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ESTAGIO NO EXTERIOR

Realizado no Instituto de Quimica de Alimentos da Universidade de Muinster —
Alemanha sob orientacdo do Prof. Dr. Hans-Ulrich Humpf (trabalhando com ESI-
MS/MS - orbitrap alta resolugcdo e também com sistemas ESI-MS/MS de baixa
resolucdo). Além dos métodos espectrométricos trabalhei também com o teste
bioldgico Pig cecum model que descreve a metabolizagao intestinal de flavondides e
outros metabdlitos secundarios. (Periodo: de setembro a dezembro de 2009).
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RESUMO

Esta tese apresenta o desenvolvimento e a validacdo de um procedimento analitico,
que permite a quantificagdo simultdnea de sete fitoestrégenos (alteradores
enddcrinos - AEs) em agua de rio e agua sub-superficial em uma area rural com
grande producdo de soja. Os compostos selecionados para este estudo foram
(genistina - GENIS, daidzina - DAID, equol - EQ, daidzeina - DAI, a genisteina -
GEN, formononetina - FOR e biochanina - A - BIO). Este método consiste na pré-
concentracao de amostras de agua (1 L) em cartuchos Strata X de 200 mg, seguido
por analise de todos as AEs por cromatografia liquida de alta eficiéncia com
deteccao por ultra - violeta (CLAE-UV). Do ponto de vista analitico, estabeleceu-se
um metodo simples e de confiabilidade conhecida (exatiddo, precisdo, seletividade e
robustez) para andlise de sete fitoestrogenos de soja em agua de rio e
subsuperficial. Os limites de deteccdo e quantificacdo do método validado foram de
3,5ng L' e 10 ng L respectivamente para todas as moléculas estudadas e em
ambas as matrizes. O método foi aplicado a amostras de agua da regido de
Dourados (MS). Foram coletadas 92 amostras de agua de rio e 16 de agua sub-
superficial, em quatro campanhas de amostragem ao longo de 1 ano. GENIS e DAID
ndao foram detectadas em nenhuma das amostras. GEN e FOR foram os
fitoestrogenos mais detectados, estando presentes em 50 e 34% das amostras,
respectivamente. As concentracdes individuais de fitoestrogenos situaram-se entre
12 e 1957 ng L', sendo que as maiores concentracdes foram obtidas para o EQ e
GEN para amostras coletadas em meses chuvosos na regido de estudo. Amostras
de agua do rio Dourados e de agua sub-superficial foram testadas para o efeito de
alteracdo endécrina com o ensaio de levedura recombinante (RYA). O ponto de
coleta de agua sub-superficial (afloramento do lencol freatico) apresentou altos
valores de estrogenicidade de 0,35 e 0,50 ng L™ de equivalente de estradiol nos
meses de abril e agosto de 2009, respectivamente. Métodos quimiométricos de
analise demonstraram uma boa correlagédo entre as concentragdes de equol com a
atividade estrogénica na primeira coleta (abril de 2009). De maneira geral a atividade
estrogénica pode ser explicada pela contaminagcdo por EQ na primeira coleta
(periodo de safra de soja) e de 17B — estradiol na segunda coleta (periodo de entre-
safra da soja, onde prevalece a pecuaria), tendo como fonte de contaminacéo a
excreta do gado neste periodo do ano. Propde - se que esses contaminantes podem
ser os principais fatores responsaveis pelo efeito estrogénico observado pelo teste
RYA. No entanto, ndo se pode descartar o impacto das altas concentragcées medidas
nos demais pontos de coleta, pois a literatura relata para essas concentragdes
efeitos como intersex em peixes. Em suma, os resultados obtidos indicam que a
plantagdo de soja & fonte de isoflavonas para agua de rio e sub-superficial, que a
estrogenicidade (medida pelo teste RYA) é significativa e que na época da safra
correlaciona-se com as isoflavonas de soja, enquanto que na entre-safra € melhor
explicada pelos horménios estrogénicos presentes na excreta de animais.



ABSTRACT

This thesis presents the development and validation of an analytical procedure that
allows the simultaneous measurement of seven phytoestrogens (endocrine
disrupters - EDs) in river water and water sub-surface in a rural area with large
soybean production. The compounds selected for this study were (genistin - GENIS,
daidzin - DAID, equol - EQ, daidzein - DAI, genistein - GEN, formononetin - FOR and
biochanin - A - BIO). This method consists of preconcentration of water samples (1 L)
on Strata X cartridges of 200 mg, followed by analysis of all EDs by high performance
liquid chromatography with detection by ultra - violet (HPLC-UV). From the analytical
point of view, it was established a simple and known for reliability (accuracy,
precision, selectivity and robustness) for consideration of seven phytoestrogens in
soy and river water sub-surface. The limits of detection and quantification of the
validated method were 3.5 ng L™ and 10 ng L respectively for all the molecules
studied on both matrices. The method was applied to water samples from the region
of Dourados (MS). We collected 92 samples of river water and 16 sub-surface water
in four sampling campaigns over 1 year. GENIS and DAID were not detected in any
sample. The phytoestrogens FOR and GEN were detected in most cases, present in
50 and 34% of samples respectively. Individual concentrations of phytoestrogens
were between 12 and 1957 ng L!, and the highest concentrations were obtained EQ
and GEN for samples collected in the rainy months in the study area. Samples of
river water Dourados and sub-surface water were tested for the presence of
endocrine changes with recombinant yeast assay (RYA). The point of collecting
subsurface water (groundwater upwelling) showed high estrogenicity values of 0.35
and 0.50 ng L equivalent of estradiol in the months of April and August 2009
respectively. Chemometric methods of analysis showed a good correlation observed
between the concentrations of equol with estrogenic activity in the first sampling
(April 2009). In general, the estrogenic activity can be explained by contamination
with EQ in the first collection (from soybean crop) and 178 - estradiol in the second
collection (period between harvests of soybean, where prevailing livestock), and as a
source of contamination from the excreta of cattle at this time of year, suggesting that
these contaminants may be the main factors responsible for estrogenic effects
observed by the RYA test. However, we can not dismiss the impact of high
concentrations measured in the other collection sites, since the literature reports for
these purposes as intersex concentrations in fish. In summary, the results indicate
that the planting of soybean is a source of isoflavones for river water and sub-
surface, that the estrogenicity (measured by test RYA) is significant and that during
harvest time correlates with soy isoflavones while in no harvests season is better
explained by estrogenic hormones present in the excreta of animals.
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X — valor inicialmente encontrado da variavel para cada amostra



Xm — valor médio da variavel
Z - valor padronizado da variavel
o - desvio padrao da variavel na amostra.
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1 Revisao bibliografica

Atualmente, as maiores preocupacdes relacionadas com a exposicdo dos
ecossistemas aos alteradores enddcrinos podem ser resumidas nas seguintes
dividas: - se essas substancias podem produzir efeitos toxicos em baixas
concentragdes; - quais substancias estdo associadas aos efeitos tdxicos e se essas
substancias estdo presentes em concentracdes ambientalmente relevantes, para
gue possam ser uma ameacga a saude de seres humanos e animais; - se existe uma
concentragdo limiar abaixo da qual essas substéncias quimicas podem ser
consideradas como seguras; - se 0s novos tipos de ensaios, usados para prever 0s
efeitos causados em organismos expostos, podem realmente fornecer ferramentas
para o entendimento do mecanismo de agdo dessas substancias e, por fim, - se
esses ensaios podem ser facilmente usados em larga escala para monitorar seus
efeitos no meio ambiente.

Varias sdo as substancias que possuem a capacidade de afetar o sistema
enddcrino, tais como, as sintéticas (alquilfendis, agrotoxicos, ftalatos,
bifenilaspolicloradas (BFP), bisfenol A, substancias farmacéuticas, dentre outras) e
substancias naturais (estrogenos e fitoestrégenos).

O comportamento dos alteradores endécrinos nas estacées de tratamento de
esgoto (ETE), solo e sedimentos marinhos tem sido investigado, bem como, seu
transporte e destino no meio ambiente (CLARA et al., 2004; COLUCCI; TOPP, 2001,
COLUCCI et al., 2001). Constata-se que o conhecimento do destino e dos processos
de transporte desses poluentes no meio ambiente é essencial para avaliar seus
impactos potenciais no solo e nas dguas naturais.

Muitos grupos foram criados ao redor do mundo com o objetivo de avaliar a

complexa situacdo dos alteradores endocrinos e sdo exemplos da crescente
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preocupacao mundial com essas substancias. Diversos assuntos sdo abordados e
investigados, tais como o monitoramento de substancias estrogénicas em amostras
de aguas naturais (ARCEM - “Austrian Research Cooperation on Endocrine
Modulators”); a validagao dos métodos de ensaios que determinam as substancias
com potencial de alteracdo enddécrina (EDSTAC — “Endocrine Disruptor Screening
and Testing Advisory Committee”, EDTA — “Endocrine Disrupter Testing and
Assessment Task Force”); a identificagdo e caracterizagdo de todos os efeitos
relatados (EDSP - “Environmental Disruptor Screening Program”; Programa
COMPREHEND - “Community Programme of Research on Endocrine Disrupters
and Environmental Hormones”; CSTEE — “Committee on Toxicity, Ecotoxicity and the
Environment”); organizagdo do conhecimento cientifico disponivel sobre os
alteradores endoécrinos (SPEED’98/JEA — “Exogenous Endocrine Disrupting
Chemical Task Force” e COM — “Community Strategy for Endocrine Disrupters”),

dentre outros (BILA; DEZOTTI, 2007).

1.1 Alteradores endodcrinos

Animais e plantas possuem um sistema de controle do organismo baseados
em mensageiros quimicos, que regulam algumas funcdes, tais como: reproducao,
crescimento e manutencdo. Nos animais estes sistemas utilizam varias glandulas
que produzem tais mensageiros quimicos (horménios), os quais sado transportados
pelo organismo. Embora existam similaridades entre as espécies (na utilizagédo de
horménios), diferentes rotas evolutivas podem produzir complexas variagoes,
resultando num sistema regulatério multifacetado.

Sabe-se que certas moléculas podem interferir em rotas do sistema endocrino
produzindo uma resposta indesejada, também chamada de alteracao, a qual pode

afetar a saude, o crescimento e a reproducdo de um grande numero de organismos.
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Essas substancias séo coletivamente conhecidas como alteradores endocrinos
(AEs). A ocorréncia e acao dos alteradores endécrinos (AEs) tém sido evidenciada
desde o inicio do Século XX (DODDS et al.,1938), mas apenas recentemente, esse
fendbmeno tem emergido como um problema ambiental maior quanto aos efeitos
sobre a saude humana, gerando uma grande mobilizacdo da comunidade cientifica
do mundo todo e consideravel interesse por parte da midia.

Durante as décadas de 1950 e 1960, o pesticida DDT foi usado amplamente
em todo o mundo em vasta quantidade, apesar do fato de que ja havia sido
demonstrado o efeito estrogénico desse inseticida no sistema reprodutivo de
mamiferos e passaros (BURLINGTON; LINDEMAN.,1950; BITMAN et al.,1968).
Esses compostos sdo altamente persistentes no meio ambiente e mesmo assim séao
usados até hoje em algumas partes do mundo. Essas descobertas foram publicadas
em 1962, no livro de Rachel Carlson (1962) “Primavera Silenciosa”, que expds ao
mundo 0s problemas de saude que estavam ocorrendo em animais (tais como:
deformidades, declinio populacional, etc), os quais foram relacionados a exposicéo
dos animais a agrotdxicos e outras substéancias quimicas sintéticas. Pesquisas tém
indicado que a exposicao precoce a horménios pode produzir graves efeitos a
saude, tais como cancer em populacées de jovens e adultos (DUNN; GREEN., 1963;
TAKASUGI; BERN., 1964; FORESBERG., 1969).

Um exemplo das conseqiiéncias devastadoras da exposi¢cao aos alteradores
endécrinos foi o uso de uma potente droga: o dietilestilbestrol (DES), um estrégeno
sintético. Antes de ser banido no inicio da década de 1970, médicos prescreveram
DES para mais de cinco milhdes de gestantes com o objetivo de conter abortos
espontaneos. O DES foi prescrito com base na crenca equivocada de que este

evitaria o0 aborto e contribuiria para o crescimento fetal. As criangas que resistiram
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aos efeitos abortivos do DES vieram a sofrer suas conseqiiéncias na puberdade,
quando muitas delas foram diagnosticadas com problemas de desenvolvimento do
sistema reprodutivo, causando principalmente, cancer vaginal (HERBST et al., 1971,
HERBST et al., 1975; GILL et al., 1976). Essas descobertas foram reforcadas por
estudos em laboratério, os quais confirmaram que o DES provocava um
desenvolvimento anormal em culturas de células do sistema reprodutivo de machos
e fémeas (McLACHLAN et al., 1975, 1980).

As consequéncias da exposicdo ao DES sdo bem conhecidas (MELNICK et
al., 1987). Kaufman et al. (2000) mostraram que as maes expostas ao DES
possuiam maiores chances de terem problemas relacionados a nascimentos
prematuros, abortos espontaneos e uma longa lista de efeitos deletérios no sistema

reprodutivo.

1.1.2 O sistema endécrino

Organismos multicelulares necessitam de sistemas que regulem e integrem o
funcionamento de diferentes células. Os dois sistemas responsaveis por essas
funcdes sdo: o sistema nervoso e o sistema endocrino. Sendo o ultimo crucial para
plantas e animais por ser responsavel pelo crescimento, reprodugdo, manutencao,
homeostase e metabolismo (ENVIRONMENTAL..., 1997).

O sistema enddcrino é constituido de muitas glandulas em diferentes areas do
organismo que produzem horménios com diferentes funcdées (GRIFFIN; OJEDA,
1996). As glandulas do sistema enddcrino sao o hipotalamo, a pituitaria, a tiredide, a
paratiredide, as glandulas adrenais e as gonadas. Os horménios sintetizados por
essas glandulas sao transportados pela corrente sangliinea e seus alvos no

organismo sao os locais onde exista a necessidade de uma resposta natural.
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Essas células contém sitios de ligacao (receptores) e sitios ativos (COLBORN
et al.,, 1993). Quando os horménios atacam o receptor, o sitio ativo é alterado
produzindo a resposta desejada. Algumas moléculas hormonais “livres” nunca
alcancarao os receptores e sao inativadas a priori por excrecao, realizada pelos rins
num processo chamado de “limpeza metabdlica”. Esse processo varia com o tipo de
horménio, mas o “tempo de vida” efetivo dos horménios no corpo varia entre minutos
e horas. Portanto, se a taxa de limpeza é baixa, o horménio permanecera no corpo
por um longo periodo e podera interagir com mais receptores, resultando em uma
resposta mais intensa.

Além disso, quando os AEs estdo presentes, os mecanismos de limpeza
metabdlica podem nao ser realizados, levando a persisténcia e a bioacumulagéao
dessas moléculas no corpo.

A maior parte dos AEs sao pequenas moléculas que mimetizam ou
antagonizam hormdnios (Figura 1) como esterdides ou horménios da tiredide
(SUMPTER, 1998). Eles podem perturbar a acado de horménios naturais
responsaveis pelos processos de regulagcdo homeostatica e do desenvolvimento

reprodutivo (SADIK; WITT, 1999).

Figura 1: Alteragbes endédcrinas: (a) resposta natural, (b) Efeito agonista e (c) Efeito
antagonista. Adaptado de SUMPTER, 1998.
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1.1.3 Alteradores endocrinos no ambiente

Talvez um dos exemplos mais representativos da atuagéo dos alteradores
endécrinos na vida selvagem seja o uso do tributilestanho (TBT), como um
componente antiincrustante presente na tinta que é usada nos cascos de
embarcacoes (HERBST et al., 1975; MORA, 1996).

Foi comprovado que esse composto possui propriedades androgénicas
resultando na masculinizacdo de fémeas de moluscos (GIBBS; BRYAN, 1996),
erradicando quase toda a populacdo de algumas espécies dessa classe de
organismos no Mediterraneo. Os efeitos nas populagdes de ostras nas aguas
francesas também foram severos, levando o governo francés a criar uma legislacao
especifica em 1982, restringindo a aplicacdo das formulagcdes em embarcacdes
maiores que 25 metros (ALZEIU, 1991). Em 1987, essa regulamentacéo foi seguida
pelos Estados Unidos, pelo Reino Unido e outros paises da Unidao Européia. Desde
entdo a presengca de organoestanicos no meio ambiente (DOWSON; BUBB;
LESTER, 1992; DOWSON et al., 1992) vem sendo extensivamente estudada.
Alternativamente, outros compostos antiincrustantes como os organocupricos tém
melhorado a eficacia na agdo como antiincrustantes, exercendo um menor impacto
ambiental, por serem usados em pequena escala (VOULVOULIS et al., 1999).

Outro elucidativo estudo de alteradores enddcrinos relacionados a vida
selvagem foi realizado na Inglaterra e demonstrou o impacto de esterdides e
substancias estrogénicas (particularmente alquilfendis) em peixes. Essas pesquisas
apontaram para um grande numero de estagdes de tratamento de esgoto cujos
efluentes mostraram-se estrogénicos para peixes (PURDOM et al, 1994;

SUMPTER; JOBLING, 1995; SHEAHAN et al., 2002).
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Na literatura também se encontram relatos de alta prevaléncia de
hermafroditismo em peixes e outros organismos que foram expostos a efluentes de
estacdes de tratamento de esgoto (JOBLING et al., 1998). Existem, ainda, alguns
estudos que indicam uma possivel correlagdo de efeitos sobre o poder reprodutivo
humano com a exposicdo aos AEs. Os efeitos estudados em seres humanos
incluem principalmente, redug¢do na qualidade e quantidade de esperma, bem como,
0 aumento no numero de casos de cancer de testiculos (HANDELSMAN, 2001;
CARLSEN et al., 1992; SHARPE; SKAKKEBAEK, 1993; TOPPARI; SKAKKEBAEK,
2000). Existem ainda estudos que tragam um paralelo entre os efeitos estrogénicos
sobre o sistema reprodutivo de animais selvagens desencadeados por poluentes tais
como: agrotoxicos, estrogenos e surfactantes (FRY, 1995; MURK et al, 1996;
GUILLETTE, et al., 1994; GUILLETTE, et al., 1996; JOBLING et al., 1998), com
efeitos similares sobre os humanos (MATTHIESSEN, 2000).

Uma publicacdo considerada marco da preocupacdo com os alteradores
enddécrinos ambientais é o livro “O Futuro Roubado” (COLBORN et al., 1996), o qual
apresenta um grande conjunto de dados de alteragdes na vida selvagem e indica a
possibilidade de que, tais alteracbes estivessem correlacionadas com a exposi¢ao a
diversas classes de substancias quimicas, alertando para a possibilidade de esses

mesmos efeitos atingirem o homem.

1.2 Estrogenos naturais e sintéticos

Estrogenos, como todos os esterdides, possuem estrutura similar a do
colesterol e seus derivados Figura 2. Os estrégenos esterdidais sdo caracterizados
por seu anel fendlico-A, contendo uma hidroxila na posicao 3, que é essencial para a

atividade biolégica.
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Anel ciclopentanofenantreno 17p Estradiol (E2)

Testosterona Dietilestilbestrol (DES)

Figura 2: Estruturas de alguns alteradores endécrinos

O nucleo lipofilico do ciclopentanofenantreno representado na Figura 2 é
constituido de grupos hidroxila e carbonila no caso de moléculas naturais, enquanto
que nos esterdides sintéticos sdo geralmente adicionados grupos etinila em sua
estrutura, como é o caso do 17 o—etinilestradiol, um dos principios ativos mais
utiizados em pilula anticoncepcional (MAKIN; HEFTMANN., 1988). Os grupos
substituintes citados podem ser encontrados nas posicdes a e B sendo que a
primeira configuragdo situa o grupo substituinte acima do plano e a segunda abaixo
do plano.

Os estrogenos ambientais, também chamados xenoestrogenos, consistem
num grupo diversificado de substancias que nao necessariamente possuem relagcoes
estruturais com os estrégenos naturais tal como o 17  — estradiol, porém grande
parte deles apresenta mecanismo de acao similar (JORDAN et al., 1985).

Os estudos referentes as relagbes de estrutura-atividade (SAR) (DAUX;
GRIFFIN., 1987) sugerem que quando o estradiol (E2) é ligado ao receptor

estrogénico (RE) existe, preferencialmente, um reconhecimento do receptor ao anel
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— A do esteréide. Os mais potentes antagonistas possuem anéis fenélicos capazes,
na maioria das vezes, de mimetizar o efeito do anel — A de E2.

DAUX; GRIFFIN (1987) relataram que o potente estrogeno sintético DES
possui atividade como alterador por se assemelhar estruturalmente a parte do anel —
A do E2. Tal fato fortaleceu a hipétese de que a resposta de uma substancia
depende principalmente de sua configuragao molecular que, neste caso, demonstrou
ser a planaridade (carater sp®) condicdo fundamental. Portanto, os anéis de a e a”
do DES cumpriram esse papel mimetizando a agdo dos horménios sintéticos e

naturais.

1.3 Fitoestrogenos e seus efeitos biologicos

Fitoestrogenos sao definidos como qualquer tipo de substancia de origem
vegetal, semelhantes estrutural e/ou funcionalmente aos estrégenos placentarios do
ovario e seus metabdlitos ativos (WHITTEN; PATISAUL, 2001).

Nas plantas, os fitoestrogenos sao metabolitos secundarios que podem agir
como fungicidas, reguladores hormonais e protetores contra radiagdo UV. Diversos
tipos de plantas produzem essas substancias que podem mimetizar ou interagir com
estrégenos hormonais em animais. Existe uma lista de 20 fitoestrogenos que foram
identificados em 300 plantas, de 16 diferentes familias (COLBORN et al., 1996).
Esses fitocompostos possuem menor poder estrogénico que os estrogenos
enddgenos e sintéticos e estdo presentes em concentragbes elevadas em ervas,
graos, vegetais e frutas (LIGGINS et al., 2000).

Alguns desses alimentos sdo comercializados mundialmente, especialmente a
soja que é consumida em niveis elevados de forma direta ou indireta

(ADLERCREUTZ et al., 1991). Embora, as pesquisas sobre os fitoestrégenos, em
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sua maioria, afirmem que esses produzem efeitos positivos sobre saude humana
(SETCHELL; CASSIDY, 1999; LISSIN; COOKE, 2000; KRIS-ETHERTON et al.,
2002), algumas pesquisas tém mostrado o efeito dessas substancias como
alteradores endocrinos, 0 que poderia causar intersex em organismos aquaticos
(KIPARISSIS et al., 2003).

Cientistas tém focado sua atencdo em dois principais grupos de
fitoestrégenos: as isoflavonas e as lignanas. As isoflavonas sdo encontradas em soja
(Glycine Max (L.) Merrill) e outros vegetais, enquanto as lignanas sao produzidas por
acao microbiana sobre graos, fibras e estao presentes em diversas frutas e vegetais.

Os fitoestrogenos tém uma estrutura béasica derivada do 2-fenilnaftaleno, a
qual assemelha-se, no modo de acao, aos estrogenos enddgenos. Eles tém sido
encontrados ligados a receptores estrogénicos e pesquisas tém sugerido que podem
atuar como agonistas ou antagonistas do sistema endécrino (THAM et al., 1998). Os
flavondides, mais especificamente as isoflavonas, possuem uma atividade
estrogénica relativamente alta quando comparadas as lignanas (WHITTEN;
PATISAUL, 2001).

As estruturas de algumas destas substancias estdo apresentadas na Figura 3.
As isoflavonas possuem uma estrutura difenolica que se assemelha a estrutura de
potentes estrogenos sintéticos, como o dietilestilbestrol (DES). A daidzeina e a
genisteina sdo dois isoflavondides mais comumente encontrados na soja, enquanto
que a formononetina e biochanina — A sao majoritarias no trevo vermelho. A
estrutura basica das lignanas provém do 2,3-dibenzilbutano e seus precursores
essenciais sdo encontrados e produzidos pelas paredes celulares de plantas. No

que tange as lignanas as fontes vegetais principais sdo as sementes, (linho,
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abdbora, girassol e papoula), graos inteiros (trigo e centeio), frutas (particularmente

as cerejas e vegetais folhosos) (THAM et al., 1998).
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Figura 3: Estruturas de alguns fitoestrogenos.

As trés isoflavonas mais abundantes na soja sdo a genisteina, daidzeina e

gliciteina. Esses compostos sdo normalmente encontrados na soja na proporcao de

aproximadamente 1.3:1 (LC LABORATORIES, 2004).

Isoflavonas sdo estruturalmente semelhantes ao estrogeno E2 (Figura 4) e

sao conhecidas por apresentarem interacbes com receptores estrogénicos (RE) das

enzimas que em geral desencadeiam efeitos biol6égicos em animais. Por exemplo,

ratas alimentadas com dietas contendo uma relagdo 2:1 de genisteina/daidzeina

revelaram inumeros efeitos estrogénicos incluindo o alargamento do utero e

queratinizacao do epitélio vaginal. Por outro lado, os machos apresentaram reducao



Tese de doutorado — Guilherme Julido Zocolo 39

plasmatica das concentragcées de testosterona e atrofia das glandulas sexuais

(CLINE et al., 2004).

Daidzeina Gliciteina

Figura 4: Estruturas quimicas do 17B-estradiol (E2) e das trés principais isoflavonas
encontradas na soja.

Alguns trabalhos cientificos relatam que a genisteina pode exercer efeito
estrogénico em peixes. Por exemplo, KO et al. (1999) reportaram que a genisteina
induz a produgédo de vitelogenina, com efeito semelhante ao do 17 B-estradiol
(MALISON et al., 1985; MALISON et al., 1988).

Dietas a base de genisteina e daidzeina, também aumentaram as
concentragdes plasmaticas de vitelogenina em diferentes espécies de peixes tanto
em machos quanto em fémeas da espécie truta arco-iris (PELISSERO et al., 2001),
esturjao siberiano (Acipenser baeri) (PELISSERO; LE MENN; KAUSHIK, 1991;
PELISSERO et al., 1991), e Morone saxatilis (POLLACK et al., 2003).

Um dado importante refere-se ao fato de que o efeito biolégico da gliciteina,
relacionado a atividade estrogénica, ndo é detectado em peixes, embora a gliciteina
seja estruturalmente semelhante a genisteina e, portanto, passivel de ser

estrogénica (YULIANA et al., 2006).
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A genisteina exerce seus efeitos estrogénicos via mecanismo de acao por
mimetizacdo, ligando-se a receptores estrogénicos (RE), agindo como agonista,
competindo com o horménio E2 por tais sitios ativos das enzimas do sistema
enddcrino, sendo assim € razoavel afirmar que tal mecanismo de acao que é valido
para os mamiferos pode também se aplicar a outras espécies (KUIPER et al., 1997;
KUIPER et al., 1998) tais como peixes (TOLLEFSON et al., 2002; LATONNELLE et
al., 2002) mostrando que genisteina age ligando-se a RE.

Entretanto, estudos demonstraram que a genisteina liga-se de maneira mais
fraca aos RE, se comparada com o horménio E2, principalmente em espécies de
peixes tais como a truta arco-iris, salmao do Atlantico e esturjao siberiano os quais
apresentaram ligagcdes com intensidades de 100 a 200 vezes menores que as
realizadas pelo E2 (TOLLEFSON et al., 2002; LATONNELLE et al., 2002). Assim, é
possivel afirmar que pelo menos alguns dos potentes efeitos estrogénicos dos
fitoestrogenos seriam vinculados e mediados por outros mecanismos além do
relacionado a RE.

Dados da literatura indicam que mamiferos e peixes possuem um mecanismo
alternativo, pelo qual esses compostos estrogénicos provocam a inibicdo da
atividade de E2 no metabolismo periférico das enzimas. Especificamente, varios
xenobibticos hidroxilados sdo associados a esse tipo de mecanismo tendo as
hidroxilas papel fundamental, atuando como inibidores competitivos de conjugacgéao
de reagOes que normalmente inativam o E2. Em seres humanos, por exemplo,
inomeros xenoestrogenos hidroxilados, incluindo as formas hidroxiladas de
bifenilaspolicloradas (PCBs), dibenzo-p-dioxinas e dibenzofuranos podem agir como

potentes inibidores do estrébgeno sulfotransferase resultando em atividade
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estrogénica em concentracoes subnanomolares (KESTER et al., 2000; KESTER et
al., 2002).

Yuliana et al. (2006) pesquisaram os efeitos da genisteina sobre o
metabolismo do E2 de trés espécies de salmonicolas: truta arco-iris (Oncorhyncus
mykiss), salmao do Atlantico (Salmo salar) e truta lacustres (Salvelinus namaycush).
Demonstrou-se neste estudo que a genisteina, que possui trés grupos hidroxila, e
que é estruturalmente semelhante a E2 (Figura 3), é a responsavel pela inibicdo da
formacdo de metabdlitos conjugados E2, porém ainda assim ndo existem dados
suficientes que esclarecam completamente o papel das hidroxilas nesse mecanismo
de acéao alternativo. Percebe-se que o comportamento dessa molécula apresenta
similaridades aos xenoestrogenos hidroxilados.

Nos ultimos anos, a comunidade cientifica tem demonstrado interesse nos
fitoestrégenos, como a genisteina e a daidzeina, principalmente devido aos seus
possiveis efeitos benéficos. Entretanto, existem resultados conflitantes quanto a
estes beneficios. Por exemplo, em estudos sobre o efeito da exposi¢cdo de ratas em
periodo pré-natal a genisteina, ha o relato que esta exposigdo preveniu o cancer em
glandulas mamérias (PHILLIPS et al., 1999; HERTZ, 1985), enquanto outro estudo
demonstra 0 aumento deste mesmo tipo de cancer (UKEA, 2000).

Hughes (1996) demonstrou um aumento nas taxas de sintese de colesterol
em criangas que consumiam produtos derivados da soja. Enquanto que outros
estudos demonstraram que a exposi¢ao a genisteina no periodo neonatal induziram
a formacao de adenocarcinoma uterino em ratos (OSPAR, 1998), similarmente a
exposicdo ao DES.

Pesquisas adicionais sugerem efeitos adversos de genisteina em mulheres

gravidas que consumiram produtos a base de soja, sendo que fora relatado um
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aumento de incidéncia de hipospadia (ma formacao, de origem congénita, da uretra)
em bebés (vardes) nascidos destas mulheres (JAPAN ENVIRONMENT AGENCY,
1998). Corroborando com estes dados, outros estudos sugerem que os efeitos
estrogénicos mais pronunciados das isoflavonas é sentido durante o
desenvolvimento embrionario (COLBORN et al., 1993; SUMPTER, 1998).

Estudos epidemiol6gicos relacionaram o alto consumo de produtos derivados
da soja na infancia ao aumento de problemas ligados a alergias em homens e
mulheres, prolongado ciclo menstrual e um maior desconforto durante a
menstruacao (WWF, 2006; COMISSION..., 2001).

Existem muitos dados disponiveis, utilizando diferentes bioensaios, que
relacionam os fitoestrogenos as atividades estrogénicas e androgénicas. Na Tabela
1 estdo sumarizados alguns destes dados. Nestes bioensaios, a substancia padrao
para o teste de estrogenicidade € o 17 B-estradiol (E2) e para o teste de androgenia

€ a testosterona (Te) ou a metiltrienolona (R1881).
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Tabela 1: Atividades estrogénica/androgénica de fitoestrogenos em diferentes bioensaios
(LIU et al., 2009).

Fitoestrogeno RBA (ER) RBA (AR) Potencial Estrogénico (EP)

RGA? | YES? TGEA®

hER(o)" | hER()" | hAR()" | FAR(o)' | (ER(@)) | (BR@) [pp T op o

Daidzefna 1’18;_'33; 5e-3 N.L - 667e5 | 3e-6 | 097 | 08
Formononetina 2,65¢-4; <le-4 - - 2,94e-5 - 0,06 0,02
<le-4
. 1,2e-3;
Genisteina Ao 0,87 N.L 3.6e-5 4,17e-4 3e-3 1,98 1,82
Biochanina-A | 20 | (le4 - - 9.09e-6 | <3e-6 | 036 | 053
<le-4
Gliciteina 2,8e-4! - - - - <3e-7 - -
Equol 8,6e-3" 0,02' - 4.1e-5 | 6,le-4" 3e-5 - -

"RBA, afinidade relativa de ligacao, receptor estrogénico (ER)/receptor androgénio (AR) ensaio
de competicéo por ligagdo; hER - receptor humano de estrogénio; hAR, receptor humano de
androgénio; rAR - receptor de androgénio do rato; RGA,ensaio de gene; TGEA - ensaio de
expressao de gene transiente; —, N.L., ndo ligante.

& National Institute of Technology and Evaluation, Japan (NITE,2008).

® Kuiper et al., 1998.

° Fang et al., 2003.

9 Nishihara et al., 2000.

¢ Song et al., 1999.

"Matthews et al., 2000

Analisando a Tabela 1 nota-se que os valores de estrogenicidade para os
fitoestrégenos sao relativamente baixos, exceto no ensaio de expressdo do gene
transiente (TGEA), no qual o potencial estrogénico de alguns fitoestrégenos
apresenta-se no mesmo nivel, ou maiores, que os encontrados para E2.

Comparados com substancias de origem industrial tais como o bisfenol-A
(BPA) ou o nonilfenol (NP), a maior parte dos fitoestrégenos possui potencial
estrogénico da mesma ordem de magnitude. As concentracdes na faixa de pg L™,
tanto para os fitoestrdgenos quanto para BPA e NP provocam altos niveis de

atividades estrogénicas, dessa forma, a presenca dessas substancias ndao pode ser
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negligenciada, principalmente quando encontradas em altas concentragbes em
amostras ambientais. Por outro lado, poucos fitoestrogenos possuem atividade
androgénica (Tabela 1).

Para monitorar a atividade estrogénica dos fitoestrogenos em ambientes
aquaticos, que em geral sao de grande complexidade, é muito importante ter a
estimativa das concentracdes existentes nesses ambientes.

Ainda, em relacdo aos efeitos biol6gicos dos fitoestrégenos, cabe salientar
que plantas produtoras de fitoestrogenos também podem causar impacto sobre
outras espécies vegetais e a microbiota do solo. Isoflavonas extraidas de raizes de
soja foram pesquisadas com foco na relacao planta-microrganismo e foi constatado
que essas substancias causam a inibicdo do crescimento de microrganismos
demonstrando assim o carater alelopatico dessas substéancias (PARK et al., 2001),
sendo também relatada a atividade nematicida para estas substancias (AKHTAR;
MAHMOD, 1994).

Tém sido relatado na literatura os efeitos adversos das isoflavonas que
causam impacto por exercerem forte competicdo com outras espécies de plantas,
sendo conhecidas como substancias de alto efeito alelopatico (BAIS et al., 2004;
SINGER et al., 2004) e até mesmo sendo classificadas como toxicas (WITTSTOCK;

GERSCHENZON, 2002).

1.4 Teste de estrogenicidade: RYA - Ensaio com levedura recombinante

O ensaio com levedura recombinante (RYA) é um dos mais adequados para
avaliacdo de alteracdo enddcrina (AE) de uma substancia ou amostra ambiental.
Neste ensaio é usada uma levedura recombinante que contém dois elementos

genéticos, um deles atuando como um sensor e o outro como repérter. O elemento
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sensor consiste de um receptor de vertebrado (receptor de estrogeno humano-ER)
ao qual o AE se liga com média a alta afinidade. O gene repoérter codifica um produto
que pode ser facilmente quantificado (em nosso caso codificando a enzima beta-
galactosidase de E.coli.) e a expressao do qual é feita de modo dependente da
ativacdo do ER pela presenca de estrégenos (GARCIA-REYERO et al., 2001).

Nesse sistema, um estrdgeno ou composto similar a estrégeno presente no
meio de cultura da levedura poderia desencadear a seguinte cascata de eventos: a)
Ligacdo aos receptores de estrogenos (ER) das células leveduriformes, b) o
complexo resultante poderia promover a expressao do gene da betagalactosidase,
c) a enzima correspondente seria fabricada pelos moldes de uma célula
leveduriforme, d) a enzima produzida poderia tornar-se um substrato cromogénico
(GARCIA-REYERO et al., 2001).

O sistema nao fornece a medida direta da concentragdo molar (ou massa)
dos agentes estrogénicos, mas a sua atividade. Para simplificar, os resultados séo
fornecidos em "estradiol equivalente", definido como a quantidade de estradiol
presente na amostra responsavel pela resposta observada. Esses equivalentes séo
calculados a partir da mais baixa diluicdo em que a atividade da betagalactosidase &
similar a do controle negativo. A atividade estrogénica na diluicdo mais baixa é
considerada o limite de detecgéo para o estradiol nessas condi¢des, o que é similar
ao limite de deteccdo do RYA (GARCIA-REYERO et al., 2001).

O gene repérter foi construido de maneira que essa enzima pudesse ser
somente expressada na presenca do complexo estrégeno-ER, regulados de uma
maneira similar a muitos genes femininos em vertebrados (GREEN; CHAMBON,

1991; GARCIA-REYERO et al, 2001). A similaridade de todos os eucariotos
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assegura que o mecanismo funciona da mesma maneira em vertebrados e em
levedura.

O ensaio com leveduras recombinantes emprega células leveduriformes
geneticamente modificadas para reproduzir a via natural do controle genético de dois
estrégenos em vertebrados (COLDHAM et al., 1997; GARCIA-REYERO et al., 2001).
Este ensaio tem a vantagem de ser simples, sensivel e com boa reprodutibilidade
(KORNER et al.,1999; QUIROS et al., 2005; TASHIRO et al., 2004; CESPEDES et

al., 2005).

1.5 Ocorréncia e dispersao ambiental de fitoestrégenos

Como mencionado anteriormente, as isoflavonas ocorrem naturalmente em
plantas como a soja (Glycine Max (L.) Merrill) e trevo vermelho (Trifolium ssp.), tais
plantas contém concentragdes elevadas dessa substancia, na ordem de g/kg.

O trevo vermelho € comumente usado na Europa como pastagem e como
adubo organico nas plantagbes de milho e é conhecido por conter grandes
quantidades de formononetina (FOR) e biochanina A (BIO). (BOLLER, 1996;
SIVESIND; SEGUIN, 2005).

Por outro lado, a soja possui como metabdlitos principais a daidzeina (DAI) e
a genisteina (GEN) (FLETCHER., 2003; MORRISON et al., 2008).

A DAI é facilmente reduzida a equol que, por sua vez, ndo € produzido pela
planta e sim por um processo metabdlico que ocorre no intestino de mamiferos. O
equol também é formado pelo processo de degradacao da DAI por microrganismos
presentes nos solos e agua (LUNDH, 1995; HEINONEN et al., 2004).

A presencga de isoflavonas em aguas residuais e efluentes de estagbes de

tratamento de esgoto (ETE), bem como agua de rio e agua tratada foi investigada
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por varios autores (BESTER et al., 2009; TERNES et al., 2001; PAWLOWSKI et al.,
2004; LAGANA et al., 2004; BALCONI et al., 2005; KANG et al., 2006; FARRE et al.,
2008). Esses estudos reportam a presenca de GEN, DAl e BIO que foram
encontradas em concentragdes da ordem de centenas de ng L', além de indicarem
a remocao de 50 a 100% dessas isoflavonas.

Apesar de existirem diversos trabalhos investigando a presenca de
isoflavonas em ambientes urbanos (ETAs, ETEs, corpos d’agua que sofrem
influéncia de cidades, etc), poucos sdo os estudos enfocando a presenca destas
substancia em ambiente rural.

Burnison et al. (2003) examinaram esterco de porco encontrando
concentragdes de equol na ordem de mg Kg™”'. Em outro estudo, porcos que foram
alimentados com 20% de trevo vermelho (Trifolium ssp.) na ragao, excretaram apds
8 horas, 55% do total de isoflavonas ingeridas na forma de FOR e DAI (LUNDH et
al., 1995).

Em um trabalho desenvolvido na Suica (SCHUBIGER et al., 1998) estimou-se
que o consumo de isoflavonas por vacas varia de 50 - 100 g por dia. Assumindo que
25 g de isoflavonas estdo presentes em cerca de 50 — 60 L de estrume excretado
por vaca ao dia. Considerando-se que a aplicacdo destes dejetos como
melhoradores de solo é feita na proporgdo de 50-100 m® ha™' ano™, entdo se pode
inferir que cerca de 20 — 50 kg ha™ ano™ de isoflavonas sdo incorporados a solos
agricolas, naquele pais. Sendo as isoflavonas sollveis em agua (Tabela 2), pode-se
inferir que o risco de que sejam lixiviadas pelas chuvas para corpos hidricos naturais

é bastante alto e ndo deve ser negligenciado.
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Tabela 2: Propriedades fisico-quimicas das principais isoflavonas (HOERGER et al., 2009).
Formononetina Daidzeina Equol Biochanina A Genisteina
(FOR) (DAI) (B1O) (GEN)

Estrutura O O O O O
© oM ° on on oH o o OH 0O o

Massa
molecular 268,3 2542 242,3 284.,3 270,2
(g/mol)
2,55 3,60 2,84
3,11 (estimado)® (estimado)® 3,41 (estimado)®
log Kow (estimado)* 2,51 3,20 (estimado)® 3,04
(experimental (experimental (experimental,
pH 7,4)° pH 7,4)° pH 7,4)°
pKa 7+1° 7+1, 1341° 7+1, 1041° 7+1, 1341° 7,2, 10, 13,2¢
Tempo de
meia-vida
(dias) em 4 36 29 26 32
aguas
naturais®

“Meylan; Howard. 1995.
"Rothwell et al., 2005.
“Zielonka et al., 2003.

4 Erbs et al., 2007.

Os valores do coeficiente de particdo octanol/agua log Kow aumentam com o
aumento da lipofilicidade que é inversamente proporcional a solubilidade em agua.
Altos valores de log Kow sao caracteristicos de grandes moléculas e de moléculas
hidrofébicas que tendem a associar-se com a matéria organica sélida possuindo
assim menor potencial de lixiviacdo, enquanto moléculas menores, hidrofilicas,
possuem baixos valores de log Kow. Este coeficiente também é considerado um
excelente parametro para inferir o fator de bioconcentracdo de uma determinada
substancia quimica, que representa neste caso uma indicacdo mais precisa da
extensdo da adsorcao das substancias por microrganismos, sendo que substancias

com altos valores de log Kow possuem alto potencial de bioacumulacdo em
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organismos devido ao maior potencial de permeabilidade na bicamada lipoprotéica
dos organismos (BELL; TSEZOS,1987).

Quanto ao significado para o ambiente dos valores de log Kow, pode-se
agrupa-los em faixas. Valores de log Kow > 4 sao representativos de substancias
lipofilicas (apolares), nessa faixa as substancias demonstram tendéncia de adsorgao
em particulas (solo ou material particulado em suspensdo na coluna d’agua) e
bioacumulacao. O intervalo de 1,5 < log Kow < 4 inclui substancias moderadamente
hidrofilicas que tendem a sofrer processos de lixiviagdo. A Ultima faixa abrange os
valores de log Kow < 1,5 que representa as substancias de carater hidrofilico
(polares) e que possuem alto potencial de lixiviagdo. Outro fator que influencia a
dispersdo de contaminantes é o pH do meio. Agua e solo possuem pH entre 5 e 8,
substancias com pKa >10 tendem a ficar retidas no solo ou em particulas da coluna
d’agua, enquanto que substancias que apresentam pKa entre 3 e 9 tendem a sofrer
maior efeito de lixiviagdo contaminando com maior frequéncia os corpos d’ agua,
pois tornam-se mais soluveis em agua, por estarem desprotonadas, o que contribui
para uma maior solubilidade destas em agua (ROGERS, 1996; BURGESS et
al.,1999).

De acordo com os dados de meia-vida apresentados na Tabela 2 (p. 48) nota-
se que o tempo de meia-vida das isoflavonas no ambiente aquatico situa-se entre 26
e 41 dias, porém de acordo com Minderman (1960) a persisténcia de substancias
fendlicas no solo é alta e possui valor de meia-vida de aproximadamente sete anos.
Desta maneira, as isoflavonas presentes no solo podem significar uma fonte de
aporte constante destas substancias para os recursos hidricos.

A contribuicao das plantacées para o aporte de substancias, tais como as

isoflavonas da soja, sdo muito pouco estudadas. Alguns dados iniciais foram
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publicados por Erbs et al. (2007) que relataram concentragdes de isoflavonas entre 4
e 157 ng L' em 4guas de drenagem de campos de pastagem de trevo vermelho
(Trifolium pratense), uma leguminosa forrageira de inverno, origindria da Europa e
Asia. Na Suica os bovinos sdo alimentados basicamente com este tipo de forragem
e seu estrume é colocado diretamente nas pastagens com a finalidade de fechar o
ciclo dos nutrientes necessarios para a manutencao da fertilidade do solo.
Concomitantemente, as areas de pastagens e a producdo de gado em uma
determinada bacia hidrografica sdo duas coisas que estdo fortemente
correlacionadas. Portanto, os autores concluem que é dificil distinguir se a fonte de
emissao de isoflavonas é proveniente da planta, ou seja, ap6s 0 seu corte inicia-se
um processo de decomposicao do material vegetal ou, se essa emissao esta ligada
diretamente a aplicacao de estrume nas pastagens ou ainda, se ha a contribuicdo de
ambas as fontes.

Na literatura existem diversos trabalhos nos quais sdo apresentados dados
para a ocorréncia de fitoestrégenos, principalmente daidzeina e genisteina, em
agua, efluentes de ETE e solo, muitas vezes associando esta ocorréncia a excreta
humana ou animal.

A presencga de isoflavonas em mananciais hidricos também pode ser atribuida
a liberagcédo, por lixiviagdo pela chuva ou irrigacdo, a partir de material vegetal
degradado (LAGANA et al., 2004). Estes compostos também tém sido detectados na
enxurrada de areas agricolas tratadas com residuos vegetais utilizados como adubo
organico (BURNISON et al., 2003).

Os fitoesterdis estrogenicamente ativos (inclui-se aqui também os
fitoestrdgenos), tais como o B-sitosterol e a genisteina, sdo encontrados em plantas

em niveis significativos e, por consequéncia, no processo de degradacdo desses
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vegetais pode ocorrer a contaminagcdo dos solos agricolas com niveis de
concentragdo preocupantes. Essas moléculas também estdo presentes no
tratamento de efluentes de industrias de celulose (PAWLOWSKI et al., 2003;
PAWLOWSKI et al., 2004; PUGLISI et al., 2003).

O cerne de muitas espécies de arvores é rico em fitoesterois, que foram
encontrados em efluentes de fabricas de pasta de celulose em concentracdes
elevadas (COOK et al., 1996; MAHMOOD-KHAN; HALL, 2003), tais concentracdes
foram capazes de causar disfuncédo reprodutiva e o aparecimento de anormalidades
em peixes (DENTON et al., 1985; HOWELL; DENTON, 1989; MacLATCHY; VAN
DER KRAAK, 1995). As isoflavonas genisteina e daidzeina também foram
detectadas em efluentes de fabricas de papel (KIPARISSIS et al., 2001). Portanto, a
contaminacdo dos ambientes aquaticos por fitoestrégenos constitui um problema
potencialmente grave que deve ser investigado.

Na Tabela 3 estdo sumarizados alguns dados sobre a ocorréncia de

fitoestrogenos em matrizes ambientais.
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Tabela 3: Fontes de contaminagéo por fitoestrdgenos e respectivas concentragbes

Matriz Substéncia Concentracao Referéncia
genisteina  Média= 12,6+4,39ng L’  Spengler et al., 2001
Faixa=2,7-38,1ngL’ Lintelmann et al., 2003
daidzeina Média <10 ng L™
Efluente de ETE
Média=75%15 ng L7 Pawlowski et al., 2003
S-sitosterol
[sitosterol Mediana= 519 ng L Stumpf et al., 1996
[S-sitosterol  Média= 1,051 +0,28 ugL”  Spengler et al., 2000
Solos agricolas F-sitosterol Faixa= 0,9 - 30 mg kg™ Puglisi et al., 2003
Estrume usado na equol 6,9ugg” -16,6 mg kg™ Burnison et al.,2003
adubacéo do solo
genisteina 13,1 ygL", 10,5 g L Kiparissis et al., 2001
Efluente de industria sitosterol Faixa= 69-528 ugL"  Mahmood-Khan, 2003
de celulose F
mistura de Faixa= 17 - 535 ug L™ Cook et al., 1996
fitoesterois
Afluente de ETE daidzeina Faixa= 75-20ng L™
Efluente de ETE Faixa=7 - 16 ng L
Afluente de ETE genisteina Faixa= 195- 384 ng L™ Lagana et al., 2004
Efluente de ETE Faixa=15-83 ng L
Agua superficial genisteina Faixa=4-7ngL"
Agua superficial daidzeina Faixa= 43 - 143 ug L Kawanishi et al., 2004
Agua superficial genisteina Faixa=3-5ngL" Balconi et al., 2005
daidzeina Faixa=2 -4 ng L™
Agua superficial genisteina Faixa=4 -157 ng L™ Erbs et al., 2007
] daidzeina Média= 276 ng L'
Agua superficial genisteina Média= 366 ng L Kuster et al., 2009
Agua superficial daidzeina Média= 500 ng L
genisteina Média= 320 ng L Ribeiro et al., 2009
biochanina-A Média= 170 ng L

ETE: estacédo de tratamento de esgoto.

1.6 Producao de soja no Brasil (compilado de EMBRAPA SOJA, 2003; 2004).

A soja que é hoje cultivada mundo afora, € muito diferente das ancestrais que

lhe deram origem: espécies de plantas rasteiras que se desenvolviam na costa da

Asia, principalmente ao longo do Rio Amarelo, na China.
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Apesar de conhecida e explorada no Oriente h4 mais de cinco mil anos, o
ocidente ignorou o seu cultivo até meados de 1920, quando os Estados Unidos
(EUA) iniciaram a sua exploracao comercial.

O primeiro registro do cultivo de soja no Brasil data de 1914 no municipio de
Santa Rosa, RS. Mas foi somente nos anos de 1940 que ela adquiriu alguma
importancia econbémica, merecendo o primeiro registro estatistico nacional, no
anuario agricola do RS: area cultivada de 640 ha, producdo de 450 Mkg e
rendimento de 700 kg/ha. Ja em 1949, com produgdo de 25000 Mkg, o Brasil
figurou, pela primeira vez, como produtor de soja nas estatisticas internacionais.

Mas foi a partir de 1960, impulsionada pela politica de subsidio ao trigo,
visando a auto-suficiéncia que a soja se estabeleceu como cultura economicamente
importante para o Brasil. Nessa década a sua producao multiplicou-se por cinco
(passou de 206 mil Mkg, em 1960, para 1,056 milhdo de Mkg, em 1969) e 98 %
desse volume era produzido nos trés estados da Regido Sul, onde prevaleceu o
cultivo associado: trigo no inverno e soja no verao.

Apesar do significativo crescimento da produgédo durante os anos de 1960, foi
na década seguinte que a soja consolidou-se como a principal cultura do
agronegocio brasileiro, passando de 1,5 milhdes de Mkg (1970) para mais de 15
milhées de Mkg (1979). Mais de 80% do volume produzido na época se concentrava
nos trés estados da Regido Sul do Brasil. Em 1970, menos de 2% da producao
nacional de soja era colhida no centro oeste.

Nas décadas de 1980 e 1990 houve, na regiao central do Brasil, o explosivo
crescimento da producdo semelhante ao ocorrido nas duas décadas anteriores na

Regiao Sul. Em 1980, o percentual colhido na regido centro-oeste saltou para 20%,
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e em 1990 j& era superior a 40%, em 2003 estava proxima dos 60% da produgao
nacional (Figura 5).

Com uma producéo de mais de 58,1 milhdes de Mkg e exportando mais de 30
milhdes de Mkg em 2009, o Brasil tornou-se um dos maiores exportadores de soja
do mundo, atras apenas dos Estados Unidos. A producao de soja movimenta cerca

de 6% do PIB e emprega 5,5 milhées de pessoas em todo o pais.

Figura 5: Evolugdo da produgdo de soja nos principais estados produtores, no Brasil
(EMBRAPA SOJA, 2003).

Entretanto, atras de todo esse sucesso econOmico, existem problemas
ambientais que se estendem desde o Sul até a Regido Amazénica.

Um exemplo é a poluicdo das aguas na regiao da Bacia hidrografica do
Paraguai resultante do uso inadequado do solo nas areas de cultivo de soja. Nas
areas onde a agricultura foi implantada, os solos geralmente sdo mais resistentes a

erosdao. Porém, esses solos argilosos contribuem com uma carga expressiva de
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sedimentos finos, os quais influenciam na turbidez da agua e no transporte de
produtos quimicos, incluindo agrotéxicos (BRASIL. AGENCIA..., 2004).

A implantacdo da monocultura de soja propiciou o uso de insumos agricolas,
como fertilizantes e biocidas. Neste tipo de cultura pode-se chegar a utilizar mais de
vinte biocidas diferentes, em uma mesma safra. (BRASIL. AGENCIA..., 2003).

A complexidade dos ecossistemas, o fato de que essa cultura se estende por
grandes regides do pais (Figura 6), incluindo o cerrado, além do ritmo acelerado da
expansao da cultura da soja, foram fatores que contribuiram para que os impactos
dessa cultura no meio ambiente nao tivessem sido estudados de forma completa até

0 momento.

FIGURA 6: Abrangéncia da cultura de soja no Brasil (EMBRAPA SOJA, 2003).

1.6.1 A palha da soja e o plantio direto
O Sistema de Plantio Direto pressupde a cobertura permanente do solo que,

preferencialmente, deve ser de culturas comerciais ou, quando nao for possivel,
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culturas de cobertura do solo. Tal cobertura resulta do cultivo de espécies que
dispbe de certos atributos, como: produzir grande quantidade de massa seca,
possuir elevada taxa de crescimento, ter certa resisténcia a seca e ao frio, ndo
infestar areas e ser de facil manejo, ter sistema radicular vigoroso e profundo, ter
elevada capacidade de reciclar nutrientes, ser de facil producdo de sementes
(EMBRAPA, 2004).

A producdo da palha pela soja, aliada a rapida decomposicdo dos seus
residuos, tornou viavel a utilizagdo desta no sistema de plantio direto (SPD),
especialmente quando essa leguminosa € cultivada como monocultura. Conforme
citado por CARVALHO (1992), a relacédo da palha da soja com o peso do grao varia
de 120 a 150%, mostrando que anualmente ficam nas lavouras no minimo 6.265.964
Mkg de palha de soja s6 no Rio Grande do Sul.

A decomposicdo dos restos vegetais no solo foi acompanhada, em clima
temperado, por Minderman (1960), que propbs as curvas de decomposicao
apresentadas na Figura 7. Estas curvas podem ter desenhos diferentes dependendo
do clima e tipo de solo, mas € importante salientar a relativa persisténcia dos
compostos fendlicos, que tem a curva com menor inclinagdo dentre as classes de
compostos estudados por estes autores. Desta maneira, os fitoestrégenos, que séo
compostos fendlicos, devem ter uma degradacéo lenta no solo e por isso e pela sua

solubilidade em agua, sua lixiviagao para corpos hidricos pode ocorrer.
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Figura 7: Curvas de decomposi¢cao no solo dos principais constituintes organicos vegetais.
Adaptado de MINDERMAN (1960).

1.7 A microbacia do Rio Dourados (MS)

O Estado de Mato Grosso do Sul estd configurado em duas bacias
hidrograficas de grande porte, uma a oeste, a do Rio Paraguai e a outra a leste, do
Rio Parana (Figura 8). A microbacia do Rio Dourados faz parte da rede hidrografica
do Rio Parana e situa-se em uma regidao de intensa exploracdo agropecuaria,
favorecida pelas condi¢cdes edaficas e de relevo. Ali se concentra uma parcela
significativa da populagcdo de Mato Grosso do Sul, quer pelas cidades inseridas na
bacia, quer pela predominancia dos estabelecimentos rurais. Trata-se, portanto, de
uma regido que vem exercendo forte pressdo sobre os ecossistemas, em particular
sobre os fatores e processos que interferem na qualidade das aguas. Os riscos de
degradacao hidrica sdo diversificados, entre os quais se destacam: a ampla

destruicdo da outrora exuberante cobertura vegetal, em especial, das matas ciliares;
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a utilizacdo generalizada de agrotoxicos nas lavouras e pastagens e a pequena

quantidade de propriedades rurais com praticas de conservagdo de solo (MATO

GROSSO DO SUL, 2000).

[ dres 1 - Amazdnica (1)
Paraguai (5.1
Costeiras do Norte (B
Horeeste Ocidental (7)
Tocsntins (2)
Parnafba (3)

[Térea 2 - SdoFrancisco (4

Costeiras do Nordeste Orizntal (8)
W irea3- Parang (5.2)

Costeiras do Sudeste (9)
I irea 4 - Uruguai 5.3)

Costeiras do Sul i10)

(a) (b)

Figura 8: a) Principais Bacias Hidrograficas Brasileiras; b) Detalhamento da Bacia do Rio
Parana.

A microbacia do Rio Dourados possui uma area de 9.205,41 km? e faz parte
da sub-bacia do Rio Ivinhema o qual € integrante da bacia do Rio Parana. Esta bacia
situa-se na regidao sul do Estado de Mato Grosso do Sul, entre as coordenadas
geograficas 21°56'36” e 22°38'06” de Latitude Sul e 53°59'57” e 55°57°26” de
Longitudes Oeste, ocupando uma faixa no sentido oeste-leste desde as imediacoes
da serra de Maracaju até a foz do Rio Dourados no Rio Brilhante. O Rio Dourados
nasce nas imediagdes da serra de Maracaju a uma altitude de aproximadamente 700
metros e percorre uma extensao de 374 quildmetros até a sua foz (Figura 9) (MATO

GROSSO DO SUL, 2000).
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Figura 9: Microbacia do Rio Dourados.

O Rio Dourados é de suma importancia para o municipio de Dourados (MS),
pois suas aguas superficiais abastecem 75% da populagdo urbana do municipio. Os
principais usos da agua do Rio Dourados sao para abastecimento publico, irrigacao,
dessedentacdo de animais e industrial (AYRES, 2000).

O trabalho publicado por Pereira et al. (2007) € um dos mais completos a
respeito da Microbacia do Rio Dourados e descreve a andlise de mapas de
precipitacdo média anual na bacia em estudo (Figura 10), os pesquisadores
descreveram neste artigo que a precipitagcao na regiao de cabeceira chega a atingir
valores superiores a 1.700 mm, decrescendo em direcdo a foz, onde se verificam

precipitacdes médias anuais inferiores a 1.300 mm. Segundo os autores da pesquisa
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essa reducdo equivale & variacdo da ordem de 28,6% para uma area de 8.887 km?,

evidenciando grande variacdo da precipitacdo na bacia.

Figura 10: Distribuicdo espacial da precipitagdo média anual na Bacia do Rio Dourados,
considerando o periodo de 1973 a 2002 (PEREIRA et al., 2007).

A Figura 11 representa a distribuicdo da precipitagdo média mensal que foi
obtida. Os autores verificaram que o regime de precipitagdo apresenta oscilacdo
unimodal, sendo de outubro a margo os meses mais chuvosos, superiores a 150
mm, correspondendo a 66% do total anual precipitado na bacia. As precipitagdes
médias mensais variaram desde valores inferiores a 36 mm e superior a 186 mm,
sendo a precipitagdo média anual na area de drenagem da bacia de 1.485 mm

(PEREIRA et al., 2007).
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Figura 11: Precipitagdo média mensal na area de drenagem da Bacia do Rio Dourados,

considerando o periodo de 1973 a 2002 (PEREIRA et al., 2007).

Dando continuidade a descricdo dos dados apresentados no trabalho de
acordo com a Figura 12, que apresenta a vazdo meédia mensal para a Bacia do Rio
Dourados, € possivel também observar a defasagem temporal entre a precipitacéo e
a vazao escoada no rio. De acordo com os autores verifica-se que, enquanto a
precipitacao comecga a aumentar em agosto, o aumento nas vazées médias mensais
somente comega a ser percebido a partir de setembro. Assim, as precipitacdes
ocorridas nesse periodo sdo, em sua maioria, convertidas em aumento da umidade
do solo e em evapotranspiracdo real, a qual, durante o periodo mais seco,
permanece com valores abaixo da evapotranspiracdo de referéncia em virtude da

restricdo decorrente da baixa umidade do solo (PEREIRA et al., 2007).
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Figura 12: Vazao média mensal na area de drenagem da Bacia do Rio Dourados,
considerando o periodo de 1973 a 2002. (PEREIRA et al., 2007).

A vazao média mensal, para a Bacia do Rio Dourados, segundo Pereira et al.
(2007) variou de 93,5 m® s (agosto) a 146,5 m* s™" (fevereiro), sendo a vazao média
anual de 123,4 m® s™'. A vazao especifica média de longa duracao foi de 13,9 L s™
km?. Em novembro, dezembro e janeiro, meses com as maiores precipitacdes
pluviométricas, as vazdes sado superiores as encontradas em fevereiro, més no qual,
devido a elevada umidade do solo e a grande recarga do lencol freatico advindos
das precipitagdes anteriores, h4 maior contribuicdo do escoamento subterraneo e,

principalmente, maior propensdo para a ocorréncia do escoamento superficial

(PEREIRA et al., 2007).
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2 Objetivos

Considerando que o Brasil € um dos maiores produtores de soja do mundo;
que as plantacdes de soja estdo predominantemente concentradas em areas de rica
rede hidrolégica; que as isoflavonas apresentam atividade estrogénica e que por
suas caracteristicas fisicas e quimicas sdo soluveis em agua. Este trabalho teve

como objetivo geral contribuir para a investigacao da ocorréncia de isoflavonas de

soja em aguas naturais de regides proximas as plantacées desta cultura e inferir os

possiveis impactos ambientais desta ocorréncia. Como objetivos especificos
detacam-se:
= Realizar o estudo qualitativo do perfil quimico da palha de soja para saber
se as isoflavonas estdo presentes na palha. Realizar também analises
quantitativas da palha para saber se as concentragcdes de isoflavonas
encontradas sao relevantes.
=> Otimizar e validar método para analise de isoflavonas de soja em agua de
rio e sub-superficial.
=> Aplicar o método validado na avaliagdo da ocorréncia destas moléculas no
Rio Dourados (MS) em trechos sob a influéncia das plantagbes de soja e a
jusante e montante destes, investigando também a influéncia da
sazonalidade.
=>» Aplicar o método validado na avaliacdo da ocorréncia destas moléculas
em agua sub-superficial na regido de Dourados (MS) em locais sob a
influéncia direta das plantagdes de soja, avaliando também o efeito da
sazonalidade.
=> Avaliar a estrogenicidade das amostras coletadas, utilizando testes in vitro

com levedura geneticamente modificada (Recombinant Yeast Assay).
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3 Parte Experimental

Para maior clareza na leitura desta tese, o quadro a seguir sumariza as

questdes postuladas neste trabalho, os estudos efetuados e em que item estao

detalhados.

Quadro 1: Estratégia experimental

ftem | Questdo

3.1. As isoflavonas estdo presentes na palha da soja
gue é deixada sobre o solo apds a colheita?
Estas isoflavonas persistem apds a
decomposicdo da palha? Sao soluveis em agua,
a partir da palha?

3.2. As concentragdes encontradas na palha e no
“lixiviado” sdo relevantes?

3.3. As isoflavonas de soja estdo presentes no Rio
Dourados e em agua sub-superficial da regido?
Ha influéncia da sazonalidade nesta ocorréncia?

3.4.

3.5. As amostras ambientais apresentam

estrogenicidade?

Estudo

Andlise qualitativa do
extrato aquoso da palha

da soja

Andlise quantitativa do
extrato aquoso da palha

da soja

Otimizacdo e validagdo
de método para analise
das isoflavonas em agua

de rio e sub-superficial

Coleta e anadlise de
amostras da regido de
Dourados em 4
periodos de acordo com
a dinamica de plantio da

soja.

Teste de
estrogenicidade
aplicado as amostras

ambientais

Técnica / local

LC-MS/MS -
IDAEA/CSIC, Barcelona

LC-MS/MS -
Laboratdrio (“show
room”) da empresa

Varian, Sdo Paulo
HPLC-DAD - Lab. Prof.
Dr. Alberto Cavalheiro

DQO-IQ/UNESP

HPLC-UV Varian 920 —
Lab. GRESCO

RYA — Laboratdrio da
Profa. Dra. Eliana

Varanda (FCF/UNESP)



Tese de doutorado — Guilherme Julido Zocolo 65

3.1 Analise qualitativa do extrato aquoso da palha da soja

A palha da soja proveniente do sistema de plantio direto (Figura 13a) utilizada
foi obtida na regido de Dourados (MS), proveniente da colheita de 2007. A palha
estava depositada em uma pilha a céu aberto (Figura 13b) ha cerca de 4 meses
quando a amostra a ser analisada foi obtida. O material foi seco em estufa com
aeracao forcada, a 40 °C por 3 dias. Depois de seco foi moido e conservado em

frasco de vidro tampado, a -20 °C até a extragao.

a

Figura 13: Sistema de plantio direto (a) e palha de soja em processo de decomposicao (b).

3.1.1 Preparo do extrato

O material vegetal (100,00 g) foi extraido com 500 mL de agua a 80 °C por 20
minutos. O sobrenadante obtido foi filtrado em papel de filtro e o extrato aquoso
obtido da palha da soja foi lifiolizado, obtendo-se 10,5 mg de extrato seco que foi
pesado e solubilizado em 50,0 mL de acetonitrila/agua (1:3, v/v), grau HPLC. Desse
extrato foi retirado 1,0 mL sendo transferido para baldo de 50,0 mL e completou-se o
volume do baldo com acetonitrila/agua (1:3, v/v), obtendo-se uma solugao contendo

4,2 ug mL™ do extrato para analise por LC-MS/MS.
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3.1.2 Condicoes cromatograficas para o sistema LC-MS/MS

Estas analises foram efetuadas em um dos laboratérios do Departamento de
Quimica Ambiental do Instituto de Diagndstico Ambiental y Estudios del Agua
(IDAEA/CSIC), em Barcelona, pela Profa. Dra. Lourdes Campaner, do Departamento
de Quimica Orgéanica do IQ/UNESP.

Utilizou-se Cromatégrafo Liquido da Waters (Milford, MA, USA) 2695
equipado com uma coluna de fase reversa Xbridge Cig 2,1 x 100 mm, 3,5 pm
(Waters , Ireland) e pré-coluna, a temperatura do forno foi de 20 °C. Volume
injetado: 20 pL, vazdo: 0,7 mL min'. Foram utilizadas como fase mével
acetonitrila:agua, condicdes do gradiente (Tabela 4).

Tabela 4: Gradiente utilizado nas andlises do extrato aquoso da palha da soja e dos
padrdes de isoflavonas.

Tempo (min) ACN (%) H,0 (%)
0,00 5 95
0,10 5 95
5,00 27 73
15,0 100
20,0 100 0
25,0 5 95
30,0 5 95

A deteccao foi realizada por um espectrdbmetro de massas, Micromass Quattro
LC 4.0 (Manchester, UK) do tipo triplo quadrupolo, acoplado ao LC-Waters por uma
interface electrospray Z-pray, operando em modo negativo. Para obtencdo dos
cromatogramas e espectros de massas utilizou-se Software MassLynx NT (versao
4.0).

Os parametros de operacao instrumental para a aquisicdo dos dados foram:

energia do capilar: 2,60 kV; temperatura da Fonte: 100 °C; temperatura de
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desolvatagao: 348 °C; fluxo de gas no cone: 23 L/h; fluxo de gas de desolvatagéo:
463 L/h; pressao de colisdo na cela (mbar) 2,31 e®; as energias de colisdes 6timas
na escolha das transicbes para os experimentos que empregaram a técnica de

Multiple Reaction Monitoring (MRM) estao listadas na Tabela 9 p. 90.

3.2 Analise quantitativa dos fitoestrégenos na palha de soja

Nesta etapa do trabalho foram otimizadas as condigcbes de andlise, para
daidzeina e genisteina e seus correspondentes glicosilados (daidzina e genistina)
em dois sistemas cromatograficos: um LC-MS/MS (ESI, triplo quadrupolo) Varian
320MS e um HPLC-DAD, Varian ProStar.

A avaliacédo do perfil fitoquimico da palha da soja, foi utilizada para realizar a
triagem dos marcadores de contaminagdo ambiental com potencial fitoestrogénico
que foram monitorados posteriormente na agua da Microbacia do Rio Dourados. Dos
quatro fitoestrégenos escolhidos para dar inicio a triagem (Figura 14) dois pertencem
a classe das agliconas e dois a classe dos glicosideos. A escolha dos padrdes se
deve principalmente a presenca destes na planta de soja (LUl et al, 2003), a
atividade bioldgica ja descrita e também por serem 0os mais provaveis contaminantes
das aguas da microbacia em estudo, devido a solubilidade que apresentam em

agua.
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Figura 14: Isoflavonas estudadas. Genisteina e daidzeina (agliconas) e os outros dois
glicosideos, genistina e daidzina.

3.2.1 Preparo das solucoes padrao

Os padroes com alto grau de pureza (>98%) foram obtidos da Sigma Aldrich
(USA). As solucbes estoque individuais dos fitoestrégenos foram preparadas pela
dissolucao de cada substancia em metanol. Mediu-se 0,0010 g de cada substancia e
solubilizou-se, individualmente em 10,0 mL de solucdo obtendo-se uma solucao
estoque com concentracdo final de 100 ug mL"'. As misturas padrdo foram
preparadas por diluicbes adequadas para analise em LC-MS/MS TQ e HPLC-
UV/DAD em concentragdes de (1, 5; 10; 25; 100 e 200 ng mL™") e (0,1; 0,25; 0,5; 1;

2,5;5; 10 e 20 pg mL™") respectivamente.

3.2.2 Condicoes cromatograficas
Como as analises foram realizadas em sistemas cromatograficos distintos,
com colunas de dimensdes distintas, foram estabelecidas duas condigcdes de

gradiente de separacdo desses fitoestrogenos, utilizando-se ACN/H.O como fase
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mével, conforme apresentado na Tabela 5, juntamente com os demais parametros
de cada um dos equipamentos.

Tabela 5: Condices cromatograficas otimizadas

HPLC - UV/DAD LC-ESI-MS/MS
Varian Pro Star Varian 320MS TQ
Coluna C18 (Phenomenex, 4,6 mm x C18 (Varian, 3 um 150 x 4.6 mm)
250 mm x 5 um) (Pursuit XRs)
(ﬁ‘g'\#ﬁoesg;/‘ggfs’;ﬁ g‘g[,\/' ACN/H,0 10% a 65% ACN (10 min.), e de
Fase Movel de ACN em 5 min e vazio 65% a 100 % ggOACLNrrirr?‘s min e vazao
1 mL min” H
Volume de
injecao 20 pL (injecao automatica) 10 p L (injecao automatica)
Modo negativo
As transigdes monitoradas foram:
genisteina (m/z 268,6 >132,7)
Detecgio 200 2 400 nm daidzeina (m/z 252,4 >207,6)

genistina (m/z431,2 > 267,7)
daidzina (m/z 415 > 251,6)

3.2.3 Avaliacao do desempenho de cada sistema cromatografico

O estudo para avaliacdo do desempenho dos sistemas cromatograficos foi
realizado utilizando a analise de solugdes-padrdao dos analitos de interesse em uma
série de concentragdes, sendo cada concentragdo analisada em triplicata.

Neste trabalho os limites de deteccao (LD) e quantificacdo (LQ) foram
estabelecidos utilizando o teste de Huber. O diferencial desse método consiste na
eliminagdo de valores discrepantes (outliers). Para rejeitar dados anémalos com
base no intervalo de linearidade, para a realizacdo do teste de Huber, é necessario:
estabelecer um valor central (mediana), estabelecer intervalos de confianca com
valores superiores e inferiores a mediana que definam quais os dados sao aceitaveis
— isto é, os que pertencem a esse intervalo de confianga. Por definicdo o primeiro

valor que se situar fora do intervalo de confianga € considerado o limite de detecgéao
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e o primeiro valor apés este, representa o limite de quantificacdo. Esse teste evita a
subjetividade visual e apresenta como vantagens a aplicagdo de parametros mais

confiaveis para a determinagdo dos LD e LQ (VALENTE, 2006).

3.2.4 Preparo do extrato

A palha de soja foi obtida na regido de Dourados (MS), tratando-se do mesmo
material que fora utilizado na analise qualitativa, porém a diferenca esta no método
de extragao, pois nesta fase a informacdo mais importante para o estudo era saber
qual é a concentracao real das isoflavonas no material e, para isso o sistema de
extracao ACN/H-0 foi a melhor opcao, pois apresentava melhor seletividade e maior
grau de recuperacgao.

Para obtencdo da amostra analisada foram tomadas sub-amostras em
diversos pontos da pilha de palha de soja, que foram posteriormente misturados e
do qual se retirou uma amostra de cerca de 3 kg. Este material foi seco em estufa a
40 °C por 3 dias. Depois de seco foi moido e conservado em frasco de vidro, a -20
°C, até a extracao.

O meétodo utilizado para extracao baseou-se no procedimento desenvolvido
por Nehme (2001). Este método consiste no preparo do extrato do material vegetal
por extracao solido-liquido (Figura 15). Utilizou-se 200 mg da amostra que foi
extraida com 3,0 mL de hexano por 30 minutos em banho de ultrassom e em
seguida adiciona-se 3,0 mL de solucdo de ACN/H>O (1:1) mantendo-se o sistema
em ultrassom por mais 30 minutos. Na seqiiéncia, o tubo contendo amostra e
extratores foi centrifugado a 4000 rpm por 15 minutos e uma aliquota de 2,0 mL de
solucdo da ACN/H.0 (1:1) (fase inferior) foi retirada, filtrada e analisada por LC-ESI-

MS/MS.
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200 mg de palha seca

LC-ESI(-)-MS/MS
Solv. A (3 mL) )

Solv. B (3 mL)

Solv. B Vortex +
US 30’ US 30° Centrifugacao
11— ! 11— 11—

Figura 15: Sistema de extracdo da palha da soja. Solvente A: Hexano, US: Ultrassom,
solvente B: ACN:/H,0 (1:1). Método baseado na proposta de Nehme (2001).

3.3 Otimizacao e validacao de método para analise das isoflavonas em agua de

rio e sub-superficial

Considerando que as concentragbes esperadas para fitoestrdgenos nas
amostras ambientais deveriam ser bastante baixas e que a partir desta etapa do
trabalho estava disponivel no laboratério de pesquisa (GRESCO) um novo sistema
HPLC-UV (Varian LC 920), toda a validacdo do método de analise foi efetuada
utilizando este sistema cromatografico. Para avaliagdo do desempenho deste
método analitico foram preparadas novas solugdes padrao, com concentracdes mais
baixas e contendo apenas genisteina e daidzeina, identificadas como as mais

abundantes no extrato aquoso da palha de soja.

3.3.1 Preparo das solucoes padrao
As solucbes estoque individuais dos fitoestrogenos foram preparadas pela
dissolucdo de cada substancia em MeOH. Mediu-se 0,0010 g de cada substéncia e

solubilizou-se, individualmente em 10,0 mL de solvente obtendo-se uma solucéo
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estoque com concentracdo final de 100 ug mL". As solugbes padrdo de trabalho,
contendo os dois analitos, foram preparadas por diluicbes adequadas das solugdes
estoque, sendo obtidas solucdes nas concentracdes de: 0,01; 0,02; 0,1; 0,25; 0,5; 1;

5;10 e 20 pg mL"

3.3.2 Condicoes cromatograficas para o sistema HPLC-UV Varian LC 920

As condi¢cdes cromatograficas foram adaptadas do sistema (HPLC-DAD,
Varian ProStar) para o (HPLC-UV, Varian LC920), sendo feitas algumas
modificagdes no gradiente devido a troca de solventes, ao menor comprimento da
coluna em uso e objetivando também manté-la limpa para a perfeita realizacao da
analise posterior. A troca do sistema eluente foi efetuada também por questdes de
custo, pois o valor da ACN se encontrava em um patamar elevado. Uma

comparacao entre as condi¢gdes utilizadas esta apresentada na Tabela 6.

Tabela 6: Condigbes cromatograficas para os sistemas HPLC utilizados

HPLC-UV-DAD HPLC-UV

Varian Pro Star Varian LC 920
Coluna C18 (Phenomenex, 4,6 mm x C18 (Phenomenex, 4,6 mm x

250 mm x 5 um). 150 mm x 5 um).

Fase ACN/H,O com 0,1 % de &cido acético MeOH/H,O com 0,1% de acido acético
Movel seguindo programacao 10 a 65% ACN  seguindo a programacdo 35 a 65% de
(10 min.). De 65% a 100% ACN até 15 MeOH até 10 min. De 65% a 100%

min. Vazao 1 mL min™ MeOH até 15 min. Vazdo 1 mL min
Volume
de 20 uL (injecdo automatica) 20 uL (inje¢éo automatica)
injecéo
Deteccéo 200 a 400 nm 249, 260, 280 nm

3.3.3 Estudo de recuperacao — agua superficial enriquecida com os padroes
Para otimizacao e validacdo do método utilizou-se agua de rio coletada na

entrada da Estacdo de Tratamento de Agua (ETA) de Araraquara.
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As amostras foram acondicionadas em frascos de vidro ambar de 4 litros, no
decorrer do transporte nao foi mantida em refrigeracdo devido ao tempo de coleta
até chegar ao laboratério ser muito pequeno, em torno de 10 minutos.

Inicialmente, para escolha da melhor condicdo de pré-concentracao e clean
up, utilizando-se SPE, uma aliquota de 1000 mL da amostra foi fortificada com 350
ML de solugédo padrao de genisteina e daidzeina, nas concentragoes de 0,25; 5,0 e
10 pg mL" sendo preparadas 3 amostras fortificadas para cada concentracdo e
condicao testadas. Também foram avaliados o branco (solvente de eluicdo
ACN:MeOH 50:50) e testemunha (amostra de agua sem adicao de padrdes) . Apos
adicdo do padrao agitou-se a amostra manualmente, para homogeneizacdo. A
amostra fortificada foi deixada em repouso sob refrigeracdo por cerca de 6 horas,
apos este periodo procedeu-se a extracao dos analitos.

Devido a presenca de material particulado (MP) em suspensdo em aguas
naturais, a primeira etapa no preparo, apds a realizacéo da fortificagdo da amostra,
foi a filtrac&o para retirada deste MP, o que foi efetuado utilizando-se um conjunto de
filtracdo com membrana de 0,45 um de poro, ® 47 (Schleicher & Schuell). Apds a
filtracdo, na extracdo em fase solida, foram utilizados dois tipos de sorventes: C18
(Accubond, Baker, 500 mg) e poliestireno-divinilbenzeno-pirrolidona (Strata X,
Phenomenex, 200 mg). Para maior controle na vazao durante a SPE, utilizou-se um
sistema para eluicdo a vacuo (manifold) de 19 pontos (Waters). As triplicatas foram
sempre feitas em paralelo.

As amostras de agua em triplicatas (1000 mL) foram eluidas nos cartuchos de
C18 e Strata X (com e sem adicao de acido acético), previamente condicionados. As
condicOes utilizadas foram baseadas na literatura (ROSTAGNO et al., 2005; KANG

et al., 2006) e estao explicitadas na Tabela 7.
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Tabela 7: Condic6es de condicionamento e extragcdo com a amostra acidificada.

C18 Strata-X
(ACCUBOND C-18, Baker, 500 mg/6mL) (Phenomenex, 200 mg/ 6mL)
Condicionamento 10 mL MeOH 3 mL MeOH
Equilibrio 10 mL agua 3 mL agua
Aplicacdo da amostra 1000 mL* 1000 mL*
Limpeza 10 mL MeOH/H20 (5:95) 3 mL MeOH/H20 (10:90)
Secagem a vacuo 2 min. 2 min.
Eluigao 6 mL ACN/MeOH (50:50) 6 mL ACN/MeCOH (50:50)
e Secagem com N, Pessuseenie o waume nal e

*O desempenho do método de extragao foi avaliado com a amostra sem acidificagdo (pH ~7) e acidificada a pH 3
com &cido acético. As etapas de secagem e ressuspenséo foram aplicadas em seqiiéncia a ambos os cartuchos.

Todo o processo foi acompanhado por amostras testemunha (agua superficial
sem adicdo dos analitos) e brancos (solventes passados pelo cartucho, sem
amostra), sempre em triplicata.

O método otimizado para a genisteina e daidzeina foi posteriormente aplicado
para mais cinco isoflavonas: genistina, daidzina, equol, formononetina e biochanina-
A. As sete isoflavonas foram adicionadas a agua de rio em concentracées de 10,5,
350, 1750, 3500 ng L , permitindo a ampliacdo da faixa de aplicabilidade do
método, tanto em termos de concentragdes quanto ao numero de isoflavonas. Todos
os parametros de validacao foram contemplados de acordo com a Agéncia Naconal
de Vigilancia Sanitaria (2003)

3.3.4 Estudo da estabilidade da amostra

Seguindo o0 mesmo procedimento descrito no estudo de recuperacao, utilizou-
se um volume de 1000 mL de amostra enriquecida pela adicdo de 350 uL de
padrdes nas concentracdes de 0,02, 0,1, 0,5 e 1,0 ug mL", para obtencdo de
amostras em concentracdes similares as reportadas na literatura (ERBS et al.,

2007).
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Esse processo foi acompanhado de uma amostra testemunha, (sem a
fortificac@o) e de um branco (eluicdo de um cartucho Strata X condicionado).

As amostras passadas pelo cartucho Strata X foram devidamente
armazenadas a -20 °C, eluidas e analisadas em diferentes intervalos de tempo (0, 3
e 15 dias) para que pudesse ser avaliada a conservacao das mesmas, num periodo
de tempo semelhante a realidade da coleta de amostras de agua no Rio Dourados.
3.4. Estudo ambiental

3.4.1 Pontos de amostragem

Os dados de vazao do Rio Dourados, pluviosidade da regido apresentados na
parte introdutéria deste trabalho, orientaram a estratégia de amostragem adotada.
Também foram levadas em consideracao as épocas de plantio e colheita da soja,
tempo suficiente para que houvesse a completa degradagdo do material vegetal
(palha da soja). A area de amostragem também foi definida por critérios logisticos
(acessibilidade e permissdo) e pela proximidade das plantagées de soja. Outra
ferramenta muito Gtil foi o software Google Earth™ para localizar os pontos mais
relevantes a serem estudados, como se pode visualizar na Figura 16.

As amostras de agua foram coletadas nos meses de abril, agosto e dezembro
de 2009 e abril de 2010 totalizando 108 amostras divididas em quatro diferentes
sitios de coleta (Figuras 16 a 19), os locais de coleta estdo identificados na Tabela 8.

Tabela 8: Identificacao dos pontos de coleta de amostras de dgua e sua correspondéncia
nas Figuras 16 a 18

Cédigo do ponto amostral Coordenadas geograficas* Figura onde esta representado

Antes da plantacéo S22°23 753 W 54°48’ 210
AAQ - proximo a margem
AAE — afastado da margem

Plantacao S22°23 814 W 54°48’ 221

PAQ — préximo a margem Figuras 16 e 17
PAE — afastado da margem

Depois da plantagéo S22°23 897 W 54°47 564

DAQ — préximo a margem
DAE — afastado da margem

Agua sub-superficial S22°14’ 234 W 54°59’ 224 Figuras 16 e 18
(Fazenda UFGD)

*Determinadas pelo uso de um equipamento GPS, marca Garmim, modelo GPS 12 chanel.
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Figura 16: Visdo geral e ampliada de todos os sitios de amostragem. O ponto A é
correspondente a fazenda da UFGD, ponto de afloramento do lengol freatico, e o ponto B
aos pontos de coleta no Rio Dourados.
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Figura 17: Local da realizacdo das coletas de amostras de agua, nos pontos do Rio
Dourados (ponto B).

Figura 18: Local da realizacdo da coleta de amostras de agua de afloramento do lencol
fredtico na fazenda da UFGD (ponto A).

7
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P b
|l
Ponto antes da planta . t

Ponto plantacao maréem do rio

Figura 19: Fotos dos sitios de coleta de amostras.
3.4.2 Preparo das amostras ambientais

As amostras foram preparadas de acordo com o método otimizado e validado
(Figura 20). No entanto, para agilizar o tratamento das amostras foi desenvolvido,
pelo doutorando, um dispositivo que permite a extragdo por SPE de 20 amostras ao
mesmo tempo (Figura 21). O uso deste dispositivo permitiu a economia de cerca de

cinco dias de trabalho no processamento inicial das amostras.
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Figura 20: Procedimento utilizado na extragdo das amostras de dgua de rio.

Figura 21: Suporte desenvolvido para a utilizagdo completa do Manifold.

79
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3.5 Testes de estrogenicidade - RYA (Recombinant Yeast Assay)

Os testes foram realizados no laboratorio de genética da Profa. Dra. Eliana
Aparecida Varanda da Faculdade de Farmacia da UNESP — Araraquara.

O procedimento consistiu no uso de levedura, da linhagem BY4741,
transformada com os plasmideos pH5HEQO e pVITB2x. A levedura foi descongelada
do estoque a 70 °C e crescida a 30 °C, por 2-3 dias, em meio minimo SD (base
nitrogenada sem aminoacidos 6,0 g L, glicose 20 g L") com auséncia de uracila e
leucina (-Ura-Leu) suplementado dos aminoacidos prototréficos necessarios (0,1 g L
! de histidina e metionina). A seguir, as leveduras foram crescidas em meio rico YPD
(extrato de levedura 5 g L', peptona 10 g L™ e glicose 20 g L™") por mais 1-2 dias.
Entdo, 10 puL dessa cultura foi inoculada em 30 mL de meio minimo, o qual foi
incubado a 30 °C até atingir D.O.goonm = 0,1. As amostras foram dissolvidas em
metanol e colocadas em microplacas de 96 orificios (wells). As concentracdes foram
determinadas em ensaios preliminares, além do controle negativo (solvente da
amostra), positivo (10 nM de 17 B-estradiol/ well) e dos controles de toxicidade. Em
cada well foi adicionado 50 uL da cultura de leveduras descritas anteriormente. Apos
isso, a microplaca foi incubada por 6 horas a 30 °C com agitacdo. Decorrido esse
periodo, 50 uL de tampéo de lise (Y-PER, Pierce, Rockford, USA) foram adicionados
a cada orificio e a microplaca foi novamente incubada na mesma temperatura por
mais 30 minutos. A seguir, foram adicionados 50 pL de tampéao suplementado com
0,1% de mercaptoetanol e 0,5% da solugdo de 4-metilumbeliferona B-D-
galactopiranosideo (MuGal). Apds breve centrifugacdo a 1000 rpm, as microplacas
foram lidas em espectrofotdmetro (355 nm de excitacdo e 460 nm de emisséo). A
fluorescéncia foi medida durante 15-20 minutos (uma medida por minuto) e os

valores da atividade da B-galactosidase foi avaliada pelo aumento das unidades de
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fluorescéncia em relacdo ao tempo, usando o método de regressao linear padrao.
Este ensaio quantifica a atividade estrogénica, a qual é calculada como equivalentes
de estradiol (EEQ), ou seja, a quantidade necessaria de estradiol para produzir uma
resposta semelhante a da amostra avaliada. Os valores de fluorescéncia obtidos
foram ajustados através da equacgao HILL pelo método nao linear como descrito por

Quirds et al. (2005) e Noguerol et al. (2006).

3.6 Avaliacao estatistica dos dados

Devido a existéncia de diferentes fatores que influenciam a dispersao das
isoflavonas no meio ambiente, andlises multivariadas, indicadas para dados nao
paramétricos, analise de fatores utilizando componentes principais com rotacao
varimax normalizada, e agrupamento hierarquico (HCA), foram aplicados nas
amostras estudadas, visando desenvolver um estudo de caracterizacdao das
variaveis indicativas da relacdo entre a dispersdo dos contaminantes, atividade
estrogénica e sazonalidade (levando em conta periodos secos e chuvosos).

Para interpretagdo dos dados, utilizando HCA e PCA com rotagdo varimax
normalizada foram geradas matrizes de dados 108 x 7 (onde as linhas sdo as
amostras, pontos de coleta e periodo do ano e as colunas as variaveis, as
isoflavonas). O estudo em conjunto da influéncia dos fatores climaticos na dispersao
das isoflavonas gerou uma matriz de 108 x 10. Quando se adicionou as varaveis 0s
dados de estrogenicidade (RYA) das mesmas obteve-se uma matriz de 108 x 8.
Como as variaveis utilizadas ndo possuem a mesma escala, foi necessario

escalonar os dados através do método Z-Score, conforme a Equacéo 1:
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onde: Z é o valor padronizado da variavel, X & o valor inicialmente encontrado da
variavel para cada amostra, Xm € o valor médio da variavel e o é o desvio padrdo da
variavel na amostra. Foi utilizada a técnica de analise de cluster que se baseia na
particio de uma populagdo heterogénea em varios grupos homogéneos. No
agrupamento nao ha classes pré-definidas, os elementos sdo agrupados de acordo
com a semelhanca. A medida de similaridade usada foi a distancia Euclidiana
quadratica no caso das comparacdes de concentracbes das isoflavonas e o
percentual de discordancia no caso do estudo da sazonalidade (periodo chuvoso e
seco), em ambos os estudos o0 método hierarquico aglomerativo usado foi o0 método
de ligagao de Ward.

A andlise em componentes principais foi utilizada para obter uma
transformacao mais representativa e compacta das observacées. Os componentes
sao individualmente responsaveis pela variancia dos dados. Geralmente a maior
parte da varidncia pode ser explicada por um numero reduzido de componentes,
sendo possivel o descarte do restante sem perda significativa de informacao. A partir
da PCA puderam ser extraidos os autovalores e os autovetores da matriz de
covariancia do grupo de variaveis originais por rotacao varimax.

Todas as operagdes matematicas e estatisticas foram realizadas com auxilio

dos programas (Statistica 15.0) e Excel 2003 e 2007.
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4 Resultados e discussao:

4.1 Estudo do perfil quimico da palha da soja

Os espectros de massas (injecdo direta) no modo negativo dos padrdes da
daidzeina, daidzina, genisteina, genistina mostraram as moléculas desprotonadas
[M-H], com a razdo massa carga em m/z 253, 415, 269 e 431 Da respectivamente

(Figura 22).

......
genintn

Figura 22: Espectros de Massas em full-Scan para os paddes de: (A) Genistina, (B)
Genisteina, (C) Daidzeina, (D) Daidzina. (Ampliacao, apéndice A, p. 180 e 181)

A partir dos ions precursores de cada um dos padrdes de isoflavonas, foram
realizados estudos de fragmentacdo para se obter o seu padrdo de quebra. Cada
isoflavona apresentou um padrdo de quebra caracteristico e aqueles ions mais
abundantes foram escolhidos e utilizados no monitoramento desses analitos na
matriz estudada com o auxilio da técnica de MRM (Multiple-Reaction-Monitoring).

Para avaliar o potencial de caracterizacdo da técnica, os padrdes foram
injetados em mistura no sistema LC-MS/MS (Figura 23 A). Mesmo estando em

mistura e com tempos de retencao préximos, a técnica de MRM foi capaz de separar
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seletivamente cada um dos padrdes e indicar o tempo de retencdo exato apds
eluigdo da coluna cromatografica.

A partir do cromatograma de ions totais TIC (Figura 23 A) pode-se realizar a
extracao dos ions investigados pela técnica de MRM e estes sdo indicados nos
cromatogramas de ions extraidos para cada transicdo: (B) Daidzina: 415>253, (C)

Daidzeina: 252>208, (D) Genisteina: 269>133 e (E) Genistina: 431>269 (Figura 23).
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Figura 23: (A) cromatograma de ions totais (TIC) e cromatogramas dos ions extraidos do
TIC, adquiridos com a técnica de MRM. Os valores indicados nos picos cromatograficos
ilustram os tempos de retengédo dos padrdes (B-E).

Depois de otimizadas as condi¢cdes cromatograficas e os parametros de
aquisicao das isoflavonas por espectrometria de massas, o extrato aquoso da palha
da soja foi submetido a analise utilizando os mesmos parametros.

A Figura 24 A ilustra o cromatograma de ions totais obtido para o extrato
aquoso da palha da soja, evidenciando a alta complexidade da matriz. A partir da
extracdo dos ions caracteristicos de cada uma das isoflavonas estudadas foi

possivel identifica-las na matriz original. Os cromatogramas dos ions extraidos para
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a (B) Genistina: 431>269, (C) Genisteina: 269>133, (D) Daidzeina: 252>208 podem

ser vistos na Figura 24. A isoflavona daidzina ndo foi detectada na matriz
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Figura 24: (A) Cromatograma (TIC) do extrato aquoso da palha da soja; cromatogramas dos
ions extraidos (MRM) para a: (B) Daidzeina: 252>208; (C) Genisteina: 269>133; e (D)
Genistina 431>269.

Além das isoflavonas identificadas com a técnica MRM (Figura 24), tentou-se
identificar outras substancias presentes no extrato aquoso da palha da soja.

Durante esta abordagem foi realizada a aquisicao do perfil quimico de todos
os ions presentes na matriz, de forma que o extrato aquoso fosse injetado
diretamente na interface ESI com auxilio de um injetor automaético.

O perfil da composicdo quimica do extrato aquoso da palha da soja foi
adquirido em modo negativo com baixa energia de ionizagdo da fonte ESI (1.5 kV),
em modo full-scan (Figura 25 A) e no intervalo de 100 -1000 unidades de m/z. A
partir destas condigcbes obteve-se 0 especiro de massas que representa a real
composicao quimica da matriz investigada, sendo possivel verificar a presenca de
diversos ions que indicam uma variedade significativa de outras substancias (Figura

25 B).
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massas obtido por injecdo direta do extrato aquoso da palha da soja e adquirido em modo
negativo e em full-scan. (Ampliacao, apéndice B, p. 182)

Uma vez obtido o espectro de massas do extrato aquoso da palha da soja e
apos a identificacdo das isoflavonas daidzeina, genisteina, genistina, realizou-se na
sequéncia analises por LC/MS em full-scan (Figura 26) para comprovar a presenca
dos ions visualizados durante a aquisicao do espectro de massas da matriz (Figura
25) e verificar a ordem de eluicdo dessas substancias ao longo da corrida
cromatografica.

Uma vez tracado o perfil do extrato aquoso da palha da soja e dos padrdes
das isoflavonas daidzeina, daidzina, genisteina, genistina, realizou-se a seguir a
analise por LC/MS em Full-Scan (Figura 26) dos principais ions detectados no
espectro da Figura 26 B. Como pode ser observado a Figura 26 B mostra que a
isoflavona que apresenta ion monitorado em m/z 431 n&o esta presente no extrato

aquoso da palha da soja.
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Figura 26: Cromatograma LC/MS dos ions monitorados das substancias desconhecidas
presentes no extrato aquoso da palha da soja: (A) TIC do extrato aquoso da palha da soja;
Scan-ES dos ions monitorados: (B) 431, (C) 227, (D) 241. (E) 253, (F) 255, (G) 269.

A partir dos ions precursores de cada um dos ions monitorados, foram
realizados estudos de fragmentacdo para se obter o seu padrao de clivagem. Como
nao existe na literatura estudo da composicdo quimica do extrato da palha da soja,
optou-se pela escolha daqueles ions mais abundantes para o monitoramento desses
analitos na matriz com o auxilio da técnica de MRM.

Os cromatogramas apresentando os canais dos ions extraidos (MRM) das
substancias desconhecidas, detectados no extrato aquoso da palha da soja, estao
representados na Figura 27 e os espectros de massas obtidos da analise (MRM)

desses ions na Figura 28.
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Figura 27: Cromatograma apresentando os canais dos ions extraidos (MRM) para

substancias desconhecidas presentes no extrato aquoso da palha da soja.

Figura 28: (A) Espectros de Massas Full-Scan dos ions detectados no extrato aquoso

88

as

da

palha da soja: (B) m/z 286; (C) m/z 284; (D) m/z 282; (E) m/z 255; (F) m/z 242 Da.

(Ampliacao, apéndice C, p. 183 e 184)
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As andlises de LC-MS/MS foram feitas em um espectrometro de massas que
empregava fonte de ionizacdo do tipo electrospray (ESI), com base nas
caracteristicas estruturais dos analitos estudados, o modo negativo foi escolhido
para a aquisicao dos dados e para garantir alta sensibilidade e seletividade durante
as analises, escolheu-se trabalhar no modo de aquisicdo MRM (Multiple-Reaction-
Monitoring).

Os estados de transicOoes selecionados para cada composto estdo
sumarizados na Tabela 9, Figuras 23, 24 e 27, referentes as analises de LC—MS/MS
(QgQ), com um ou dois estados de transicdes realizados para cada composto. Para
confirmar a presenca dos padrées no extrato aquoso da palha da soja foi utilizado
como critério a abundancia do pico e o tempo de retencao das isoflavonas padroes.
As transicOes entre os ions precursores e 0s ions produtos mais abundantes foram
escolhidos para cada analito para analise no modo MRM. Resultando na
identificacdo das isoflavonas (daidzeina, genisteina, genistina) e na proposta
estrutural das substancias (luteolina ou kaempferol, liquiritigenina, prunetina,
glicetina e duas outras substancias com MM (242 e 282 Da) que nao foram
atribuidas propostas estruturais (Tabela 9).

A Figura 29 A apresenta as estruturas das isoflavonas utilizadas como
padroes, e 29 B a proposta de estruturas das substancias identificadas no extrato

aquoso da palha da soja.
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Tabela 9: LC-ESI-MS/MS: Transicdes monitoradas e condicdes utilizadas dos ions presentes
nos padrdes de isoflavonas e no extrato aquoso da palha da soja.

Substancia ou proposta de MM _ Transicdo MRM Tempo de Abundancia | Energia do Energia de
estrutura lon precurssor > ion retencao relativa Cone (V) Colisdao
produto (min.) (%)
desconhecida 242 241,72 > 197 10,67 e 31,57 100 30 25v
241,72 > 223,54
daidzeina 254 253 > 208 8,05 100 30 20v
Liquiritigenina 256 255,21 >236,93 32,80 100 30 20v
genisteina 270 269 >133 9,04 100 30
desconhecida 282 281,8 e 242 34,03 e 31,86 100 30 25 v
Prunetina/ 284 283,8 >182,63 ND 100 30 25v
Glicetina 283,8 > 255,8
Luteolina/ 286 285,8 > 240,16 30,46 100 30 20v
Kaempferol
daidzina 416 415,24 > 253,12 7,14 15 30 25v
genistina 432 431 > 269,13 8,26 15 30 25v

ND Né&o detectado.

Daidzeina H

Daidzina H

Genisteina OH

Genistina OH

R2 R3 PM

Gle H 416

Figura 29 A: Estrutura das isoflavonas utilizadas como padrdes para analise do extrato
aquoso da palha da soja por LC-MS/MS.

R Ry

Prunetina OH H CH3 H
Glicetina H CH3 H

Ry PM
284
H 284

MM = 284 Da

Luteolina H

Kaempferol OH

OH

O
H Liquiritigenina

MM = 286 Da

MM = 256 Da

Figura 29 B: Proposta de estrutura das substancias detectadas no extrato aquoso da palha

da soja por LC-MS/MS.

Os cromatogramas obtidos por LC-ESI-MS/MS correspondentes aos padroes

(A-D) 0,2 png mL' e do extrato aquoso da palha da soja a 4,2 pg mL"' sdo

representados nas Figuras 23 e 24 A.
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As isoflavonas apresentaram ions produtos intensos formados durante a
energia de dissociagao de colisdo induzida comuns, correspondentes a perda de [M
—CO-H],[M-COH - H] e para os glicosideos [M — Glc — H] .

Observa-se também que as moléculas glicosiladas apresentam a perda da
glicose, apresentando padrées de fragmentacao idénticos aos das suas agliconas.

Os dados dos estados de transicdo de MRM das isoflavonas daidzeina,
daidzina, genisteina e genistina, substancias utilizadas também como padrdes
(Tabela 9, Figura 29 A) apresentam fragmentos comuns a experimentos realizados
no modo SIM (single ion monitoring) de isoflavonas, podendo assim ser realizado
propostas de fragmentacao.

As isoflavonas apresentaram ions produtos intensos e caracteristicos, os
quais podem ser usados na etapa de identificacdo. Esses ions sdo formados pela
fragmentacdo de um determinado ion precursor, isolado previamente em Q1. Na
sequéncia, o ion precursor € submetido a um bombardeamento com um gas inerte,
geralmente argbnio, em g2. Esse processo € conhecido como dissociagdo por
colisdo induzida (CID) e apdés a formagdo dos ions gerados em g2 eles séo
direcionados a Q3 e detectados.

Os mecanismos de fragmentagao predominates no caso das isoflavonas séo
a retro Diels — Alder e perdas neutras de CO, CO,, COH, C;H.,O, C30, podem
ocorrer (WU et al., 2004) esses mecanismos também se assemelham aos padrdes
de quebra comuns a outros flavonéides (GOBBO et al., 2008).

A genistina foi analisada primeiramente por ESI-MS full-scan (Figura 23).
Apresentou ion da molécula desprotonada [M-H]" a m/z 431. Propostas de
fragmentagdes da genistina e daidzeina (Figuras 30 e 31, tabela 10) foram baseadas

nas propostas de fragmentacdes de flavonoides propostas por Wu et al. (2004).
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Perda da glicose no anel A da isoflavona levou ao fragmento da aglicona
desprontonada [M — Glc — H]" a m/z 269. O ion produto a m/z 241 forneceu a perda
de CO e o ion produto a m/z 212 forneceu a perda de COH. O ion produto a m/z 133
foi monitorado na anélise MRM a partir do ion m/z 269 fornecendo o fragmento
caracteristico da isoflavona com uma hidroxila no anel B. Observaram-se ainda os
fragmentos referentes a clivagem Retro Diels-Aldes em m/z 133 e 154. O espectro
da genisteina (aglicona da genistina) forneceu fragmentos idénticos a partir da
molécula desprotonada [M-H] (Figura 23), Tabela 10. A Figura 30 mostra proposta
de fragmentacéo da genistina MM 432 Da. Para a aglicona da genistina (genisteina)
os fragmentos observados foram os mesmos a partir da perda da glicose (fragmento

m/z 269).
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m/z 212

OH
m/z 133 m/z 133 m/z 108
+
HO OH
LI,
OH O
m/z 154

Figura 30: Fragmentos propostos para a genistina MM 432 Da. Propostas de
fragmentagbes baseadas em Wu et al. (2004).

Para a daidzeina foram observados também a partir do ion da molécula
desprotonada [M — H] a m/z 253 perdas consecutivas de CO (28 Da) levando aos
ions produtos a m/z225 e m/z 197 e os ions fragmentos caracteristicos do anel B da
isoflavona. N&o foi detectado no extrato aquoso da palha da soja o glicosideo da
daidzeina (a daidzina). A Figura 31 e a Tabela 10 apresentam proposta de
fragmentacdo da daidzeina MM 254 Da. O glicosideo da daidzeina (daidzina, m/z

415) nao foi detectado no extrato aquoso da palha da soja.
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m/z 253 /2225 m/z 197

l RDA
EN HO B
N
0
m/z 133 m/z 92

Figura 31: Fragmentos propostos para a daidzeina MM 254 Da. Propostas de
fragmentagbes baseadas em Wu et al. (2004).

Tabela 10: ESI/MS/MS dos ions produtos da genistina e daidzeina

Genistina Daidzeina
431 [M - H] 253 [M - H]
269 [M —162 — H] 225[M - CO —HJ
241 [M-162 - CO - H] 212[M-162-2 CO - HJ
212[M-162-2 CO - HJ 197 [M—-CO — COH —HJ
155[M-162—- 4 CO-HJ 133[M—-92 — HJ

133 [M-Gilc — 136 — H|

O cromatograma apresentando os canais com 0s outros ions extraidos (MRM)
para as substancias desconhecidas presentes no extrato aquoso da palha da soja é
apresentado na Figura 27. Foram selecionados os ions significativos (B) 286; (C)
284 ; (D) 282; (E) 255; (F) 242 Da, para serem analisados por massas full-scan
(Figura 28).

Algumas estruturas de flavonéides comuns a soja sdo propostas para estes
ions como kaempferol ou luteolina que apresentam MM 286 Da, a liquiritigenina que
apresenta MM 256 Da e a prunetina e/ou glicetina que apresenta MM 284 Da

(Tabela 9).
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4.2. Analise quantitativa dos fitoestrégenos da palha de soja
4.2.1 Otimizacao dos parametros para analise por LC/MS-MS

Os parametros de voltagens do capilar, da agulha e shield, juntamente com

as posicdes da agulha nos eixos (“x”, “y” e “z”) além dos valores de Q, (Quadrupolo
0), Qi (Quadrupolo 1) e L4 (Lente 4) do equipamento foram determinados
experimentalmente por meio da injegéo dos padroes por infusédo direta, aplicando-se
primeiramente os padrdes separadamente, sendo que para cada uma das
isoflavonas foram otimizadas a melhor resposta conforme resultados apresentados
na Tabela 11. O processo de otimizacdo da pressédo do gas de nebulizacado esta
descrito nas Figuras de 32 a 35 sendo que a genisteina, genistina e daidzeina

apresentaram maior sensibilidade em 40 psi, enquanto a daidzina obteve uma

melhor resposta em 45 psi.

Tabela 11: Parametros de otimizacao de resposta no LC-MS/MS

Voltagem Voltagem Voltagemdo  Posigéo Posicdo  Profunidade Q Q L,
docapilar daagulha Shield verticalda  horzontal ~ do capilar
aguha  daagulha

GENISTEINA 60,00V -3950V 425V 4mm 5mm 1mm 1,940V offset0,73 V 1,00V
Guide5,00 V

DAIDZEINA -58,78V  -3950V -425V 4mm 5mm 1mm 4,000V offset0,73 V 1,00V
Guide:5,00 V

GENISTINA -7000V ~ -3800V 425V 4mm 4mm 2mm 1,940V offset.0,54 V 1,00V
Guide:2,50 V

DAIDZINA -60,00 -3800V 425V 4mm 4mm 2mm 3900V  offse: 056 V 1,00V

Guice: 5,90 V
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Figura 32: Otimizacao da sensibilidade pelo Figura 33: Otimizacao da sensibilidade pelo
ajuste da pressao do gas de nebulizacao da ajuste da pressao do gas de nebulizacdo da
genisteina m/z-268,6 Da genistina m/z—431,2 Da
"""" mw"éﬁ-_ ] e ol gopsi | B5s} -
el Daidzina : | S5pat )
s Tt ]
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Figura 34 : Otimizacao da sensibilidade pelo Figura 35: Otimizacao da sensibilidade pelo
ajuste da pressao do gas de nebulizagédo da ajuste da pressao do gas de nebulizagéo da
daidzina m/z—415 Da daidzeina m/z— 252,4 Da

Os testes de supressao ibnica foram feitos tilizando-se a matriz do extrato da
palha de soja diluida em ACN/H,O (Figura 36) e com o extrato fortificado (Figura 37)
com padrdes (genistina, daidzina, daidzeina e genisteina) a uma concentragdo de
1,0 ng mL" com o objetivo de averiguar possiveis regides de supressdo idnica
garantindo assim que nao houvesse perda de sensibilidade. Concluiu-se que nas
regides onde eluiam os fitoestrogenos em estudo nao havia problemas de supressao

ibnica.



Tese de doutorado — Guilherme Julido Zocolo 97

Daidzina

Genistina

Daidzeina

Genisteina

Figura 36: Teste de supressao idnica realizado com a inje¢do do extrato de palha de soja
diluido em ACN/H,O (50:50).

Daidzina

Genistina

Daidzeina

Genisteina

Figura 37: Teste de supressao idnica realizado com a injecdo do extrato de palha de soja
enriquecida com padrdes de isoflavonas a concentracdo de 1,0 ng mL" em ACN/H,O
(50:50).

As curvas das energias de colisdo (Figuras 38 a 41) forneceram as transigcdes
de maior energia para cada um dos analitos: genisteina (m/z 268,6 >132,7),
daidzeina (m/z 252,4 >207,6) genistina (m/z 431,2 >267,7) daidzina (m/z 415 >

251,6).
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Figura 38: Daidzina m/z - 415 — energia de coliséo 25,0 V

Figura 39: Genistina m/z— 431,2 — energia de colisdo 25 V

!
Figura 40: Daidzeina m/z — 252,4 — energia de colisdo 26,0 V |

Figura 41: Genisteina m/z— 268,6 — energia de colisdo 27,0 V
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4.2.2 Avaliacao do desempenho do sistema LC/MS-MS

A Figura 42 representa o cromatograma da curva analitica da genistina,

daidzina, daidzeina e genisteina em LC-MS/MS.

Figura 42: Cromatograma (LC-MS/MS) em sete concentracbes diferentes dos
fitoestrogenos estudados: genistina (t= 4,650 min), daidzina (t= 5,784 min), daidzeina (=
7,388 min) e genisteina (t,= 8,815 min).

Nas Figuras 43, 45, 47 e 49 estao representados os graficos de linearidade
para genistina, daidzina, daidzeina e genisteina respectivamente.

Os resultados demonstraram que em todas as quatro curvas analiticas
somente o ponto de concentracdo igual a 1 ng mL™ situou-se fora do intervalo de
linearidade e, portanto, ndo foi utilizado na plotagem da curva analitica.

As Figuras 44, 46, 48 e 50 representam as curvas analiticas da genistina,
daidzina, daidzeina e genisteina respectivamente. Podemos atestar que ha

linearidade no método cromatografico devido ao coeficiente de determinagéo

préximo de 1. O coeficiente de determinacdo R? permite uma estimativa de
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qualidade da curva obtida, pois quanto mais préximo de 1, menor sera a dispersao
do conjunto de pontos experimentais e menor sera a incerteza dos coeficientes de
regressdo estimados e nesse sentido obtivemos para todas as quatro curvas R? >
0,99.

Os limites de deteccao e quantificacdo foram calculados a partir do teste de

Huber (VALENTE, 2006) e estao apresentados na Tabela 12.

Grafico de linearidade daidzina

« Area/Concentragio
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o 350000000 - Mediana
'S, 300000000 -
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& 200000000 - ¢ 0,95
8 150000000 - , limite de confianga superior
§ 100000000 1,05
< 50000000 -

0 T T T T 1
0 50 100 150 200 250

Concentracao (ng/mL)

Figura 43: Gréfico de linearidade da daidzina.

Curva analitica da daidzina

60000000000 -
y = 3E+08x - 5E+08

50000000000 - R? = 0,9954

40000000000 -
30000000000 -

Area

20000000000 -
10000000000 -

0 T T T T 1
0 50 100 150 200 250
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Figura 44: Curva analitica da daidzina.
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Grafico de linearidade para a genistina
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Figura 45: Gréfico de linearidade da genistina.
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Figura 46: Curva analitica da genistina.
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Figura 47: Gréfico de linearidade da daidzeina.
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Curva analitica para a daidzeina
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Figura 48: Curva analitica da daidzeina.
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Figura 49: Gréfico de linearidade da genisteina.
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Figura 50: Curva de linearidade da genisteina.
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Tabela 12: Limites de detecgéo, quantificagdo e coeficientes de correlagéao linear obtidos a
partir dos par@metros das curvas analiticas para o sistema LC/MS-MS.

Fitoestrogenos LD LQ R?
Daidzina 1ngmL’ 5ng mL" 0,9954
Genistina 1 ngmL" 5ng mL" 0,9984
Daidzeina 1ng mL™ 5ng mL" 0,9966
Genisteina 1ngmL™ 5ng mL" 0,9952

4.2.3 Analise por LC - MS/MS de fitoestrogenos na palha de soja
Utilizando-se os parametros otimizados foram identificadas e quantificadas
duas substancias (genisteina e a daidzeina) na palha de soja (Tabela 13), sendo

estas, portanto caracterizadas como os marcadores de contaminacao ambiental.

Tabela 13: Concentracao de fitoestrégenos na palha de soja (n = 3)

Concentracao
Fitoestrogenos (média + SD) CV(%)
1

ngg

15 + 1 7

52+ 4 8
+ _
+

Daidzina

+ abaixo do limite de quantificagdo e acima do limite de deteccéo.
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4.3 Otimizacao e validacao de método para analise das isoflavonas em agua de
rio e sub-superficial
4.3.1 Avaliacao do desempenho do sistema HPLC-UV (LC-920, Varian) selecao

do comprimento de onda para as analises por HPLC-UV-DAD

Os espectros de absorcdo correspondentes aos fitoestrogenos em estudo
foram obtidos, utilizando-se varredura de 200 a 400 nm. Os comprimentos de onda
correspondentes aos maximos de absorbancia de cada analito foram selecionados
posteriormente, para a determinagédo analitica dos fitoestrdgenos na otimizagdo da
extracao em fase sélida e nas analises ambientais.

A Figura 51 apresenta como exemplo, o cromatograma com o0s respectivos
tempos de retencdo dos analitos e os espectros de varredura da genisteina e

daidzeina com os comprimentos de onda maximos.

ol Espectro de UV
] ] . 200 a 400 nm
= Genisteina (t; = 9,9 min)
o Amax=260nMm —
3 Espectro de UV
. i \/ 200 a 400 nm
- Daidzeina (t, = 7,7 min)

100

A max= 249 nm sn

mall

& &

Figura 51: Cromatogramas HPLC-UV/DAD para genisteina (20 pg mL") e daidzeina (15 ug
mL™). Sistema de solvente ACN/H,O (10 a 65% ACN em 10 min). No detalhe os espectros
de absorgéo para ambas.
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4.3.2 Avaliacao do desempenho do sistema HPLC-UV-DAD

As Figuras 52 e 53 apresentam o grafico de linearidade e a curva analitica da
daidzeina, enquanto que as Figuras 54 e 55 apresentam o grafico de linearidade e a
curva analitica da genisteina.

Os resultados referentes a concentracdo de 0,1 pg mL™' estavam fora dos
limites de tolerancia estabelecidos, ou seja, fora do intervalo de linearidade, tanto
para a daidzeina como para a genisteina e, portanto, este ponto foi excluido da

curva analitica e foi considerado o LD do equipamento.

Grafico de linearidade para a daidzeina
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8 325000 - 0,95
3 300000 - limite de confianga superior
< 1,05

275000 -|

250000 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘

0 5 10 15 20 25

Concentracao (ug/mL)

Figura 52: Gréfico de linearidade da daidzeina.

Curva de linearidade para a daidzeina

8000000 - y = 374908x + 22069
7000000 - R? = 0,9996
6000000 -
5000000 -
4000000 -
3000000 -
2000000 -|
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Figura 53: Curva analitica da daidzeina.
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Grafico de linearidade para a genisteina
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Figura 54: Gréico de linearidade da genisteina.

Curva de linearidade da genisteina
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Figura 55: Curva analitica da genisteina.

A partir dos dados obtidos para o sistema HPLC-DAD e de maneira analoga
ao que foi feito para o LC-MS/MS, os resultados referentes aos limites de deteccao e

quantificacao estdo na Tabela 14.

Tabela 14: Limites de detecgdo, quantificagéo e coeficientes de correlagdes lineares obtidos
a partir dos parametros das curvas analiticas. Para o sistema HPLC-UV-DAD.

Fitoestrogenos LD LQ R?

Genisteina 0,1 ug mL™ 0,5 ug mL" 0,9997

Daidzeina 0,1 pg mL™" 0,5 pg mL" 0,9996
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O desempenho do sistema HPLC-UV/DAD alcancou bons niveis de LD e LQ,
porém de acordo com os dados de concentracdo relatados na literatura para as
isoflavonas (ERBS et al, 2007) tais valores ndo se adequaram as necessidades
desse estudo. Outro ponto negativo estda no fato de que em valores préximos ao
limite de deteccao e quantificacao, a qualidade dos espectros de UV é muito baixa o
que torna invidvel a utilizagdo dessa importante ferramenta de confirmagao
estrutural.

4.3.3 Resultados da avaliacao do desempenho sistema HPLC-UV (LC-920,
Varian)

Como o foco inicial do projeto foram as substancias com maior potencial
estrogénico (genisteina e daidzeina), ou seja, as que possuem maior fator de
impacto ambiental os testes de otimizagcéo e validacao analitica foram conduzidos a
principio utilizando essas duas moléculas. Devido ao interesse em tentar entender a
dindmica com a qual os fitoestrogenos da soja se dispersam no meio ambiente,
introduzimos posteriormente mais cinco padrées (genistina, daidzina, equol,
formononetina, biochanina - A), que também foram submetidos aos processos de
validagdo analitica. A comparagcdo da resposta dos sistemas HPLC-UV-DAD e
HPLC-UV foram realizadas apenas para a daidzeina e genisteina, tendo em vista
gue essas substancias haviam sido os alvos iniciais desse estudo.

O estudo de recuperagao também se deu de forma andloga a determinacao
das faixas lineares e das curvas analiticas, utilizando assim a priori os padrdes de
daidzeina e genisteina. Dessa forma o método foi validado e posteriormente testado
para as cinco demais substancias (daidzina, genistina, equol, formononetina e

biochanina - A).
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Os resultados obtidos para cada fase de validagdo do método analitico serdo
apresentados iniciando pela Figura 56, que ilustra a separagdo obtida para os dois
fitoestrégenos no sistema cromatografico. Diferentes concentracdes foram injetadas

para obtengéo dos intervalos de linearidade e curva de linearidade (Figuras 57 a 60).

mAU Reference {T0MEOH_04-May-09 21_31_161_3.DATA]

140 Daidzeina Genisteina

120 ty= 10,67 min tr= 12,38 min

RT [min]
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23

Figura 56: Cromatograma (HPLC-UV) de padrdes de daidzeina e genisteina injetados em
concentracdes iquais a 10 pg mL™".

Os resultados mostraram que o ponto referente a concentracao de 0,01 ug
mL™" situou-se fora do intervalo de linearidade, tanto para a daidzeina como para a
genisteina (Figuras 57 e 59) e, portanto, foi excluido das curvas analiticas (Figuras
58 e 60), consequentemente por definicdo (VALENTE, 2006) tal ponto representa o
limite de deteccao do equipamento para as duas moléculas. O primeiro ponto a
situar-se dentro do intervalo de linearidade, também para as duas moléculas, foi o de
concentragdo 0,02 pg mL" sendo, por conseguinte, o limite de quantificagdo do
equipamento.

Para os graficos de linearidade (Figuras 57 e 59) foi utilizada a seguinte

notacao:
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mediana = mediana dos valores obtidos para cada concentragao.
A/C = Area/Concentragao.

Ici = Intervalo de confianca inferior.
Ics = intervalo de confianga superior.

Grafico de linearidade da genisteina o AC
240 - mediana
—ci
—Ics
160
A/C ) [ ] [ ] [
o°
80 *
0 T T T 1
0 5 10 15 20
Concentracao (ug/mL)

Figura 57: Grafico de linearidade para genisteina no sistema LC920 Varian.

Curva de linearidade da genisteina

Area

y = 134.62x - 4.5183

1000 - R _ 1
500 -

0 T T T T T T 1
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Figura 58: Curva analitica para genisteina no sistema LC 920 Varian.
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Grafico de linearidade para a daidzeina
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Figura 59: Gréfico de linearidade para daidzeina no sistema LC 920 Varian.

Curva de linearidade da daidzeina
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Figura 60: Curva analitica para daidzeina no sistema LC 920 Varian.

A partir dos dados obtidos para o sistema HPLC-UV LC-920, os valores
referentes aos novos limites de deteccao e quantificacdo foram estabelecidos tendo
em vista a linearidade dos compostos (Figuras 57 e 59), sendo considerado limite de
quantificagao (LQ) a menor concentracdo que pertence ao intervalo de linearidade,
enquanto que o limite de deteccdo € a menor concentragdo fora deste intervalo
(VALENTE, 2006). Os dados obtidos estdao apresentados na Tabela 15, onde

também figuram os limites obtidos para o sistema ProStar-Varian.
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Tabela 15: Resposta dos sistemas analiticos (HPLC-UV e HPLC-UV-DAD).

HPLC-UV t, (min) Equacao da reta (R LD, LQ.,
LC'920 ug mL'1,
Daidzeina 10,67 y= 142,63x — 1,979 (0,9999) 0,01 0,02
Genisteina 12,38  y=134,62x — 4,5183 (1,0000) 0,01 0,02
HPLC-DAD
Pro-Star
Daidzeina 7,7 y= 374908x + 22069 (0,9996) 0,1 0,5
Genisteina 9,9 y= 428742x +15663 (0,9997) 0,1 0,5

Na comparagcdo dos dois sistemas cromatograficos fica evidente que o
equipamento (HPLC-UV LC-920) possui vantagens indiscutiveis tais como:
apresentar uma faixa de linearidade mais ampla, de 0,02 a 20 ug mL™', enquanto no
equipamento (HPLC-UV/DAD) essa faixa situava-se de 0,1 a 20 pg mL™.

A capacidade do método de gerar resultados linearmente proporcionais a
concentragdo do analito, enquadrados em faixa analitica especificada pode ser
demonstrado pelo coeficiente de correlagdo da curva analitica. O coeficiente de
correlacdo (r?) permite uma estimativa da qualidade da curva obtida, pois quanto
mais proximo de 1,0, menor a dispersdo do conjunto de pontos experimentais e
menor a incerteza dos coeficientes de regressdao estimados. Portanto, os dados
obtidos no equipamento demonstrados na Tabela 15 indicam que os resultados
obtidos para o HPLC-UV LC-920 sao melhores que os obtidos em HPLC-DAD.

Com relacdo a sensibilidade comparando os valores dos coeficientes
angulares da reta obtidos através dos resultados da regressao linear, podemos
afirmar que o sistema HPLC-UV é mais sensivel por possuir maiores angulos de

inclinacdo (©) obtidos pelo célculo da tg ©. O desempenho dos sistemas
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cromatograficos estudados até agora, mostram que o sistema HPLC-UV LC-920
responde mais adequadamente a pequenas diferencas na concentragcdo do analito
resultando em maiores variacbes no valor do sinal analitico medido. Tal
comportamento nao se reproduz no HPLC-UV-DAD, muito provavelmente pelo fato
do sistema de varredura de comprimento de onda (Arranjo de Diodos) apresentar
perda de detectabilidade, por trabalhar monitorando varios comprimentos de onda,
por seguimento, simultaneamente o que pode levar a diminuicdo de energia
acarretando perda de detectabilidade.

De modo geral o HPLC-UV (LC 920, Varian) possui LD e LQ cerca de 10 e 25
vezes menores quando comparado ao sistema HPLC-UV-DAD (ProStar, Varian).

A precisao dos sistemas foi adequada ao estudo e os valores dos coeficientes
de variacao (CV) tiveram valor médio de 3,5% e 3,7% para os sistemas HPLC-UV e
HPLC-UV-DAD respectivamente, ndo sendo notada diferenga significativa entre
ambos. A resolucdo entre os picos para os dois sistemas cromatograficos foi
considerada equivalente.

Vale lembrar que o sistema HPLC-UV utilizou MeOH, enquanto no sistema
HPLC-DAD fez-se uso de ACN como um dos componentes da fase mével, a

modificacao foi feita devido ao aumento do preco da ACN.

4.3.4 Avaliacao do desempenho do novo sistema HPLC-UV para as demais
isoflavonas.

Todos os procedimentos de validagdo analitica que foram anteriormente
demonstrados e discutidos para as moléculas de daidzeina e genisteina foram
aplicados aos novos padrdes (genistina, daidzina, equol, formononetina e biochanina

- A). A genisteina e a daidzeina também fizeram parte desse novo experimento, pois
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foi importante avaliar a separagdo das mesmas em relagdo as demais substancias,
sendo os resultados apresentados por elas similares aos obtidos anteriormente.
Portanto, serdo apresentados somente os resultados para as demais isoflavonas.

O método apresentou adequada separacao para as sete isoflavonas (Figura
61), a construcéo dos graficos de intervalo de linearidade e curva analitica também
obedeceu aos mesmos critérios adotados para a daidzeina e genisteina (VALENTE,
2006). Os resultados mostraram que apesar do ponto referente a concentracédo de
0,01 pg mL™" situar-se dentro do intervalo de linearidade para as cinco isoflavonas
em estudo este ponto foi considerado como LD e a concentragéo de 0,02 pg mL™
configurou-se como o LQ do método (Figura 62).

O coeficiente de determinacéo (r?) obtido para todas as moléculas demonstra
valores de r’ > 0,99 (Tabela 16), estando assim dentro dos padrdes estabelecidos

(AGENCIA..., 2003).

5403 MAU 4 col_padrao 0.01 ppm _29-May-10 15_44 501
4 col_padrao 0.02 ppm_29-May-10 16_36_102_"
520: 4 col_padrao 0.1 ppm 29 May 10 17_52_464 1 DATA
4 colpadrao 0.5 ppm_29-May-10 197097325
500 4 col_padrao 1 ppm 29 May 1020_26_166_ 1 DATA
480:

460:
440:

Zcol Nay- 15 549 1.DATA
4 col padraoSppm 29 May 10 21_42547_1.DATA

Genisteina

380:
360:

Formononetina

N
>
(=1
Daidzeina

o
=]
Daidzina
Genistina

% Equol
bo

60;
40;
: A
[P, V. S—
RT [min)]

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23

Figura 61: Cromatogramas dos padrdes (0,01 a 20 ug mL™). Fitoestrégenos daidzina (t= 5
min), genistina (t= 6,8 min), daidzeina (t= 10,64 min), equol (t= 11,38 min), genisteina (t=
12,38 min), formononetina (t= 14,07 min) e biochanina A (t= 15,36 min).
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Figura 62: Gréficos de linearidade e curva de linearidade para as demais isoflavonas.
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Tabela 16: Resposta do sistema analitico (HPLC-UV).

HPLC-UV t, (min) Equacao da reta (R LDeq LQ.,
LC'920 I_lg mL'1,
Daidzina 5,00 y=101,89x — 4,7355 (0,9958) 0,01 0,02
Genistina 6,8 y= 54,686x — 2,8885 (0,9975) 0,01 0,02
Equol 11,38 y= 26,208x + 1,203 (0,9989) 0,01 0,02
Formononetina 14,07  y=110,46x + 10,565 (0,9991) 0,01 0,02
Biochanina A 14,36 y=156,29x +11,451 (0,9995) 0,01 0,02

4.3.5 Estudo de recuperacao — agua superficial fortificada com os padrées

A exatiddo de um método analitico é expressa como a proximidade dos
resultados obtidos pelo método em estudo, em relacdo ao valor considerado
verdadeiro ou de referéncia. Este parametro da validacdo analitica pode ser obtido
pela andlise de um material de referéncia certificado, que seja similar a matriz de
interesse e que tenha certificada a concentragdo dos analitos em estudo, em um
valor préximo a faixa de concentracées que sdo esperadas nas amostras de campo.
Nao existindo tal material de referéncia, como é o caso neste estudo, é permitida a
utilizacdo de amostras testemunha  fortificadas com os analitos (RIBANI et al.,
2004). A Agéncia Naconal de Vigilancia Sanitaria (2003) recomenda que a exatidao
seja determinada utilizando-se trés niveis de concentracado, contemplando a faixa de
linearidade do sistema analitico.

Segundo a Agéncia Naconal de Vigilancia Sanitaria (2003) é importante

reconhecer que o analito presente na amostra pode ter um comportamento diferente

* . . . . . ~
amostra testemunha = amostra da mesma matriz em estudo (ou similar) na qual os analitos de interesse estdo
ausentes ou em concentracdes muito baixas
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(no preparo da amostra que envolve etapas de extragdo, separacgdo, purificagéo e
concentragao), do que quando o mesmo € adicionado sobre a amostra testemunha.
Esse fato precisa ser levado em consideracao na interpretacéo do resultado obtido
no ensaio de recuperacao.

Portanto, neste trabalho foram utilizadas amostras de agua de rio para maior
semelhanca da amostra testemunha com as amostras do estudo ambiental.

Primeiramente os valores de recuperagéo, precisdo e exatidao obtidos para
os dois sorventes estudados (C18 e poliestirenodivinilbenzeno-pirrolidona — Strata-X)
demonstraram que as recuperacfes para o Strata X sdo superiores as do C18
(Tabela 17) nas duas formas de extracdo realizadas e que a precisdao também é
melhor, para os dois analitos. Tal fato é devido aos mecanismos de retengédo do
Strata-X (Figura 63), que consistem de interacbées m-m e ligacdo de hidrogénio
resultam num sorvente que tem eficiente seletividade para substancias polares e
aromaticas. Além disso, os mecanismos de retencdo do Strata-X permitem a
lavagem com solvente organico (de 5 a 30% de metanol), sem perda dos analitos
alvo o que é extremamente util para eliminar contaminantes que podem interferir na

analise.

Strata X N (0]

Figura 63: Estrutura quimica do sorvente Strata X
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Tabela 17: Valores de recuperagéo, precisao e exatidao (n= 3) obtidos para os dois
sorventes, em ensaios com amostra de agua superficial fortificada com padrdes de
daidzeina e genisteina

Recuperacao (%)

Cc18 Cc18 Strata X Strara X
Concentracio  (pH3)  Of  (eH-7)  OF  (pH3)  of  (pH-7)  OF
(ng mL™) média +SD média +SD média +SD média +SD

0,7 72+3 4 46+9 20 80+8 10 52 + 1 2
Daidzeina 3,5* 62+0,7 1 49+9 18 80 +3 4 54 +0,5 1
(ngmL")  35* 71+4 5 42+4 9 75+4 4 50 + 1 2

70 76 £3 4 103 24 107+4 4 131 1 1

0,7 69 +3 5 30+5 19 89 +4 4 36 + 1 4
Genisteina  3,5* 60 + 14 23 33+5 14 77+8 11 35+ 1 4
(ng mL") \

3,5 45+2 4 33+7 20 86 +6 7 31405 2

70 74+3 4 9+5 58 90 + 11 13 109 +3 3

SD = estimativa do desvio padrdo da média; CV = coeficiente de variagéo.
*Fortificagdo das amostras de agua superficial coletadas em dias diferentes com intervalo de 24 horas.
Fator de concentragdo do método é de 2857 vezes.

A Figura 64 ilustra os cromatogramas da amostra de agua de rio enriquecida
com 3,5 ng mL" de cada analito. Para que houvesse a comparacéo dos valores de
recuperacdo injetou-se o padrdo a concentracdo de 5 pg mL™. Também foi injetado
a amostra testemunha para que houvesse a garantia de que o método possui
adequada seletividade. Nesta fase trabalhou-se com altas concentragdes, utilizou-se
o sistema HPLC-UV/DAD para a obtencdo dos espectros de UV, a comparacao
entre os espectros obtidos mostrou que os extratos possuiam os mesmos perfis
quando comparados ao padrao. Essa visualizagao foi facilitada por se tratar de altas

concentracdes de amostra fortificada.
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Figura 64: Cromatogramas que ilustram os melhores resultados de recuperacdo dos
analitos. Testes realizados no sistema HPLC-UV-DAD.

Nas Figuras 65, 66 e 67 sdo apresentados cromatogramas ilustrativos dos
dados obtidos no estudo de recuperacdo do método em agua de rio fortificada com
genisteina e daidzeina (cromatogramas: branco, testemunha e amostras
enriquecidas nas concentracdes de 17,5; 35,0 e 350 ng L) utilizando-se o sistema
HPLC-UV LC920.

Os cromatogramas em preto referem-se aos padrées e os em vermelho
referem-se as amostras enriquecidas. Nota-se que a relacdo entre as areas de cada
cromatograma € de quase 100 % na maioria dos casos.

Os novos testes foram realizados para se obter melhores valores de

detectabilidade, para as substancias em estudo.
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Figura 65: Comparacdo dos cromatogramas do branco, testemunha, padrdo (1 pg mL") e
amostra fortificada (350 ng L) . Analises efetuadas no sistema LC920, Varian.
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Figura 66: Comparacdo dos cromatogramas do padrdo (0,1 ug mL™') e amostra fortificada
(35 ng L") com respectiva ampliagdo da regido de interesse. Andlises efetuadas no sistema
LC920, Varian.
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Figura 67: Comparacdo dos cromatogramas do padréo (0,05 ug mL™) e amostra fortificada
(17,5 ng L") com respectiva ampliagdo da regido de interesse. Andlises efetuadas no
sistema LC920, Varian.

A Figura 68 apresenta os cromatogramas do branco, testemunha e de novos

niveis de fortificacdo que foram testados com o objetivo de ampliar a faixa de

abrangéncia do método. As novas faixas de fortificagdo (Tabela 18) contendo as
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sete substancias tinham as seguintes concentracées 10,5, 17,5, 35, 350, 1750 e
3500 ng L.
Na Tabela 18 estdo apresentados os valores de recuperagdo, precisao e

exatiddo obtidas no estudo de recuperacao realizado.

Tabela 18: Recuperacdo média obtida a partir da analise de agua de rio fortificada com os
analitos (n=3)

% Recuperacao (CV, %)

Nivel de fortificacao (ng L™)*

10,5 17,5 35,0 350,0 1750,0 3500,0

Daidzina 92 (13) na na 80 (9) 77 (5) 101 (4)
Genistina 90 (16) na na 93 (19) 73 (7) 100 (3)
Daidzeina 96(7) 98(2) 95(10) 106(2) 89 (4) 101 (2)
Equol 95 (9) na na 74 (6) 81 (6) 100 (3)
Genisteina 97 (5) 82(3) 89 (5) 99 (1) 80 (4) 102 (3)
Formononetina 97 (5) na na 86 (8) 91 (4) 102 (2)
Biochanina A 96 (6) na na 79 (10) 86 (5) 101 (1)

(CV, %) = coeficiente de variacdo em %.
*Fortificagdo das amostras de agua superficial, na = ndo avaliado. Fator de pré-concentragdo = 2857
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Figura 68: Comparacéo dos cromatogramas do padréo (10 ug mL™), branco, testemunha e
amostras enriquecidas com os fitoestrogenos daidzina (t= 5 min), genistina (t= 6,8 min),
daidzeina (t= 10,64 min), equol (t,= 11,38 min), genisteina (t= 12,38 min), formononetina (t=

14,07 min) e biochanina A (t,= 15,36 min).
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De acordo com Thier (1987), o limite de quantificagdo do método € definido
como a menor concentracdo da amostra fortificada que apresenta recuperacéo entre
70 -120% e CV < 20%. Desta maneira, a partir do estudo de recuperacdo do método
foi possivel estabelecer o limite de quantificacdo que foi de 10,5 ng/L para as
isoflavonas em agua de rio e 4gua sub-superficial.

O método proposto neste trabalho atende aos requisitos descritos por Sabik
et al. (2000) como sendo ideais: rapidez, precisdo, exatiddo e baixo consumo de
solvente.

Na Tabela 19 compara-se o método proposto neste trabalho com outros
publicados na literatura. Os limites de deteccdo e quantificacdo do método
aproximam-se dos obtidos em sistemas LC-MS/MS, sendo que a exatiddo do
método é similar, ou melhor, do que os encontrados na literatura. Cabe salientar que
no preparo da amostra a fase estaciondria utilizada (Strata X, Phenomenex) é cerca
de 30% mais barata do que a utilizada nos trabalhos encontrados (Oasis, Waters). O
sistema analitico utilizado em todos os trabalhos encontrados é o LC-MS/MS, que
pode custar 10 vezes ou mais do que um sistema HPLC-UV, sendo também de

manutenc¢ao mais dispendiosa.
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Tabela 19: Comparacédo entre métodos descritos na literatura com método proposto para
determinagéo de genisteina e daidzeina em agua superficial.

Substancia Preparo Técnica Recuperacao LDmetodo / Referéncia
da analitica (CV%) LQmétodo
amostra (ng L")
Genisteina EFS HPLC-UV 82-99 (1-10) 3,5/10,5 Este trabalho
Daidzeina (Strata X) 95-106 (1-5) 3,5/10,5
Genisteina EFS LC/ESI/ 73-133 (1-11) 0,5/2,6 Erbs et al., 2007
Daidzeina (OASIS) MS/MS 63-99 (1-16) 0,5/2,7
Genisteina EFS LC/ESI- 85-95 (3,9-6,5) 0,1/5,0 Kang et al.,
Daidzeina (OASIS) MS" 2006
Genisteina EFS LC/ESI/ >80 (nr) nr Lagana et al.,
Daidzeina (OASIS) MS/MS >80 (nr) nr 2004
Genisteina EFS LC/ESI/ 87 (nr) nr Kawanishi et al.,
Daidzeina (OASIS) MS/MS 62 (nr) nr 2004

nr = ndo relatado. EFS =: extracdo em fase sélida.

4.3.6 Estudo de estabilidade da amostra

Os resultados apresentados para o estudo de conservagao da amostra para
o periodo de 0, 7 e 15 dias demonstrou que as amostras de daidzeina e genisteina
tém um comportamento estavel quando mantidas em cartuchos de Strata X por um
periodo de 15 dias. Os resultados demonstrados pelas Figuras 65 e 66 apresentam
niveis de conservacao para a daidzeina na faixa de 86 a 108% e para a genisteina

de 89 a 114 % dentro do periodo estudado para as quatro diferentes concentracoes.

Estudo de conservacao de amostra para daidzeina

120
100+
80+
60+
40+
20+

o0 dias
| 7 dias
0 15 dias

Precentual

\\\\1

Daidzeina 0.02 Daidzeina 0.1  Daidzeina 0.5 Daidzeina 1.0
Concentragao (ug/mL)

Figura 69: Nivel de conservacao para a daidzeina.
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Estudo de conservacao para genisteina
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Figura 70: Nivel de conservacao para a genisteina.

4.4 Estudo ambiental: analises quimicas e testes bioldgicos - Analise das

amostras ambientais

As amostras ambientais foram coletadas no rio Dourados nos meses de abril,
agosto, dezembro de 2009 e em abril de 2010, em quatro diferentes locais de coleta
apresentados na Figura 71: ponto relativo a plantacdo de soja (PAQ — préximo a
margem e PAE — distante da margem do rio), pontos depois da plantacdo — (DAQ -
proximo a margem e DAE — distante da margem) e pontos antes da plantagdo —
(AAQ - proximo a margem e AAE - distante da margem) e ponto Fazenda
(afloramento do lengol freatico — agua utilizada para irrigagdo na fazenda
experimental de soja da UFGD) todas as quatro coletas totalizaram ao todo 108

amostras que foram analisadas em triplicatas.
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Figura 71: Pontos de coleta de amostra nos anos de 2009 e 2010.

Para a determinagao dos locais de coletas levaram-se em consideracao todas
as possiveis fontes a serem estudadas de maneira que a influéncia de zonas
urbanas fosse completamente descartada, pois o objetivo do estudo € medir o
impacto ambiental somente da cultura da soja. A Figura 72 demonstra de maneira
simplificada quais as fontes poderiam ser responsaveis pela contaminacao ambiental
das isoflavonas em questdo na regiao de coleta. Todas as possiveis fontes foram
levadas em consideracdo no momento do planejamento da coleta para que fosse
evitada a influéncia de areas urbanas. De acordo com a Figura 71, pode-se
constatar que o local de coleta de amostra se deu em area estritamente rural,
afastada de fatores de contaminacdo ligados a cidade de Dourados. Antes da
realizacdo da coleta realizou-se ainda averiguagao, para saber se existia alguma

empresa ligada atividade agroindustrial naquela regido, portanto todos os resultados
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relativos aos impactos ambientais seguramente estdo ligados a atividades agricolas

que predominam na regido onde foram coletadas as amostras.

Atmosfera
Industria de alimentos Produtos
Gréos/cereais alimentares
Plantacao de soja Inddstria de
— .
Palha/alimento laticinios e carne

Humanos
Palha da soja Digestao dos compostos

Solo agricola (SPD) Esterco Suinos/bovinos Excregao humana

»| Agua superficial

Estagdes de tratamento de
Agua de irrigacao esgoto
A\ 4
I Agua subterranea I Sedimento Lodo

Figura 72: Sugestao para a distribuicdo ambiental das isoflavonas: os compartimentos na
cor vermelha indicam o foco deste estudo. As linhas vermelhas pontilhadas: indicam onde a
contaminagéo por isoflavonas provavelmente néo ocorre. As linhas em verde e azul: néo
foram investigados principalmente porque se trata de um estudo em area rural (adaptado de
HARTMANN et al, 2008).

Durante todo o periodo de investigacdo a genisteina (GEN) foi a substancia
mais representativa em termos de frequéncia e ocorréncia (54 deteccées em 108
amostras, ou seja, 50%), Tabelas 1, 2, 3 e 4 do Apéndice.

Daidzina (DAID) e genistina (GENIS), ndo foram detectadas em nenhuma das
108 amostras analisadas. A auséncia desses isoflavondides glicosilados vem de
encontro aos resultados obtidos nas analises quantitativas da palha de soja, onde os
valores encontrados mostraram que a auséncia dessas substancias muito
provavelmente se deve a degradagdo microbiana responsavel pela hidrélise dos
glicosideos vindos do material vegetal que é naturalmente depositado no solo em
sistemas de plantio direto (SPD). Essa técnica € amplamente utilizada ndo sé no

estado do MS assim como em todo o pais. Sendo assim, a auséncia de DAID e
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GENIS em todas as amostras de 4gua superficial analisadas é coerente com a
dindmica de contaminagao ambiental que é proposta neste trabalho, sendo, portanto
forte evidéncia de que a palha de soja configura-se como a principal fonte de
contaminagao ambiental causada por processos de lixiviagao tendo como vetores a
irrigagao e as chuvas.

As demais moléculas estudadas daidzeina (DAIl), equol (EQ), formononetina
(FOR) e biochanina-A (BIO), foram detectadas em 19, 16, 34 e 22% de todas as
amostras coletadas nas quatro campanhas, respectivamente (Tabelas 1, 2, 3 e 4 do
Apéndice). Sendo importante ressaltar que as maiores incidéncias e as maiores
concentragdes das isoflavonas foram encontradas nos meses de dezembro de 2009
e abril de 2010. O percentual de amostras que tinham pelo menos uma isoflavona
detectada no ponto de coleta nos meses de abril e agosto de 2009 foi de 20 % do
total de amostras analisadas, enquanto que para o0 més de dezembro de 2009 e abril
de 2010 esse percentual aumentou para 90% das amostras analisadas. A Figura 73
sumariza esse conjunto de dados obtidos durante todo o estudo e permite visualizar
de forma geral o comportamento dos contaminantes durante todo periodo de coleta
(gréfico Box Plot). As explicagdes mais detalhadas para a deteccédo das isoflavonas
em cada més de coleta serdo dadas abordando os fatores quimicos intrinsecos a
cada molécula, correlacionados também aos fatores climaticos que séo
determinantes na dindmica de contaminacdo na regido de estudo. Alguns

cromatogramas ilustrativos dos estudos sdo apresentados no Apéndice D (p.185).
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Figura 73: Visdo geral da contaminagdo por isoflavonas levando-se em consideragédo as

concentracoes das isoflavonas e os fatores sazonais envolvidos.

Legendas — AAE: ponto de coleta antes da plantagao afastado da margem do rio, AAQ: ponto de coleta antes da plantagao
préximo a margem do rio, PAE: ponto de coleta plantagao afastado da margem do rio, PAQ: ponto de coleta plantagdo préximo
a margem do rio, DAE: ponto depois da plantagdo afastado da margem do rio e DAQ: ponto depois da plantagédo préximo a
margem do rio. Fazenda: ponto de coleta de agua subsuperficial na fazenda da UFGD.

4.4.1 Primeira coleta

Na primeira coleta realizada nos dias 17 e 18 de abril de 2009 nos deparamos
com um fato incomum, o periodo de abril caracterizou-se como um més de seca,
tendo em vista que os dados histéricos relatam uma precipitacdo média para este

més de 110 mm, contra 0 mm de chuva para o mesmo periodo de 2009 (PEREIRA et
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al., 2007). Como consequéncia de um periodo tdo seco o valor total do processo de
evapotranspiragao foi 28% maior quando comparado ao mesmo periodo de 2008, o
que somado a auséncia de chuvas acarretou numa menor taxa de recarga de agua
subterranea. A consequéncia dessa variacdo climativa desfavoravel foi a
concentragdo dos contaminantes presentes nessa fonte de agua. A temperatura
média para o periodo ficou em torno de 25 ° C, com minimas de 20 ° C e maximas
em torno de 32 ° C, valores favoraveis a atividade microbiana. Todos estes dados
foram obtidos da estacao metereolégica da UFGD e sao apresentados na Figura 74

(MATO GROSSO DO SUL, 2009).

Precipitacido (Prec) e Evapotrans piracio (ETo) - Abril/2009

Prec total = 0,0 mm
5 7 ETo total = 104,4 mm
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Figura 74: Taxas diarias de precipitagdo, evapotranspiracdo e temperaturas (Tmx
=temperatura maxima, Tmn= temperatura minima e Tmd= temperatura média) para o0 més
de abril de 2009 (MATO GROSSO DO SUL, 2009).
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O més de abril € normalmente o periodo de colheita da soja e de preparo do
solo utilizando para isso sistemas de plantio direto e sucessao de cultura. E, portanto
um dos meses onde grande quantidade de palha de soja é depositada no meio
ambiente, assim esperava-se obter uma concentragdo significativa de isoflavonas
especialmente nos rios. Porém, devido aos fatores climaticos anémalos, a dinamica
de contaminagado foi alterada, tendo em vista que o processo de lixiviacao das
isoflavonas neste més somente pode ser correlacionado com a irrigacado das
lavouras. Neste caso, o maior impacto ocorre nas aguas do lencol freatico, que no
caso da regido da Bacia do Rio Dourados possui menor profundidade, sendo
consequentemente mais susceptivel a contaminacao.

As concentracdes no ponto plantacao préximo a margem do rio (pontos PAQ1
a PAQ8) apresentaram concentragées de GEN na faixa de 11,0 — 23,4 ng L. Em
todos os demais pontos do rio investigados (Tabela 1 Apéndice) com excecéo dos
pontos PAE2, AAQ1 e AAQS (ponto plantagdo afastado da margem e ponto antes da
plantacdo) as concentracdes de GEN foram de 12,6, 14,1 e 14,5 ng L. As demais
isoflavonas, BIO e FOR e EQ néo foram detectadas em nenhum dos pontos
coletados ao longo do rio. Tais resultados podem ser explicados devido ao fato do
valor de log Kow dessas substancias serem ligeiramente maiores do que a GEN
(Tabela 2 p.48) fazendo com que a BIO, a FOR e o EQ sofram uma maior adsorgao
ao solo retardando assim o efeito de lixiviagdo dessas substancias para o Rio
Dourados. A nao deteccao de DAI pode ser atribuida ao valor de meia-vida dessa
molécula em aguas naturais (Tabela 2 p.48) que € um pouco menor e revela na
verdade o carater mais instavel dessa molécula. A literatura associa a degradacao
da DAI por microrganismos com a formacdo do potente fitoestrégeno equol, o que

também pode explicar a auséncia da DAl em decorréncia da degradag¢ao da mesma.
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Além de toda a discussdo em torno dos mecanismos envolvidos na lixiviagao
das isoflavonas, é importante notar que os pontos de coleta anteriores a plantagéao
(pontos AAQ e AAE), que possuem um alto adensamento de mata ciliar (Figura 71 p.
127) é um local aonde a presenca de isoflavona foi quase nula, o que sugere que a
mata ciliar é eficiente na retencdo destas substancias, configurando uma barreira
natural principalmente no que diz respeito, neste caso, ao Unico vetor de
contaminacao que é a agua de irrigacao. Portanto, constata-se que a manutencao
de grandes adensamentos de matas ciliares configura-se em importante fator de
reducao de impacto ambiental nas aguas dos rios.

Em contraste com os resultados discutidos anteriormente as amostras de
agua obtidas do afloramento do lencol freatico em meio a plantacdo de soja,
coletadas na fazenda da UFGD, apresentaram alta concentracao de fitoestrogenos
(Tabela 1 Apéndice). As faixas de concentracdo para a DAI, EQ, GEN e FOR
estavam entre 20 — 123,9, 161,4 — 1957,3, , 16,6 — 230,5 e 14,8 — 9525 ng L™,
respectivamente. Em nenhuma das amostras foi identificada a BIO. A baixa taxa de
recarga do lengol freatico que é demonstrada pela alta taxa de evapotranspiracéo
(Figura 74) e o aumento da irrigacdo no periodo contribuiu para que as isoflavonas,
em especial o EQ, fossem lixiviadas para as aguas do afloramento do lengol sendo
posteriormente encontrada em alta concentragdo, devido ao baixo volume de agua
no afloramento do lengol freatico neste periodo.

A relevancia dos valores encontrados nestes pontos, mesmo em época de
seca nao é desprezivel, pois sdo mais altos que os descritos anteriormente por
Kawanishi et al. (2004) em Osaka no Japdo (143 ng L™ para genisteina e 43 ng L™

para a daidzeina).
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Estudos em peixes da espécie, medaka japonés (Oryzias latipes), revelaram
que quando essa espécie de peixe € exposta a concentracdes no intervalo de 400 —
800 ng L' de EQ (um métabolito de degradagao originario da FOR e DAI) e a 1000
ug L de GEN ha uma incidéncia de intersex gonodal em peixes, que ocorreu em
87% e 12% dos casos, respectivamente (KIPARISSIS et al., 2003).

Os dados sao preocupantes, principalmente devido as altas concentragdes de
EQ na amostra que estdo na ordem de pg L' no afloramento do lencol freatico,
valores maiores do que de areas altamente urbanizadas.

Testes de estrogenicidade in vitro (RYA) foram realizados para todos os
pontos de coleta nos diferentes periodos do ano para que pudéssemos discutir o
papel da sazonalidade frente ao impacto dos fitoestrogenos no Rio Dourados. Tais
resultados serdo discutidos numa secdo a parte intitulada “Testes de

estrogenicidade (RYA)".

4.4.2 Segunda coleta

O cenario que encontramos na segunda coleta, realizada no dia 13 de agosto
de 2009, foi de um més caracterizado até entdo por precipitacdo de 8,89 mm (vide
Figura 75), um valor de evapotranspiragdo relativamente menor, o que contribuiu
para que houvesse nesse periodo maior recarga de agua nos lengois freaticos. As
médias de temperaturas atingindo valores também mais baixos, se comparados ao
més de abril de 2009, o que também contribuiu para o menor valor da taxa de

evapotranspiragao.
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Precipitacio (Prec) e Evapotranspiracio (ETo) - Agosto/2009
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Figura 75: Taxas diarias de precipitacdo, evapotranspiracdo e temperaturas (Tmx
=temperatura maxima, Tmn= temperatura minima e Tmd= temperatura média) para o0 més
de agosto de 2009 (MATO GROSSO DO SUL, 2009).

Os resultados obtidos para o periodo estdo apresentados na Tabela 2 do
apéndice, verificou-se que para o0 més de agosto de 2009 que o nivel de
contaminacao pelas isoflavonas nao foi detectavel, ou seja, ndo houve deteccédo de
quaisquer substancias nos corpos d’ dgua estudados. Tal fato pode ser justificado
pelo esquema de uso e ocupagao do solo, que de maneira geral, pode ser descrito
da seguinte forma: o sistema de plantio na regido de Dourados predomina a
agricultura com espécies anuais durante o verdo (soja e algodao), e na estacédo de
seca sao cultivadas pastagens como aveia, sorgo forrageiro ou milheto, que sao
usadas para alimentacdo dos animais neste periodo e, retornando a lavoura na safra

do verao seguinte no Sistema Plantio Direto (SPD). O Sistema de Integracao iniciou-
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se pela necessidade de fazer rotagdo de culturas com a soja e também pela
necessidade de armazenar agua através de coberturas ocasionada pela ocorréncia
de veranicos frequentes nessa regiao.

Nas propriedades, adotam-se em geral os seguintes manejos: no verao um
quarto da area é formado com pasto perene, dois quartos com soja € um quarto com
algodao, sempre em sistema de rodizio.

No inverno, é semeado com o milho safrinha a pastagem. Apos a colheita do
milho, a area é liberada para o pastejo dos animais. Um quarto dessa area se torna
pasto perene e 0s outros trés quartos sao destinados para o plantio direto de soja e
algodao.

Em abril/maio ocorre o processo de semeadura das pastagens apds a
colheita da soja e algodao. Este periodo corresponde entre safra da soja e época
critica para a pecuaria (abril a setembro). Sendo assim, o peso da cultura da soja na
contaminagcao ambiental por isoflavonas é bastante reduzido nessa época o que
justifica a auséncia dessas substancias na agua dos rios e afloramento do lencol
fredtico. A descricdo do sistema agricola ndo significa que nédo exista isoflavonas no
solo ou na palha de soja, pois os resultados obtidos pela analise da palha da soja,
coletada em agosto de 2009 comprovam a existéncia dessas substancias. A ndo
deteccao de isoflavonas em agosto se deve muito mais pela auséncia de chuvas e a
rotagdo de culturas que contribuem para uma menor taxa de percolagéo e lixiviagao
dessas substancias, pois os sistemas de irrigacao também sdo menos frequentes.
Mesmo nao tendo sido encontrada nenhuma isoflavona em toda a amostragem
realizada, a segunda coleta foi submetida ao teste de estrogenicidade (RYA), tais

resultados também serdo discutidos em momento oportuno.
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4.4.3 Terceira coleta

A terceira coleta ocorreu no dia 17 de dezembro de 2009 e os dados
climaticos para o periodo sdo apresentados na Figura 76, os quais demonstram um
valor de 298,2 mm de chuva acumulado até o dia da amostragem. O valor da
evapotranspiracao até a data da coleta foi de 55,4 mm, valor bastante favoravel a
taxa de recarga do lencol freatico quando comparado, por exemplo, com o més de
abril de 2009. Trata-se também de um més com altas temperaturas onde se

presume que a atividade microbiol6gica é provavelmente maior.

Precipitacao (Prec) e Evapotranspiracao (ETo) - Dezembro/2009
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Figura 76: Taxas didrias de precipitagdo, evapotranspiracdo e temperaturas (Tmx
=temperatura maxima, Tmn= temperatura minima e Tmd= temperatura média) para o més
de dezembro de 2009 (MATO GROSSO DO SUL, 2009).
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Como o més de dezembro apresentou um volume de chuvas muito grande
houve problemas relacionados a logistica da coleta de amostras, pois o nivel do Rio
Dourados estava muito acima da média e as condigbes de navegacao também
estavam muito desfavoraveis, o que comprometeu a coleta dos pontos plantacao
(PAQ5 a PAQS8 e PAE1 a PAE4). Os pontos situados antes da plantagao (AAQ1 a
AAE4) também nao foram coletados (vide Tabela 3 Apéndice). Por problemas
ocorridos na estrada que dava acesso a fazenda da UFGD, a agua do afloramento
do lencol freatico nao foi coletada. Portanto, a discussao dos dados ocorrera apenas
em relacédo ao ponto plantacdo (PAQ1 a PAQ4) e ponto depois da plantacao (DAQ1
a DAE4).

As amostras estudadas forneceram resultados interessantes (Tabela 3
Apéndice) quanto a ocorréncia e intensidade das isoflavonas. No conjunto das doze
amostras analisadas a GEN e FOR estavam presentes em 100% das amostras,
enquanto DAI e EQ foram encontrados em 16,7 e 33,3%, dos casos estudados. A
BIO n&o foi detectada nessas amostras, provavelmente por problemas relacionados
a hidrofobicidade e/ou estabilidade desta molécula (Tabela 2, p. 48).

O ponto plantacdo coletado préximo a margem do rio apresentou altas
concentragdes de DAI (667,6 — 730,0 ng L"), EQ (415,0 - 9458 ng L"), GEN (46,7 —
70,1 ng L") e FOR (32,0 — 115,0 ng L™"). Especialmente no caso das concentragdes
de EQ existe grande possibilidade que haja nessa faixa de concentragao atividade
estrogénica ligada ao fenbmeno de intersex em peixes como relata a literatura
(KIPARISSIS et al., 2003).

No ponto depois da plantacao foi detectado apenas GEN e FOR em altas
faixas de concentracdo da ordem de 62,4 — 89,5 ng L' e 48,7 — 75,5 ng L™

respectivamente.
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As concentragbes encontradas neste periodo para os fitoestrégenos nos
diferentes pontos de coleta também sdo preocupantes, pois superam os valores
encontrados em areas urbanas (LAGANA et al., 2004).

Erbs et al. (2007) investigaram a presenca de isoflavonas em agua de
irrigacao em regides de pastagem e plantagdo de graos. O estudo relata a presenca
de isoflavonas na faixa de concentracdo entre 4 a 157 ng L' em 4agua de drenagem
em campos de pastagem de trevo vermelho (planta rica em isoflavonas).

A comparagédo do presente estudo aos dados obtidos por Erbs et al. (2007)
deixa claro que o sistema de plantio direto é responsavel pela biodisponibilizacdo
das isoflavonas no meio ambiente sendo, portanto, a palha de soja o principal meio
emissor desses fitoestrégenos.

De acordo com a dindmica de plantio ja discutida podemos afirmar que o més
de dezembro, em se tratando de um més de plantio de soja e de precipitagdo mais
intensa, caracteriza-se como um periodo de maior emissdo de isoflavonas no rio e

as chuvas sédo as maiores responsaveis pela lixiviagdo dessas substancias.

4.4.4 Quarta coleta

A quarta e ultima coleta foi realizada no dia 30 de abril de 2010 sob condigbes
climaticas muito diferentes daquelas registradas no mesmo més de 2009. A
precipitacao registrada foi de 56,1 mm, o valor médio da temperatura foi de 18 °C
com maximo em 30 °C e minimo em 11 °C. A taxa de evapotranspiracao foi de 81,5
mm, 22% menor se comparado ao mesmo periodo de 2009. Os dados referentes ao

clima estdo apresentados na Figura 77.
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Precipitacao (Prec) e Evapotranspiracao (ETo) - abril/2010
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Figura 77: Taxas didrias de precipitagdo, evapotranspiracdo e temperaturas (Tmx
=temperatura maxima, Tmn= temperatura minima e Tmd= temperatura média) para o més
de abril de 2009 (MATO GROSSO DO SUL, 2009).

De forma andloga, os processos agronémicos de abril de 2010 foram
praticamente os mesmos executados no ano de 2009, lembrando que em geral o
més de abril € 0 més da colheita de soja e que milhares de toneladas de palha de
soja sao depositados no solo. Os principais fatores que diferenciam a primeira coleta
da quarta sao relacionados, principalmente, a precipitacdo e a temperatura. Na
primeira coleta ndo se detectou nos pontos de amostragem do rio EQ, FOR e BIO,

somente foram detectados DAl e GEN em 7 e 32% dos casos. O ponto de

afloramento do lencol freatico, nesta primeira coleta, foi o Unico que apresentou
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concentragdes de isoflavonas em niveis muito altos, onde se destacaram as
concentracdes de EQ, DAI, GEN e FOR.

Quando tracamos um paralelo entre os resultados da primeira e quarta coleta
nos deparamos com a grande diferenca de incidéncia das isoflavonas, pois nos
pontos do rio na quarta coleta obtive-se a detecgédo de DAI (35%), EQ (39%), GEN
(85%), FOR (78%) e BIO (71%) detectados pela primeira vez.

Quanto as amostras coletadas na fazenda da UFGD obteve-se resultados
interessantes (Tabela 4 Apéndice), pois ao contrario da primeira coleta, ndo foram
detectados EQ e FOR. Além disso, a concentracao de GEN foi em média dez vezes
maior que a de abril de 2009 e pela primeira vez se encontrou a BIO. Esse fato pode
estar ligado a média de temperaturas mais baixas, pois dados da literatura sugerem
que a deteccao de BIO esta ligada a periodos de baixa temperatura (RIBEIRO et al.,
2009), o que possivelmente pode ter ligagcdo com a reducao da atividade microbiana
nestes periodos. Outro aspecto que pode estar contribuindo muito para o
aparecimento da BIO € o fator precipitagdo que foi maior no més de abril de 2010,
comparado ao mesmo més no ano de 2009. Apesar de ter sido registrada uma
precipitacdo muito maior no més de dezembro de 2009, em relagéo a abril de 2010,
a BIO néao foi detectada nesse periodo, o que fortalece a hipétese de que baixas
temperaturas sao o fator preponderante para a emissao de BIO no ambiente.

As concentragdes no ponto plantacao préoximo a margem do rio (pontos PAQ1
a PAQ8) apresentaram valores de DAI na faixa de (13,1 — 19,2 ng L), EQ (47,1 —
108,2 ng L) GEN (41,0 - 123,3 ng L"), FOR (15,4 — 32,3 ng L") e BIO (22,9 — 61,2
ng L™)). Em todos os demais pontos coletados no rio (Tabela 4 Apéndice) encontrou-
se altas concentracdes de isoflavonas variando de dezenas a centenas de ng L.

Como discutido anteriormente a BIO se tornou constante em quase todas as
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amostras, o que revela um carater sazonal de emissao desse fitoestrogeno que,
possivelmente, se torna disponivel no meio ambiente em épocas de baixas
temperaturas aliada a alta pluviosidade.

Os dados obtidos em abril de 2010 (quarta coleta) nas amostras da fazenda
da UFGD mostraram uma curiosa relagdo com os dados da primeira coleta, pois se
compararmos o més de abril de 2009 quando se coletou as amostras sob clima
seco, com média de temperatura superior, verificou-se que a concentracao de EQ
(um métabolito de DAl e FOR) é muito alta na faixa de pg L™, devido possivelmente
a uma alta taxa de degradacdo microbiana, além disso, ha também uma alta
concentracdo de FOR neste periodo. Contrastando com esses dados, abril de 2010
caracterizou-se como um més de chuva e de menor média de temperatura,
consequentemente, neste ano nao houve a deteccao de EQ e FOR, além disso,
foram detectadas altas concentracées de GEN e pela primeira vez foi detectada a
BIO.

Por fim, para que se possa afirmar que os resultados discutidos no texto
acima possuem grau de significancia e para ter uma visdo geral e uma maior
compreensao dos dados obtidos, métodos multivariados de analises foram aplicados
a todas as amostras, para visualizar o comportamento de todo o periodo de estudo,
por meio de métodos estatisticos, tais como: HCA (Analise Hierarquica por Cluster),

PCA (Andlise de Componentes Principais) e Rotagao Varimax Normalizada em 3D.

4.5 Analises Multivariadas - Analise hierarquica por cluster
A analise por cluster foi empregada para explorar as diferencas entre as
amostras, definindo-as em grupos, considerando simultaneamente todas as

variaveis. O dendograma da Figura 78 mostra dois agrupamentos distintos de
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amostras. O primeiro agrupamento refere-se ao periodo chuvoso (meses de
dezembro de 2009 e abril de 2010) e o segundo agrupamento ao periodo de seca
(meses de abril e agosto de 2009), sendo que a discrepancia dos valores de
concentragdo encontrada nas quatro coletas implicaram nessa clara divisao, o que

indica que a pluviosidade afeta significativamente a dispersao dos contaminantes.
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Figura 78: Dendograma da analise de cluster entre as amostras, ocorrendo o agrupamento
das amostras coletadas em diferentes periodos.

O modo com que as varidveis em estudo (isoflavonas) se comportaram
durante todo periodo de coleta foi bastante interessante, pois de acordo com a
Figura 79 podemos notar a formacao de dois grupos distintos, que se correlacionam
de maneira similar ao que as caracteristicas quimicas podem prever, ou seja, como
ja foi citado no texto o equol é um produto de degradacdo da DAl e da FOR.

Podemos notar no dendograma da Figura 79 que ha uma forte correlacao entre
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essas trés substancias (grupo 1), enquanto que no grupo 2 prevalecem a GEN e a
BIO, substancias que sao estruturalmente semelhantes e possuem valor de log Kow
similares (Tabela 2, p. 48), sendo inclusive a GEN descrita na literatura como um

produto de degradacao da BIO em determinadas condi¢cdes ambientais.
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Figura 79: Dendograma da andlise de cluster entre as variaveis, ocorrendo o agrupamento
das isoflavonas coletadas em diferentes periodos.

4.5.1 Analise de componentes principais

De modo a complementar a classificacdo obtida pela analise de agrupamento
processou-se a anadlise de fatores por componentes principais (PCA). Foram
posteriormente selecionadas trés componentes derivadas por rotagdo varimax
normalizada, onde o primeiro componente concentrou 30,29% da variancia total, o

segundo 28,69% e o terceiro 13,96%, acumulando 72,94% da variancia total.
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Figura 80: Analise de componentes principais (PCA) entre as variaveis, analise da
influéncia ambiental na disponibilizagdo desses metabdlitos no ambiente.

Uma das informacdes mais importantes que podemos extrair da analise de
fatores das componentes principais é que as isoflavonas BIO e GEN correlacionam-
se com a precipitacao (Fator 1 x Fator 2), o que pode ser notado mais claramente no
més de abril de 2010 (Tabela 4 Apéndice) onde as concentracbes dessas duas
isoflavonas foram maiores. Nota-se também quando se observa o grafico do Fator 1
x Fator 2 que a relagdo do EQ com a FOR e a DAI ¢ forte e que sofre influéncia da
temperatura, fator este que estd diretamente ligado a acdo microbioldgica
responsavel provavelmente pela degradagcdo da DAl e FOR em EQ. Na andlise do
Fator 1 x Fator 3, podemos evidenciar que EQ e FOR também estdo sofrendo
influéncia da evapotranspiracéo, variavel que faz com que haja uma baixa taxa de
recarga do lencol freatico, de maneira que a reducdo do volume de agua venha a
concentrar metabdlitos, tais como os ja citados EQ e FOR, tal processo é claro
mediante as altas concentracbes dessas duas substancias na primeira coleta
(Tabela 1 Apéndice).

Para complementar os dados de PCA fez-se a analise por rotagdo varimax

normalizada, essa categoria de analise permite trabalhar com um grande numero de
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variaveis. O principal mérito dessa ferramenta estatistica € permitir que nestas
condicOes seja possivel encontrar grupos de variaveis altamente correlacionadas.
Exemplo da aplicacdo desse método para matrizes de alta complexidade quimica e
com alto nimero de amostras pode ser encontrado no estudo realizado por Andrade
et al. (2010). A aplicacdo desse método ao estudo permitiu um melhor rearranjo da
tendéncia geral dos dados mostrando de forma simplificada os trés fatores e suas
principais correlacées. A Tabela 20 e a Figura 81 ilustram os resultados dessa

analise multivariada dos dados, sendo demonstrados os fatores mais significativos

para a dispersdo dessas moléculas no ambiente em diferentes épocas.

Tabela 20: Rotagdo varimax normalizada

Variaveis FATOR 1 FATOR 2 FATOR 3
DAI -0,09 0,365 0,649
EQ -0,01 0,937 0,232
GEN 0,53 0,091 0,093
FOR 0,008 0,945 0,016
BIO 0,813 -0,041 0,015
Precipitacao 0,865 -0,054 0,374
Temperatura -0,727 0,155 0,433
Evapotranspiracao -0,307 0,019 -0,863
Variancia explicada % 29,1 24,3 19,4

Nota: Somente os fatores com loadings em
considerados significativos.

moédulo maiores que 0,7, em vermelho, séo
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Factor Loadings, Factor 1 vs. Factor 2 vs. Factor 3
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Figura 81: Rotagédo varimax normalizada entre as variaveis, analise da influéncia ambiental
na disponibilizacdo desses metabdlitos no ambiente.

4.5.2 Testes de estrogenicidade (RYA)

Os testes de estrogenicidade foram feitos em todas as amostras coletadas
durante os quatro periodos distintos de coleta, para isso foi realizado um pool de
amostra em cada ponto especifico, ou seja, os pontos plantagdo foram reunidos em
uma mesma solugdo (PAQ1 + PAQ2 +...+ PAE4), o procedimento foi repetido para
todos os pontos de coleta, afim de que se pudesse atingir um volume minimo de
amostra para que fosse possivel realizar as replicatas necessarias a analise
estatistica que foi aplicada aos resultados.

Os testes demonstraram que na primeira e segunda coleta no ponto da
fazenda da UFGD, a agua coletada no afloramento do lencol freatico teve o maior
efeito estrogénico (Figura 82), nos demais pontos de coleta ndo houve

estrogenicidade detectada ao longo de todas as amostragens.
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Figura 82: Teste de estrogenicidade (RYA) para os quatro periodos de coleta.

A analise de componentes principais também foi utilizada para a discussao
dos resultados, para atribuir a atividade estrogénica a isoflavona, que dentre as
cinco encontradas apresentasse o maior efeito impactante no ambiente, entretanto,
sabe-se que outras substancias podem agir sinergicamente com as isoflavonas
causando esse efeito, uma vez que se trata de uma matriz ambiental de alta
complexidade. Portanto, é muito provavel que as isoflavonas sejam responséaveis por
parte da atividade estrogénica e nao pelo todo. Uma das fortes evidéncias desse
fato é que no més de agosto de 2009 nenhuma isoflavona foi detectada, porém a
atividade estrogénica para esse periodo foi de 0,35 ng L' de EEQ no ponto de
coleta do afloramento do lencol freatico, valor 30% menor que o encontrado para o
mesmo ponto em abril de 2009.

De acordo com dados da literatura (BREINHOLT; LARSEN, 1998) dentre
todas as isoflavonas o equol € a que possui maior efeito estrogénico, sendo 5 vezes
mais potente que a genisteina, 85 vezes mais que a daidzeina e 92 vezes mais

potente que a biochanina — A e a formononetina.



Tese de doutorado — Guilherme Julido Zocolo 149

A analise de componentes principais (PCA) apresentada na Figura 83
demostra que existe uma forte relacdo do EQ e da FOR com os resultados obtidos
pelo teste de estrogenicidade RYA para o més de abril de 2009. E, como era de se
esperar, o valor do RYA para o més de agosto de 2009 ndo apresentou correlagao
com nenhuma das substancias, sendo o percentual acumulado para a explicagao da

variancia dos dados nas 3 PCs foi de 73,43%.
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Figura 83: Andlise de componentes principais. As trés PCs acumulam 73,43 % da variancia
explicada.

Como a andlise de componentes principais apresentada acima é uma
projecdo simplificada em duas dimensfGes de uma relagdo n-dimensional, pode
deixar margem para que haja duvidas se o modelo de andlise de dados em questao
apresenta distorcées quanto a correlacdo dos dados.

Para complementar a classificacdo obtida usou-se o método de rotacéo
varimax normalizada para extrair os fatores mais relevantes, ou seja, foram extraidas

trés componentes derivadas por rotacdo varimax normalizada (Tabela 21), onde o
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primeiro componente concentrou 39,7% da variancia, o segundo 18,3% e o terceiro

15,4%.
Tabela 21: Rotagdo varimax normalizada
Variaveis FATOR 1 FATOR 2 FATOR 3
DAI 0,284 -0,103 0,713
EQ 0,904 -0,041 0,279
GEN 0,070 0,783 0,056
FOR 0,973 0,016 0,024
BIO -0,058 0,798 -0,015
RYA agosto 09 0,100 -0,120 -0,693
RYA abril 09 0,958 0,033 -0,068
Variancia explicada % 39,7 18,3 15,4

Nota: Somente os fatores com loadings em médulo maiores que 0,7, em vermelho, sdo
considerados significativos.

De acordo com os dados da Tabela 21 nota-se que para o Fator 1 as
variaveis EQ, FOR e RYA abril de 2009 como variaveis altamente correlacionadas,
sendo que a constatacao mais importante esta no fato de que ao EQ pode-se atribuir
grande parcela da estrogenicidade desse més a esse metabdlito, pois como ja foi
discutido, a FOR é um agente estrogénico muito mais fraco que o equol. O Fator 2
traz como informagao mais relevante a alta correlacao entre BIO e GEN e o Fator 3
demonstra a maior significancia da DAI neste fator.

A Figura 84 demonstra de forma mais clara os resultados obtidos que foram
discutidos na Tabela 21, de forma a aplicar os valores da rotagdo varimax em um
sistema de trés dimensdes, onde as relagdes entre as variaveis apontam para o fato
de que o EQ é o agente estrogénico responsavel pelo impacto causado pelas
isoflavonas na agua do afloramento do lencol freatico e, também podemos chegar a
conclusdo de que, para 0 més de agosto de 2009 a estrogenicidade nao esta
relacionada com a presencga das isoflavonas no meio, o que é evidente pela nao

deteccdo dessas substancias neste periodo.
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Factor Loadings, Factor 1 vs. Factor 2 vs. Factor 3
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Figura 84: Rotacdo varimax normalizada extraida da analise de componentes principais
(PCA) entre as variaveis, analise da influéncia ambiental na disponibilizacdo desses
metabdlitos no ambiente.

4.5.3 Relevancia ecotoxicologica

A Figura 85 mostra a dispersdo das concentragdes de todas as isoflavonas
durante todo o periodo de coleta. As trés linhas (vermelha, verde e roxa)
representam os intervalos de concentracao reportados pela literatura para faixas de
concentragdo que provocam efeito intersex em peixes, essa faixa compreende
concentragdes de 400 a 800 ng L' para o equol (KIPARISSIS et al., 2003).

A literatura também faz um alerta para concentragdes que expressam
grandes riscos de serem causadoras de atividade estrogénica, os dados reportam
este risco para valores de equol acima de 1100 ng L™ (RIBEIRO et al., 2009), sendo
que valores dessa magnitude foram encontrados nesse trabalho. A Figura 85 ilustra

bem a ocorréncia dessa concentracao.
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Figura 85: Teste de estrogenicidade (RYA) para os quatro periodos de coleta. No eixo y log

da concentragdo em ng L™.

Legendas — AAE: ponto de coleta antes da plantagao afastado da margem do rio, AAQ: ponto de coleta antes da plantagao
préximo a margem do rio, PAE: ponto de coleta plantagao afastado da margem do rio, PAQ: ponto de coleta plantagdo préximo
a margem do rio, DAE: ponto depois da plantagao afastado da margem do rio e DAQ: ponto depois da plantagao préximo a
margem do rio. Fazenda: ponto de coleta de agua subsuperficial na fazenda da UFGD.

Juntamente com os dados da literatura sobre as atividades estrogénicas das
isoflavonas, os dados obtidos neste trabalho permitem estimar a sua contribui¢cdo
para o total de estrogenicidade para as aguas de superficie e sub-superficial.

Os valores de EC50 de isoflavonas sdo aproximadamente trés a quatro
ordens de magnitude superiores ao 17B-estradiol (BREINHOLT; LARSEN, 1998).
Isto significa que a concentracdo (total) de isoflavonas deve ser pelo menos mil
vezes maior do que a 17B-estradiol para contribuir igualmente para que se tenha o
mesmo efeito estrogénico.

Como os valores para que haja efeito estrogénico para o horménio 17p3-
estradiol estdo na faixa de concentragdo de ng L™ as contribuicdes de isoflavonas

devem ser pelo menos da ordem de pg L™ para serem relevantes. De fato, em tais
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concentragdes, peixes sofreram sérios efeitos de mudangas de comportamento
(KIPARISSIS et al., 2003).

Considerando-se os dados apresentados na Figura 85, observa-se que
existem varias amostras que a concentracao das isoflavonas esta compreendida na
faixa de concentragcdo na qual sdo descritos efeitos biol6gicos. Mesmo que estas
amostras ndo tenham apresentado resultado de estrogenicidade significativo no
teste RYA, podem apresentar outros efeitos que tal teste ndo pdde detectar.

Os niveis de pg L™ somente foram encontrados neste trabalho para o equol
em afloramento do lencol freatico ndo sendo detectado nessa concentracdo nas
outras areas de estudo. Na literatura, concentracbes dessa magnitude foram
relatadas para agua de rio (TERNES et al., 2001; RIBEIRO et al., 2009a; RIBEIRO et
al., 2009b; KAWANISHI et al., 2004).

Para as aguas superficiais do Rio Dourados, podemos concluir que as
isoflavonas foram diluidas em concentragdes abaixo da relevancia ambiental para o
teste de estrogenicidade RYA.

No entanto, na agua rural, no afloramento do lencol freatico, principalmente
devido as chuvas e ao escoamento e drenagem de agua em dareas de pastagem e
plantio de soja, tais praticas possuem significativa contribuicdo para o aumento do
efeito estrogénico, principalmente ligado ao aporte do equol que é um metabdlito de
degradacao da daidzeina e da formononetina, o qual possui relevante contribuicao
para o efeito estrogénico.

Durante os meses nos quais ocorre a rotacdo de culturas, de maio a agosto,
nas areas onde era plantada a soja passa-se a predominar a pecuaria, assim nao
podemos descartar a contribuicdo dos horménios esteroidais, como por exemplo,

aqueles vindos do estrume do gado que podem contaminar os afloramentos do
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lengol por efeito de lixiviagdo causado por chuvas e/ou irrigagdo. Dessa forma
hormonios como o 17B-estradiol que foi detectado nesta regido em agosto de 2009
(ZOCOLO et al., 2010) podem ser responsaveis por uma parcela significativa do total
da estrogenicidade em periodos de entressafra como foi destacado para o més de

agosto de 2009 (Figura 82, p.148).
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5 Conclusoes

Essa tese apresenta importantes contribuigcdes, que podem ser divididas em
analiticas e ambientais.

Do ponto de vista analitico, estabeleceu-se um método simples e de
confiabilidade conhecida (exatidao, precisédo, seletividade e robustez) para analise
de sete fitoestrégenos de soja em agua de rio e sub-superficial. Este método é
equiparavel a alguns relatados na literatura para daidzeina e genisteina, as
isoflavonas de soja mais abundantes. No entanto, supera os ja publicados pela
abrangéncia das moléculas estudadas, pelo uso de HPLC-UV, técnica mais barata
do que a LC-MS/MS mais frequentemente utilizada e pelo estudo de validagédo
desenvolvido, ausente para a maioria dos trabalhos ja publicados.

Do ponto de vista ambiental, foi possivel confirmar a hipétese inicial do
trabalho de que o cultivo de soja, tal qual é feito no Brasil, pode ser uma fonte
importante de isoflavonas para o ambiente, principalmente para os recursos hidricos.
O estudo detalhado que foi efetuado € inédito na literatura, tendo ainda o diferencial
de aliar as andlises quimicas aos testes bioldgicos de estrogenicidade (RYA) para
avaliagao do risco ecotoxicolégico envolvido.

O estudo qualitativo do extrato aquoso da palha de soja por LC-MS/MS, no
modo MRM, possibilitou identificar a presenca das isoflavonas (daidzeina, daidzina,
genisteina). Estes dados corroboram com a hipotese inicial do estudo de que as
intempéries (principalmente chuvas) podem fazer com que os fitoestrégenos
presentes na palha de soja depositada no solo sejam carreados para mananciais
hidricos superficiais.

A aplicagcao de métodos quimiométricos permitiu concluir que o equol é uma

das substancias mais impactantes, principalmente em agua sub-superficial da regiao



Tese de doutorado — Guilherme Julido Zocolo 156

de estudo. Os testes de estrogenicidade (RYA) indicaram que as isoflavonas
representam um dos fatores de estrogenicidade da agua de rio, porém outros fatores
podem estar presentes. No entanto, os resultados para concentragao de isoflavonas
e para os testes biol6gicos foram elevados para uma area rural, 0 que indica a
necessidade de estudos ecotoxicolégicos mais apurados na regidao, para melhor

avaliagao do risco e/ou do impacto ambiental envolvido.
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Tabela 1: Sumario dos resultados da primeira coleta realizada no més de abril de 2009. Valores em
g L. Numero de replicatas = 3.

PONTO PLANTACAO (MARGEM DO RIO)

Genistina Daidzina Daidzeina Equol Genisteina Formononetina Biochanina A
1° coleta abril
de 2009 Média+ CV  Média+ CV Média + CV Média+ CV Média + CV Média + CV Média + CV
PAQ1 nd nd nd nd 13,4 +2 nd nd
PAQ2 nd nd nd nd 23242 nd nd
PAQ3 nd nd nd nd 11,0+ 10 nd nd
PAQ4 nd nd nd nd 19,4+7 nd nd
PAQ5 nd nd nd nd 23,4 +19 nd nd
PAQ6 nd nd nd nd 12,0+3 nd nd
PAQ7 nd nd nd nd 12,0+3 nd nd
PAQS nd nd nd nd 16,7 + 1 nd nd
PONTO PLANTACAO (AFASTADO DA MARGEM DO RIO)
Genistina Daidzina Daidzeina Equol Genisteina Formononetina Biochanina A
PAE1 nd nd nd nd nd nd nd
PAE2 nd nd nd nd 12,6 +2 nd nd
PAE3 nd nd nd nd nd nd nd
PAE4 nd nd nd nd nd nd nd
PONTO DEPOIS DA PLANTACAO (MATA CILIAR)
Genistina Daidzina Daidzeina Equol Genisteina Formononetina Biochanina A
DAQ1 nd nd nd nd nd nd nd
DAQ2 nd nd nd nd nd nd nd
DAQ3 nd nd nd nd nd nd nd
DAQ4 nd nd nd nd nd nd nd
DAE1 nd nd nd nd nd nd nd
DAE2 nd nd nd nd nd nd nd
DAE3 nd nd nd nd nd nd nd
DAE4 nd nd nd nd nd nd nd
PONTOS ANTES DA PLANTACAO
Genistina Daidzina Daidzeina Equol Genisteina Formononetina Biochanina A
AAQ1 nd nd 14,1 £ 11 nd nd nd nd
AAQ2 nd nd nd nd nd nd nd
AAQ3 nd nd 145+2 nd nd nd nd
AAQ4 nd nd nd nd nd nd nd
AAE1 nd nd nd nd nd nd nd
AAE2 nd nd nd nd nd nd nd
AAE3 nd nd nd nd nd nd nd
AAE4 nd nd nd nd nd nd nd
PONTO AFLORAMENTO DO LENCOL FREATICO (PLANTACAO DE SOJA NA FAZENDA DA UFGD)
Genistina Daidzina Daidzeina Equol Genisteina Formononetina Biochanina A
FAZENDA1 nd nd nd 161,46 16,6 +1,0 80,0 + 2 nd
FAZENDA2 nd nd nd nd nd 14,8 +1 nd
FAZENDA3 nd nd 1239+7  1957,3+9 230,53 952,5+5 nd
FAZENDA4 nd nd 20,8 +7 nd nd nd nd

Perto da plantacédo de soja — ponto 2 (PAQ — préximo a margem e PAE — distante da margem), depois da plantagao — ponto 3 (DAQ - préximo a
margem e DAE — distante da margem) e antes da plantagédo — ponto 1 (AAQ - préximo a margem e AAE — distante da margem) e ponto
Fazenda (afloramento do lengol freatico — agua utilizada para irrigagéo), nd — nao detectado, CV — coeficiente de variagéo.
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Tabela 2: Sumério dos resultados da segunda coleta realizada no més de agosto de 2009.

Valores em ng L. Ndmero de replicatas = 3.

PONTO PLANTACAO (MARGEM DO RIO)

29 coleta Genistina Daidzina Daidzeina Equol Genisteina Formononetina Biochanina A
Agg(s)(t)% o Média+SD Média+SD Média+SD Média+SD Meédia + SD Média + SD Média + SD
PAQ1 nd nd nd nd nd nd nd
PAQ2 nd nd nd nd nd nd nd
PAQ3 nd nd nd nd nd nd nd
PAQ4 nd nd nd nd nd nd nd
PAQ5 nd nd nd nd nd nd nd
PAQ6 nd nd nd nd nd nd nd
PAQ7 nd nd nd nd nd nd nd
PAQS nd nd nd nd nd nd nd
PONTO PLANTACAO (AFASTADO DA MARGEM DO RIO)

Genistina Daidzina Daidzeina Equol Genisteina Formononetina Biochanina A
PAE1 nd nd nd nd nd nd nd
PAE2 nd nd nd nd nd nd nd
PAE3 nd nd nd nd nd nd nd
PAE4 nd nd nd nd nd nd nd

PONTO DEPOIS DA PLANTACAO

Genistina Daidzina Daidzeina Equol Genisteina Formononetina Biochanina A
DAQ1 nd nd nd nd nd nd nd
DAQ2 nd nd nd nd nd nd nd
DAQ3 nd nd nd nd nd nd nd
DAQ4 nd nd nd nd nd nd nd
DAE1 nd nd nd nd nd nd nd
DAE2 nd nd nd nd nd nd nd
DAE3 nd nd nd nd nd nd nd
DAE4 nd nd nd nd nd nd nd

PONTOS ANTES DA PLANTACAO (MATA CILIAR)

Genistina Daidzina Daidzeina Equol Genisteina Formononetina Biochanina A
AAQ1 nd nd nd nd nd nd nd
AAQ2 nd nd nd nd nd nd nd
AAQ3 nd nd nd nd nd nd nd
AAQ4 nd nd nd nd nd nd nd
AAE1 nd nd nd nd nd nd nd
AAE2 nd nd nd nd nd nd nd
AAE3 nd nd nd nd nd nd nd
AAE4 nd nd nd nd nd nd nd

PONTO AFLORAMENTO DO LENCOL FREATICO (PLANTAGCAO DE SOJA NA FAZENDA DA UFGD)

Genistina Daidzina Daidzeina Equol Genisteina Formononetina Biochanina A
FAZENDA1 nd nd nd nd nd nd nd
FAZENDA?2 nd nd nd nd nd nd nd
FAZENDA3 nd nd nd nd nd nd nd
FAZENDA4 nd nd nd nd nd nd nd

Perto da plantagao de soja — ponto 2 (PAQ — préximo a margem e PAE — distante da margem), depois da plantagdo — ponto 3 (DAQ - préximo
a margem e DAE — distante da margem) e antes da plantagdo — ponto 1 (AAQ - préximo a margem e AAE — distante da margem) e ponto
Fazenda (afloramento do lengol freatico — agua utilizada para irrigagéo), nd — nao detectado, CV — coeficiente de variagao.
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Tabela 3: Sumario dos resultados da terceira coleta realizada no més de dezembro
de 2009. Valores em ng L. Nimero de replicatas = 3.

PONTO PLANTAGAO (MARGEM DO RIO)

3°coleta Genistina Daidzina Daidzeina Equol Genisteina Formononetina Biochanina A
dezembro de
2009 Média + CV. Média + CV Média + CV Média + CV Média + CV Média + CV Média + CV
PAQ1 nd nd nd 4150+ 13 541+2 115,0+15 nd
PAQ2 nd nd 730,0 £1 554,3+5 59,0 = 11 90,3+5 nd
PAQ3 nd nd 667,6 £1 9458 +2 70,1 +1 86,1 +1 nd
PAQ4 nd nd nd 857,3+5 46,75 32,0+8 nd
PAQ5 nc nc nc nc nc nc nc
PAQ6 nc nc nc nc nc nc nc
PAQ7 nc nc nc nc nc nc nc
PAQS nc nc nc nc nc nc nc
PONTO PLANTACAOQ (AFASTADO DA MARGEM DO RIO)

Genistina Daidzina Daidzeina Equol Genisteina Formononetina Biochanina A
PAE1 nc nc nc nc nc nc nc
PAE2 nc nc nc nc nc nc nc
PAE3 nc nc nc nc nc nc nc
PAE4 nc nc nc nc nc nc nc

PONTO DEPOIS DA PLANTACAO

Genistina Daidzina Daidzeina Equol Genisteina Formononetina Biochanina A
DAQ1 nd nd nd nd 80,0+9 48,7+ 4 nd
DAQ2 nd nd nd nd 6247 74,09 nd
DAQ3 nd nd nd nd 68,5+5 61,7+3 nd
DAQ4 nd nd nd nd 89,58 52,37 nd
DAE1 nd nd nd nd 81,6 £10 75,5+ 21 nd
DAE2 nd nd nd nd 60,79 59,1 £10 nd
DAE3 nd nd nd nd 80,2 +3 655+5 nd
DAE4 nd nd nd nd 85,1+8 62,2+7 nd

PONTOS ANTES DA PLANTACAO (MATA CILIAR)

Genistina Daidzina Daidzeina Equol Genisteina Formononetina Biochanina A
AAQ1 nc nc nc nc nc nc nc
AAQ2 nc nc nc nc nc nc nc
AAQ3 nc nc nc nc nc nc nc
AAQ4 nc nc nc nc nc nc nc
AAE1 nc nc nc nc nc nc nc
AAE2 nc nc nc nc nc nc nc
AAE3 nc nc nc nc nc nc nc
AAE4 nc nc nc nc nc nc nc

PONTO AFLORAMENTO DO LENCOL FREATICO (PLANTACAO DE SOJA NA FAZENDA DA UFGD)

Genistina Daidzina Daidzeina Equol Genisteina Formononetina Biochanina A
FAZENDA1 nc nc nc nc nc nc nc
FAZENDA2 nc nc nc nc nc nc nc
FAZENDA3 nc nc nc nc nc nc nc
FAZENDA4 nc nc nc nc nc nc nc

Perto da plantagdo de soja — ponto 2 (PAQ — préximo a margem e PAE — distante da margem), depois da plantagcdo — ponto 3 (DAQ - préximo
a margem e DAE — distante da margem) e antes da plantagédo — ponto 1 (AAQ - pr6ximo a margem e AAE — distante da margem) e ponto
Fazenda (afloramento do lencol freatico — agua utilizada para irrigagéo), nd — ndo detectado, nc — nao coletado, CV — coeficiente de variagao.
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Tabela 4: Sumario dos resultados da quarta coleta realizada no més de abril de 2010.
Valores em ng L. Namero de replicatas = 3.

PONTO PLANTACAO (MARGEM DO RIO)

Genistina Daidzina Daidzeina Equol Genisteina Formononetina Biochanina A
4° coleta abril
de 2010 Média+ CV Média+CV Média+CV Média+CV Média+CV Média + CV Média + CV
PAQ1 nd nd nd 1082 +4 73,0+3 32,3+4 229+5
PAQ2 nd nd nd 34,0 £13 41,81 17,1 £10 38,2+6
PAQ3 nd nd nd nd 732+6 28,2 £ 29 47,5+13
PAQ4 nd nd 17,312 155,314 123,314 17,97 61,2 + 11
PAQ5 nd nd nd 50,6 £ 1 121,16 20,8 £ 1 60,4 £ 1
PAQ6 nd nd 144+5 57,1+5 100,48 154 +4 18,8 +3
PAQ7 nd nd 19,2+2 471+3 544 +5 15,8 +2 33,05
PAQS nd nd 13,1 +1 69,4 +2 56,4 +7 17,75 50,4 +6
PONTO PLANTACAO (AFASTADO DA MARGEM DO RIO)
Genistina Daidzina Daidzeina Equol Genisteina Formononetina Biochanina A
PAE1 nd nd nd 288,46 106,8 +4 60,4+6 nd
PAE2 nd nd 39,317 nd 759+2 15,4 + 11 27,3+8
PAE3 nd nd nd nd 86,9 +2 13,45 252 +1
PAE4 nd nd nd nd 93,78 nd 87,2+ 1
PONTO DEPOIS DA PLANTACAO
Genistina Daidzina Daidzeina Equol Genisteina Formononetina Biochanina A
DAQ1 nd nd nd nd 40,6 £ 4 30,1+9 12,4 +12
DAQ2 nd nd 46,0 £ 10 nd 38,2 £ 11 29,6 £ 4 146 £5
DAQ3 nd nd 36,0+3 nd 28,3 £ 11 32,6 4 12,5+3
DAQ4 nd nd nd nd 26,8 £ 1 28,7+3 nd
DAE1 nd nd 73,0+4 1994 +2 nd 41,742 nd
DAE2 nd nd 2202 nd nd 32,3+3 nd
DAE3 nd nd nd nd nd 23,7+4 19,7+2
DAE4 nd nd nd nd nd 23,6 t4 18,2+2
PONTOS ANTES DA PLANTACAO (MATA CILIAR)
Genistina Daidzina Daidzeina Equol Genisteina Formononetina Biochanina A
AAQ1 nd nd nd 260,95 32,32 nd nd
AAQ2 nd nd nd 251,77 31,6 1 nd nd
AAQ3 nd nd nd nd 33,4 +17 nd nd
AAQ4 nd nd nd nd 32,9 +1 nd nd
AAE1 nd nd nd nd 82,1+8 nd 20,5+4
AAE2 nd nd 17,314 nd 179,8 £ 1 11,312 174 +5
AAE3 nd nd nd nd 97,8 £ 1 13,9+ 14 26,1+5
AAE4 nd nd nd nd 60,8+ 10 125+5 42,0 1

PONTO AFLORAMENTO DO LENCOL FREATICO (PLANTACAO DE SOJA NA FAZENDA DA UFGD)

Genistina Daidzina Daidzeina Equol Genisteina Formononetina Biochanina A
FAZENDAT1 nd nd 27,4 +4 nd 1475+ 2 nd 21,4+7
FAZENDA2 nd nd 244 +9 nd 1402 £ 1 nd 21,0 £ 1
FAZENDA3 nd nd 30,8 +3 nd 1458 + 1 nd 30,4 + 10
FAZENDA4 nd nd nd nd 927 + 1 nd 14,4 +13

Perto da plantagao de soja — ponto 2 (PAQ — préximo a margem e PAE — distante da margem), depois da plantagdo — ponto 3 (DAQ - préximo
a margem e DAE — distante da margem) e antes da plantagdo — ponto 1 (AAQ - préximo a margem e AAE — distante da margem) e ponto
Fazenda (afloramento do lengol freatico — agua utilizada para irrigagéo), nd — nao detectado, CV — coeficiente de variagao.
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APENDICE A — Espectros de Massas em full-Scan para os paddes de: (A) genistina, (B)
genisteina, (C) daidzeina, (D) daidzina
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APENDICE B — Perfil injecdo direta: (A) TIC do extrato aquoso da palha da soja; (B)

Espectro de massas obtido por injegéo direta do extrato aquoso da palha da soja e adquirido
em modo negativo e em full-scan.
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APENDICE C — (A) Espectros de Massas Full-Scan dos ions detectados no extrato aquoso
da palha da soja: (B) m/z 286; (C) m/z284; (D) m/z 282; (E) m/z 255; (F) m/z 242 Da.
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APENDICE D — Cromatogramas representativos do padréo das isoflavonas e das amostras
ambientais coletadas.
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