm de precipitacédo e de 164,4mm para o0 més de marco, sendo
estes valores menores para o periodo de seca, na qual fora registrados os indices
de 27,3mm para o0 més de maio e 26,4mm para o més de julho. A temperatura média
da época de chuva (verdo) dos meses de janeiro (Figura 35) e marco (Figura 36) foi
de 26,07 e 26,82°C, respectivamente, ja para a época de seca (inverno) dos meses

de maio (Figura 37) e julho (Figura 38) foi de 23,7 e 21,77°C.
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Figura 36. Temperatura media do més de Janeiro de 2009 (CENTRO INTEGRADO DE
INFORMACOES AGROMETEOROLOGICAS, 2009).
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Figura 37. Temperatura média do més de Marco de 2009 (CENTRO INTEGRADO DE
INFORMACOES AGROMETEOROLOGICAS, 2009).
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Figura 38. Temperatura media do més de Maio de 2009 (CENTRO INTEGRADO DE
INFORMACOES AGROMETEOROLOGICAS, 2009).
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Figura 39. Temperatura média do més de Julho de 2009 (CENTRO INTEGRADO DE
INFORMACOES AGROMETEOROLOGICAS, 2009).

A Represa Municipal de Sao José do Rio Preto é classificada como de classe
2, segundo o Decreto 10.755/77 do estado de S&o Paulo, que dispbe sobre o

enquadramento dos corpos de agua receptores na classificacdo prevista no Decreto
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n°® 8.468/76 do estado de S&o Paulo. Este ultimo e a Resolugcdo CONAMA 357/05,
estabelecem para esta classe um valor minimo de 5,0mgL™ para o oxigénio
dissolvido (OD). Ja para o pH a Resolugdo CONAMA 357/05 estabelece a faixa de
6,0 a 9,0 para corpos hidricos de classe 2.

Mediu-se com oximetro a temperatura e o oxigénio dissolvido da agua no
momento da coleta e os resultados estdo apresentados nas Tabelas 23 a 26. No
laboratério foram feitas as andlises de pH (Tabelas 23 a 26) e dos hormbnios (Figura

40 a 42).

Tabela 23. Oxigénio dissolvido, temperatura e pH das amostras de agua coletadas no més de janeiro

de 2009.
Pontos Oxigénio dissolvido Temperatura pH
(mgL™) G
Ponto 1 5,79 28,7 7,73
Ponto 2 5,84 28,5 7,82
Ponto 3 5,80 28,3 7,80
Ponto 4 5,83 28,1 7,68
Ponto 5 5,95 27,6 7,67
Ponto 6 6,64 27,3 7,69

Tabela 24. Oxigénio dissolvido, temperatura e pH das amostras de 4gua coletadas no més de margo

de 2009.
Pontos Oxigénio dissolvido Temperatura pH
(mgL™) G
Ponto 1 6,8 28,4 7,15
Ponto 2 2,5 28,4 6,94
Ponto 3 54 28,3 7,19
Ponto 4 7,7 27,1 6,94
Ponto 5 4,8 26,8 7,03

Ponto 6 4,1 26,0 6,92
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Tabela 25. Oxigénio dissolvido, temperatura e pH das amostras de 4gua coletas no més de maio de

20089.
Pontos Oxigénio dissolvido Temperatura pH
(mgL™) Q)
Ponto 1 7,4 31,3 7,47
Ponto 2 5,8 29,1 6,73
Ponto 3 6,9 24,8 7,50
Ponto 4 7,1 24,2 7,49
Ponto 5 6,8 24,7 7,56
Ponto 6 7,5 24,3 7,51

Tabela 26. Oxigénio dissolvido, temperatura e pH das amostras de agua coletadas no més de julho

de 2009.
Pontos Oxigénio dissolvido Temperatura pH
(mgL™) Q)
Ponto 1 1,6 21,3 7,72
Ponto 2 2,6 21,6 7,92
Ponto 3 1,8 21,6 7,85
Ponto 4 1,3 20,5 7,47
Ponto 5 1,6 20,4 7,53
Ponto 6 1,4 20,2 7,46

O pH da agua da Represa Municipal de Sao José do Rio Preto (SP) em todos
0s pontos e meses de coleta ficou na faixa de 6,0 a 9,0 obedecendo a Resolucao
CONAMA 357/05 para corpos hidricos de classe 2. Ja o oxigénio dissolvido (OD)
ficou abaixo do estabelecido pelo Decreto n° 8.468/76 do estado de Séo Paulo e a
Resolucdo CONAMA 357/05 para os meses de marco (ponto 2, 5 e 6) e julho (todos
0S pontos), isto pode ter ocorrido devido a represa receber esgoto sanitario.

Nao foi observada a presengca dos horménios do 17a-etinilestradiol (Figura
40), do 17p-estradiol (Figura 41) e do levonorgestrel (Figura 42) até o limite de
deteccdo do método, nas andlises das amostras de agua coletada na Represa
Municipal de S&o José do Rio Preto por HPLC/FLU/DAD. Outro autor, Kuster et al
(2009) também n&o encontrou em seus estudos os hormdnios 17a-etinilestradol,
17B-etinilestradiol e levonorgestrel no Rio de Janeiro (RJ) até o limite de deteccéo
do método (LD) para rios, sendo o LD de 7,55; 2,27 e 1,16ngL™, respectivamente.

Para cada coleta feita como recomendacao da RE-899 de 2003 da ANVISA

algumas amostras foram fortificadas para o controle de qualidade (CQ) nas
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concentracdes de 0,1; 0,3; 1,0; 10; 22,0 e 45,0pgL™ para o 17a-etinilestradiol, 0,15;
0,45; 5,0; 19,0; 37,0ugL™ para o 17B-estradiol e 0,15, 0,45, 10,0; 162,0; 324,0ugL™

para o levonorgestrel.

] amostra
100 ngL™ 17a—etinilestradiol

LU

i 17a-etinilestradiol

T T T T T T T T T T T
o 2 4 6 8 10

Tempo (min)

Figura 40. Amostra de 4gua da coleta de marco fortificada com 17a-etinilestradiol.
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Figura 41. Amostra de agua da coleta de margo fortificada com 17B-estradiol.
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Figura 42. Amostra de agua da coleta de marco fortificada com levonorgestrel.
Como a Represa Municipal de Sado José do Rio Preto (SP) recebe esgoto
sanitario decidiu-se por usar bioindicador de efeito enddcrino. Para tanto utilizou-se
analise de vitelogenina (VTG) por ELISA, com o intuito de verificar o efeito desse

ambiente em peixes.

5.5. Anélise de vitelogenina (VTG)

Para verificar o efeito enddcrino da agua da Represa Municipal de Séo José
do Rio Preto (SP) fez-se o teste de ELISA para andlise de VTG do plasma
sanguineo de peixes machos e de fémeas capturados na referida represa.
Primeiramente fez-se a analise linear das concentracbes de VTG 0,24; 0,49; 0,98;

1,95:; 3,91; 7,81 e 31,3ngmL™ que teve como resultado R? de 0,9949 (Figura 43).
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Figura 43. Linearidade das concentracfes de VTG.

Os valores da absorbancia das amostras de VTG do plasma sanguineo de
peixes com e sem diluicdo foram colocados na equacao da reta, e assim, obteve-se
as concentracdes de VTG.

Os resultados das analises de VTG do plasma sanguineo de peixes
demonstram que as fémeas (Figuras 45 e 47) apresentaram maiores concentracoes
de VTG que os machos (Figuras 44 e 46), sendo encontrados na ordem de pgmL™ e
ngmL™, respectivamente.

A andlise de VTG dos peixes capturados no ponto 1 (Figura 44 e 45)
demonstrou que os caras (Geophagus brasiliensis) fémeas (Figura 45) apresentaram
menores concentracbes de VTG em relacdo as fémeas das outras espécies
estudadas. Os peixes fémeas da espécie Satanoperca papaterra (zoiludo)
apresentaram concentracao intermediaria de VTG. Ja os peixes fémeas da espécie
Tilapia rendalli (Tilapias rendali) apresentaram maior concentracdo de VTG. O
mesmo comportamento em relacédo a concentracdo de VTG no plasma sanguineo foi

observado para os peixes machos capturados no ponto de coleta numero 1(Figura
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44). Isto se deve ao fato da concentracdo de VTG variar de acordo com a espécie e

fase do ciclo de vida (REIS, 2008).

3000 +
2500 -
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Figura 44. Concentracdo de VTG encontrada nas amostras de peixes machos capturados no ponto 1
(captagdo de agua); Amostras de peixes da espécie Card (Geophagus brasiliensis)
representados pelos numeros 1, 2, e 3; Tilapia rendali (Tilapia rendalli) representados
pelos numeros 4 e 5; Zoitdo (Satanoperca papaterra) representados pelo nimero 6.
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Figura 45. Concentracdo de VTG encontrada nas amostras de peixes fémeas capturados no ponto 1
(captacdo de agua); Amostra de peixes da espécie Card (Geophagus brasiliensis)
representado pelo nimero 1, Zoiado (Satanoperca papaterra) representado pelo niumero
2; Til4pia rendali (Tilapia rendalli) representados pelos nimeros 3 e 4.
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Observa-se pela Figura 46 que todos as amostras de plasma sanguineo de
peixes caras machos capturados no ponto 5 apresentaram concentracdes de VTG
na faixa de 152,39 a 181,22ngmL™. Os caras fémeas (Figura 47) apresentaram
concentracbes de VTG no plasma sanguineo de peixes na faixa de 474,46 a

800,66ugmL™,
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Figura 46. Concentracdo de VTG encontrada nas amostras de Caras (Geophagus brasiliensis)
machos capturados no ponto 5 (langamento de esgoto).
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Figura 47. Concentragdo de VTG encontrada nas amostras de Caras (Geophagus brasiliensis)
fémeas capturados no ponto 5 (lancamento de esgoto).
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N&o houve diferenca na faixa de concentracdo de VTG no plasma sanguineo
dos peixes machos (Figuras 44 e 46), quando se compara as concentracdes de VTG
nas amostras de plasma de sangue dos peixes da espécie Geophagus brasiliensis
(Caras) capturados no ponto 1 (Figuras 44), local de captacdo de &gua para
abastecimento da populacdo, e dos capturados no ponto 5 (Figuras 46) local de
lancamento de esgoto. O mesmo pode ser observado, quando se compara 0s caras
fémeas capturados no ponto 1 (Figura 45) e dos capturados no ponto 5 (Figura 47).
Isto pode ter ocorrido, porque no ponto de coleta 5 ha lancamento de esgoto
diretamente e antes do ponto 1 ha também lancamentos de esgoto, causando
condicles de igualdade quanto a presenca de esgoto sanitario entre os dois pontos
(1eb).

As amostras de plasma sanguineo de peixes machos capturados na Represa
Municipal de S&do José do Rio Preto (SP) apresentaram VTG na concentracdo na
faixa de 152,4 a 2841,8ngmL™ e as fémeas de 474,4 a 1245,4ugmL™. Estes valores
sdo equivalentes aos encontrados por Thorpe et al (2009) para peixes expostos a
efluentes com estrona e estradiol nas concentracdes de 2,1+0,3 a 92,7+64,2ngL™ e
de 0,5+0,2 a 4,4+0,5ngL™, respectivamente. Neste estudo os autores encontraram a
concentracdo de VTG para os peixes machos em torno de 365 a 225.000ngmL™ e
para as fémeas de 270pgmL™.

As concentracdes de VTG encontradas no plasma sanguineo de peixes
capturados na Represa Municipal de Sao José do Rio Preto (SP) indicam que ha
substancia de efeito estrogeno na agua, mas ndo se pode afirmar que sejam
horménios. Pode haver outras substancias que podem contribuir para o aumento do
potencial estrogénico da agua da represa em estudo e, portanto, podem causar

aumento do nivel de VTG no plasma sanguineo de peixes.
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6. CONCLUSAO

As analises por HPLC/DAD/FLU das amostras de agua da Represa Municipal
de S&o José do Rio Preto (SP) ndo indicaram até o limite de deteccé@o a presenca
dos horménios 17a-etinilestradiol, 173-estradiol e levonorgestrel.

As andlises de VTG por ELISA do plasma sanguineo de peixes capturados na
Represa Municipal de S&o José do Rio Preto (SP) demonstraram que héa
substancias com efeito endécrino na 4gua devido aos niveis de VTG encontrado nos

peixes, mas nao se pode afirmar que sejam os hormonios estudados.
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