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RESUMO

O 170-etinilestradiol é um estradiol sintético derivado do 17B-estradiol, sendo atualmente
utilizado como agente medicamentoso anticoncepcional na forma de pilulas de
administracdo oral e excretado naturalmente pelo corpo. Por sua natureza de hormonio
estrogénio, é produzido & um nivel basal em seres humanos variando com a idade e da fase
do ciclo menstrual em mulheres. No entanto, por mimetizar a acdo hormonal, € classificado
como um desregulador enddcrino, tendo o potencial de modificar de forma indesejada o
metabolismo hormonal do organismo com o qual entra em contato, sobre baixas
concentragdes. Dentre as suas implicagdes quando acumulado na natureza, o etinilestradiol
guando em biomas aquéticos pode acarretar um comprometimento da vida marinha da
regido, modificando os niveis hormonais e alterando os parametros de crescimento e
reproducdo dos seres vivos aquaticos. Apesar das implicacdes da presenca do horménio em
aguas que estdo em contato direto e indireto com seres vivos, ndo existem atualmente
legislacBes vigentes que estabelecem limites maximos da concentracdo da molécula em
aguas naturais e tratadas, e estudos toxicoldgicos ndo vém dando destaque para seu
acumulo nessas aguas, gerando uma falta de estudos direcionados para a caracterizacdo da
presenca e quantificacdo do mesmo em &guas. Recentemente, o fendbmeno vem atraindo
cada vez mais a atencdo de pesquisadores, que além de quantificar a substancia e realizar a
analise dos dados, vém também buscando uma metodologia com melhor custo-beneficio,
economicamente viavel e que mantenha a especificidade e exatiddo, sem a intercorréncia
de contaminantes. Tomando 0s conceitos anteriores como base, 0 presente trabalho visa a
validacdo e padronizacdo da metodologia de filtracdo, extracdo em fase solida e ELISA,
como metodologia quantitativa, para determinar a presenca do horménio em questéo sobre
diferentes amostras de agua coletadas na regido do Distrito Federal (DF) - Brasilia, Brasil,
correlacionando os resultados obtidos com cada tipo de agua coletado e com a posologia
desreguladora observada na bibliografia e investigar a qualidade do tratamento no qual a

agua da regido é submetida.

Palavras-chave: 17a-etinilestradiol, intoxicacdo, desregulador enddcrino, filtracao,

extracdo em fase sélida, ELISA, padronizacdo, metodologia.



ABSTRACT

170-ethinylestradiol is a synthetic estradiol derived from 17p-estradiol, currently being
used as a contraceptive drug agent in the form of oral administration pills and excreted
naturally by the body. Because of its nature of estrogenic hormone, it is produced at a basal
level in humans varying with age and stage of the menstrual cycle in women. However,
because of it’s hormonal action mimic, it is classified as an endocrine disruptor, with the
potential to undesirably modify the hormonal metabolism of the body which it get’s in
contact with, on low concentrations. Among its implications when accumulated in nature,
ethinylestradiol when in aquatic biomes can lead to a compromise of marine life in the
region, modifying hormonal levels and changing the parameters of growth and
reproduction of aquatic beings. Despite the implications of the presence of the hormone in
waters that are in direct and indirect contact with living beings, there are currently no valid
legislation that establish maximum limits of the concentration of the molecule in natural
and treated waters, and toxicological studies have not been highlighting its accumulation in
these waters, generating a lack of studies aimed at the characterization of the presence and
quantification of the same in waters. Recently, the phenomenon has attracted more and
more attention from researchers, who in addition to quantify the substance and perform the
data analysis, are also looking for a methodology that is more cost-effective, economically
viable and that maintains specificity and accuracy without the intercurrence of
contaminants. Taking the previous concepts as a basis, the present work aims at the
validation and standardization of the methodology of filtration, solid-phase extraction and
ELISA, as quantitative methodology, to determine the presence of the hormone in question
on different samples of water collected in the region of Distrito Federal (DF) - Brasilia,
Brazil, correlating the results obtained with each type of water collected and with the
deregulatory dosage observed in the bibliography and investigating the quality of the

treatment in which the water of the region is submitted.

Keywords: 17a-ethinylestradiol, intoxication, endocrine disruptor, filtration, solid-

phase extraction, ELISA, padronization, methodology.
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1. INTRODUCAO

Métodos anticoncepcionais sdo definidos como maneiras,
medicamentos, objetos e cirurgias, que podem abranger ora 0 sexo
masculino, ora o feminino, e que possuem a finalidade de prevenir a
gravidez. Podem ser irreversiveis quando seu uso implica, em
mulheres, a incapacidade de engravidar para o resto da vida, ou
reversiveis, quando existe a possibilidade de gravidez apés o
término do uso (BRASIL., 2006). Permitem a realizagdo de relacdes
sexuais com controle de natalidade e planejamento familiar, sem
correr 0 risco de gerar uma gravidez indesejada. Devem
proporcionar o maximo de conforto e privacidade, ao mesmo tempo
que deve ter o minimo de custo e efeitos adversos (RAKHI;
SUMATHI., 2011). No Brasil, durante os tltimos 30 anos o uso de
métodos contraceptivos em mulheres com idade fértil que moravam
com seus parceiros aumentou de 66,2% em 1986 para 80,6% em
2006 (OLSEN et al., 2018). Na ultima Pesquisa Nacional de
Demografia e Saude da Crianca e da Mulher (PNDS) realizada pelo
Ministério da Saude, em 2006, observou-se uma tendéncia do uso de
preservativos e uma maior participacdo masculina na contracepcao,
que antes era majoritariamente feminina, indicando um aumento da
busca e do uso de métodos contraceptivos que tende a aumentar com
0s anos subsequentes (BRASIL., 2006). Estima-se que em 2017,
63% das mulheres em idade fértil (entre 15 e 49 anos) faziam uso de

algum método contraceptivo, enquanto que 58% das mulheres



casadas ou em estado de unido e em idade reprodutiva faziam uso de
algum método moderno de contracepcéo, totalizando 92% do total
de mulheres em idade fértil que faziam uso de algum método
contraceptivo (UNITED NATIONS., 2017). Métodos modernos de
contracepgdo, por sua vez, podem ser definidos como produtos ou
procedimentos médicos que interferem na reproducdo durante atos
sexuais (HUBACHER; TRUSSELL., 2015)

Dentre os diversos metodos contraceptivos disponiveis no
mercado, 0s anticoncepcionais de uso oral, também denominados de
pilulas anticoncepcionais, se destacam por seu amplo uso. S&o
esteroides que podem ser utilizados sozinhos ou em conjunto com
outro esteroide, e quando utilizados de forma isolada s&o
denominados de minipilula ou anticoncepcional que contém apenas
progestina, composto andlogo ao progestogénio e que contém as
mesmas funcionalidades fisiologicas, e sua formulacdo contém
apenas 0 progestina como principio ativo sem implicar uma
eficiéncia menor em relacdo as outras formas farmacéuticas
(YONKERS., 2005). Quando dois esteroides s&o utilizados em
conjunto a pilula é chamada de pilula combinada, que contém em
sua composigdo farmacologica um estrogeno e um progestogeno. As
pilulas combinadas, por sua vez, sdo classificadas em monofasicas,
possuindo uma dose igual e constante dos dois esteroides em todos
0s comprimidos; bifasicas, contendo em seus comprimidos duas
proporcdes diferentes dos hormonios, para serem administradas em

diferentes momentos do ciclo mensal; e trifasicas, que contém trés



proporcoes hormonais diferentes, para serem administrados em trés
fases distintas do ciclo (BRASIL., 2002).

Um dos farmacos utilizados como contraceptivo oral no
Brasil ¢ o 17a-etinilestradiol (EE2) (FARIAS et al., 2016). E um
estrogénio sintético (LINTELMANN et al.,, 2003) e possui
similaridade estrutural ao estrogénio natural, caracteristica
farmacoldgica que permite a molécula exercer o mecanismo de agdo
intrinseco do grupo: se liga aos receptores citosélicos de estrogénio
Ea e EB, rompendo suas ligagdes com suas proteinas estabilizadoras
e dimerizando-0s com outros receptores, aumentando assim sua
afinidade e taxa de ligacdo ao DNA. Os dimeros resultantes do
estimulo hormonal, por sua vez, se ligam a sequéncias especificas de
nucleotideos denominadas de elementos de resposta dos estrogénios
(ELE), localizadas na regido reguladora de varios genes, com sua
sequéncia homéloga GGTCANNNTGACC ativando assim a
transcricdo génica de genes-alvo (HARDMAN; GILMAN., 2003).
Apos a transcricdo, o complexo receptor-estrogénio se dissocia e 0
receptor migra novamente para o citoplasma, podendo interagir
novamente com outro estrogénio (SILVA., 2010). Apds sua
administracdo, estima-se que 43% da droga seja metabolizada e que
57% seja excretada nas urinas e fezes, sendo 30% da excrecdo em
sua forma original e 27% conjugada. Cerca de 70% das moléculas
conjugadas de EE2 excretado estdo ligadas a glicuronideos e
consequentemente  inativadas, que podem, todavia, ser

biotransformadas novamente na molécula original ndo-conjugada



por bactérias no esgoto, possibilitando a recuperacao de atividade da
molécula (SANTOS., 2011).

Possui alta atividade enddcrina mesmo quando ingerido em
via oral, permitindo sua administragdo em doses na escala de
microgramas. A primeira patente contendo uma preparacdo de
etinilestradiol foi realizada em Berlim no ano de 1935 pelos
pesquisadores A. SERINI e L. STRASSBERGER, com o intuito de
que a molécula sintetizada servisse como precursora para outras
substancias de valor fisiolégico. No entanto, a literatura cientifica
atribui a patente dos pesquisadores W. HOHLWEG e H. H.
INHOFFEN, realizada em Berlim no ano de 1937, a popularizagédo
mundial da molécula por descrever de forma mais detalhada o
processo de obtengdo de etinilestradiol com 90% de rendimento
(FROBENIUS., 2011). Foi concebido em pilulas anticoncepcionais
como um substituto ao Mestranol, seu pré-farmaco, que havia sido
amplamente utilizado na primeira geracdo de anticoncepcionais
orais sobre o nome de Enovid (JUNOD; MARKS., 2002), a fim de
minimizar o sangramento de escape e reforcar o feedback negativo
de progestogénios sobre o eixo hipotalamo-hipofise, e desde entdo
seu uso vém sendo aprovado em associacdo com progestinas em
anticoncepcionais orais (ALSINA., 2010).

No entanto, 0 EE2 faz parte de um grupo de moléculas
denominadas de desreguladores enddcrinos (DE) ou disruptores
endécrinos (SNYDER et al.,, 2003), sendo definidos como

substancias quimicas de origem exdgena ou Xxenobibtica que



possuem a capacidade de mimetizar ou inibir acGes do sistema
endocrino, por meio de interacdo com receptores, moléculas e
proteinas transportadoras ao mesmo tempo em que possuem
resisténcia a degradacéo fisica, quimica e bioquimica (SUMPTER.,
2005), (LAUDERSON et al., 2014), permitindo seu acumulo na
natureza e consequentemente exposicdo & seres vivos (CALIMAN;
GAVRILESCU., 2009) (MORAES et al., 2008), (NADAL et al.,
2017). Atualmente incluem um grupo diverso de moléculas, dentre
elas estrogénios, androgenos, progestinas, compostos industriais
com atividade hormonal, alquilfenois, bisfenol A, inseticidas e
ftalatos (METZLER; PFEIFFER., 2001). O EE2 se encontra dentro
de tal classificacdo por mimetizar a acdo de estrogénios naturais e
potencialmente alterar a funcdo enddcrina de organismos dos quais
pode, involuntariamente, entrar em contato (LINTELMANN et al.,
2003). Sua presenca foi descrita em &guas residuais em diversas
localizag®es distintas ao redor do mundo (BARONTI et al., 2000)
(LIU et al., 2004) (ZHOU et al., 2007) (RACZ; GOEL., 2010)
(SILVA et al., 2012), todavia a molécula ndo possuia a devida
atencdo dos pesquisadores até as Ultimas duas décadas, quando se
comecgou a especular que sua presenca na agua decorreria da
ineficiéncia do tratamento convencional de agua do esgoto na
remocao das substancias (LEECH et al., 2008).

Relatos acerca da toxicologia do EE2 envolvem sobretudo
um comprometimento da biologia marinha devido a seu acumulo

propicio nesse meio. Algumas das alteragdes enddcrinas envolvem



aumento da producdo de vitelogenina e alteracGes na proporc¢ao de
género de nascimento em peixes Danio rerio (ORN et al., 2003),
diminuicdo na producédo de ovos, peso das gonadas e expresséo de
aromatase em peixes Oryzias latipes (SCHOLZ; GUTZEIT., 2000),
mudancas no tamanho de 6&rgdos, na atividade da enzima
etoxiresorufina-o-deetilase, acimulo de fluido na cavidade
abdominal, palidez no figado, alteracdes nas mudancas de cor em
periodo de acasalamento, aumento de expressao de vitelogenina e
diminuicdo da expressdo da proteina spiggin em relacdo a peixes-
controle (ANDERSSON et al., 2007), decaimento da taxa de
fertilizacdo e desenvolvimento embrionario em mexilhdes Perna
perna (NUNES., 2015), desenvolvimento de tecido ovariano no
testiculo esquerdo de aves Coturnix japonica (BERG et al., 1999) e
aumento da atividade fitoestrogénica em folhas de Medicago sativa
irrigadas com agua de esgoto (SHORE et al., 1999). Apesar dos
relatos de indugéo de efeitos colaterais no contexto da vida marinha,
ndo existem atualmente limites maximos de EE2 que as aguas
possam conter, tanto no Brasil quanto na Europa e Estados Unidos,
devendo-se ao fato de que os efeitos indesejados da molécula foram
amplamente negligenciados no passado e apenas recentemente esta
surgindo uma bibliografia fidedigna a sua toxicologia, a fim de
inclui-la na categoria de substancias submetidas a controle. Além
disso, paises europeus desistiram por hora de incluir limites
mAximos para a substancia pois 0s mesmos arcariam com um custo

demasiadamente elevado para implementar um tratamento mais



adequado para remover 0 hormonio da agua (CUNHA et al., 2016).

Devido a seus efeitos prejudiciais, Vvarios estudos
toxicoldgicos buscam avaliar e quantificar a presenca de EE2 em
ambientes aquaticos; (GUISELLI., 2006), (GEROLIN., 2008),
(TORRES., 2009), (ZHANG et al., 2009), enquanto outros propdem
métodos inovadores altamente sensiveis de remocdo de EE2 de
matrizes aquéticas junto com outros desreguladores endocrinos
(BERTANZA et al., 2010), (MAURICIO et al., 2018). Atualmente,
as metodologias envolvidas nas andlises de caracterizagdo e
quantificacdo do hormoénio em amostras ambientais envolvem a
extracdo em fase sélida seguida de LC-MS/MS (BARONTI et al.,
2000); (BLUE et al., 2018); (GUISELLI., 2006), LC-DAD (ALDA;
BARCELO., 2000), GC-MS (KUCH; BALLSCHMITER., 2001);
(TERNES et al., 1999), HPLC-MS/MS (FARRE et al., 2007),
(GEROLIN., 2008); CL/MS-ESI e CLEE (KOLPIN et al., 2002). A
espectrometria de massas nao € utilizada de forma isolada pois pode
acarretar em uma deteccdo errbnea de altos niveis de etinilestradiol
devido a uma sobreposicdo de impurezas contaminantes com o pico
da molécula (JOHNSON et al., 2000), (HANNAH et al., 2009),
(ZHANG et al., 2009), (SANTOS., 2011).

Apesar de sua alta especificidade, as metodologias
envolvidas na caracterizagdo e quantificacdo da molécula estdo
submetidas aos vieses de custo elevado de aquisicdo e manutencao
dos instrumentos além de conhecimento técnico para a utilizacdo

dos mesmos, criando um contexto propicio para uma busca de novas



metodologias com melhor custo-beneficio (HINTEMANN., 2006).
Neste contexto, a metodologia ELISA se destaca como
método qualitativo e quantitativo de alta especificidade e
sensibilidade com custo viavel, que possui a capacidade de analisar
rapidamente vérias amostras de forma simultanea, a0 mesmo tempo
que dispensa grandes volumes da amostra a ser analisada (CARON
et al.,, 2010). Sua descoberta é atribuida aos pesquisadores E.
ENGVALL e P. PERLMANN, que em 1970 propuseram uma
metodologia inédita de deteccdo de antigenos por meio de
anticorpos conjugados com enzimas, seguido de um ensaio de
atividade enzimética (ENGVALL; PERLMANN., 1971).
Atualmente, tem-se a definicdo de ELISA como metodologia de
mensuracdo de algum sinal liberado por um substrato, previamente
catalisado por uma reacdo enzimatica de uma enzima conjugada a
um anticorpo (EMON., 2001). Por outro lado, para a detecgédo de
analitos na concentragé@o de ng/L, a metodologia deve ser antecedida
por uma extracdo em fase sélida (LAFLEUR; SCHUG., 2011). A
extracdo em fase sélida, por sua vez € um método de concentracdo
de analito, no qual a matriz aquosa passa por um cartucho contendo
sorvente, retendo o analito e interferentes. Os interferentes sao entéo
removidos por lavagem e o analito de interesse ¢ eluido do cartucho,
permitindo sua quantificacdo (BARRIONUEVO; LANCAS., 2001).
A metodologia ELISA também possui a capacidade de
detectar e quantificar a presenca do 17a-etinilestradiol em matrizes

aquaticas de interesse. Para isso, o anticorpo monoclonal anti-



etinilestradiol permanece aderido no fundo dos pogos da placa com
suas cadeias leves expostas, fornecendo um sitio de liga¢do para o
EE2 presente nas amostras, do qual possui grande afinidade. Na sua
auséncia, liga-se com o antigeno conjugado a uma enzima do grupo
das peroxidases. A preferéncia do anticorpo pela ligagdo com o
etinilestradiol e a presenca da peroxidase conjugada ao antigeno do
anticorpo permitem a posterior quantificacdo da ligagdo do
anticorpo ao horménio pela reacdo colorimétrica de catalise de um
substrato enzimético para a enzima em questdo, juntamente com
comparacgédo do resultado de absorbancia obtido das amostras a uma
curva padrdo de concentragcdes conhecidas contendo o substrato
enzimatico para a peroxidase, uma molécula chamada de 3,3’,5,5
Tetrametilbenzidina, uma amina aromatica que atua como co-
substrato sendo oxidada duas vezes seguidas durante a reacdo de
degradacdo enzimatica de perdxidos de hidrogénio, liberando um
produto com coloragéo azul chamado de
3,3°,5,5” Tetrametilbenzidina diimina, que absorve sobre o
comprimento de onda de 450 nm possibilitando a leitura da placa
sobre o determinado comprimento de onda (Figural). Apds a
adicdo da solucdo de coloragédo, a placa foi incubada durante 30
minutos e foi adicionada uma “solugdo de paragem” contendo acido
sulfarico, formando uma coloragdo amarela nos pogos, indicando o
éxito do processo e 0 encerramento da reacdo enzimatica

(JOSEPHY et al., 1982) (TOKIWA., 2007).



3,3'5,5' Tetrametilbenzidina 3.3'5,5' Tetrametilbenzidina diimina

Figura 1: Reacgéo de oxidagdo completa da 3,3°,5,5’ Tetrametilbenzidina

gerando seu derivado de coloracéo azul.

Devido a seus beneficios, alguns estudos vém fazendo uso da
metodologia ELISA para a deteccdo de estrogénios em diferentes
matrizes de agua (FARRE et al., 2007), (MANICKUM; JOHN.,
2015); (SWART; POOL., 2007); (VIGANO et al., 2008);
(URAIPONG et al., 2017), porém a metodologia ELISA ainda se
encontra submetida a interferéncias que podem diminuir a precisao e
exatiddo do resultado final do experimento. Tais interferéncias
podem surgir sobre dois contextos distintos: interferéncias por parte
da matriz de agua ambiental a ser analisada, onde observa-se que
diferentes ensaios de ELISA resultam em quantificacdes diferentes
do analito devido a presencga de substancias himicas co-extraidas
junto do analito (HANSELMAN et al., 2004), e interferéncias por
parte da extracdo do analito, uma vez que a utilizagdo de extracdo
em fase sdlida para quantificacdo na escala de ng/L utiliza-se de
solventes que podem interferir na metodologia (LAFLEUR,;

SCHUG., 2011).
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Apesar das interferéncias, as modificacOes realizadas na
metodologia visam principalmente um aumento ainda maior de sua
sensibilidade, implicando um aumento do custo e tempo de preparo
da metodologia, seja por imunizacdo in vivo para producgdo de
anticorpos policlonais (CARON et al., 2010), modificagdes na
enzima peroxidase e incubagé@o overnight para saturagdo sequencial
(HINTEMANN., 2006), uso de microextracao liquido-liquido para
preparo das amostras para analise (LIMA et al., 2014), e aplicacdo
de imunosensores microfluidicos (MARTINEZ et al., 2010).

No presente trabalho, propomos a padronizacdo do ELISA
imunoensaio, para a deteccdo de EE2 em diferentes amostras de

agua e esgoto de diferentes sitios da regido do Distrito Federal.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO PRIMARIO

-Desenvolvimento da metodologia ELISA como método
para determinar a ocorréncia ¢ concentragdo de 17a-etinilestradiol

em diferentes amostras de agua, esgoto e efluente de Brasilia - DF

2.2 OBJETIVOS SECUNDARIOS

- Andlise da necessidade de concentracdo da amostra em

teste piloto;

- Verificacdo dos procedimentos de filtracdo em relacdo a

remocdo de material particulado;

- Avaliagédo do kit Ecologiena® para quantificacdo de EE2
em relacdo a sua facilidade de uso, capacidade de mensuracdo e

reprodutibilidade.

3. METODOLOGIA

31 COLETA E ARMAZENAMENTO DAS

AMOSTRAS

Definiu-se quatro tipos diferentes de amostras a serem
analisadas: agua proveniente do lago, esgoto, efluente, e agua

tratada destinada para consumo (Tabela 1). Foram realizadas coletas
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de 1000 mL de cada amostra, em dois dias diferentes: a primeira no
dia 03/04/2018 e a segunda no dia 14/06/2018 (estagdo chuvosa e
estacdo seca de Brasilia, respectivamente). Nesta Gltima data foram
coletados volumes adicionais das amostras da ETE norte (esgoto e
efluente), calcaddo da asa norte e agua tratada, para testes piloto que
serviriam de base para padronizar a concentragdo e a forma de
filtracdo das amostras. Apoés a coleta os frascos foram armazenados
em camara fria sobre temperatura entre 2° e 8° C. Para cada frasco,
adicionou-se MeOH de tal forma a se obter um volume final de 1%
(v/v) a fim de conservar as amostras e prevenir eventuais

crescimentos de micro-organismos.

Tabela 1: Caracterizagdo das amostras coletadas

Nome da amostra  Tipo de amostra  Local de coleta

Ponte das Gargas Agua do lago Lago Paranoa
(PG)
Calcadéo da Asa Agua do lago Lago Paranoa
Norte (CAN)
Minas Ténis Clube Agua do lago Lago Paranoa
(MTC)
Ponto de captacao Agua do lago Lago Paranoa
(PC)
Barragem (BA) Agua do lago Lago Paranoa
Braco do Riacho Agua do lago Lago Paranoa
Fundo (BRF)

ETE Norte (ESEN) Esgoto Lago Paranoa
Efluente ETE Efluente Lago Paranoa
Norte (EFEN)

ETE Sul (ESES) Esgoto Lago Paranoa
Efluente ETE Sul Efluente Lago Paranoa
(EFES)
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Tabela 1 (cont.)

ETE Riacho Fundo Esgoto Lago Paranoa
(ESRF)
Efluente ETE Efluente Lago Paranoa
Riacho Fundo
(EFERF)

Agua Tratada (AT) Agua tratada Residéncia em
Asa Norte

3.2 PREPARO DAS AMOSTRAS

3.2.1 Preparacéo para o teste piloto

Para a remogédo de material particulado em suspensdo, as 4
amostras-piloto foram filtradas uma Unica vez em membranas de
fibra de vidro com 1 uM de porosidade em conjunto de uma bomba
a vacuo acoplada a kitasatos de volume igual a 1000 mL (Figura 2).
Apos a filtracdo, utilizou-se MeOH (1% v/v, em relagdo ao volume
total de amostra filtrada) para eluir possiveis retencbes nas
particulas solidas remanescentes nas membranas. Em seguida 1,5
mL de cada amostra-piloto filtrada foi aliquotada para o ensaio de

ELISA sem passar pela parte de concentracéo.

3.2.2 Preparacéo para o ensaio das amostras

O procedimento para as amostras foi realizado

padronizando-se o volume de 500 mL por amostra para a filtragéo,

utilizando-se 0 mesmo sistema descrito previamente (Figura 2).
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Foram realizadas, para cada amostra, duas filtragdes seguidas em
membranas de fibra de vidro de 1 uM de porosidade, e apds sua
conclusdo, foi realizada mais uma filtragdo por amostra em
membranas de nylon com 0,45 pM de porosidade para otimizar a
remocao de contaminantes. Por fim, adicionou-se MeOH 1% v/v no
filtrado das amostras. Todas as amostra-teste tiveram seu pH aferido

e foram concentradas logo apos a filtrag&o.

Funil de

Membrana :> <= Buchner

Para a fonte
de vacuo

Vacuo

Figura 2: Filtragdo a vacuo, onde o kitasatos permanece conectado a uma

bomba a vacuo.

3.3 CONCENTRACAO DAS AMOSTRAS

3.3.1 Concentracéo para o teste piloto

Com excecdo das aliquotas das amostras-piloto que néo
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seriam concentradas, as amostras-piloto foram submetidas a
concentracdo via extracdo em fase solida em manifold Visiprep
(Supelco S.A., Bellefont, Pensilvania, Estados Unidos) e bomba a
vacuo, utilizando-se cartuchos contendo 500 mg de C18, (Supelco
S.A.) como sorvente. Primeiramente, realizou-se o condicionamento
dos cartuchos com 5 mL de MeOH e 10 mL de H2O destilada, e
ap6s o condicionamento as amostras filtradas foram submetidas a
passagem pelo cartucho na fase de carreamento, concentrando assim
o analito de interesse, retido com os contaminantes de caracteristicas
apolares. Para a remoc¢do destes ultimos, 5 mL de H>O destilada e
foram submetidas a passagem pela coluna de C18, como parte do
processo de lavagem do sorvente e remocdo dos contaminantes,
seguindo-se com 1 minuto de secagem do cartucho e posterior
lavagem com 5 mL de hexano e remogédo de contaminantes muito
lipofilicos. Apds as lavagens, os cartuchos foram eluidos com 5 mL
de diclorometano, coletado em tubo de ensaio e evaporado sob fluxo
de nitrogénio e temperatura entre 40 e 45°C. Apds a secura, 0
residuo foi ressuspendido em 50uL de metanol e 450uL de agua

destilada.

3.3.2 Concentragao para o ensaio das amostras

A concentracdo das amostras foi realizada em conformidade

com o sistema descrito anteriormente para os pilotos, passando pelas

mesmas etapas de extracdo de fase sélida (condicionamento,
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carreamento, lavagem e eluicdo) com mesmos eluentes e volumes.
Diferentemente do teste piloto, as amostras foram submetidas a
concentracdo logo ap6s a etapa de filtracdo para se evitar
crescimento indesejado de micro-organismos (Figura 3); (Figura 4).

Preparo da amostra

Filtrar a amostra (500mL) em filtros| |Pré-condicionar o cartucho 18
com poro de 1m (fibra de vidro)e| | de SPE com 5ml de MeOH
0,45um (nylon) de didmetro PA e 10mL de agua destilada

'y

Eluir a amostra

h 4

1) Lavar o carlucho com

5ml de dgua destilada.

2) Secar o cartucho sob
vacuo por 1 minuto

Lavar o filtro com 3) Lavar o carfucho com
5mL de MeOH P.A. 5mL de hexano PA.
Juntar o eluente ao !

filtrado
Eluir o EE2 com 5mL

de diclorometano P A.

Y

Aferir o pH do filtrado Recolher a fracéo eluida
(aceitavel entre 5 e 8) e evaporar em fluxo de
N2

Ressuspender o residuo em
50 pl de MeOH P.A. Misturar

Corrigir o pH por em vortéx (1 min). Adicionar
adigiio de acido ou 450 plde agua destilada.
base, se necessario
Se ainda houver
residuo, acrescentar
5pL de DMSO
Y 4
Prossequir para a extracdo . =
om fase sdlida (SPE) —_— Prossequir para a andlise por ELISA

Figura 3: Fluxograma descrevendo o pré-tratamento e pré-lavagem

das amostras submetidas ao ensaio de ELISA.
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Figura 4: Extracéo em fase sdlida com suas 4 fases distintas.



3.4 ELISA E LEITURA DAS AMOSTRAS

3.4.1 ELISA e leitura para o teste-piloto

O ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) foi
realizado fazendo-se uma duplicata para cada amostra, incluindo os
controles, de concentracGes iguais a 0; 0,05; 0,15; 0,5 e 3 pg/L
(Tabela 2). Sobre cada pogo de uma placa de 96 pocos
convencional, foram pipetados 100 pL da solugdo contendo tampéo
com o antigeno conjugado com ao substrato enzimatico, juntamente
com 100 pL das amostras. Ap6s a mistura, foram transferidos
100 pL da solucdo de cada pogo para a placa de 96 pogos contendo
0 anticorpo aderido, e a placa foi incubada durante 60 minutos sobre
temperatura ambiente para a reacdo de ligacdo competitiva. Apds
finalizado o periodo de repouso da placa, o liquido que permaneceu
nos pocos foi removido e cada pogo foi lavado 3 vezes seguidas com
300 pL de tampéo de lavagem de concentragédo 1:6, para se remover
0 conjugado antigeno-enzima que ndo se ligou aos anticorpos. Os
pocos foram entdo tratados com 100 pL de solucdo de coloracdo e a
placa foi incubada durante mais 30 minutos. Em seguida foram
pipetados 100 uL de “solugdo de paragem” contendo acido sulfurico
para encerrar a reacdo enzimatica. Para as amostras-piloto foi
realizada somente uma leitura de absorbancia foram realizadas em
leitor de microplacas da PerkinElmer (PerkinElmer, Sdo Paulo, SP,

Brasil) no comprimento de onda de 450 nm dentro de no maximo 15
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minutos ap6s a ultima pipetagem (JOSEPHY et al., 1982)

(TOKIWA., 2007).

Tabela 2: Distribuicéo dos pilotos na placa de 96 pocos

Padrao(0) Padrao(0) CAN(c*) CAN(c*)
Padrao(0,05) Padrao(0,05) AT (nc**) AT (nc**)
Padréo(0,15) Padrdo(0,15) EFEN(nc**) EFEN(nc**)

Padrao(0,5) Padrdo(0,5) ESEN(nc**) ESEN(nc**)

Padrao(3) Padrao(3) CAN(nc**)  CAN(nc**)

AT (c*) AT (c*)
EFEN(c*) EFEN(c*)
ESEN(c*) ESEN(c*)
*Concentrada

**N&o concentrada

3.4.2 ELISA e leitura para o ensaio das amostras

Dois pocos da placa foram reservados para a realiza¢do do
branco (MeOH 10%), dois pocos para cada padrdo, e as amostras
foram feitas em duplicata (Tabela 3). O manejo do experimento foi
realizado em conformidade com o preconizado pelo kit (Figura 5).
Foram feitas duas leituras da placa sobre o comprimento de onda de
450 nm e a curva foi construida com a média dos valores da leitura

dos padrdes.
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ELISA

Dispensar o
Diluicdo do po Diluir o tamp&o liquide e lavar Remover o tampéo e
contendo o de lavagem cada poco com adicionar 100 pL de
antigeno ligado para » 300pL de ——=solucdo de coloragao
4 enzima em concentracdo tampéo de a0s pocos e aguardar
tampéo 1:5 lavagem por 3 30 minutos
vezes
L | A |
Misturar 100 pL
da amostra Adicionar 100 pL de
preparada Dispensar 100 L solucéio de paragem.
anteriormente da mistura prévia Medir absorbancia
em 100 pL de .| no poco da placa em 450 nm
amostra em "|com o anticorpo e
placa de 96 esperar 60
pocos minutos
convencional

Figura 5: Fluxograma para a execucdo do teste de ELISA.

Tabela 3: Distribuicdo das amostras na placa de 96 pogos

Br.* Br.* MTC MTC ESRF ESRF BRF BRF
03/04 03/04 03/04 03/04 14/06  14/06

P**(0) P**(0) PC PC EFRF EFRF ESEN ESEN
03/04 03/04 03/04 03/04 14/06 14/06
P**(0,05) P**(0,05) BA BA AT AT EFEN EFEN
03/04 03/04 03/04 03/04 14/06 14/06
P**(0,15) P**(0,15) BRF BRF PG PG ESES ESES
03/04 03/04 14/06 14/06 14/06  14/06
P**(0,5) P**(0,5) ESEN ESEN CAN CAN EFES EFES
03/04 03/04 14/04 14/06 14/06  14/06
P**(3) P**(3) EFEN EFEN MTC MTC ESRF ESRF
03/04 03/04 14/06 14/06 14/06 14/06
PG 03/04 PG 03/04 ESES ESES PC PC EFRF EFRF
03/04 03/04 14/06 14/06 14/06  14/06

CAN CAN EFES EFES BA BA AT AT
03/04 03/04 03/04 03/04 14/06 14/06 14/06 14/06

* Branco

** Padréao



3.5 Analise de dados

Apos a leitura da microplaca, os valores de absorbancia dos
padrdes de concentragbes ja conhecidas de EE2 foram utilizados
para se construir uma curva de regressdo logaritmica, onde B/Bo
(valor resultante da diviséo da leitura de absorbancia da amostra em
relacdo a leitura de absorbancia do padréo) foi utilizado como eixo
Y e a concentragcdo em pg/L foi utilizada como eixo X. Os valores
encontrados de absorbancia para as amostras foram convertidos para
os valores de concentracdo de EE2 em ng/L apds os céalculos com

base na curva e no fator de concentragdo das amostras.

4, RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Teste Piloto

O primeiro teste foi realizado somente com as amostras-
piloto pré-selecionadas, filtrando cada amostra uma Unica vez em
membranas de nylon com 0,45 uM de porosidade, a fim de avaliar a
velocidade de filtragdo e extracdo das mesmas. Observou-se que as
amostras filtravam de forma demasiadamente lenta e o processo foi
entdo modificado para uma filtragio em membrana de 1 puM de
porosidade por amostra. Sobre esta Ultima, as membranas filtravam
mais rapidamente, otimizando a gestdo de tempo do processo, € a

estratégia foi entdo adotada. Todavia apesar de filtrarem mais
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rapidamente, ao realizar-se a extracdo em fase sélida no dia seguinte
a filtragdo, as amostras passavam lentamente pelo cartucho e as
amostras mais contaminadas com material particulado tendiam a
entupi-lo, prolongando a extracdo. Para a construgéo da curva, tirou-
se a média da absorbancia da duplicata dos padrdes (Figura 6), e
determinou-se a concentracdo das médias das absorbancias das

amostras a partir da curva construida (Tabela 4); (Figura 7).

Curva Padrao - Teste Piloto

100
y =-17 32In(x) + 29,082
R2=0,9352
[ ]
)
S 10;
a
1 T T L R SR | ——
0.01 01 1 0

Concentragéo (ug/L)

Figura 6: Curva padrao do teste piloto, com equacéo de reta e R?.

Tabela 4: Dados de absorbancia, B/Bo e concentragdo em

ng/L da média da duplicata das amostras piloto

Nome da Amostra Concentracgéao (ng/L)
Tratada Concentrada 0,01*
Tratada N&o-Concentrada 0,001*
Efluente Concentrado 0,70
Efluente N&o-Concentrado 0,0008*
Esgoto Concentrado 1,38
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Tabela 4 (cont.)

Esgoto Ndo-Concentrado 0,002*
Lago Concentrada 0,009*
Lago N&o-Concentrado 0,003*

*Valores que ficaram abaixo do limite de quantificacéo

Concentragao Média - Teste Piloto

1.5-
d
)
< 1.0
S 1.0;
@
O
o
=
c
o 0.5-
I
c
0
O
0-0 1 1 1 1 1 1 1 1
b’b 6’0 2 b’b b’b 6’5 8b b’b
& ¢ & ¢ & & ¢
A AN SR AR SN SN,
P SR Y A A
{boo %oo e('o o°° o(’o o°° o°° o°°
\ 7 \ 7 %
Y g & &£
G bs3 N ) 9 0 v 0
) g Q,\ S % ™ o)
\)’b \gb o @0.9 A%
'?9 \)'b Q,
.vg

Figura 7: Concentracdo média do teste piloto.

As amostras do teste piloto que ndo passaram pela etapa de
concentragdo apresentaram niveis de EE2 abaixo do limite de
quantificacdo da metodologia, enquanto que as amostras que foram
concentradas em extracdo de fase solida apresentaram valores mais
aproximados a faixa de detec¢do, com excecdo da agua tratada e da
agua do lado, que mesmo com a extracdo ainda apresentaram
concentragdes de EE2 extremamente baixas para a metodologia.

Com base nesses resultados, optou-se por idealizar um desenho
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experimental composto por duas filtragdes seguidas em membranas
de 1 pM, seguidas de uma filtragdo em membrana de 0,45 uM e
extragdo em fase s6lida no mesmo dia da filtracdo, de tal forma que
0 processo seja continuo e os métodos sejam consecutivos. O
processo se encerraria apenas na eluicdo do cartucho com
diclorometano, preferindo-se realizar todas as filtragdes das
amostras para depois fazer uma Unica eluigdo, evaporagdo,
ressuspensdo e ELISA de todas elas, seguindo-se a finalidade de
otimizacdo. As alteracOes realizadas continuariam sem comprometer
0 custo do processo como um todo, visto que 0 mesmo permaneceria
mais economicamente vidvel que os demais a0 mesmo tempo que

acelera a analise do mesmo.

4.2 Amostras

Para a construcdo da curva utilizada foram utilizados os
valores de média da soma das absorbancias da duplicata, para as
duas leituras realizadas (Figura 8). Os valores de concentracfes para
cada amostra foram calculados e foram construidas uma figura para
as amostras do dia 03/04 (Figura 9), uma figura para o dia 14/06
(Figura 10). Os valores calculados foram plotados em uma tabela na
forma de média de concentracdo da duplicata (Tabela 5). Por fim,
foi elaborado mais um grafico, desta vez somente com as amostras
que resultaram em quantidades elevadas de EE2, para se comparar a

diferenca de perfil do hormdnio durante as duas datas (Figura 11).
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Ensaio Amostras - Média das absorbancias das duas leituras e dois pogos

100 . y = A7,76In(Y) + 29,196
; R?= 0,8803
L]

;\? ]
£ 10
i

1 == | SRRt LS R

001 04 1 10

Concentragdo (pg/L)

Figura 8: Curva da média das duplicatas dos dois pogos, com equacao
de reta e R2.

Concentragéo Média - Teste das Amostras (03/04)
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Figura 9: Grafico da concentragdo média das amostras coletadas no
dia 03/04.

25



Concentragao Média - Teste das Amostras (14/06)
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Figura 10: Gréfico da concentracdo média das amostras coletadas no
dia 14/06.

Tabela 5: Data da coleta, absorbancia, B/Bo e média da

concentracdo em ng/L para as amostras.

Nome da Amostra Datada  Concentracao
Coleta (ng/L)
Ponte Das Garcas (PG) 03/04 0,02*
Ponte Das Gargas (PG) 14/06 0,05
Calcaddo da Asa Norte (CAN) 03/04 0,03*
Calcad&o da Asa Norte (CAN) 14/06 0,02*
Minas Ténis Clube (MTC) 03/04 0,01*
Minas Ténis Clube (MTC) 14/06 0,01*
Ponto de Captacdo (PC) 03/04 0,01*
Ponto de Captacdo (PC) 14/06 0,009*
Barragem (BA) 03/04 0,02*
Barragem (BA) 14/06 0,01*
Bracgo do Riacho Fundo (BRF) 03/04 0,01*
Braco do Riacho Fundo (BRF) 14/06 0,01*
Esgoto ETE Norte (ESEN) 03/04 1,27
Esgoto ETE Norte (ESEN) 14/06 1,31
Efluente ETE Norte (EFEN) 03/04 0,8
Efluente ETE Norte (EFEN) 14/06 0,84
Esgoto ETE Sul (ESES) 03/04 1,24
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Tabela 5 (cont.)

Esgoto ETE Sul (ESES) 14/06 1,48
Efluente ETE Sul (EFES) 03/04 0,76
Efluente ETE Sul (EFES) 14/06 1,42
Esgoto ETE Riacho Fundo 03/04 1,79
(ESRF)

Esgoto ETE Riacho Fundo 14/06 2,02
(ESRF)

Efluente ETE Riacho Fundo 03/04 0,19
(EFRF)

Efluente ETE Riacho Fundo 14/06 1,43
(EFRF)

Agua Tratada (AT) 03/04 0,01*

Agua Tratada (AT) 14/06 0,01*

*Valores que ficaram abaixo do limite de quantificacéo

Comparacao 03/04 e 14/06
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Figura 11: Gréafico comparativo dos dois dias de coleta (03/04 e 14/06).

As amostras no geral ndo mostraram sofrer mudangas de
perfil de EE2 em sua composi¢do ao longo do tempo, com excegédo

das amostras da ETE Sul e ETE Riacho Fundo, sendo que ambas
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aumentaram na segunda coleta. O fenémeno pode ser explicado pela
chuva caracteristica da época ser um fator que corroborou para o
resultado visto que a mesma auxiliaria no deslocamento de residuos
para a estacdo de tratamento, todavia pode também ter ocorrido um
aumento do uso de anticoncepcionais contendo EE2 em sua
COMPpOSiGao.

Todos os coeficientes de variagdo das amostras-teste
permaneceram abaixo de 10%, valor preconizado pelo kit como
sendo o habitual, com a excecdo das amostras do Calgaddo da Asa
Norte, Esgoto ETE Norte, Esgoto ETE Riacho Fundo (este ultimo
somente para a coleta do dia 03/04). Sabendo-se que 0 volume das
amostras pipetadas no pogo vieram de uma mesma amostra-mée
coletada e tendo como base os erros j& mencionados, a pipetagem
incorreta pode ter influenciado no fendmeno.

Observou-se, ao longo dos experimentos, que determinadas
amostras demandam um tempo maior de filtracdo e extracdo do que
outras. As amostras do lago Paranod, que em sua maior parte
resultaram em valores de EE2 abaixo de limite de quantificagéo,
demonstraram ser as matrizes mais de maior tempo de filtragéo e
extracdo, possivelmente pela presenca de material particulado em
suspensdo que perpassou 0s poros das membranas, sugerindo-se
neste caso mais filtracOes para a remocdo do material interferente. A
presenca de moléculas apolares nas amostras do lago pode ter
delongado o tempo de extracdo. No tangente as outras amostras, a

matrizes dos esgotos e efluentes levaram tempo mediano para filtrar
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devido a elevada composicdo de material particulado nas matrizes,
porém a extracdo dessas amostras ocorreu de forma acelerada. As
amostras das &guas tratadas foram filtradas e extraidas rapidamente
devido a menor presenca de material particulado em suspenséo. Os
nossos resultados acerca da otimizagdo do processo se mostraram
todavia controversos, visto que dependendo da matriz aquética a ser
analisada, ndo seria necessario qualquer tipo de pré-tratamento nas
amostras, otimizando ainda mais o tempo e minimizando custos
(FARRE et al., 2007), (SILVA et al., 2013).

A metodologia de ELISA em conjunto com o protocolo de
filtracdo e extracdo determinados na etapa prévia de analise das
amostras piloto mostrou ser efetiva para a deteccdo e quantificagdo
de EE2 em amostras com o volume padronizado de 500 mL,
conciliando um baixo aumento de custo na metodologia com a
inclusdo de mais membranas com reducdo consideravel do tempo de
extracdo, enquanto que metodologias como quimiluminescéncia,
radioimunoensaio e sistema mini VIDAS (sistema de imunoensaio
fluorescente ligado a enzima) foram economicamente inviaveis para
a determinacdo do horménio por seu kit ser comercializado somente
em grandes quantidades (GUIMARAES., 2008). Além disso, a
praticidade da metodologia do manifold permite realizar no maximo
4 extragOes simultaneamente sem a necessidade de fiscalizagdo
constante de um profissional adequado, ja que a extracdo decorre de
forma automatizada, sendo necessaria somente a retirada do liquido

de dentro do manifold ao atingir o limite da valvula de vacuo do
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equipamento. A reatividade cruzada do anticorpo utilizado mostrou
ser baixa para interferentes, conservando a especificidade da

metodologia (Tabela 6); (ECOLOGIENA., 2007).

Tabela 6: Reatividade cruzada do anticorpo anti-etinilestradiol
usado no ELISA

Composto Reatividade (%0)
Etinilestradiol 100
Estrona (E1) <0,2
2-Metoxi E1 <0,2
17B-Estradiol (E2) <0,2
16-Ceto-E2 <0,2
E2-17-Glicuronideo <0,2
E2-3-Glicuronida <0,2
E2-3-Sulfato-17- <0,2

Glicuronideo

Estriol (E3) <0,2
16-Epi-E3 <0,2
E3-16-Glicuronideo <0,2

Fonte: Ecologiena, 2007.

Os valores encontrados para a dgua tratada, se encontrando
abaixo do limite de quantificacdo da metodologia proposta,
permitem a suposicao de que o tratamento imposto a dgua € capaz
de remover o EE2 das matrizes. Nossos resultados de quantificagdo
de EE2 ficaram abaixo de varios estudos prévios que detectaram
quantidades muito maiores, onde foram detectados niveis de 275
ng/L do horménio em aguas tratadas de Sdo Paulo por HPLC-
MS/MS (GEROLIN., 2008), 73 ng/L em aguas tratadas dos Estados

Unidos por CL/MS-ESI, CLEE e GC/MS (KOLPIN et al., 2002), 15
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ng/L na Alemanha, 42 ng/L no Canadd em &guas de efluentes com
GC/MS/MS (TERNES et al., 1999).

Apesar das metodologias utilizadas atualmente para a
deteccdo e quantificacdo de etinilestradiol serem metodologias
especificas, envolvem custo mais elevado de aquisicdo e
manutencgéo, interferéncias inconvenientes na leitura das amostras,
derivatizacdo e méo de obra capacitada para executa-la, QUEChERS
e a propria extracdo em fase sélida para quantificacdo de
concentragdes muito baixas, restringindo em demasia a execucao da
metodologia (GUISELLI., 2006), (SILVA et al., 2013). Apesar de
algumas das metodologias citadas possuirem maior limite de
quantificacdo, observou-se em nossos estudos que as amostras
testadas ndo ultrapassaram o limite de quantificacdo da metodologia,
sugerindo que o ELISA seria a metodologia mais adequada para
andlise de amostras que abrangem a concentracdo de 0,05 a 3 pg/L,
comprovado juntamente com demais estudos que utilizaram a
mesma metodologia e obtiveram éxito na quantificagdo das amostras
dentro da faixa de quantificacdo (HINTEMANN., 2006), (SILVA et
al., 2013).

A andlise mostrou uma concentragdo extremamente baixa na
agua tratada, indicando que o tratamento para remogdo de EE2 foi
efetivo em seu objetivo. Concomitantemente, as aguas do lago
mostraram ter baixos indices de concentragdo do hormonio,
possivelmente por seu grande volume de agua, diluindo o analito, e

presenca de organismos metabolizadores do hormdnio dentro do
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lago. O nivel do analito na agua do lago e na agua tratada ndo
apresenta efeitos ambientais deletérios por nenhuma bibliografia
encontrada, diferentemente das amostras de efluente e de esgoto,
onde foi observado um elevado nivel de concentracdo do horménio,
que entre 1 e 2 ng/L é capaz de causar alteracBes em peixes,

visualizado por experimentagido em Danio rerio (ORN et al., 2003).

4 CONCLUSAO

No presente trabalho, a metodologia de ELISA para detec¢édo
do desregulador endocrino 17a-etinilestradiol foi otimizada e
padronizada de acordo com o0s ensaios realizados para as amostras
propostas. A metodologia se mostrou adequada para a deteccdo do
hormoénio, proporcionando também uma taxa baixa de reacOes
cruzadas em relagdes a outras metodologias mais utilizadas, mas que
ao mesmo tempo possuem um numero muito maior de interferentes
analiticos. A metodologia proposta permanece sendo a que possui
menor custo atualmente, mesmo com a padronizacgéo realizada neste
estudo, que prevé a utilizacdo de membranas e equipamento para a
extragdo em fase solida, conservando a alta especificidade
observada em outros estudos. E importante ressaltar que as matrizes
possuem propriedades diferentes umas das outras que podem vir a
demandar um maior tempo dedicado a execucdo dos métodos de
filtracdo e extracdo em fase soOlida, para remocdo de material

particulado e concentracdo das amostras, respectivamente. Todavia,
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para matrizes que nao necessitariam passar pela etapa de
concentracdo 0 método se mostrou ainda mais adequado por sua
rapidez e baixo indice de intercorréncia de interferentes, se
caracterizando como uma possivel metodologia de escolha para
amostras que ndo precisem de pré-tratamento e que se encontram na
faixa de quantificacdo da metodologia.

Apesar de suas vantagens, o ELISA nas condig¢des propostas
pelo estudo precisa ainda ser melhor estudado acerca de seus
parametros analiticos. A repetibilidade da duplicata de uma mesma
amostra ficou prejudicada devido a pipetagem, comprometendo
também a linearidade e a robustez, que se mostrou delicada. Mais
testes precisam ser realizados com as mesmas amostras descritas nas
condicOes anteriores para se determinar sua exatiddo, e diferentes
operadores para determinar sua reprodutibilidade. Ademais, sua
seletividade se mostrou ser o melhor pardmetro observado pela
prépria natureza do experimento de induzir uma interacdo do analito
com anticorpos monoclonais, por si s6 essencialmente especificos
quanto & seu epitopo.

A analise proposta revelou um bom tratamento de remocéo
de 17a-etinilestradiol ao qual as dguas sdo submetidas e um baixo
nivel da molécula no lago, todavia a 4gua das estagdes de tratamento
de esgoto que é despejada no lago mostrou ter valores altos dos
horménios, tanto antes como depois do tratamento, ambos sendo

passiveis de detec¢do pelo ensaio ELISA.
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