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Resumo: Atualmente, um dos maiores problemas mundiais € a poluicdo ambiental
com a contaminacdo de solo, ar e 4gua, sendo este um recurso essencial para a
manutencdo da vida. Dentre varios tipos de contaminantes emergentes tem-se a
liberagdo dos desreguladores enddécrinos 173-estradiol (E2) e 17a-etinilestradiol
(EE2) no esgotamento sanitario e consequentemente nos corpos hidricos, uma vez
gue os tratamentos convencionais ndo removem esse tipo de poluente. Visto isso, é
necessario o desenvolvimento de estudos e tecnologias para determinacdo desses
contaminantes organicos dos corpos hidricos. O presente estudo tem por objetivo o
desenvolvimento de um método de determinacdo dos desreguladores enddécrinos
17B-estradiol (E2) e A17a-etinilestradiol (EE2) em amostras ambientais. A
guantificacdo dos horménios E2 e EE2 por cromatografia liquida de alta eficiéncia
com detector de fluorescéncia passou por processo de validagcdo Como resultados, a
validagdo foi executada e alcangou resultados satisfatorios: r2=0,9976 (E2),
r2=0,9969 (EE2), recuperacao de 100,15% (E2) e 100,31% (EE2). Além disso, 0s
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dados obtidos nos limites de deteccdo e quantificacdo apresentaram valores baixos,
mostrando a eficacia do método desenvolvido.

Palavras-chave: 17B-estradiol, 17a-etinilestradiol, validacdo analitica, cromatografia
liquida.

Introducéo

Atualmente, um dos problemas mais graves que o mundo enfrenta é a
poluicAo ambiental no ar, terra e agua, sendo este Ultimo recurso o de maior
importancia e aquele que requer atencdo especial (SALAZAR; 2009). Dada a
importancia da agua para a vida de todos os seres vivos, e devido ao aumento das
necessidades e consumo pelo desenvolvimento continuo da humanidade, a geragéo
de aguas residuais também aumentou. Ao mesmo tempo, as sociedades tém
aumentado o niumero de regulamentacdes e leis para controlar a poluicdo da agua e
essas leis exigem cada vez niveis mais altos de purificacdo, para 0s quais é
necessaria uma melhoria continua desses processos. Além disso, a presenca de
microcontaminantes organicos em niveis de concentracdo de ultra tracos
(concentragcdes abaixo de ng/L) esta forcando a criar legislacbes especificas para
seu controle e tratamento.

Os microcontaminantes organicos, que estdo incluidos entre um grande
namero dos produtos quimicos que poluem as aguas, compreendem substancias
organicas e inorganicas de processos industriais, bem como pesticidas,
medicamentos, produtos de higiene pessoal e hormodnios naturais e de origem
antropogénica. Embora 0s microcontaminantes sejam encontrados em
concentragdes reduzidas (niveis de concentragcao entre ng/L e ug/L) muitos deles
apresentam seérios problemas toxicolégicos, porque estes compostos sao
biologicamente ativos e tém uma baixa taxa de biodegradabilidade. Por esse motivo,
a poluicdo ambiental associada a esses microcontaminantes organicos sao uma das
preocupacOes existentes na atualidade. Entre os principais problemas ambientais
relacionados com esta classe de compostos estdo a contaminacéo da agua potavel,
a bioacumulacdo de compostos xenobidticos em alimentos e a ameaca de
biodiversidade devido a efeitos adversos no sistema endocrino dos seres vivos (SUN
et al., 2009).
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Os desreguladores endécrinos (DEs) fazem parte de uma subclasse dentro
dos microcontaminantes emergentes. Os contaminantes emergentes podem ser
definidos como substancias no ambiente que ndo sdo normatizados, mas tém
potencial para causar danos a salde ou ao meio ambiente, mesmo em baixas
concentracbes (MUNOZ, 2012). Segundo a USEPA (2014) um contaminante
emergente pode ser qualquer substancia de origem natural ou sintética, que possa
ser detectada no meio ambiente, e que pode causar algum dano a biota e aos seres
humanos. Eles foram definidos, segundo Lintelmann et al. (2003), como
“substancias exdégenas que causam efeitos adversos na saude de um organismo
intacto ou sua progénie, como consequéncia de alteragcdes na fungao enddcrina”. Se
evidencia entdo que a quantidade de substancias que entram dentro dessa
classificagcdo € muito ampla podendo envolver desde produtos de higiene pessoal
até produtos agricolas.

Ainda nao existe uma lista definitiva de contaminantes emergentes no
ambiente. Mufioz (2012), propbs uma lista de alguns contaminantes de grande
importancia no México, considerando o volume de uso, relevancia na saude publica
e acao toxicoldgica. No Brasil, Montagner, Vidala e Acayaba (2017), publicaram uma
revisdo sobre o que acontece nas matrizes aquaticas brasileiras, considerando as
aguas residuais, superficiais, subterraneas e potaveis, assim como uma discussao
sobre os efeitos biologicos dos mesmos e a legislacdo envolvendo a presenca dos
contaminantes emergentes onde sao incluidos produtos para o cuidado pessoal,
compostos farmacéuticos, drogas ilicitas, hormonios, pesticidas e outras substancias
consideradas como disruptores endocrinos.

Naturalmente, os estrogénios (estradiol, estrona e estriol) sdo produzidos
principalmente pelo desenvolvimento de foliculos nos ovarios, o corpo liteo da
placenta, cortex adrenal, cérebro, testiculos, figado e tecido adiposo
(DIMOGERONTAS; LIAPI, 2014). Eles sdo hormdnios produzidos tanto nos homens
como nas mulheres, mas nelas em maior quantidade (HILEMAN, 1994). O principal
papel dos estrogénios no organismo é regular o desenvolvimento, a manutencao e a
fungcdo do sistema reprodutivo em ambos os sexos. Dimogerontas e Liapi (2014)
indicaram que quando ocorre um desequilibrio na quantidade de estrogénio

transportado, pode haver implicagdes no desenvolvimento e progresso de doengas
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como cancer de mama e colon, osteoporose, condi¢cdes cardiovasculares,
neurodegenerativa, endometriose e obesidade.

Entre estes compostos, encontram-se 0 estrogeno natural 17-B-estradiol (E2)
e o0 estrégeno sintético 17a-etinilestradiol (EE2) os quais tém alta atividade
estrogénica, mesmo em concentragdes muito baixas (JOBLING; SUMPTER, 1993;
GE et al., 2009). Dependendo da dose e do metabolismo do organismo expostos ao
disruptor enddcrino, o 17a-etinilestradiol (EE2) € responsavel por muitos efeitos
adversos nos organismos aquaticos, como masculinizagdo de caracois, feminizacao
de peixes (DESBROW et al., 1998; HALLING-SORENSEN, 2000) e inibicdo do
crescimento (HALLING-SORENSEN, 2000; CLEUVERS, 2005), e estudos tem
mostrado também que a exposicdo a estrégenos com niveis tdo baixos como 1 ng/L
€ suficiente para causar a feminizacdo da truta macho (XUAN et al., 2008); os DEs
causam também disturbios no desenvolvimento do sistema reprodutivo em seres
humanos e animais (JIMENEZ-DIAZ et al., 2015).

Embora os estrégenos estejam presentes naturalmente em vertebrados e
invertebrados, identificou-se que quando os seres humanos e animais selvagens sao
expostos a concentragbes de estrogénio maiores do que as que um organismo
produz normalmente, efeitos adversos sdo gerados em seu sistema enddécrino. O E2
€ o principal estrogénio em vertebrados; associado ao sistema reprodutivo feminino
e € excretado em maior quantidade durante os periodos de gravidez e menstruais,
mas fora destes periodos, mulheres e homens excretam praticamente a mesma
quantidade/dia (COMBALBERT; HERNANDEZ-RAQUET, 2010; WELSHONS et al.,
2003; XU et al., 2012).

Uma possivel fonte de exposicao de seres humanos a altas concentracdes de
estrogénio sdo os medicamentos usados nos tratamentos de reposicdo hormonal,
regulacdo dos ciclos menstruais ou métodos contraceptivos. O etinilestradiol (EE2),
por exemplo, € um hormonio sintético derivado do estrogénio natural E2 que € usado
principalmente como contraceptivo oral, mas também ¢€é muito utilizado em
tratamentos de reposicdo hormonal e na suspencdo da amamentacdo (ARIS;
SHAMSUDDIN; PRAVEENA, 2014). Os estrégenos também séo usados em terapias
hormonais em animais domésticos e de gado. O Registro de Especialidades
Veterinarias (PEV, 2014) relata o uso de estrégenos com fins terapéuticos, como por

exemplo a utilizacdo do estradiol para a inducédo e sincronizacao de periodo de cio
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nas vacas (Benzoato de Estradiol, Bioestrogen, Estrogenic) e estriol para o
tratamento da incontinéncia urinaria em cadelas (Incurin).

Os hormoénios, esteroides e seus metabdlitos encontram-se presentes nos
recursos hidricos devido a descarga de efluentes domésticos e industriais que séo
constantemente despejados pelos seres humanos e animais (KOH et al., 2007). O
aparecimento destes compostos esta diretamente relacionado com o progresso, as
técnicas adotadas na pecuaria, agricultura, indastrias e grandes centros urbanos
(CABAN et al., 2015; DIAMANTI-KANDARAKIS et al., 2009; SCOGNAMIGLIO et al.,
2016; SILVA et al., 2021). Sendo os efluentes das esta¢des de tratamento de aguas
residuais uma das principais fontes de estrogénio no ambiente aquatico, sua
degradacdo durante o tratamento de aguas residuais e sua carga subsequente nas
aguas naturais receptoras é variavel dependendo do tipo de tratamento aplicado,
tempo de permanéncia hidrica, tempo de retengdo no lodo e outros fatores
operacionais (PEREIRA et al., 2011).

Como mencionado anteriormente, a presenca dos estrogénios no ambiente &
de origem natural e antropogénica. Como fonte natural, a excrecéo diaria humana de
estradiol, estrona e estriol pelo homem séo de 1.6, 3.9 e 1.5 ug, respectivamente e
pela mulher de 3.5, 8, 4.8 ug, respectivamente. Mulheres que tomam o
anticoncepcional baseados no etinilestradiol excretam 35 ug do mesmo por dia
(PETROVIC, et al., 2008). Como fonte antropogénica, a concentracdo de
estrogénios no ambiente provavelmente esta relacionada com o total da manufatura
prescrita ou comprada para as terapias hormonais tanto para seres humanos como
para o gado e animais domésticos.

Devido a sua comprovada presenca no meio ambiente e seu potencial risco a
saude e a vida selvagem, foram desenvolvidas algumas iniciativas para regular a
concentracdo de estrogénios em agua. A USEPA (2012) incorporou na sua lista de
avaliacdo de novos poluentes o estradiol, o estriol, a estrona e o etinilestradiol, pois
h& evidéncias que mostram seu potencial como desreguladores endoécrinos. Gilbert
(2012) relatou que a Comissao Europeia propds aos seus Estados membros
estabelecer um limite médio anual de concentracdo de etinilestradiol de 0,035 ng/L.
No entanto, o autor afirma que existe uma forte oposicdo das industrias
farmacéuticas ao referido regulamento, porque eles garantem que h& pouca

evidéncia de danos a populacdo dos peixes. Como esses compostos ndo sao
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totalmente removidos no tratamento das aguas, nem em estacdes de tratamento de
esgoto, eles podem atingir o ambiente aquatico.

As concentracdes dos hormdnios no meio ambiente sdo muito baixas e por
isso muitos métodos analiticos foram desenvolvidos para detectar e quantificar estas
substancias em matrizes ambientais, tais como, aguas superficiais (GROVER et al.,
2009; WANG et al., 2011; ZHOU et al., 2012), agua potavel (KUSTER et al., 2009;
VERBINNEN; NUNES; VIEIRA, 2010), sedimentos (WANG et al., 2011) e efluente
de estacOes de tratamento de esgoto (MOHAGHEGHIAN et al., 2014; PESSOA et
al.,, 2014). Estes métodos consistem em inicialmente realizar um preparo da
amostra, por meio de filtracdo e extracdo e, posteriormente, analisa-la através de
técnicas instrumentais (cromatografia gasosa ou liquida associada a um detector) ou
nao-instrumentais (imunoensaio ou bioensaio) (FANG et al., 2016). Em relacédo as
técnicas instrumentais, a cromatografia liquida e a cromatografia gasosa tém sido
mais amplamente usadas para 0 monitoramento dos contaminantes emergentes em
meio aquoso (CABAN et al., 2012).

Visto isso, 0 presente estudo tem por objetivo desenvolver um método
simples e rapido para determinacdo de horménios 17B-estradiol (E2) e 17a-
etinilestradiol (EE2) em amostras ambientais por Cromatografia Liquida De Alta
Eficiéncia (HPLC).

Metodologia
Reagentes, Solucbes e Equipamentos

Todas as solugcbes foram preparadas usando acetonitrila de grau de
cromatografia liquida (Merck) e agua ultrapura 18,2 MQ.cm a 25°C (Merck). Nos
ensaios de sintese e teste de fotodegradacdo foram utilizados a balanca analitica
Bioscale. Para quantificagdo dos hormonios estudados foi utilizado um sistema de
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC) com detector de fluorescéncia (FL)

da marca Perkin Elmer.

CondicBGes Cromatograficas
Para a determinagdo dos horménios E2 e EE2 foram usadas as condi¢des
cromatograficas validadas por Carvalho et. al (2017). Foi utilizado um sistema de

Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com detector de fluorescéncia, equipado
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com uma coluna C18 NTS 18 100A (150 mm x 4,6 mm, 5 um), um injetor automéatico
com volume de injecdo programado em 20 uL. A fase moével utilizada no processo foi
composta por acetonitrila:agua (80:20, v/v). A operacédo do sistema foi realizada a 29
°C, utilizando uma velocidade de fluxo de 0,8 mL.min, o comprimento de onda
utilizado para a deteccdo dos hormodnios foi 280 nm na excitacdo e 310 nm na

emissao.

Validagdo Analitica

A validacdo analitica para o E2 foi realizada seguindo o0s seguintes
parametros: linearidade (20, 50, 100, 200, 300, 400 e 500 pg/L), precisao intradias
(200, 400 e 500 ug/L, com trés injecdes de cada), precisado intermediaria (200, 400 e
500 ug/L, com trés inje¢cdes de cada), exatidao (100, 200 e 400 pg/L), limite de
deteccdo e limite de quantificacdo. Para o EE2 os seguintes parametros foram
estudados: linearidade (20, 50, 100, 200, 300 pg/L), precisao intradias (50, 100 e
200 pg/L, com trés injegdes de cada), precisdo intermediaria (50, 100 e 200 pg/L,
com trés injecOes de cada), exatiddo (50, 200 e 300), limite de deteccéo e limite de
quantificacao.
Todos os estudos foram realizados em concordancia com as orientagbes do
INMETRO (2020) e ANVISA (2017).

Resultados e discusséao

Validac&do Analitica

As condicBes cromatogréaficas utilizadas foram baseadas na metodologia
descrita por Carvalho et. al (2017) com tempo de retencéo de 2,8 minutos (FIGURA
1) para os dois compostos, para a validacao analitica dos desruptores enddécrinos E2
e EE2.

Os parametros avaliados foram linearidade, precisdo, exatidao, limite de

guantificacdo e limite de deteccéao.
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Figura 1 — Cromatograma dos horménios E2 e EE2

Linearidade
Os valores obtidos para a curva analitica do E2 estdo apresentados na Tabela

1 e a curva analitica na Figura 2, enquanto para o EE2 estdo na Figura 3 e Tabela 2.

Tabela 1 — Resultados da anélise de regresséo linear obtidos a partir da curva

analitica do E2

Parametros HPLC
Coeficiente de determinagéo (r?) 0,99758
Coeficiente de correlacéo (r) 0,9987
Coeficiente angular (a) 351973,69 + 7081,53
Coeficiente linear (b) -621780,66 + 1,99
Faixa de concentragao (ug/L) 20 - 500
Numero de pontos 7
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Figura 2 — Curva analiticado E2

A construcao da curva analitica do E2 foi realizada utilizando concentracfes

de 20 a 500 pg/L, todas as analises em triplicata. Por meio dos resultados,

obtiveram-se as regressoes lineares (Y = aX + b), onde Y é a area do pico e X é a

concentracédo do E2. Observou-se a similaridade dos resultados na faixa de trabalho

estudada com as respostas e correlacdes obtidas. Alcancou-se também um valor do

coeficiente de correlacdo satisfatorio (> 0,990), o que reafirma a linearidade deste

método analitico.
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Figura 3 — Curva analitica do EE2

Tabela 2 — Resultados da anélise de regresséo linear obtidos a partir da curva

analitica do EE2

Parametros HPLC
Coeficiente de determinagéo (r?) 0,9969
Coeficiente de correlagéo (r) 0,9984
Coeficiente angular (a) 3469920 + 96635,10
Coeficiente linear (b) -6149990 + 16336800
Faixa de concentracéo (ug/L) 20 — 300
Numero de pontos 5

Segundo a ANVISA (2017), a linearidade de um método mostra a capacidade
de obter respostas analiticas diretamente proporcionais a concentracdo de um
analito em uma amostra. Para o EE2, a curva analitica (FIG. 3) obtida a partir da
faixa de trabalho estudada, demonstra uma relacéo linear entre as concentracoes e
as areas dos picos obtidos nos cromatogramas. Essa relacdo de linearidade pode
ser reafirmada observando-se que o0s coeficientes de correlagcdo e determinacao

apresentam valores acima de 0,990.

Precisao

Nos estudos de precisdo é avaliada a proximidade dos resultados obtidos de
uma mesma concentracdo, realizados em triplicata. Tanto no mesmo dia
(repetibilidade) quanto em dias diferentes (intermediéria), esses resultados séo
expressos em coeficiente de variagdo (CV) ou desvio padrao relativo (DPR). Com
isso, as tabelas abaixo apresentam os resultados obtidos a partir dos estudos de
precisdo do E2 (TABELA 3) e EE2 (TABELA 4).

Tabela 3 — Resultados da analise do coeficiente de variacdo do E2 nas
concentracdes de 200, 400 e 500 pg/L

Concentracao (ug/L) Coeficiente de Variacao (%)
Repetibilidade Intermediaria
200 7,3127 11,3393
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400 8,4965 3,3377
500 7,4633 9,5608
Limite recomendado (AOAC, 2016) 15 15

Na tabela 3 é possivel observar que os coeficientes de variacdo nos testes de
repetibilidade apresentaram valores abaixo de 8,5%, enquanto para os estudos de
precisdo intermediaria os valores nao ultrapassaram 11,4%. Sendo o limite
recomendado pelo INMETRO (2020) e AOAC (2016) de 15%, os testes de precisédo
na quantificacdo do E2 encontram-se dentro do limite recomendado.

Tabela 4 — Resultados da analise do coeficiente de variacdo do EE2 nas

concentragoes de 50, 100 e 200 pg/L

Concentracao (ug/L) Coeficiente de Variacao (%)
Repetibilidade Intermediéaria
50 8,7034 5,2371
100 7,9037 5,5929
200 10,9725 4,7280
Limite recomendado (AOAC,
15 15
2016)

Para o EE2, os dados estdo dispostos na Tabela 4, seguidos pelo limite
maximo recomendado. Percebe-se que todos os resultados obtidos, tanto da
repetibilidade quanto da precisdo intermediaria, encontram-se abaixo do limite de
15%.

Exatidao

No ensaio de exatiddo, também conhecido como recuperacao, avalia-se a
concordancia entre os resultados individuais em relacdo a um valor verdadeiro do
Material de Referéncia Certificado (MRC).

Tabela 5 — Resultados do estudo de recuperagéo do E2

Concentracao (ug/L) Recuperacgéo (%)

100 100,15
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200 98,48
400 99,12
Recuperacdo média AOAC 80 - 110
(2016)

Na tabela 5 encontram-se os valores de recuperacdo para as concentracdes
de 100, 200 e 400 pg/L para o E2. E possivel inferir que os resultados de
recuperacdo apresentaram valores satisfatérios, uma vez que atingiram variacdes
menores que 2% da concentragao real do MRC.

Tabela 6 — Resultados do estudo de recuperacdo do EE2

Concentracao (ug/L) Recuperacéao (%)
50 94,96
200 101,23
300 100,31
Recuperacédo média AOAC (2016) 80 - 110

Nos estudos para o hormdénio EE2, obteve-se os dados apresentados na
Tabela 6 nas concentragdes de 50, 200 e 300 ug/L. Apesar da concentracédo de 50
Mg/L ter atingido um valor de recuperagdo de 94,96%, todos os resultados ainda
estdo dentro do intervalo de 80 a 110% de recuperagao preconizado pela AOAC e
pelo INMETRO.

Limite de Deteccéo e Limite de Quantificacdo

O limite de deteccédo e o limite de quantificacdo sdo os menores valores
detectaveis e quantificaveis de um analito por um método especifico,
respectivamente. As concentracfes desses parametros foram estimadas a partir do
branco e da curva analitica.

Para E2 (TABELA 7), o desvio padrao do branco foi dividido pelo coeficiente
angular da curva analitica (20 — 500 pg/L) e multiplicado por 3,3 para o limite de
deteccdo e por 10 para o limite de quantificagcdo. Como observado na Tabela 7, o

método é capaz de detectar e quantificar baixas concentracdes do E2.
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Tabela 7 — Limites de deteccéo e quantificacdo do E2

Limite de deteccao (ug/L) 5,01

Limite de quantificacao (ug/L) 15,19

Nos testes para o EE2, o método apresentou grande confiabilidade, sendo
apto a detectar e quantificar o analito estudado mesmo em concentragcdes muito
baixas, conforme mostrado na Tabela 8.

Tabela 8 — Limites de deteccéo e quantificacdo do EE2

Limite de deteccao (ug/L) 0,51

Limite de quantificacao (ug/L) 1,54

Exposto isso, é possivel afirmar que o método descrito por Carvalho et. al
(2017) e adaptado por este estudo apresenta alto nivel de confiabilidade para
guantificacdo dos analitos E2 e EE2, baseado nos parametros preconizados pelo
INMETRO (2020), ANVISA (2016) e AOAC (2016).

Conclusao

Com base nos resultados obtidos pode-se afirmar que a quantificacdo e
validacdo dos horménios E2 e EE2 por cromatografia liquida de alta eficiéncia
acoplada ao detector de fluorescéncia (HPLC-FL) foi bem sucedida, alcancando
resultados satisfatorios: r2=0,9976 (E2), r2=0,9969 (EE2), recuperacao 100,15% (E2)
e 100,31% (EE2), além de baixos valores de LOD e LOQ, que demonstram eficacia
da metodologia. Sendo um método, rapido, eficaz, preciso e exato, estas séo
caracteristicas necessarias para a determinacdo de analitos encontrados em

amostras com concentragdo baixissimas.
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