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RESUMO

Este ¢ um trabalho de revisao bibliografica, na qual ¢ apresentado a defini¢ao do que se trata
contaminantes emergentes, sao apresentados os locais mais propensos de serem expostos com
esses contaminantes. Neste trabalho ¢ dado o enfoque para a subclasse denominada disruptores
endocrinos, sendo apresentado a defini¢ao do termo. Dentro deste grupo existem os hormonios
sexuais que sdo exemplificados neste trabalho, sendo apresentadas as causas e consequéncias
de sua exposigdo para os seres humanos. E apresentado alguns métodos analiticos que podem
ser utilizados para identificar e quantificar essas substancias. E apresentado uma sugestio de

metodologia de analise de hormdnios com base em trabalhos académicos.

Palavras-chave: Diruptores enddcrinos, contaminantes emergentes, firmacos, hormonios
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1. INTRODUCAO

Contaminantes emergentes sdo substancias de origem antropica que ndo podem ser
removidos com o uso de tecnologias tradicionais. Com relacdo as tecnologias tradicionais
utilizadas nas estagcdes de tratamento de agua, podem ser citadas: processos quimicos de
tratamento, tratamento biologico, biorreator de membrana, flotagdo, membranas de filtragao;
dessas tecnologias a mais promissora para separacdo de contaminantes emergentes sao as
membranas de filtragdo; porém ndo h4d uma garantia que essa tecnologia com o uso de
membrana seja eficaz para remog¢ao de todos os contaminantes emergentes, com base nos dados
académicos atuais. O termo contaminante emergente (CE) foi registrado pela primeira vez pela
biologa estadunidense Rachel Carson (1907 - 1964), que foi acusada de pseudocientista ao
publicar o livro Primavera Silenciosa em 1962. Em seu trabalho, Rachel pontuava a respeito
dos riscos do uso indiscriminado de agrotoxicos nos Estados Unidos [56][40][41]. A principal
preocupacao da comunidade académica neste tema se deve aos resultados experimentais
obtidos, evidenciando que essas substancias sao capazes de resistirem a determinados tipos de
tratamento e, mesmo em baixas concentra¢des, podem prejudicar seriamente o ecossistema,
bem como a saide humana [46][47][48][57].

No caso de contaminantes emergentes presentes na agua e esgoto, os tratamentos
convencionais ndo apresentam eficiéncia de remog¢do. Com relagdo as tecnologias usuais para
o tratamento de esgoto, existem: processos com biomassa aerobica granular, membranas
filtrantes de adgua, medidores da qualidade da agua, entre outros. Destas tecnologias a mais
promissora ¢ a de membranas filtrantes, porém sem garantia de eficiéncia de remoc¢ao de todos
contaminantes. No caso desses contaminantes presentes solo, 4gua da chuva pode permear o
solo e carrear os contaminantes conduzindo-os para os lengdes freaticos [49][50]. As principais
classes de contaminantes emergentes que apresentam maior notoriedade, devido a sua
periculosidade, sdo os medicamentos, inseticidas, produtos de limpeza e de higiene pessoal,
protetores solares, produtos de clora¢do e ozonizacdo de dguas, entre outros, totalizando mais
de mil compostos [1][5][57].

Algumas dessas substincias apresentam a capacidade de interferirem na sintese, na
secrec¢do, no transporte de hormonios, sendo conhecidas como disruptores endocrinos (DE).
Alguns disruptores sdo sdo usados como: solventes industriais (bifenilas policlorados),
dioxinas; plasticos (bisfenol A — BPA, ftalatos); pesticidas (metoxicloro, cloropirifos,

diclorodifeniltricloroetano — DDT); fungicidas (vinclozolina), medicamentos (dietilestilbestrol



— DES, claritromicina, ciprofloxacina, codeina, ofloxacina, tetraciclina ) e conservantes
(parabenos); ions de metais toxicos (chumbo, merctrio); produtos de construgdo (produtos
quimicos em isolantes); produtos de origem téxtil (perfluoroquimicos); hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos (HPA’s); surfactantes alquilfendis e seus etoxilados (APEO)[58]. O fato
de serem substancias capazes de provocarem alteracdes hormonais configura-se um problema
com grande tendéncia de causar grandes alteragdes nas futuras geragdes, caso ndo sejam
realizadas medidas visando a substitui¢ao, sua eliminacdo ou remog¢ao em ambito de nao
causarem maleficios [5][27][28][29][30].

Dentro deste subgrupo dos DE foram priorizados aqueles que sdo capazes de causarem
distarbios e alteragoes relacionadas ao dimorfismo sexual de animais ¢ seres humanos, tais
como hormonios e pesticidas. Existem algumas metodologias analiticas capazes de identificar
e quantificar alguns disruptores endocrinos. Entretanto, para que possa ser realizada a extracao
e pré-concentracdo do analito presente em matrizes simples (4gua) e complexas (tecidos de
seres vivos). A etapa de preparo de amostra ¢ essencial para que os equipamentos de

cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) e de cromatografia em fase gasosa (CG) sejam

capazes de identifica-los e quantifica-los com a exatidao e precisdo adequadas [59].



1.1.  OBJETIVOS GERAIS

Realizar uma revisdo bibliografica a respeito de contaminantes emergentes, com énfase
nos disruptores endocrinos, abordando sua origem e seus efeitos no meio ambiente através da
citagdo de trabalhos académicos. Especificar nos disruptores: seus principais efeitos no meio
ambiente, quais sdo as principais fontes de contaminagdo desses compostos. Abordar métodos
analiticos de preparo de amostras. Abordar o que ¢ preconizado por algumas legislagcdes

brasileiras e do exterior acerca do tema.

1.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Elencar os principais efeitos do DE no ambiente € em seres humanos.

e Apresentar as principais técnicas instrumentais, com o principio de cada uma, para a
identificacdo e quantificagdo dos DE.

e Analisar a legislagdo brasileira e do exterior acerca do tema e destacar os principais

pontos no texto da revisao.

2. DESENVOLVIMENTO

2.1. METODOLOGIA DE CONSTRUCAO DO TEXTO BIBLIOGRAFICO

Este trabalho foi construido com o uso de pesquisa em alguns enderecos eletronicos
como o Google académico, na qual por meio desta plataforma foi possivel ter acesso a alguns
trabalhos académicos como periodicos, artigos cientificos, trabalhos de conclusdo de curso,
teses de mestrado e doutorado. As principais palavras e frases que foram utilizadas para
pesquisa foram: “contaminantes emergentes”, “disruptores endocrinos”, “hormonios sexuais”,

2 e

“uso de cromatografia liquida para analise de disruptores enddcrinos”, “uso de cromatogratia

29 ¢

gasosa para analise de disruptores enddcrinos”, “preparo de amostras de disruptores endocrinos
para analise cromatografica”, “tecnologias usuais para analise de 4gua no Brasil”, “tecnologias
usuais de analise de esgoto no Brasil”, “legislacdes brasileiras vigentes para analise de
efluentes”, “legislagdes no exterior para analise de efluentes”. Foi notorio uma certa limitagao
de fontes de informagdo para pesquisas realizadas no idioma Portugués, nesse sentido com

intuito de aumentar o nimero de fontes foram realizadas algumas pesquisas no idioma Inglés,

sendo que algumas poucas pesquisas foram feitas no idioma Espanhol. A selecao de referéncias



foi realizada dando maior prioridade para aquelas que eram mais recentes € que continham
maior riqueza de detalhes com relagdo as respectivas defini¢des dos termos e com relacao as
respectivas descrigdes de metodologias analiticas que apresentaram resultados mais relevantes
para o tema, com o uso de graficos e tabelas. As principais contribui¢des para constru¢ao dos
topicos de metodologias analiticas, da descri¢do do preparo de amostras, da descri¢ao de causas
e dos efeitos da exposi¢ao de seres humanos aos disruptores endocrinos foram obtidas através
de pesquisas feitas em Inglés. Nao houve limitacdo de pesquisa com base nas respectivas datas

de publicacao dos trabalhos académicos.
22. CONTAMINANTES EMERGENTES

Contaminantes emergentes (CE) sdo substancias de origem antrdpica que apresentam
certo nivel de toxicidade e que ndo podem ser removidas do meio ambiente com o uso de
metodologias tradicionais de tratamento de agua e esgoto. Os medicamentos, inseticidas,
produtos de limpeza e de higiene pessoal, protetores solares, produtos de cloragao e ozonizagao
de aguas, configuram-se entre as classes mais citadas em trabalhos académicos. Alguns destes
contaminantes sao enquadrados nas classes de pesticidas e hormonios. Desde 1940, houve um
aumento consideravel no nimero e abundancia de produtos quimicos produzidos, alguns dos
quais foram descartados inapropriadamente no meio ambiente [1]. Essa atividade antropica
mudou irreversivelmente os ecossistemas de maneira que houve graves impactos na vida
selvagem e na satide humana. O livro Silent Spring (Primavera Silenciosa) de Rachel Carson,
publicado em 1962, foi a primeira adverténcia publica de que a contamina¢do ambiental, em
particular do pesticida  dicloro-difenil-tricloroetano (DDT), poderia ser responsavel pela
redugdo no nimero de aves, devido as falhas reprodutivas causadas por este composto [1]. Esta
ilustrado na Figura 1 abaixo a férmula estrutural do DDT, na qual ¢é possivel perceber em sua
estrutura dois anéis aromaticos e cinco atomos de cloro (Cl).

Figura 1 Formula estrutural do DDT

Cl
Cl Cl

@

Cl Cl
Fonte: [74]



Atualmente varios efeitos estdo relacionados a exposi¢do cronica a esses compostos que
ocorrem em concentragdes baixissimas, principalmente em matrizes aquaticas, na ordem de
ng/L a pg/L, de modo que seja ainda mais complexa a andlise de avaliagdo de risco
[571[2][3][4]. Os CE podem ser identificados em areas urbanas ou rurais, podendo serem
identificados em residuos ou subprodutos derivados de usos industriais. Podem ser encontrados
no lixo, contaminando solo, mananciais de a4gua para abastecimento publico e pela queima de
residuos hospitalares e industriais. Com base no que esta ilustrado na figura 2 abaixo ¢ possivel
observar que o setor industrial apresenta grande influéncia em outros ramos do fluxograma,
como apresentado abaixo. Os setores de Medicina Veterindria, de Medicina Humana e
Aquicultura também apresentam fontes de exposi¢do aos contaminantes emergentes, como
ilustrado abaixo, de modo que intervengdes de tratamento mais sofisticadas podem apresentar
relevancia para o contexto de evitar possiveis alteragdes no ambiente [1]. Figura 2, abaixo, estao

apresentadas as principais fontes de contaminagao.

Figura fluxograma 2 Principais rotas de alguns contaminantes desde sua origem até a

agua potavel.
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No Brasil, as pesquisas relacionadas a esses compostos iniciaram em 1995 com os
trabalhos de Lanchote e colaboradores identificando nos pesticidas a classe das triazinas no
Corrego Espraiado localizado na regido de Ribeirdo Preto (SP) [1]. A classe das triazina refere-
se a compostos organicos que apresentam como formula molecular basica C3H3N3, existem trés

isdmeros, como apresentado na Figura 3 abaixo.

Figura 3 Formula estrutural basica dos isdmeros da triazina

1 1

1
N

N N
6 \N 2 6 \N 2 6 2
5 N3 5 3 sN N3
N \/
4 4 +
1,2,3-triazine 1,2, 4-triazine 1,3,5-triazine
or
s-triazine
Fonte: [78]

Apds este ano de 1995, diversos trabalhos foram feitos com o interesse em estudar a
presenca dessas substancias em diferentes matrizes aquaticas como aguas superficiais, agua
tratada para o consumo humano e esgoto no Brasil. O Brasil apresenta uma extensa area
territorial, na qual existem diferentes tipos de disparidades sociais, sendo que a desigualdade
de acesso de dgua e esgoto tratado ¢é relevante no contexto deste trabalho para explicar a relagao

entre os diferentes niveis de exposicao da populagao com base em sua localidade [1].

23. DISRUPTORES ENDOCRINOS

Dentro do grupo de contaminantes emergentes, existem os disruptores enddcrinos (DE)
que podem ser classificados como substancias exdgenas ao corpo humano e que apresentam a
capacidade de interfirirem na sintese, na secre¢do e no transporte de hormoénios [1].

Diversas vias metabolicas sdo reguladas pelo sistema enddcrino, através de mensageiros
quimicos que sdo capazes de interagir com receptores celulares e outras moléculas organicas
presentes na corrente sanguinea. Um interferente endocrino pode mimetizar hormdénios naturais
e interferir no sistema de mensagens de diversas formas: bloqueando sitios receptores ou a
formagao de mais receptores, ¢ enzimas, estimulando a sintese e a secre¢do de hormonios

naturais, afetando o metabolismo [50]. Na figura abaixo € possivel observar uma interface que



separa 0 meio intracelular do meio extracelular. Essa interface ¢ a membrana plasmatica, na
qual estdo localizados os receptores celulares.

Conforme pode ser observado na Figura 4, esta ilustrado no meio extracelular os
hormonios produzidos pelo organismo e os desreguladores enddcrinos obtidos através de
alguma fonte de contaminagdo, nessa imagem ¢ possivel observar que um desregulador
endocrino € capaz de se ligar em um desses receptores impedindo a ligagdo de um hormoénio
produzido pelo organismo, gerando como consequéncia uma resposta alterada. Esta resposta
alterada pode sinalizar modificagdes em diferentes niveis de potencialidade dependendo de qual

receptor foi bloqueado. Na Figura 4 estd ilustrado o mecanismo de mimetizacao.

Figura 4 Ilustracdo do mecanismo de mimetiza¢do utilizado por desreguladores

endocrinos no meio intracelular

Desregulador .
endocrino
Circulagdo . ‘ ‘

sanguinea
) (
RESPOSTA

Célul;
A ALTERADA

e

RESPOSTA
NORMAL

Fonte: [75].

A preocupagdo da comunidade académica com relagdo aos riscos de exposicao aos
desreguladores enddcrinos ¢ relativamente recente, com base nas datas de publicagdo dos
trabalhos correlatos. Inimeras agéncias de saude publica, incluindo a Organizacdo Mundial de
Saude (OMS), as Nagdes Unidas e o Programa Nacional de Toxicologia dos EUA, expressam
preocupacao sobre os efeitos dos disruptores enddcrinos no cérebro e sobre o comportamento.
A prevaléncia dos transtornos neuro-psiquiatricos na infancia tende a aumentar, sendo que nos
EUA uma em cada seis criangas ¢ diagnosticada com pelo menos um disttrbio. Estes distirbios
incluem os transtornos de déficit de atencao e hiperatividade (TDAH) e transtorno do espectro

do autismo, do Inglés autism spectrum disorder (ASD), bem como a depressdo e outros



transtornos de humor, dificuldades de aprendizagem, déficits de ordem executiva e transtornos
de conduta. Ha evidéncias de distirbios associados ao neurodesenvolvimento, coeficiente de
inteligéncia (QI) reduzido e a problemas de atengdo, memoria e de habilidades motoras finas,
tais como escrita [10][11][12][13].

Dentre os disruptores endocrinos sintéticos, podemos destacar os contraceptivos, que
estdo relacionados a contracep¢do feminina, ao tratamento de reposi¢do hormonal e as drogas
de aplicacao veterinaria. Podemos destacar, ainda, os xenoestrogénios que sao conhecidos por
serem substancias que nao sdo produzidas pelo corpo humano, ndo apresentam estrutura
quimica esteroidal, porém quando inseridos no corpo humano podem apresentar um
comportamento bioquimico parecido ao estrogénio, hormoénio importante para o pleno
funcionamento do organismo feminino, principalmente para a sua funcdo reprodutiva
[61[71[81[91]-

Os xenoestrogénios podem ter sua origem natural ou sintética. O bisfenol A (BPA) ¢
um exemplo de xenoestrogénio que ¢ obtido industrialmente. Este composto é um mondmero
de policarbonato, que serve para fabricacdo de plésticos rigidos e transparentes, tais como 0s
recipientes de alimentos e bebidas, como mamadeiras, embalagens plasticas e copos infantis

[15]. Na Figura 5 abaixo estd ilustrado a férmula molecular do bisfenol A.

Figura 5 Formula estrutural do Bisfenol A

HO OH

Fonte: [84]

Alguns trabalhos apresentam resultados que corroboram para a relagdo causal entre a
exposicao pelo corpo humano com os xenoestrogénios € o aumento na incidéncia da puberdade
precoce. Os xenoestrogénios foram inseridos no meio ambiente em grande medida por
empresas industriais, agricolas e quimicas e consumidores nos ultimos setenta anos
aproximadamente. A maioria dos pesquisadores que estudam os xenoestrogénios, incluindo a
The Endocrine Society, os considera como contaminantes potenciais para causarem

desequilibrios ambientais [16][17][18][19].



Dentro do grupo de xenoestrogénios existem ainda os pesticidas, aditivos plasticos,
compostos organoestanhos, alquifendis, bifenilas policloradas, hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos, retardantes de chama bromados, dioxinas, furanos, entre outros [20][21][24][25].

Nas Figuras 6, 7, 8, 9, 10, 11 e 12 abaixo estdo ilustrados respectivamente um exemplo
de cada uma das seguintes classes: organoestanhos, alquifenois, bifenilas policloradas,

hidrocarbonetos policiclicos aromaticos, retardantes de chama bromados, dioxinas, furanos.
Figura 6 Formula estrutural Organoestanho
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A
Trifenilestanho (TPhT)

Fonte: [102]

Figura 7 Formula estrutural do nonilfenol, exemplo de alquifenol

RSP

Fonte: [103]

Figura 8 Formula estrutural geral da classe bifenilas policloradas
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Fonte: [104]
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Figura 9 Formula estrutural do fenantreno, um exemplo de hidrocarboneto policiclico

aromatico

Fenantreno

Fonte: [105]

Figura 10 Formula estrutural genérica de um retardante de chama bromado

Brg Bry

Fonte: [106]

Figura 11 Formula estrutural de uma dioxina
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-

(1,4) dibenzodioxina
Fonte: [107]

Figura 12 Formula estrutural de um exemplo de furano

O

/
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HO-

Furano-sesguiterpene
carboxylic acid

Fonte: [108]

O fato de serem substancias capazes de provocar altera¢cdes hormonais configura-se um

problema com grandes tendéncias de causarem alteragdes significativas nas futuras geragoes,
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caso nao sejam realizadas medidas de interven¢do com antecedéncia com o objetivo de evitar
o aumento da quantidade dessas substdncias no ambiente [5]. Na Figura 13 estd ilustrado a
diversidade de rotas de exposicdo. Com base na figura abaixo ¢ possivel observar que os
residuos de origem industrial quando descartados inapropriadamente sdao capazes de
contaminarem o solo, a 4gua e o ar expondo assim o ambiente, de modo que consequentemente
0s seres vivos e os seres humanos podem ser expostos indiretamente tendo a possibilidade de
alteragdes na hereditariedade dos mesmos, como ilustrado abaixo. A exposi¢ao dos seres
humanos também pode ser direta através de colaboradores inseridos no ambiente industrial sem

os apropriados equipamentos de prote¢do individual (EPI’s), como ilustrado abaixo.

Figura 13 Rotas de exposi¢ao de desreguladores enddcrinos
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Poluentes D X o
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Produtos do dia a dia

2

Alimentagio...

Alimentagiio

& = 2

\ Pecuidria | Biota ndo humana

Fonte: [75].

24. HORMONIOS ESTEROIDES

Os hormonios esteroides constituem um grupo de substancias biologicamente ativas que
sdo sintetizadas a partir do colesterol e que apresentam, em comum, uma estrutura de trés anéis
hexagonais e um pentagonal. Na Figura 14 abaixo estd ilustrado em vermelho a formula

estrutural basica de um esteroide.
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Figura 14 Estrutura basica de um esteroide

ESTRUTURA BASICA
DE UM ESTEROIDE

Fonte: [76].

’ ESTRUTURA CENTRAL

3 anéis com seis atomos de C
1 anel com cinco atomos de C

Dentre os hormoénios esteroides podemos destacar os hormodnios sexuais que se
subdividem em trés classes que sdo: os estrogenos (hormoénios femininos), os androgenos
(hormonios sexuais masculinos) e os progestégenos (hormonios relacionados a gravidez) [36].

Os estrogénios possuem estruturas policiclicas, com um grupo hidroxila em C3, um
grupo metila no carbono C13 e diferentes substituintes no C17. Possuem ainda um anel
fenolico, na qual apresentam um grupo hidroxila responsavel pela atividade [36]. Na Figura 15

abaixo esta ilustrado a numeragao da estrutura central de um esteroide.

Figura 15 Numera¢do dos carbonos na estrutura central de um esteroide

Fonte: [85]

O nome estrogénio estd relacionado a um conjunto de hormonios responsaveis pela
ovulagdo e manifestacdo do fendtipo feminino. Dentre esses hormoénios existem trés que
apresentam maior destaqueque sdo: estrona (E1), estradiol (E2) e estriol (E3). Na Figura 16 abaixo
estd apresentado as respectivas formulas moleculares das seguintes substancias: Estrona (E1),

Estradiol (E2), Estriol (E3)[51][52][53][54].
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Figura 16 Formula estrutural dos estrogenos produzidos pelo ovério

Estrona Estradiol
(E1) (E2)

Estriol
(E3)

Fonte: [77]

O estradiol ¢ o mais potente e prevalente no organismo feminino. Esta classe de
hormonios € encontrada em ambos os sexos, sendo que nos homens apresenta-se em baixa
concentracdo quando comparada a concentracao presente no sangue de mulheres. O estrogénio
natural B-estradiol (E2) (secretado pelo ovario) é o principal estrogeno, a estrona (El) é
secretada em menores quantidades sendo menos ativa que o estradiol. Embora a estrona (E1)
seja menos abundante e menos potente que o estradiol (E2) a mesma apresenta utilidade apos a
menopausa, pois passa a atuar na protecao do sistema cardiovascular. O estriol (E3) ¢ o
estrogeno mais fraco, quando comparado com os demais, sendo produzido em grande medida
pelas células trofoblasticas da placenta pela metabolizacdo de intermedidrios esteroides
formados pelas adrenais. Devido a quiralidade do carbono C13 o estradiol (E2), sintetizado nas
mulheres pelas glandulas suprarrenais a partir do colesterol, apresenta dois estruturas
enantioméricas que sao 17-a-estradiol e 17-p-estradiol, sendo que o 17-B-estradiol é a versao
predominante, sendo quarenta vezes mais ativo que seu enantidmero alfa [77]. Na Figura 17
abaixo esta ilustrado as estruturas enantioméricas do estradiol.

Figura 17 Estruturas enantioméricas do estradiol

OH

17-a-estradiol 17-B-estradiol

Fonte: [77]
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Nos homens o estradiol (E2) ¢ produzido pelos testiculos a partir da testosterona por
meio do uso da enzima aromatase responsavel pela conversdao de uma estrutura em outra, como
ilustrado na Figura 18 abaixo [77].

Figura 18 A testosterona ¢ a estrutura utilizada como base para producao do estradiol

nos homens, como representado abaixo.

aromatase

HO

Testosterona Estradiol
Fonte: [77]

No periodo da gravidez, a placenta ¢ a principal fonte de estrégenos, de modo que o
estriol (E3) pode ser produzido na ordem de grandeza de miligramas (mg), € ndo mais em
microgramas (ug). Os estrogenos (E1, E2, E3) sdo mais preocupantes devido a suas respectivas
potencialidades no organismo, além do que sdo continuamente langados no meio ambiente,
principalmente através do esgoto tratado ou ndo tratado, o que mostra que os tratamentos
convencionais de tratamento de esgoto ndo sdo capazes de reter estes contaminantes. Esses
estrogenos podem ser excretados pelo organismo através da urina, quando o esgoto ¢ tratado
esses contaminantes sdo conduzidos para as estacdes de tratamento de esgoto, onde podem
passar pelos tratamentos convencionais sem serem eliminados e com isso serem langados no
ambiente. Quando ndo ha o tratamento do esgoto, esses contaminantes podem entrar em contato

com o ambiente diretamente [S1][52][53][54].

2.4.1 CICLO MENSTRUAL

O hormonio liberador de gonadotrofinas (GnRH) é reponsavel pelo estimulo de secre¢ao

hipofisdria do hormdnio luteinizante (LH) e do hormoénio foliculo-estimulante (FSH). Na

Figura 19 abaixo estdo ilustradas as respectivas formulas estruturais do LH e FSH.
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Figura 19 Formulas estruturais do LH e FSH
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Esses processos sdo controlados pela intensidade e frequéncia dos pulsos de GnRH. Os
pulsos de GnRH de baixa frequéncia sdo necessarios para a liberagdo de hormonio foliculo-
estimulante (FSH), enquanto os pulsos de GnRH de alta frequéncia estimulam os pulsos
de hormoénio luteinizante (LH). Existem diferencas na secrecdo de GnRH entre mulheres e
homens. Nos homens, 0 GnRH ¢ secretado em pulsos a uma frequéncia constante, nas mulheres,
a frequéncia dos pulsos varia durante o ciclo menstrual, sendo que ha um grande aumento de
GnRH imediatamente antes da ovulagao [7].

O processo da puberdade ¢ caracterizado pelo aumento dos niveis do hormdnio
liberador de gonadotrofina hipotalamica. O GnRH desencadeia a secre¢do do LH e do FSH da
glandula pituitaria anterior, que por sua vez faz com que os ovarios respondam e secretem
estradiol. O aumento no estrogénio gonadal possibilita o desenvolvimento das mamas,
distribuicado de gordura feminina e crescimento do esqueleto. O androgénio adrenal e o
androgénio gonadal resultam em pelos pubianos e axilares [35][36][37][39].

No ciclo menstrual os ovarios devido a influéncia dos horménios FSH atuam no

amadurecimento folicular e o LH ¢ responsavel em atuar no processo de ovulagdo, que se trata
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da liberac¢ao do ovocito secundario pelo foliculo maduro. Os ovérios sdo 6rgdos produtores de
gametas, apresentam atividade desde o momento em que a mulher atinge a puberdade até o
periodo da menopausa, quando as ovulagdes deixam de ocorrer [55][56][58]. No momento do
nascimento de uma mulher, cada ovario apresenta cerca de 200000 ovocitos primarios, esses
permanecem até que a mulher atinja maturidade sexual, de modo que na puberdade ¢ o
momento final na qual por acdo do FSH, os ovoécitos primdrios completam a divisdo com o
amadurecimento folicular. Destes ovodcitos primarios cerca de 300 a 400 ovdcitos (ovocitos
maduros) podem ser transformados em oOvulos a cada ciclo de ovulagao que teoricamente
apresenta um periodo de duragdo de 28 dias. O ciclo menstrual pode ser compreendido como
sendo o periodo de duas menstruacdes consecutivas, no qual o corpo da mulher sofre alteragdes
ciclicas que se repetem no intervalo de aproximadamente 28 dias. O ciclo menstrual se inicia
quando a camada superficial do endométrio desprende-se, de modo que este fendmeno ¢
acompanhado de sangramento durante um intervalo de 3 a 5 dias em média. Nesse periodo estdo
baixas as concentragdes plasmaticas dos hormoénios hipofisarios (LH e FSH) e dos hormonios
ovarianos (estrogeno e progesterona). Por influéncia do FSH, um foliculo ovariano inicia sua
maturacao quando o ovocito I continua a primeira divisdo meiotica. O foliculo produz, entao
quantidades crescentes de estrogeno, na qual estimula a proliferacdo do endométrio uterino. A
elevagdo da concentracdo de estrégeno estimula um acréscimo na produgdo LH pela hipofise.
O aumento abrupto deste hormdnio, aproximadamente na metade do ciclo menstrual, faz com
que o foliculo maduro se rompa liberando o ovocito II (ovulagdo). O foliculo rompido origina
o corpo luteo, que produz progesterona em grande quantidade e pouco estrogeno. A
progesterona estimula ainda mais o desenvolvimento do endométrio, onde surgem as glandulas
produtoras de glicogénio e cujos vasos sanguineos se dilatam e se entortilham. Juntos, o
estrogeno e a progesterona passam a inibir a hipofise. A queda na producao de FSH e de LH
induz a atrofia do corpo lateo, que se converte em corpo albicans, inativo. A diminui¢ao na
concentragdo de estrégeno e progesterona provocara o descolamento da camada superficial do
endométrio, bem como como cessara a inibi¢do sobre a hipofise, que retorna a produzir FSH.
Por agao deste hormdnio, outro foliculo inicia sua maturagao e outro ciclo menstrual ¢ iniciado

[35][42]. Na Figura abaixo estd ilustrado o ciclo menstrual de modo grafico.
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Figura 20 Representacdo grafica do ciclo menstrual
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2.4.2 INFLUENCIA DE HORMONIOS EXOGENOS NO ORGANISMO FEMININO

Em 1938 foi sintetizado o primeiro xenoestrogénio, um agonista estrogénico nao-
esterdide denominado dietilestilbestrol (DES) utilizado por milhares de mulheres gravidas entre
1940 e 1970 com o objetivo de prevenir o aborto e diminuir o desconforto dos enjoos. Na Figura

21 estd ilustrada a formula estrutural deste estrogeno [70].
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Figura 21 Formula estrutural do estrogeno dietilestilbestrol (DES).
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Fonte: [79]

No entanto, em 1971 demonstrou-se por meio de resultados experimentais que o DES
causava carcinoma vaginal, um tumor raro, em mulheres que tinham sido expostas a este
medicamento. Alguns anos depois, foi possivel observar nas filhas, dessas maes, que as
mesmas apresentaram distirbios nos aparelhos reprodutores. Foi constatado que as filhas destas
usuarias passaram a desenvolver uma maior ocorréncia de adenose vaginal e de
adenocarcinoma de células claras da vagina. Também neste grupo de pacientes foi observado
uma tendéncia de acometimento de anomalias uterinas, caracterizando-se como utero em T, em
torno de 68% destas e de outras anomalias como hipoplasia uterina, anormalidades nas tubas e
no colo uterino. Os especialistas concluiram que a razdo deste distirbio poderia estar
relacionado aos efeitos ocasionados pelo estrogénio sintético.

Nos estudos realizados nas tltimas décadas tem sido relatado uma tendéncia crescente
para o aparecimento precoce de sinais de desenvolvimento da puberdade, principalmente no
sexo feminino. No século XIX a puberdade apresentava os primeiros sinais nas mulheres
quando alcangavam os 17 anos, no entanto desde os anos 40 esse fendmeno se estabilizou entre
12 a 13 anos. Essa rapida alteragdo na faixa do inicio da puberdade em mulheres em um curto
intervalo de tempo provavelmente esta associada majoritariamente aos fatores ambientais
conciliados com a melhoria da qualidade de vida. Surgiram recentemente trabalhos
documentando que na populagdo americana atual o fendmeno da puberdade esta acontecendo
ainda mais precocemente levantando-se a hipdtese de estar havendo alteragdes que possam nao
ser de origem natural no corpo das mulheres [19][26][31][32][33][34].

A puberdade precoce periférica pode estar relacionada com niveis reduzidos de
gonadotrofinas, xenoestrogénios em plasticos, alimentos embalados. Os xenoestrogénios

podem mudar temporariamente ou permanentemente os ciclos de feedback no cérebro, hipofise,
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gonadas e tireoide, imitando os efeitos do estrogénio e ativando seus receptores especificos, ou
podem se ligar a receptores hormonais e bloquear a agdo dos hormonios naturais. Nesse sentido,
¢ plausivel que os xenoestrogénios langados no meio ambiente possam estar relacionados com
o fendmeno de acelerar o desenvolvimento sexual se estiverem presentes em uma concentragao
suficiente ou com exposicao cronica [42].

O estriol (E3), (Figura 10) estrogeno fraco e o sintético a-etinilestradiol, Figura 22,
desenvolvido para uso médico em terapias de reposi¢cao hormonal e métodos contraceptivos,
sdo os que despertam maior preocupagao, tanto pela quantidade continuamente introduzida no

ambiente quanto pela sua poténcia, respectivamente [61].

Figura 22 Formula estrutural do estrogeno sintético a-etinilestradiol.

OH

Fonte: [80]

Os estrogénios possuem a melhor conformagdo reconhecida pelos receptores
intracelulares, resultando em respostas maximas, sendo considerados como responsaveis pela
maioria dos efeitos disruptores desencadeados pela disposicao de efluentes. Varios organismos
excretam diferentes quantidades de esteroides sexuais. A quantidade de estrogénio excretada
por uma mulher gravida pode ser até mil vezes maiores do que a de uma mulher em atividade
normal, dependendo do estagio da gravidez [61]. Na Tabela 1 abaixo estd registrado em

micrograma a quantidade de hormonios per capita excretada por homens e mulheres.
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TABELA 1 Excrecdo em microgramas per capita por homens e mulheres

17p-estradiol| Estrona | Estriol | 17a-etinilestradiol

Homens 1,6 3.9 1,5
Mulheres na fase fértil
(15 a 59 anos) 33 80 4.8

Mulheres na menopausa
(acima de 59 anos)
Gestantes 259,0 600,0 16000,0
Mulheres que tomam
contraceptivos

23 4,0 1,0

35,0

Fonte: [61]

Os estrogénios sdo compostos organicos hidrofobicos que podem ser retidos na camada
lipidica das células presentes no lodo bioldgico, ocasionando assim, a bioacumulagdo de tais
substancias. O fato de os estrogénios apresentarem baixa solubilidade em agua, de modo que
sdo retidos no lodo bioldgico ndo ¢ uma garantia, com base nos trabalhos académicos atuais,
que este processo de remocao seja eficiente para remocdo segura destes contaminantes em
niveis pouco preocupantes, uma vez que esses contaminantes ainda podem ser capazes de
causarem alteragoes no ambiente, mesmo em baixas concentragdes. Por se tratar de hormonios
sua determinagdo instrumental ndo ¢ muito simples, pois se trata de uma determinagdo de
concentragdes na faixa de pg/L e ng/L desses contaminante nos corpos d’agua, outra razio para

sua dificil quantificagdo seria a complexidade quimica dessas substancias.

3. METODOS DE IDENTIFICACAO E QUANTIFICACAO

Existem alguns métodos de eliminagdo e isolamento que apresentam utilidade para
alguns disruptores endodcrinos, no entanto ainda ndo se tem documentado a efetividade destes
métodos para todos os disruptores endocrinos existentes. Alguns desses métodos que
apresentam destaque sdo: processo oxidativo avangado como cloragdo/ozonizagdo, remogao
adsortiva com o uso de carvao ativado, uso de membranas filtrantes e troca i6nica. Devido a
falta de garantia de efetividade destes métodos para todos os contaminantes existentes desta
classe, se faz necessario a comprovacao da remocao destes contaminantes a niveis desejaveis,
a detecgdo e quantificagdo dos meios pode ser realizada por diversas metodologias das quais
podemos destacar a cromatografia [65][68].

A cromatografia ¢ uma técnica de separacao, identificacao e quantificacao utilizada em

diversas areas de pesquisa, com destaque para a quimica organica, quimica de produtos naturais



21

e quimica ambiental. Instrumentos modernos proporcionam separagdo de misturas complexas
tanto em fase liquida quanto em fase gasosa [65][68].

A cromatografia gasosa pode ser uma alternativa, porém o equipamento relacionado a
este método impde a necessidade de que o analito seja volatil e termicamente estavel. Caso o
analito ndo atenda a esta técnica instrumental pode-se aplicar algumas intervengdes como por
exemplo a derivatizagdo como forma de tentar superar essa limitacdo, o que normalmente
ocorre para o caso de compostos estrogénicos. Uma outra técnica aplicada ¢ a cromatografia
liquida, do Inglés High-performance liquid chromatography (HPLC), independentemente da
técnica aplicada se faz necessario o preparo da amostra que pode ser realizado por extragdo em

fase solida (SPE), microextra¢do em fase solida (SPME) ou extragdo liquido-liquido (LLE).

3.1 CROMATOGRAFIA GASOSA (CG)

Na cromatografia gasosa as separacdes sao obtidas por uma série de particdes entre uma
fase gasosa em movimento ¢ uma fase estacionaria liquida mantida em um tubo de pequeno
diametro (a coluna) ap6s uma mistura ser injetada [65][68]. A amostra ¢ introduzida na coluna
na forma de vapor ou introduzida na forma liquida e apods a inje¢do, a amostra passa para o
estado gasoso rapidamente. Na coluna, a solubilidade de cada componente na fase gasosa
depende da sua pressdo de vapor, que por sua vez ¢ uma fun¢do da temperatura da coluna e da
afinidade entre o composto e a fase estaciondria. Diferengas na pressdo de vapor fazem com
que as moléculas de cada componente sejam divididas entre a fase gasosa movel e a fase liquida
estacionaria. A separagdo das substincias ocorre na coluna cromatografica na qual cada
substancia possui um tempo de reten¢do especifico, de modo que tendo consciéncia do tempo
de retengao de cada substancia ¢ possivel comparar com os respectivos tempos de retengao de
padrdes de referéncia e com isso fazer sua identificagdo. Um detector monitora a composi¢ao
do fluxo de gés conforme ele emerge da coluna, carregando os componentes separados, € 0s
sinais resultantes fornecem dados requeridos para a analise [44][45][43]. Na Figura 23 abaixo
estd ilustrado um esquema simplificado dos componentes do equipamento de cromatografia

gasosa.
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Figura 23 fluxograma ilustrativo dos componentes do equipamento de cromatografia

gasosa (GC).
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Fonte: [66]

O sistema de detec¢ao no CG possibilita responder aos analitos previamente separados
na coluna cromatografica e que chegam ao detector como bandas discretas em fase gasosa. O
detector registra a passagem dessas bandas discretas, a qual normalmente ocorre na faixa de
poucos segundos, resultando em um sinal transiente. O nivel de sensibilidade do equipamento
depende do tipo de detector utilizado [86].

Em funcdo de algumas caracteristicas dos detectores, eles podem ser classificados como
seletivos ou universais, caso possam responder para poucos ou para muitos analitos diferentes;
como destrutivos ou ndo-destrutivos, se a integridade do analito ¢ mantida ou ndo durante a
detec¢ao e como sensiveis a concentragao ou ao fluxo de massa, se o detector fornece uma
resposta proporcional a concentragdo do analito naquela banda discreta ou a quantidade
absoluta do analito. Os detectores de ionizagdo em chama (FID, do Inglés flame ionization
detector), os de condutividade térmica (TCD, do Inglé€s, thermal conductivity detector), os de
captura de elétrons (ECD, electron capture detector) e o de espectrometro de massas (MS, do
Inglés mass spectrometer) costumam ser os mais empregados em laboratorios. Para que o
detector apresente utilidade € necessario que alguns pré-requisitos sejam contemplados como a
capacidade de detectar pequenas quantidades do analito, a capacidade de fornecer uma resposta
linear aos analitos em vdrias ordens de grandeza, a capacidade de apresentar estabilidade e
reprodutibilidade, a capacidade de apresentar sensibilidade adequada para pequenas variagdes
de concentracdo em dois pontos muito préximos dentro da curva de calibragdo analitica, a
capacidade de operar em faixas de temperaturas desde a ambiente até 400 °C, ¢ necessario
também que o detector apresente facil operacdo e apresente tempo de resposta curto. Com

relag@o ao sinal que o detector € capaz de produzir, existem dois pardmetros de relevancia para
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a analise que sdo o ruido e a constante de tempo (7). O ruido pode ser definido como sendo a
variagdo do sinal do detector na auséncia da amostra, normalmente originada por vazamentos,
variacoes de temperatura, contaminacao do géas de arraste ou alteragdes no ambiente € nos
componentes dos amplificadores de sinal. A constante de tempo pode ser definida como sendo
a medida da velocidade de resposta do detector, definida como o tempo, em milissegundos, que
o detector leva para responder. Na Figura abaixo ¢ possivel observar a influéncia da constante
de tempo do detector no perfil do pico cromatografico. E notério que quanto maior for o valor
da 1, onde (11 < 12 < 13), mais baixo, largo e deslocado para tempos de reten¢ao maiores sera o
sinal; entretanto a area do pico cromatografico ndo ¢ alterada, ¢ comum que os detectores
modernos apresentem a constante de tempo na ordem de grandeza de 10 ms [86].

Figura 24 Influéncia do tempo de resposta do detector na constante de tempo no CG
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Tempo

Fonte: [86]

Dentre todos os varios detectores utilizados, existe o espectrometro de massas que pode
ser utilizado para confirmar a identificagdo através da elucidacdo estrutural da substancia.
No espectrometro de massas pode-se empregar algumas fontes de ionizagdo como por exemplo
na qual a substancia ¢ submetida a um feixe de elétrons capaz de promover a ruptura da ligacao
quimica da substancia promovendo sua quebra em varios fragmentos carregados, de modo que
esses os fragmentos com carga positiva sao conduzidos para oanalisador através da aplicagdo
de um campo magnético conhecido, o analisador mede a taxa de massa/carga (m/z). Nesta
metodologia a ruptura das moléculas sempre segue um padrdo, na qual € possivel estabelecer
uma relagdo comparativa com as respectivas intensidades dos ions obtidos com os registrados
na biblioteca com o objetivo de confirmar a estrutura quimica do analito [44]. Na Figura abaixo

esta ilustrado elementos que constituem o espectrometro de massas.
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Figura 25 Elementos que constituem o espectrometro de massas
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Fonte: [100]

3.2 CROMATOGRAFIA LIQUIDA (CL)

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) pode ser compreendida como um
método de separagao de substancias quimicas em solugdo, que consiste no bombeamento de um
solvente liquido contendo a amostra de interesse na qual percorre uma coluna preenchida com
uma natureza quimica conhecida, de modo que cada componente da amostra realiza interagdes
intermoleculares de forma distinta com o material presente na coluna [43][45]. Na Figura 26
abaixo esta ilustrado um esquema simplificado que evidencia que diferentes componentes
provavelmente terdo tempos de retengdo diferentes em consequéncia do nivel de interagdo

intermolecular estabelecido com a coluna.
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Figura 26 Ilustragdo da eluicdo de dois componentes na coluna, de modo que cada um
terdo fatores de retengdo diferentes dependendo do nivel de interacdo intermolecular com a

coluna.

Fonte: [101]

Deste modo cada componente possui um tempo de retengdo especifico e que pode ser
comparado com padrdes de referéncia [43][45]. Na figura 27 abaixo estd ilustrado os
componentes do equipamento de cromatografia liquida.

Figura 27 Imagem ilustrativa dos componentes do equipamento de cromatografia

liquida.
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Fonte: [91]

Os principais detectores utilizados em cromatografia liquida sdo o ultravioleta-visivel
(UV-VIS/DAD), o de espectrometria de massas (MS). Os detectores UV-VIS costumam ser os
mais empregados em laboratorios, devido ao seu baixo custo e devido a possibilidade do uso
de gradiente em sua programacao, de modo que nao sdo afetados por pequenas mudangas no
fluxo do gas de arraste ou pequenas mudangas na temperatura. Este compartimento ¢
constituido de um fotdmetro que permite a medida da absor¢do da luz pelos compostos
presentes na amostra em um determinado comprimento de onda especifico, de modo que a faixa

espectral pode comtemplar as regides do visivel até o ultravioleta. O principio de deteccao por
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UV-VIS consiste em relacionar a concentragdo do analito com a respectiva medida da
absorbancia com base na Lei de Lambert-Beer. Existem algumas configura¢cdes mais comuns
dos detectores UV-VIS que sao o detector de comprimento de onda fixo, o detector de
comprimento de onda variavel e o detector de arranjo de diodos (DAD, do Inglés Diode Array
Detector). O detector DAD possibilita determinar os espectros das substancias presentes na
amostra do eluente com o uso de diferentes comprimentos de onda durante a andlise
cromatografica. A deteccao por UV-VIS esta condicionada para amostras que contenham o
analito capaz de absorver o feixe de luz com comprimento de onda na regido do UV-VIS, que
no caso do ultravioleta contempla o intervalo de (100 — 400) nm e no caso do visivel contempla
a faixa de (400 — 780) nm. Na Figura abaixo esta ilustrado os componentes do UV-VIS e do
DAD [88].

Figura 28 Componentes do UV-VIS e DAD

Representagao esquematica: Detector UV-VIS Representagao esquematica: Detector DAD

Fonte: [87]

Na ionizacgao por electrospray os compenentes envolvidos sdo um spray eletrostatico da
solucdo do analito, na qual ¢ bombeada a um fluxo de alguns microlitros por minuto em um
capilar metalico, sob um campo eletrostatico conhecido. O processo de ionizagao
por electrospray envolve trés etapas: a producdo da gota carregada na ponta do capilar, a
dessolvatacdo da gota carregada seguida de repetidas desintegragdes para a formagao de gotas
menores ¢ a formacdo dos ions na fase gasosa. A intensidade do sinal de um analito
no electrospray nao depende exclusivamente da concentracdo deste analito em solucdo, uma

vez que a presenga de outros eletrolitos no sistema ¢ determinante na intensidade do sinal de
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um ion a ser detectado. A ionizacdo por electrospray ¢ uma técnica de ionizagdo tipicamente
utilizada para determinar os pesos moleculares de proteinas, péptidos e outras macromoléculas
biologicas. A vantagem da utilizagdo de espectrometria de massa de ionizagdo
por electrospray € sua capacidade de lidar com amostras de grandes massas moleculares, sendo
ideal para ser acoplada com a cromatografia liquida, na qual sdo gerados ions a pressao
atmosférica sem necessidade de vacuo. Uma desvantagem ¢ que a limpeza da fonte de
ionizacdo nao ¢ simples, podendo se tornar excessivamente contaminada com residuos de
analises anteriores. Na Figura 29 esta ilustrado os principais componentes da fonte de

ions eletrospray acoplado a um espectrometro de massas (ESI-MS/MS) [109].

Figura 29 Ilustracdo esquemadtica da fonte de ions eletrospray acoplado a um ESI-
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Fonte: [109]

4. METODOLOGIAS DE PREPARO DE AMOSTRAS PARA ANALISE
CROMATOGRAFICA

O preparo de amostras normalmente ¢ a etapa que demanda maior aten¢ao no processo
de andlise, sendo a que demanda mais tempo, sendo uma das principais fontes de erros. Dessa
forma, o método escolhido para esta etapa deve ser o mais simples possivel, rapido, seletivo,
de baixo custo, e de uso minimo de solventes no processo, seja para a detec¢do de substancias
em baixas concentragdes (ng/L - pg/L), na identificacdo de substincias presentes em diferentes
matrizes complexas com possiveis interferentes, ou para os estudos de propriedades e

quantificagdo de um analito [72].

41. EXTRACAO EM FASE LiQUIDA
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Extracdo  liquido-liquido (ELL), também conhecida como extracdo por
solvente ou parti¢do, ¢ um método utilizado com o intuito de separar um ou mais componentes
especificos de uma amostra por meio da parti¢ao entre duas fases liquidas. Este processo pode
ser executado com o uso de um funil de separacao, na qual dois ou mais solventes imisciveis
sdo adicionados. Com a agitacdo do funil de separagdo, o soluto passa a fase na qual estd o
solvente com maior afinidade [71].

A extragdo liquido-liquido ¢ indicada quando existe uma grande diferenca de
solubilidade do soluto nos dois solventes, ou seja apresenta um grande coeficiente de particao

[71]. Na Figura abaixo esta ilustrado a montagem de ELL.

Figura 30 Ilustracdo da montagem do sistema de extracdo em fase liquida descontinua
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Fonte: [82]
De modo geral ¢ comum a necessidade de uma grande quantidade de solvente nesta
metodologia, nesse sentido devido a economia de solvente aplicada na microextragdo em fase

liquida (LPME) essa apresenta certa vantagem em relag@o a extragdo em fase liquida.

42. MICROEXTRACAO EM FASE LiQUIDA
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Os primeiros sistemas para microextragdo em fase liquida, do Inglés Liquid-Phase
Microextraction (LPME) basearam-se na extracdo de analitos em amostras aquosas por meio
de uma pequena gota de um solvente organico, em virtude dessa configuragdo, essa técnica
ficou conhecida como microextragdo com gota unica. Tipicamente, a pequena gota de solvente
organico era suspensa a partir da ponta de uma seringa para GC e colocada na solu¢do aquosa
para a realizacdo da extragdo. Dessa forma, os analitos eram extraidos da amostra aquosa pela
gota em suspensdo, baseada na difusdo passiva, e as recuperagdes das extragdes eram
essencialmente determinadas pelo coeficiente de particdo entre o solvente organico ¢ a amostra
liquida. Quando terminada a extragdo, a gota de solvente organico era recolhida para o interior
da seringa e subsequentemente injetada no cromatografo a gés. Apesar dessa configuragdo ser
muito simples e eficiente para reduzir o consumo de solventes orginicos por amostra para
apenas alguns pL, ela ¢ utilizada apenas em um numero limitado de laboratérios de pesquisa.
Uma razao para isso pode ser a baixa estabilidade da gota suspensa, a qual pode ser facilmente
perdida na amostra durante a extragdo. Um dos maiores desafios do método LPME envolve a
retencdo de uma gota de solvente em um recipiente de amostra, que esta sendo agitado durante
o periodo de exposi¢do. Em alguns casos, o tamanho da gota pode reduzir o tempo de exposicao,
o que pode ser causada pela forca de cisalhamento da agitagao da amostra ou pela dispersao do
solvente em uma amostra de 4gua. Uma sugestdo ¢ o uso de fibras ocas para proteger gotas de
solvente em LPME. No procedimento LPME com esta intervengdo, com o uso de polipropileno
poroso fibra oca, preenchida com um solvente organico, pode ser exposta diretamente a extracao
de varios DE de amostras de agua. Na Figura abaixo estd ilustrado a metodologia de

microextracao em fase solida [64].
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Figura 31 Duas configuracdes de microextracao em fase liquida, uma configuracao
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Fonte: [64]
4.2.1 METODOLOGIA DE PREPARO DE AMOSTRAS DE HORMONIOS POR
MICROEXTRACAO EM FASE LiQUIDA

E possivel realizar o preparo de amostras de urina com o intuito de analisar esteroides
anabolizantes. Nesta metodologia de preparo podem ser adicionados 50 pL de padrdo interno
em 1 mL de urina previamente acidificada com 200 pL de acido cloridrico 1 mol/L. A
microextragdo em fase liquida pode ser realizada com a adi¢do ao frasco com 4 mL de acetato
etilico, seguida de centrifugacdo. Apds a centrifugacdo a camada organica pode ser coletada e
evaporada com oxigénio livre de nitrogénio na temperatura de 40 °C. O residuo resultante pode

ser dissolvido em 100 pL de fase movel [99].

43. EXTRACAO EM FASE SOLIDA

A extracdo em fase solida (EFS) ¢ uma metodologia que visa efetuar a pré-concentracao
de analitos presentes em matrizes complexas, permitindo que concentragdes muito baixas sejam
determinadas. A EFS caracteriza-se por ser uma operacao de transferéncia de massa liquido-
solido, baseada na capacidade de um solido em adsorver algumas substancias na sua superficie.
A EFS ¢ uma técnica relativamente simples de extracdo e requer pequenas quantidades de
solventes. Geralmente, sdo usados cartuchos ou discos de extracdo, comercialmente
disponiveis, com uma variedade de adsorventes, tais como, resina de copolimero poliestireno

(ENV), silica, alumina B e os que contém o grupo octadecilsilano (C18) quimicamente ligado
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a silica. A extra¢do liquido-solido usa uma fase solida como sorvente para separar um
determinado analito na superficie através da adsor¢do, enquanto em contato com amostras
liquidas ou gasosas. O sorvente de fase s6lida, contendo analito isolado, ¢ entao purificado com
uma solu¢do de lavagem para remover constituintes indesejados retidos com o analito alvo,
que ¢ eventualmente dessorvido da fase sdlida através da eluicdo com o solvente organico
especifico. O sorvente de fase solida é geralmente embalado em pequenos tubos ou cartuchos,
como uma pequena coluna de cromatografia liquida. Com uma carcaga especifica para sucg¢ao
ou pressurizagdo para passar as solugdes da amostra. O Servico Geologico dos EUA, do Inglés
U.S. Geological Survey (USGS) e o Laboratorio Nacional de Qualidade da Agua, do Inglés
National Water Quality Laboratory (NWQL) recomendam que o método SPE seja seguido por
GC-MS para extrair disruptores endocrinos suspeitos em ambientes domésticos e aguas
industriais residuais. No entanto, HPLC também ¢ comumente usado ap6és EFS. Um dos
parametros mais importantes na aplicagao de um método EFS ¢ a sele¢do de um sorvente solido
apropriado para o analito alvo, bem como o uso de solventes para lavagem e elui¢do. Os
parametros de adsorcdao de sorventes soélidos selecionados também sao fatores adicionais a
serem considerados, como capacidade de adsor¢do e tempo de contato. Para evitar o “avango de
adsor¢ao”, o nimero de sitios disponiveis no sorvente deve exceder o nimero de moléculas do
analito a serem sorvidas. A taxa de fluxo de uma amostra através do sorvente solido fase deve
ser calibrada para permitir um tempo de contato minimo entre o analito e o sorvente. As taxas
de fluxo tipicas para um cartucho EFS sdo de 3 a 10 mL/min, e as taxas de 10 a 100 mL/min
sdo comuns para alguns tipos de disco. Além disso, a EFS requer menos solvente enquanto
produz quantidades de residuos téxicos [45]. Na Figura abaixo ¢ apresentado um esquema
ilustrativo da metodologia de extracdo por fase solida, qual a matriz ¢ constituida de
interferentes juntamente com o analito de interesse, de modo que sdo utilizados solventes com
diferentes polaridades para que os interferentes sejam retirados para que seja possivel efetuar o

isolamento do analito [62].
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Figura 32 Ilustragdo da metodologia de extragdo em fase solida.
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Fonte: [62]

Conforme pode ser observado na figura 16 uma solugdo contendo a mistura, neste caso
de trés substancias, ao passar pelo cartucho retém o analito de interesse, as outras substancias
sdo eluidas com o solvente. Para retirar o analito de interesse utiliza-se um solvente de diferente

polaridade no qual o analito ¢ eluido.

43.1 METODOLOGIA DE PREPARO DE AMOSTRAS DE HORMONIOS POR
EXTRACAO EM FASE SOLIDA

Para o método de SPE pode-se utilizar os cartuchos Oasis HLB da marca Waters que
apresentam em sua fase solida o equilibrio de afinidade para compostos hidrofobicos e
lipofilicos. As extracdes podem ser realizadas em um manifold da marca Supelco. Para a etapa
de condicionamento pode-se utilizar 5 mL de acetato de etila seguido de 5 mL de metanol e
seguido por 10 mL de agua acidificada com pH = 3. Na etapa de percolacio, pode-se utilizar
250 mL da amostra previamente ajustada para o pH = 3. A fase solida pode ser seca a vacuo
por 15 minutos, de modo que os analitos podem ser eluidos com duas fragdes de 2,5 mL de
acetato de etila. Na Figura abaixo esta ilustrado de modo simplificado as etapas que constituem
o preparo da amostra por meio na metodologia de extragdo em fase solida com o objetivo de

analise de hormdnios em GC-MS [92].
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Figura 33 Etapas da extra¢do em fase sélida
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Figura 34 Condi¢des recomendadas para anélise de hormonios por GC-MS
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Fonte: [92]

44. MICROEXTRACAO EM FASE SOLIDA

A microextracdo em fase solida (SPME) foi introduzida em 1990 por Pawliszyn. Esta
microtécnica de extragdo e de pré-concentragdo de analitos ¢ realizada mediante adsor¢do dos
analitos por uma camada polimérica que reveste uma fibra capilar de silica a sua exposi¢do na
amostra contendo o analito de interesse. Apos determinado tempo de extragdo, a fibra € entao

inserida no injetor do cromatografo gasoso (CG). Nesta fase, os analitos sdo dessorvidos da
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fibra devido a alta temperatura do injetor e analisados por cromatografia gasosa. Varios tipos
de fibras e seus suportes com revestimentos de camadas especificas para um analito adequado
estao disponiveis comercialmente. A quantidade de um analito adsorvido na fibra revestida de
silica em equilibrio estd diretamente relacionado com a sua concentracdo na amostra. A
sensibilidade de o método SPME pode ser assegurado, uma vez que no estado estacionario
polimérico as fases usadas para SPME tém uma alta afinidade por moléculas organicas. A
extracdo completa de analitos da amostra ¢ discutivel. Também ¢ relatado que o volume da
amostra pode ser muito maior do que o volume da fase s6lida, de modo que a quantidade de
analitos adsorvidos pela fase sélida ndo estd relacionada ao volume da amostra. Esta
caracteristica pode ser especialmente vantajosa na amostragem de campo. Por exemplo, analitos
presentes em dguas naturais com baixas concentracdes podem ser efetivamente amostrados para
SPME, entdo transportados para o laboratorio para analises subsequentes. A dinamica da
SPME ¢ controlada por transporte de massa através da difusdo dos  analitos da fase aquosa
para a fase estacionaria da fibra revestida, e pode ser melhorada agitando a amostra aquosa. A
metodologia de microextragdo em fase solida por inser¢ao direta ¢ aplicada para analitos
dissolvidos na amostra, enquanto que metodologia de microextracdo em fase solida por
headspace ¢ aplicada na fase superior do vial contendo os volateis em equilibrio com os volateis
dissolvidos na amostra. Na Figura abaixo estd apresentado um esquema sequencial ilustrativo
da metodologia de microextracao em fase solida por insercao direta (Imagem a esquerda) e por

headspace (Imagem a direita) [59][60][63].
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Figura 35 Esquema sequencial da metodologia de microextracdo em fase solida

SPME de headspace (HS-SPME) a direita e microextracao em fase solida SPME direta a
esquerda (DI-SPME).
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Fonte: [83]

Ocasionalmente, um reagente de derivatizacdo pode ser injetado no GC, especialmente
para a anélise de disruptores enddcrinos (DE). Além dos fatores quimicos em aplicagdes SPME,
varios fatores operacionais também sdo cruciais em uma analise, como a velocidade de
agitacdao da amostra, o tempo de extracdo e a temperatura necessaria para alcangar o equilibrio
entre as fases aquosa e estaciondria na fibra SPME. Se todos os pardmetros operacionais forem
fixos, o processo de analise pode ser automatizado. Além disso, a fibra pode ser reutilizada e

reciclada com os devidos cuidados [45].

4.4.1 METODOLOGIA DE PREPARO DE AMOSTRAS DE HORMONIOS POR
MICROEXTRACAO EM FASE SOLIDA

Nesta metodologia as fibras e holders podem ser da marca Supelco (Bellofone, EUA),
sendo condicionados conforme recomendado no manual do usuario na temperatura de 250 °C
durante 30 minutos. As extracdes podem ser executadas de modo direto sob agitagdo magnética,
tendo a fibra PDMS/DVB como fase extratora. Outras fases também podem ser empregadas

como a PDMS, PDMS/carboxeno (PDMS/CAR) e poliacrilato (PA) A derivatizagdo in situ
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pode ser executada em conjunto com a extragdo por SPME, tendo como derivatizante o agente
cloroformato de etila (ECF) e a mistura etanol e piridina como catalisador da reacdo. Apos a
etapa de extragdo, a etapa de dessor¢do térmica pode ser feita no injetor durante 15 minutos,
garantindo que a fibra seja mantida por mais 10 minutos apos o inicio da corrida. Apds todas
as analises a fibra pode ser limpa com 5 mL de etanol com o intuito de evitar danos por possiveis
residuos do derivatizante que possa estar presente. A otimizagdo do preparo pode ser realizada
com o uso de ferramentas de planejamento experimental e estudo multiplas variaveis. Para a
extracdao por SPME pode ser empregada a temperatura de 70 °C, com tempos de extragao de 60
minutos, utilizando 11 mL de amostra. Com relagdo a derivatizacdo in situ o pH pode ser
mantido em 10 por meio do uso da solugdo tampao com concentragdo de 0,50 mol/L+0,30 mL

de etanol:piridina na proporcdo de 3:2+0,16 mL de agente derivatizante ECF [98].

5. METODOLOGIA DE DERIVATIZACAO DE AMOSTRAS DE HORMONIOS

A derivatizagdo ¢ uma reagdo quimica que altera determinada estrutura de um analito
com o intuito, neste caso, de melhorar o perfil cromatografico. No caso de hormonios
estrogénicos, a etapa de derivatizagdo necessaria para evitar de decomposicido térmica,
aumentar a volatilidade através da redugdo da interagao intermolecular, auxiliando na separagao
cromatografica e otimizando a sensibilidade. Grande parte das derivatizacdes de estrogenos
consistem de reacdes de sililagdo, na qual um hidrogénio 1abil de um acido, um éalcool, uma
amina, uma amida, uma cetona enolizavel ou aldeido ¢ substituido por um grupamento
trimetilsilila gerando um produto mais volatil e termicamente mais estavel. Na Figura abaixo

esta apresentada a reagdo de substituicao nucleofilica Sn2 [92].

Figura 36 Reacdo de substituicdo nucleofilica Sn2 de sililagdo aplicada para estrogenos
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H CH3 CH,

Fonte: [92]
Na reagdo de substituicdo nucleofilica o reagente (nucleofilico), que ataca o substrato,

leva o par de elétrons para formar a nova ligagdo quimica. O grupo que ¢ substituido leva
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consigo o par de elétrons da ligagdo rompida. No mecanismo acima ¢ evidenciado que o ataque
do nucleofilo ao atomo de silicio ocorre em uma posi¢ao de 180° em relacao ao nucleofigo (Do
Inglés backside attack). No estado de transi¢do, o atomo central de silicio passa do estado
hidrido sp® para o sp?, adquirindo um orbital p perpendicular, de modo que um lébulo do orbital
p ird formar um overlap com o reagente nucleofilico e outro l6bulo ird formar um overlap com
o nucleofiigo. Uma vez que ambos os reagentes estdo envolvidos na reagdo, a equacdo para a
velocidade desta reacdo sera de segunda ordem. Uma caracteristica que ocorre neste tipo de
reacdo ¢ a inversao de configuragdo. No caso de carbonos quirais a inversao de configuracao
ocorre uma modificagdo na atividade Optica, alterando assim a rotagdo especifica [a] da
molécula [93]. A Figura abaixo apresenta a rea¢do de derivatizacdo para o 17-estradiol
utilizando como derivatizante MSTA (N-metil-N-trimetilsilil trifluoroacetamida) ou BSTFA
(N,O-bis(trimetilestilsilil)trifluoroacetamida) [92].

Figura 37 Derivatizagdo do estradiol

CH,
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Fonte: [92]

Outras estratégias de derivatizagdo podem ser empregadas para os estrogenos, como a
ilustrada na figura abaixo para derivatizagdo do estradiol. Na primeira etapa ¢ incluido o grupo
1-(5-fluoro-2,4-dinitrophenyl)-4- methylpiperazine (PPZ) no 17-B-estradiol alterando o grupo
fenolico do estradiol para o grupo metilpiperazina. Na segunda etapa ¢ inserido um grupo
metilico com intuito de gerar um porcdo carregada positivamente na estrutura para que a
estrutura possa sofrer influéncia de um campo magnético externo antes da ruptura dentro do
espectrometro de massas [92].

Em esteroides ¢ comum que as carbonilas sejam menos susceptiveis a sofrerem reagdes
de derivatizagdo, no entanto a associacdo do derivatizante (MSTFA ou BSTFA) com um
catalisador apropriado como o iodeto de amonio e um redutor como o mercaptoetanol permite
que a reacao de derivatizagdo da carbonila seja executada com a formagdao de endis. Os
derivatizantes MSTFA e BSTFA sao mais empregados para a derivatiza¢ao dos estrégenos E1,

E2 e E3 [92].



Figura 38 Reacdo de derivatizagdo em duas etapas na estrutura do estradiol
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Molecular Weight:
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Na Figura abaixo esta ilustrado o método ES/-Positive LC-MS/MS, na qual a reacao de

derivatizacdo consiste na inclusdo do reagente Amplifex Diene na estrutura do estradiol. O

reagente Amplifex Diene reage com o grupo fendlico do estradiol, formando dois derivados

potenciais com cargas positivas permanentes. A mesma reagdo pode ser aplicada para a estrona,

que também contém o mesmo grupo fenolico do estradiol.

Figura 39 Uso do derivatizante Amplifex Diene para inser¢ao no estradiol com o

objetivo de analise no ESI-Positive LC-MS/MS
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Na reagdo abaixo esta sendo utilizado o derivatizante 1,2-dimetilimidazol-5-sulfonil-
cloreto (DMIS) para alteragdo do estradiol. Este tipo de derivatizagdo pode ser aplicado para
analise por LC-MS/MS.

Figura 40 Derivatizacao do estradiol com o uso do derivatizante DMIS
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Fonte: [96]
Na Figura abaixo estdo ilustrados outros derivatizantes que podem ser aplicados para o
estradiol.
Figura 41 Outros derivatizantes que podem ser aplicados para o estradiol na analise LC-

MS/MS
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Fonte: [97]

6. APLICACAO DA CROMATOGRAFIA NA IDENTIFICACAO E
QUANTIFICACAO DE DIRUPTORES ENDOCRINOS

No caso do GC-MS as formas de ionizagdo mais empregadas no acoplamento, sdo o
impacto eletronico (EI) e a ionizacdo quimica (CI). Essas formas de ionizacdo operam em
baixas pressoes. Para a analise por GC-MS de hormoénios esteroidais é necessario uma etapa

adicional no preparo da amostra que ¢ a etapa de derivatizagdo, embora existam alguns
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hormdnios que possam ser analisados sem esta etapa inicial. A derivatizacdo engloba uma
reacdo quimica que tem como objetivo alterar os grupos funcionais das moléculas de interesse
com a finalidade de aumentar a estabilidade dos analitos frente a0 modo de injecao utilizado
em GC, evitando sua decomposicao térmica, além de aumentar sua volatilidade [73]. Para a
quantificagdo de rotina de contaminantes emergentes (CE) em amostras ambientais os sistemas
LC-MS tém se tornado a abordagem mais aplicada, este tipo de montagem possibilita a
obtenc¢do de alta sensibilidade e seletividade. A sensibilidade de calibragdao pode ser definida
como a capacidade do método em distinguir, com determinado nivel de confian¢a, duas
concentragdes proximas, esse parametro reflete o quanto de medida observada ¢ aumentada
apods o acréscimo de uma unidade em concentragdo da espécie de interesse. Essa medida ndo ¢
capaz de informar as diferengas de concentragcdes que podem ser detectadas, de modo que surge
entdo uma nova figura de mérito denominada sensibilidade analitica. A sensibilidade analitica
pode ser definida como a razao entre a inclinagao da curva analitica e o desvio padrdo do sinal
analitico em uma determinada concentragdo. Esse pardmetro leva em consideragdo o ruido
presente nos sinais de resposta. Em métodos sensiveis, uma pequena diferenca na concentragao
do analito causa grande variacao no valor do sinal analitico medido. Esse critério expressa a
capacidade do procedimento analitico gerar variagdo no valor da propriedade monitorada ou
medida, causada por pequeno incremento na concentracdo ou quantidade do analito.
Seletividade pode ser definida como o grau em que um método pode quantificar uma substancia
com precisdo na presenca de interferéncias nas condigdes indicadas do ensaio para a
amostra matriz em estudo. Devido a presenca de diversas interferéncias nas condigdes de
ensaio, ¢ impraticavel considerar os  potenciais interferéncias. Nesse sentido, ¢
aconselhavel estudar apenas mais influentes [102]. Com o uso desses detectores € possivel obter
limites de deteccdo na faixa de ng/L. No entanto, a capacidade de identificagdo de compostos
sem padroes de referéncia ¢ uma limitacao destes instrumentos. O uso da espectrometria de
massas de alta resolugdo, do Inglés High-resolution mass spectrometry (HRMS) apresenta
relevancia na identificacdo desses compostos sem padrdes de referéncia por permitir o registro
de cromatogramas no modo janela espectral completa (full-scan) e com alta precisdo em massa,
tornando possivel a procura seletiva baseada na massa exata. Sem o uso de padrdes de
referéncia, a HRMS permite dois tipos principais de abordagens para identificagdao de
compostos e seus produtos de transformagao: suspect screening, neste modelo pode-se prever
a formula molecular e estrutura, ou non-target screening, no caso deste tltimo modelo ha a
dependéncia de softwares de processamento de dados para a elucidagio da estrutura. E comum

que estrogenos sejam analisados em LC com ioniza¢do negativa e em fase movel neutra ou
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basica, com adi¢do de hidréxido de amonio (NH4OH), acetato de amonio (CH3CO2NHa4) ou
formiato de amonio (HCO2NH4) diretamente ao sistema ou em mistura isocratica, na qual
apenas um solvente ou uma mistura de composi¢do constante ¢ aplicada. No caso dos
estrogenos ¢ comum que a ionizagdo seja negativa pois o ion detectado ¢ a base conjugada que
apresenta carga negativa. Nos estrogenos ¢ comum a presenga do anel fenolico na qual
apresenta carater acido que na presenca de hidroxidos reage formando adgua e sua respectiva
base conjugada que apresenta carga negativa. Progestagenos requerem ionizagdo positiva e
fase movel neutra ou modificada com acido formico. No caso dos progestdgenos € comum o
comportamento de base de Lewis, devido a presenga em sua estrutura de grupos receptores de
prétons. Essa base conjugada na presenca de acidos reage formando agua e seu respectivo acido
conjugado com carga positiva, o que justifica a necessidade do uso de ionizacdo positiva. A
ioniza¢dao da molécula pela fonte ESI ocorre através da adi¢ao de um pequeno cation ou anion
amolécula do analito. No modo de ionizagao positiva, a carga positiva pode ser transferida para
um analito por adi¢do de um proéton ou agregacao com um ion s6dio ou uma molécula carregada
positivamente presente no solvente por exemplo, amoénio. Os solventes mais utilizados sao
agua, acetonitrila e metanol, com mistura dependente do tipo de coluna utilizada. Os modos de
ionizagdo mais utilizados sdo ionizagdo eletronspray (ESI) e ioniza¢do quimica a pressao
atmosférica (APCI), ambos operando em modo positivo ou negativo. Conforme ilustrado na
tabela abaixo LC-MS e GC-MS e suas varia¢des sdo metodologias uteis para identificacdo de
farmacos, hormodnios e pesticidas no esgoto e em algumas classes de aguas [73].

TABELA 2 Correlacgao das classes de substancias com os métodos recomendaveis.

Classe Técnicas Analiticas

Esgoto Esgoto Agua Superficial Agua Agua de
Bruto tratado subterranea abastecimento
Farmacos LC-MS/MS GC-MS LC-MS/MS HPLC- - LC-MS/MS
GC-MS UV GC-MS
Hormoénios LC-MS/MS LC- LC-MS/MS HPLC- - GC-MS LC-
GC- MS/MS UV HPLC-FDL MS/MS HPLC-
MS/MS GC- FDL
GC-MS MS/MS
Pesticidas - - LC-MS/MS HPLC- HPLC-UV LC-MS/MS
UV HPLD-FLD HPLC-FLD HPLC-UV
HRGC-ECD GC- GC-MS/MS HRGC-ECD
MS/MS GC-MS GC-MS GC- GC-ECD
GC-NPD NPD

Fonte: [1]
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Com base no trabalho de revisao publicado por Cassiana C. Montagner e colaboradores
[1] na qual foi avaliado o esgoto bruto, o esgoto tratado e algumas classes de dguas através de
técnicas analiticas como GC-MS, LC-MS e suas variagdes, foram compartilhados alguns
resultados a respeito da concentragdo minima e maxima de fairmacos, hormoénios e pesticidas
em ng/L nestes ambientes em diversos estados brasileiros, principalmente nos estados
localizados nas regides sudeste e sul. No esgoto bruto foram obtidos os seguintes resultados:
farmacos (13,9 - 3800) ng/L, hormonios (0,56 - 3180) ng/L. No esgoto tratado foram obtidos
os seguintes resultados: farmacos (680 — 3800) ng/L, hormdnios (0,09 - 2080) ng/L. Na agua
superficial foram obtidos os seguintes resultados: farmacos (0,50 - 30421) ng/L, hormdnios
(0,31 - 11130) ng/L, pesticidas (0,5 - 23000) ng/L. Na agua subterranea foi obtido para
pesticidas um intervalo de concentragao de (10 - 68790) ng/L. Na agua de abastecimento
publico foram obtidos os seguintes resultados: hormdnios (1,0 — 340) ng/L, pesticidas (0,2 -
2600) ng/L. Nas matrizes de esgoto bruto e tratado foram pesquisados 34 substancias, dentre as
quais continham hormoénios, farmacos e pesticidas. Nas amostras de adgua de abastecimento
publico foram investigados 124 contaminantes de diferentes classes incluindo horménios,
farmacos, 26 compostos de uso industrial e pesticidas. Neste grupo de compostos,
aproximadamente 45% foram quantificados em pelo menos uma amostra em concentragdes
acima dos limites de quantificacdo dos métodos analiticos empregados. Alguns compostos de
uso industrial como ¢é caso do xenoestrégeno bisfenol A foram determinados em amostras de

esgoto, aguas superficiais e de abastecimento publico no Brasil em concentracdes entre 0,04 e

78250 ng/L [1].
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Figura 42 Resumo das condi¢des de analise de amostras de hormonios utilizando LC-MS
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Fonte: [73]

7. LEGISLACAO

7.1 LEGISLACAO BRASILEIRA

7.1.1 CONSELHO NACIONAL DO MEIO AMBIENTE (CONAMA)

Segundo a Resolu¢do Conama n° 357, de 17 de margo de 2005 (CONAMA, 2005),
Capitulo III, Secao I (Das disposi¢des Gerais), Artigo 8°, inciso 4° depreende-se que:

“§ 4° As possiveis interagdes entre as substancias ¢ a presenca de contaminantes nao
listados nesta Resolugdo, passiveis de causar danos aos seres vivos, deverdo ser investigadas
utilizando-se ensaios ecotoxicologicos, toxicologicos, ou outros métodos cientificamente

reconhecidos.”

Esta Resolugdo ndo menciona o termo “disruptores endocrinos”, no entanto esclarece
que caso haja substancias nao listadas no documento e que apresentam periculosidade
consideravel e ameaga aos seres vivos, entdo deverdo ser investigadas utilizando-se de ensaios

compativeis ou o uso de metodologias reconhecidas pela comunidade académica. Alguns



44

trabalhos académicos apresentam resultados de determinagdes da concentragdo de estrogenos
no esgoto doméstico que variam nas unidades pg/L a ng/L, o que demonstra que a legislagao
brasileira deveria delimitar um limite de quantificacao que contemplem essas ordens de unidade
e as ordens de grandeza de contaminagdo dessas substancias.

No momento atual (2023), ndo hd uma legislacdo brasileira que cite os termos
"contaminantes emergentes" e disruptores enddcrinos". Assim, ndo ha definicdo e especificacao
de substancias que se enquadram nessa categoria, com seus respectivos valores maximos

aceitaveis para orientar acoes corretivas [60].

7.1.2 AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA (ANVISA)

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria (ANVISA) ¢ a agéncia reguladora
responsavel por normatizar € monitorar o sistema de vigilancia sanitaria em ambito nacional,
controlando todos os produtos e servigos sujeitos a controle sanitario. A agéncia € estruturada
sob a forma de autarquia em regime especial e vinculada ao Ministério da Saude.

A Agéncia ¢ estruturada pela Lei 9.782, de 26 de janeiro de 1999. A opcao pela criagao
de uma agéncia reguladora nesse setor se deve a dificuldade de atuacdo técnica livre de
influéncias politicas, uma vez que as determinagdes relativas a vigilancia sanitaria refletem
imediatamente em setores de grande forga econdmica [61].

Considerando a relacdo intrinseca entre equilibrio ambiental, qualidade de 4gua e
controle sanitario, a ANVISA possui papel fundamental na fiscalizacdo da garantia da
qualidade desses setores em todo o pais, uma vez que os produtos e servigos que oferecem risco
ao equilibrio dessa relagdo sdo, em grande parte, controlados por ela responsaveis por
desequilibrios ambientais da atualidade, devem ser submetidos a andlise e aprovagao pela
ANVISA. Pesquisas recentes tém demonstrado a presenga constante de substancias quimicas e
radioativas em diversas fontes hidricas, mesmo em aguas subterraneas, sendo que muitas vezes
a concentragdo supera o limite residual permitido, demonstrando o risco do consumo da agua
dessas regides. Esses dados podem ser obtidos através de consulta ao Sistema de Informagao
de Vigilancia de Qualidade da Agua para Consumo Humano (SISAGUA) e ficam claros quando

expostos de maneira grafica, conforme ilustrado na figura abaixo [61].
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Figura 43 Mapa de 2018 a 2019 do Sistema de Informagao de Vigilancia de Qualidade
da Agua para Consumo Humano (SISAGUA).
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Fonte: [81]

A ligagdo da ANVISA ao Ministério da Satde refor¢a a importancia da atuagao dessa
entidade como uma asseguradora da qualidade de vida do cidadao brasileiro, deixando claro
que sua atuagdo ¢ essencial para a garantia da saude de toda a populacdo, além disso,
considerando também que a definicdo dos padrdes de potabilidade da dgua ¢ atribuicdo do
Ministério da Saude. A atuacdo da ANVISA ¢ indispensavel, uma vez que por meio de suas
atividades ¢ possivel avaliar quais substancias podem ser autorizadas para serem utilizadas no
pais e, portanto, em contato com o meio ambiente e com as fontes hidricas. Devido a conjuntura
da legislacdo atual delimitada pela ANVISA o meio ambiente estd sendo contaminado por
substancias que ainda ndo foram abrangidas pela legislacdo. Ao atuar de maneira mais restritiva
a ANVISA dificulta a contaminagao ambiental, facilitando a atua¢ao dos demais agentes, porém
restricdes excessivas podem dificultar o desenvolvimento econdmico do pais, conflitando com
interesses multiplos, dessa forma a atuagdo deve ser na medida do necessario para garantir a
preservagdo e seguran¢a ambientais, mas ao mesmo tempo permitir o desenvolvimento

econdmico. Dessa forma, fica claro que a ANVISA integra o sistema de agentes responsaveis
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por garantir a qualidade da agua, pois suas agdes influem diretamente na qualidade ambiental
em todo o pais, logo, apesar de pouco lembrada, ela € essencial na prevencao facilitando a

atuacao dos demais agentes [61].

7.2 LEGISLACOES NO EXTERIOR

O Programa das Nagdes Unidas para o Meio Ambiente, do Inglés United Nations
Environment Programme (UNEP) e a Organizagdo Mundial da Saude (OMS) avaliam como
essencial e imprescindivel o conhecimento da origem e destino dos contaminantes emergentes
no ambiente, de modo que esse objetivo configura-se como um desafio substancial, uma vez
que este grupo compreende-se mais de mil substancias registradas [61].

Com base em publicacdes ¢ de conhecimento mutuo o nivel de periculosidade que estes
compostos podem gerar no ambiente € nos seres humanos. Nesse sentido, diversos paises
implementaram metodologias para a priorizagdo de contaminantes ambientais. Nos Estados
Unidos a Agéncia de Protecdo Ambiental (EPA) disponibilizou em 2015 a Contaminant
Candidate List-4 (CCL-4), a quarta atualizagdao de uma lista de contaminantes candidatos a
futura regulamentacdo nos termos da lei para aguas tratadas (Safe Drinking Water Act, SDWA).
Neste documento estdo incluidos os cem grupos quimicos, estrogénios, farmacos, produtos de
higiene pessoal, produtos de uso industrial e pesticidas. Outro programa registrado por essa
organiza¢ao ¢ denominado Endocrine Disruptor Screening Program (EDSP), na qual objetiva-
se efetuar uma classificagdo de compostos com relagdo a perturbagao enddcrina. Neste
programa alguns procedimentos sdo divididos em etapas. A primeira etapa ¢ constituida de um
estudo substancias objetivando identificar quais delas tem potencial para interagir com o
sistema enddcrino, € os compostos-alvo do estudo sdo selecionados com base em rotas de
exposicao. Os compostos que estdo nesta etapa e que apresentam resposta de interferéncia
enddcrina podem ser encaminhados para os testes de efeito no sistema endocrino, visando
buscar relagdo com a dose-resposta do efeito. Os resultados obtidos da segunda etapa sdo
utilizados para a avaliag@o de risco do composto [61].

Na Europa, as agdes legislativas para levantar os compostos prioritarios iniciou-se no
final dos anos 90. Foi estabelecido uma metodologia para priorizacao de substancias que agem
ou sao suspeitas de agirem como interferentes enddcrinos, de modo que os principais critérios
para a classifica¢do da substancia em diferentes grupos foram o volume de producdo, a revisao
de listas de prioritarios ja existentes, o grau de persisténcia no ambiente, evidéncias cientificas

sobre os efeitos adversos e o grau de exposi¢ao da biota e de seres humanos aos contaminantes.
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Apo6s mais de uma década de pesquisa, os resultados cientificos de relevancia regulatdria para
a Unido Européia foram apresentados no documento “State of the art assessment of endocrine
disruptors”. A priorizacao foi estabelecida comparando os valores conhecidos como PNEC (do
Inglés, Predicted No-Effect Concentration) que indica a méxima concentragdo que um
contaminante pode estar na agua e que ndo se espera que ocorram efeitos cronicos na biota,
com os respectivos MEC (do Inglés, Measured Exposure Concentration) que s3o as
concentracdes maximas do contaminante medidas na dgua. Na terceira etapa, foi proposto
realizar avaliagdes de efeitos e biodisponibilidade dos contaminantes emergentes nos locais

mais criticos [61].

8. CONCLUSAO

Alguns dados evidenciam que a atividade antropica estd contaminando o ambiente com
substancias dificeis de serem percebidas devido as suas baixas concentragdes através de
métodos usuais, mas que métodos mais sensiveis sdo capazes de detecta-las. Os resultados de
alguns artigos evidenciam que essas substancias s3o capazes de provocar efeitos maléficos para
0 meio ambiente e para os seres humanos como ¢ o caso para alguns hormodnios seja pela sua
estabilidade quimica ou pelo seu continuo lancamento através das estagdes de esgoto. A
possibilidade de que a exposi¢do a esses contaminantes esteja causando alteracdes no sistema
reprodutor do ser humano, ¢ um sinal de alerta para a geracdo atual. Baseado nas classes
quimicas apresentadas é possivel perceber que existem uma quantidade consideravel de
desreguladores enddcrinos de natureza organica, neste caso a cromatografia liquida (LC-MS) e
gasosa acopladas ao espectrometro de massa (CG-MS) podem ser tteis para identificagdo desses
contaminantes.

No Brasil ainda ndo ha uma lesgislacdo que especifica sobre o que ¢ um disruptor
endocrino e qual deve ser seu limite de tolerdncia no ambiente. Através das informagdes
retiradas de alguns trabalhos académicos ¢ possivel observar que este tipo de preocupacgao da
contaminacdo do ambiente com esses compostos estd mais presente nas legislacdes
internacionais como ¢o caso da legislacdo da Califéornia EPA (United States Environmental
Protection Agency).

Foi observado que a concentracdo média de farmacos e hormdnios em aguas superficiais
pode ser consideravelmente superior a concentracdo média no esgoto bruto, o que permite

inferir que grande parte destes contaminantes sdo persistentes e que estdo sendo acumulados no
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ambiente ao longo do tempo. Este resultado apresenta utilidade como sinal de alerta, uma vez
que a maioria destes compostos ndo possui padrdes de emissdo e, portanto, nao ha um valor
maximo designado especificamente ao langamento deste tipo de contaminante no efluente. O
preparo de amostra por extracao SPE e SPME consistem em metodologias com grande serventia
para a investiga¢do de contaminantes emergentes em amostras aquosas, devido a eficiéncia dos
principios das respectivas metodologias e devido a economia de solvente quando comparadas
com a metodologia ELL, além de conferir seletividade a extragdo de classes de compostos de

interesse devido a grande variedade de fases extratoras disponiveis no mercado.
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