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Divulgacao

SEXUAL ESTROGENIC HORMONES: BIOACTIVE CONTAMINANTS. Natural and synthetic estrogens have been detected in
rivers, lakes and estuaries in several parts of the world. The primary sources of these compounds are the industrial and household
effluents, which are not eliminated by the received treatment. This paper presents a brief description of the problem as well as the
physical and chemical characteristics of the main compounds, the environmental behavior, methods of determination,
ecotoxicological aspects and a discussion about its relevance in terms of ecology and public health.

Keywords: hormones; endocrine disrupters, environmental chemistry.

CONTEXTUALIZACAO

Um dos campos mais proeminentes da quimica ambiental é o
estudo de micropoluentes organicos em ambientes aqudticos.
Micropoluentes organicos sdo substancias que mesmo estando pre-
sentes em pequenas concentracdes, sio capazes de desencadear efei-
tos sobre os sistemas em que sdo introduzidos. O termo vem sendo
empregado hd muito tempo tanto que Mackay', em 1982, ja classi-
ficava como micropoluentes os compostos quimicos usualmente
detectados em concentragdes abaixo de 1 parte por milhdo (1 mg
L"). Porém, dentro deste grande grupo que virtualmente compre-
ende um universo de milhares de compostos, os chamados disrup-
tores enddcrinos vém se destacando em importancia.

A USEPA? (“United States Environmental Protection Agency”)
define disruptores enddcrinos (EDCs) como agentes exdgenos que
interferem na sintese, secre¢@o, transporte, recep¢ao, acdo, ou eli-
minacdo dos horménios naturais do corpo, que sdo responsaveis
pela manutenc¢do da homeostase (preservagdo da constancia inter-
na), reproducio, desenvolvimento e comportamento. A Comuni-
dade Européia’ estende os efeitos adversos dos EDCs a prole dos
organismos expostos. A a¢do dos EDCs dé-se pelo bloqueio, pela
mimetizacdo, estimulacdo, ou inibi¢do da producido dos hormonios
naturais®. Estes compostos sdo amplamente utilizados pela socie-
dade moderna®, sendo encontrados em produtos farmacéuticos, pro-
dutos de uso pessoal (como ex. as fragrancias), pesticidas, anti-
oxidantes, pldsticos, produtos industrializados, tensoativos entre
outros.

A primeira hipétese sobre os efeitos dos EDCs foi levantada na
década de 1980, com a observacdo de caracteristicas femininas em
machos de aves coloniais da regido dos Grandes Lagos (EUA-Ca-
nadd) expostos a agrotoxicos, sendo o mesmo fendmeno relatado
em populacdes de jacarés de lagos da Florida®. Mas somente na
década de 90 a questdo emergiu como sendo uma das principais no
campo da pesquisa ambiental moderna’, existindo uma intensa pro-
ducdo na drea® com tendéncia de crescimento ainda maior, devido
a abrangéncia dos topicos e desafios relacionados com o tema.
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O SISTEMA ENDOCRINO E OS HORMONIOS
ESTROGENOS NATURAIS E SINTETICOS

O sistema enddcrino € um mecanismo complexo que coordena
e regula a comunicagdo entre as células, constituido por combina-
¢des de glandulas e hormdnios, sendo responsdvel pelas fungoes
biolégicas normais, como reprodugdo, desenvolvimento embrio-
nério, crescimento e metabolismo’. Hormonios sdo mensageiros
quimicos que respondem pela comunicag@o entre diferentes tipos
de células, as quais identificam os hormonios através de receptores
que sdo estruturas protéicas especializadas em reconhecimento
molecular’’. Depois da aproximagdo e interagdo (hormonio-recep-
tor) ocorre uma série de reagdes bioquimicas, levando a respostas
bioldgicas especificas.

Os hormdnios sexuais sdo produzidos a partir do colesterol e
podem ser classificados em trés grupos principais: hormonios se-
xuais femininos, ou estrégenos; hormonios sexuais masculinos, ou
andrégenos e, hormonios da gravidez, ou progestogenos''.

Dentre os hormonios sexuais, os estrégenos vém recebendo
maior aten¢do por serem compostos extremamente ativos biologi-
camente e estdo relacionados a etiologia de vdrios tipos de cance-
res'?. Os estrégenos naturais 17B3-estradiol (E,), estriol (E,), estrona
(E)) e o sintético 170a-etinilestradiol (EE,), desenvolvido para uso
médico em terapias de reposicdo e métodos contraceptivos, sdo os
que despertam maior preocupagio, tanto pela poténcia como pela
quantidade continua introduzida no ambiente. Estes hormdnios
possuem a melhor conformacao reconhecida pelos receptores e,
portanto, resultam em respostas maximas, sendo considerados como
responsaveis pela maioria dos efeitos disruptores desencadeados
pela disposigdo de efluentes. A Figura 1 mostra a estrutura qui-
mica destes compostos, sendo que algumas de suas caracteristicas
importantes estdo sintetizadas na Tabela 1.

Os hormdnios excretados através da urina e fezes seguem para a
rede coletora, adentrando depois ao ambiente. O lan¢camento de
efluentes in natura ou mesmo processados sdo as principais vias de
contaminagdo do ambiente aqudtico, seja pelo déficit de infra-estru-
tura em saneamento, seja pela ineficiéncia (tecnolégica e/ou operacio-
nal) das estacOes de tratamento'. Apesar de possuirem meia-vida
relativamente curta quando comparados a outros compostos organi-
cos (como alguns pesticidas), os estrogenos naturais sao continua-
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Tabela 1. Caracteristicas dos principais estrogenos. Adaptada das ref. 8 e 14

Nome comum CAS-no Férmula Vet Log K, Press@o de Vapor K. Meia-Vida
(ug L' 25 °C) (mm Hg) (dias)

17 B-Estradiol 50-28-2 CH,,0, 12960 4,01 2,3 x 101° 3300 2-3;02-9

Estrona 53-16-7 C,H,,0, 12420 3,13 23 x 1010 4882 2-3

Estriol 50-27-1 CH,,0, 13250 2,45 6,7 x 10 1944 NR

17 o-Etinilestradiol 57-63-6 C,H,,0, 483 3,67 4,5x 101 4770 4-6

Y. : solubilidade em dgua; K_: coeficiente de parti¢do octanol/dgua; K :
sat ow oc

Estriol

170 - Etinilestradiol

Figura 1. Estruturas dos principais hormonios estrégenos

mente introduzidos no ambiente (Tabela 2), o que lhes concede um
cardter de persisténcia. Estudos relatam que até 40% das doses mi-
nistradas de estrégenos sintéticos podem ser disponibilizadas para o
ambiente's. A Figura 2 exemplifica o modo de entrada destes
contaminantes para os ecossistemas. Embora grande parte dos
estrogenos seja metabolizada e excretada na forma inativa, conjugada
como glicuronideos e sulfatos', a acdo de enzimas produzidas por
bactérias comumente encontradas em dreas de despejo de efluentes
prontamente os biotransformam em compostos biologicamente ati-
vos e passiveis de desencadearem efeitos deletérios's.

O destino dos estrégenos no ambiente depende de suas caracte-
risticas fisicas e quimicas e das propriedades do meio receptor. As
indmeras varidveis que atuam em conjunto no ambiente aqudtico,
como temperatura, turbidez, pH, alcalinidade, oxigénio dissolvido,
radia¢do, matéria organica e concentracdo de diversas outras subs-
tancias, tornam a tarefa de modelar o comportamento destes com-
postos bastante complexa. Devido a sua lipofilicidade e baixa
volatilidade, o processo de sorcdo em sedimentos suspensos pode
ser um fator significativo na redug@o dos estrégenos na fase aquo-
sa'. Porém, em estudos de parti¢do entre sedimento e dgua simulan-

constante de sor¢do; NR: ndo relatado.

do vdrias condigdes ambientais, Bowman er al.*® concluiram que
embora as particulas influenciem no comportamento ambiental dos
estrégenos, a sor¢do € relativamente limitada, com a maioria perma-
necendo na fase aquosa. Ja Lai er al.”® sugeriram que estrégenos
dissolvidos podem rapidamente se tornar adsorvidos aos sélidos em
suspensdo, indicando que a competicdo pelos sitios de ligagdo com
outros compostos mais hidrofébicos e a respectiva saturagio destes
sitios sdo os responsdveis pela propor¢do de estrégenos que perma-
necem na fase aquosa. S@o necessdrias investigacdes mais detalha-
das para se entender a dindmica de distribui¢do dos hormonios nos
diversos ambientes em que sdo inseridos.
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Figura 2. Representagdo esquemdtica da principal via de entrada de disruptores
endocrinos hormonais em sistemas aqudticos. Adaptada da ref. 22

TECNICAS ANALITICAS

A andlise em nivel de tragos de compostos organicos em agua
pode ser considerada como um dos maiores desafios da quimica

Tabela 2. Quantidade média de estrégenos diariamente excretada na urina de humanos. Adaptada da ref. 21

Estrégeno Excrecio ) Excregio 9 Excrecido 9 Excrecao 9
(ug/24 h) menstruagao gravidez menopausa
(ug/24 h) (/24 h) (ug/24 h)
17 B-Estradiol 1,6 35 259 2,3
Estrona 3,9 8.0 600 4,0
Estriol 1,5 4,8 6000 1,0
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analitica. A determinaciio de hormonios estrégenos no ambiente
constitui-se em tarefa dificil, primeiro, devido a complexidade das
matrizes ambientais e, segundo, por causa de sua baixa concentra-
¢éo (na ordem de ng L), porém fisiologicamente ativa®.

Na maioria das andlises que envolvem amostras “reais”, é ne-
cessdrio o enriquecimento substancial do analito para se isolar os
compostos alvos da matriz e atingir os limites de detec¢@o e quantifi-
cacdo requeridos. Um procedimento analitico tipico inclui, por-
tanto, vdrios passos para prepara¢do da amostra, tais como filtra-
¢do, extracdo, purificacio e evaporacdo. Se a determinacgdo final
for feita por cromatografia gasosa, hidrélise e derivatizagdo tam-
bém sdo, freqiientemente, necessarias®.

Em andlises de dgua, até alguns anos, na etapa de preparacdo das
amostras era comum se fazer a extracdo dos componentes de inte-
resse utilizando a extra¢@o liquido-liquido. Porém, esse tipo de ex-
tragdo, além de ser uma técnica tediosa, requer grandes volumes de
solventes orginicos, apresenta custo elevado e dificil automacdo™.

Em meados da década de 70, visando a eliminacdo desses pro-
blemas, uma nova técnica foi introduzida, a qual tem sido denomi-
nada extra¢do em fase sélida (“SPE: Solid Phase Extraction”)%,
onde grupos funcionais organicos hidrofébicos sdo quimicamente
ligados a uma superficie sélida, como silica. Um exemplo comum
€ a ligag@o do grupo C , com a silica, sendo que esse grupo interage
com compostos organicos hidrofébicos pela agdo das forcas de van
der Waals e, dessa forma, sdo extraidos da fase aquosa®. Uma al-
ternativa ao uso de cartuchos em extragdo em fase sdlida foi o de-
senvolvimento de discos constituidos de fases estaciondrias
cromatograficas imobilizadas com material inerte como PTFE
(politetrafluoretileno) ou fibra de vidro. Os discos sdo preferidos
quando sdo manipulados® grandes volumes de amostras.

Segundo Barceld et al.*, a extragdo de estrégenos e progesto-
genos em dgua ¢ feita usualmente pela extracdo em fase sélida
(SPE) em discos, ou mais freqiientemente cartuchos, sendo o adsor-
vente mais amplamente empregado o octadecilsilano (C18) quimi-
camente ligado a silica e, em menor escala, com sorventes poli-
méricos de carbono preto grafitizado (GCB).

Para determinagdo de EDCs, a cromatografia gasosa acoplada
a espectrometria de massas (CG-EM) tem sido a técnica mais
comumente empregada, uma vez que apenas hd poucos anos a
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (CL-
EM) tem ganhado popularidade?.

O pré-requisito necessdrio para andlise em cromatografia ga-
sosa € que o analito de interesse seja volatil e termicamente estd-
vel. Quando ndo for o caso, a derivatizacdo pode ser usada para
superar esta limitacdo. Tradicionalmente, a cromatografia gasosa
necessita do uso de derivados para determinar compostos estro-
génicos. As desvantagens da derivatizacdo s@o o trabalho intensivo
de laboratdrio e a possibilidade de redugdo da recuperagdo do
analito, pois a hidrdlise dos conjugados para estrégenos livres, via
derivatizag@o, pode compor erros nos estdgios de recuperagdo, ex-
tragdo e quantificacdo, devido a baixa eficiéncia no passo de
hidrélise®. O tempo de consumo na etapa de derivatiza¢do e a pos-
sivel perda do analito tém levado a considerar a técnica de
cromatografia liquida como preferida para determinagio de
estrogenos.

A cromatografia liquida tem vdrias vantagens para andlise de
compostos organicos em dgua. Uma delas € que os compostos vo-
l4teis representam uma pequena fragdo de compostos organicos
contidos em dgua e esgotos. A maior parte do carbono esta presen-
te como compostos ndo voldteis, que podem ser diretamente anali-
sados pela cromatografia liquida e ndo pela gasosa. Isto € especial-
mente verdadeiro para esgotos, os quais contém muito material
himico e compostos orgénicos polares, tais como carboidratos®.
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De acordo com vdrios autores, os detectores e acoplamentos de
detectores mais empregados para andlise de hormonios pela técni-
ca de CLAE sio: eletroquimico®?!, fluorescéncia®, espectrometro
de massas®*?72831.3 _ CLAE-EM, CLAE-EM-EM, ultravioleta com
varredura de diodo® e ultravioleta com varredura de diodo acoplado
a espectrometro de massas®*.

TOXICIDADE

Os organismos podem ser considerados como um imenso com-
plexo de reacdes quimicas ininterruptas, desde o zigoto, o embrido,
o feto, a fase jovem e, finalmente, a idade adulta®. Durante esta
evolucdo, as reagdes sdo constantemente alteradas a medida que
indmeros agentes quimicos adentram ao sistema, como alimentos,
bebidas, medicamentos, drogas, gases, etc. A Figura 3 mostra a
acdo dos estrogenos sobre os mecanismos de controle do sistema
enddcrino, desencadeando perturbagdes em cada um dos aspectos
controlados pelo sistema, incluindo a homeostase que ¢ fundamental
para manutengdo do equilibrio metabdlico dos organismos.

Nutrientes
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Figura 3. Representagcdo esquemdtica da interagdo toxica dos estrégenos
com as fungdes coordenadas pelo sistema endocrino. Adaptada da ref. 36

Ecotoxicologia

Os efeitos desencadeados pelos hormdnios dispostos no ambi-
ente atingem desde microinvertebrados até grandes vertebrados,
sendo amplamente relatados na literatura cientifica e considerados
como uma questdo de ambito global®. Agéncias ambientais de di-
versos paises, assim como organizagdes internacionais, desenvol-
vem programas ¢ planos de pesquisa que versam sobre o tema®.

Segundo Manahan¥®, a principal preocupagdo ecotoxicoldgica
com estas substincias implica em sua evidente capacidade de afe-
tar a reprodugdo das espécies e interferir no desenvolvimento sau-
ddvel da prole. Assim, o estdgio do desenvolvimento em que a ex-
posi¢do ocorre € particularmente importante pois, em espécies aqua-
ticas onde a fase embrio-larval € critica, danos permanentes po-
dem ser provocados em vdrios 6rgéos e sistemas®.

De acordo com Erickson'®, o dirigente da se¢do de quimica
ambiental da USEPA, Christian Daughton, afirma que a concentra-
¢do de EDCs no ambiente € apenas um dos aspectos do problema,
sendo imprescindivel o conhecimento da sua respectiva poténcia,
pois muitos deles sdo preocupantes em qualquer concentracdo
mensurdvel. Assim, as curvas de dose-resposta dos hormonios
ambientais diferem das normalmente associadas a outros agentes
toxicos (como ex., metais), tendo respostas expressivas geradas em
concentragdes extremamente baixas*. A interpretagdo do conceito
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de limiar de segurancga € inapropriado para este grupo de poluentes.
Da Matta e Azevedo* salientam a inexisténcia de consenso sobre a
metodologia adequada para abordar o risco gerado por substancias
onde para o efeito critico ndo € passivel se estabelecer limites.

Intimeros sdo os efeitos desencadeados pelos hormonios sexu-
ais sobre a biota®: alteragdes nas taxas de fecundidade, fertiliza-
¢do, eclosdao; modificacdes comportamentais (agressividade, mo-
vimentac¢do); histopatologias (figado, gdnadas, rins); imunode-
pressdo; imposex (desenvolvimento de caracteristicas sexuais fe-
mininas em machos ou oposto) e, inibi¢do do desenvolvimento dos
orgios sexuais e reversdo sexual. Os varios efeitos manifestam-se
apds interacdo entre agentes e receptores bioquimicos. Portanto,
as respostas bioquimicas sdo perceptiveis antes que os efeitos se-
jam observdveis em niveis de organizagdo superior, como em po-
pulacdes, comunidades e ecossistemas. Este cendrio levou a busca
de “sinais” prematuros de adverténcia, os biomarcadores®. Biomar-
cadores sdo quaisquer respostas bioldgicas decorrentes de reacdes
quimicas medidas em nivel sub-individual, tanto dentro do orga-
nismo (enzimas, proteinas, hormonios, aminodcidos, material ge-
nético etc.) como em seus produtos (urina, fezes, pélos etc.), indi-
cando um desvio das condi¢des normais ndo detectadas em orga-
nismos intactos*.

A determinagdo da proteina vitelogenina (VTG) em organis-
mos aqudticos, principalmente peixes, tem sido bastante utilizada
na investigagdo por contaminantes estrogénicos®. A vitelogenina é
uma fosfolipoglicoproteina sintetizada por todas as fémeas de ovi-
paros durante o ciclo reprodutivo; € produzida no figado e secretada
na corrente sanguinea, onde € transportada até os ovdrios, acumu-
lando-se nos ovdcitos em crescimento para ser, entdo, utilizada
como precursora das reservas nutricionais necessdrias para o de-
senvolvimento subseqiiente dos embrides*. Em individuos imatu-
ros ou em machos, a codificacdo do gene para esta proteina nao
existe ou € muito fracamente expressada. Assim, a presenca desta
proteina no sangue destes organismos representa um biomarcador
de exposicao, pois sua sintese depende da presenca de xenoestré-
genos (Figura 4).

Hepatdcito

©

8§ U T~a g o
R=SE N I A Y
>

(o)}

c

©
[}

]

-

c

[

=

o

Estrogenos Receptor ER Vitelogenina

Figura 4. Representagdo esquemdtica simplificada da seqiiéncia de processos
que leva a sintese do biomarcador de exposi¢do VIG em peixes machos

Além de proporcionar uma avaliacdo qualitativa de exposicdo
a agentes estrogénicos, a propria produgdo da VTG no género mas-
culino envolve prejuizos, ainda que indiretos, para o desenvolvi-
mento dos organismos. A sobrecarga das funcdes hepdticas e a
disrupcdo metabdlica, devido ao desvio na producdo de proteinas
essenciais em detrimento da producido da VTG, juntamente com a
baixa na resisténcia imunoldgica e retardo no crescimento sio al-
guns dos possiveis danos apontados na literatura®®+.
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TIE: testes de toxicidade e quimica analitica

A avaliacdo e identificagdo da toxicidade, conhecida como TIE
(“Toxicity Identification Evaluation™), ¢ uma metodologia que com-
bina Quimica e Biologia em programas de monitoramento. O TIE
utiliza procedimentos de fracionamento para distinguir quais entre
as vdrias classes de compostos que compdem um efluente ou amos-
tra ambiental sdo responsdveis por gerar toxicidade®. A técnica é
estruturada em trés fases seqiienciais: caracterizacio, identifica-
¢do e confirmacdo da toxicidade®. Diversos procedimentos sdo
empregados para separar os constituintes responsdveis pela
toxicidade*: filtragdo, quelagdo (EDTA), aeracfo, extragdo em fase
sélida (colunas C, ) e alteragdes de pH sdo algumas entre as possi-
bilidades de manipulacdo. Mudancas na toxicidade apds estes tra-
tamentos sdo indicativas da contribui¢do das diferentes classes de
compostos.

Routledge™ descreveu a aplicagdo de técnica para identifica-
¢do de substancias enddcrinas ativas. Através de extragdo em fase
sdlida (C,)) e eluigdo seletiva, removeu compostos organicos de
efluentes complexos e os identificou usando de técnicas cromato-
gréficas, sendo que a atividade estrogénica avaliada por meio de
ensaios com levedura in vitro indicou os horménios sexuais
estrégenos como os principais responsaveis pelos efeitos atribui-
dos aos efluentes domésticos. Gomes et al.’®, em revisao sobre os
métodos de determinac@o de disruptores enddcrinos em amostras
aquosas, indicaram uma série de trabalhos que aplicaram esta es-
tratégia, descrevendo também uma abordagem coerente da apli-
cag¢do do TIE em estudos com substincias potencialmente
estrogénicas.

PERSPECTIVAS: ECOLOGIA E SAUDE PUBLICA

O langamento de substincias hormonalmente ativas em corpos
hidricos, mesmo em baixas concentracdes, pode acarretar sérios
impactos sobre a dinfimica e estrutura das populacdes aqudticas®'.
Estudos importantes realizados no Canadd*® indicaram, pela pri-
meira vez, que concentragdes do estrégeno 17 o-etinilestradiol,
iguais as encontradas nas proximidades de langamentos de efluentes
(5-6 ng L") levaram ao colapso as populacoes de peixes existentes
em lagos experimentais. Como nos ecossistemas existem intrincadas
teias tréficas, o desequilibrio provocado pela extingdo de uma es-
pécie-chave, por mais resiliente que seja o sistema, pode gerar
mudangas significativas e/ou imprevisiveis em razdo das proprie-
dades emergentes. E importante salientar que a literatura®™* relata
concentragdes de 17 o-etinilestradiol em efluentes desde 0,5 até
273 ng L', em razdo do tipo de tratamento empregado e do local
amostrado.

Além de seu valor intrinseco, as espécies selvagens fazem par-
te das estruturas e fungdes dos ecossistemas que suportam as ativi-
dades humanas. Alids, ecologicamente os humanos sdo apenas uma
entre as milhares de espécies que habitam o planeta. A postura que
desvincula o Homem Natural e valoriza apenas a “tecnosfera” € a
grande responsavel por nossa sociedade altamente industrializada
e poluidora.

Em 1987, o jornal da Associacdo Médica Americana (JAMA)
j4 mencionava a prescri¢do de estrogenos para cerca de 200 trata-
mentos terapéuticos®. Mais recentemente, Weeb™ citou que em
2002 os médicos americanos prescreveram uma média de 10,6
medicamentos (de diferentes classes) para cada habitante. Sanderson
et al.”’ demonstraram através de estudos de toxicidade que, entre
as principais classes de medicamentos encontradas em amostras
ambientais, os hormonios sexuais estdo entre os que podem indu-
zir efeitos mais severos, tanto para humanos quanto para a biota.
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Outro dado relevante foi levantado por Zlidar ef al., em que mais
de 620 milhdes de mulheres casadas ao redor do mundo fazem uso
de métodos contraceptivos, estando as pilulas anticoncepcionais e
os injetdveis entre os mais utilizados. Estes fatos evidenciam as
altas taxas de uso e conseqiiente introdugdo desses compostos no
ambiente.

O estabelecimento de um nexo causal considerando o ambien-
te em doencas cronicas € uma tarefa complexa, devido as inimeras
exposicoes a que os seres humanos sdo submetidos diariamente.
No entanto, questdes relevantes relacionadas aos EDCs, apesar de
ainda necessitarem de processos rigorosos e exaustivos de investi-
gacdo cientifica, ndo podem ser subestimadas. A antecipagdo da
puberdade® e o declinio na qualidade do sémen® durante o dltimo
século sdo temas centrais nesta discussdo. A existéncia de sitios
receptores para estrgenos em diversos tecidos® e a capacidade
destes compostos atuarem de modo sinérgico® reforgam a preocu-
pagdo existente com a disrupgdo enddcrina.

Ha muito tempo, uma nova postura do Homem frente ao ambi-
ente se faz necessdria, com intuito de preservar a integridade da
vida. Um dos pontos fundamentais neste novo paradigma é em
relagdo a saide, que deixa de ser “apenas” um direito para se trans-
formar em uma responsabilidade individual e s6cio-ambiental.
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