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Alternatieven voor 17a-ethinylestradiol in ‘de pil’

Voorwoord

Een belangrijke werkzame stof in de klassieke ‘pil’ is de stof 17a-ethinylestradiol (EE2).
Deze stof wordt door vrouwen die ‘de pil’ gebruiken uitgescheiden in de vorm van een
conjugaat. Deze verbinding is weliswaar veel minder estrogeen dan de oorspronkelijke
stof, maar in rioolwaterzuiveringsinstallaties (RWZI’'s) wordt de oorspronkelijke stof
veelal weer teruggevormd. Afhankelijk van het zuiveringsrendement van RWZI's is het
mogelijk dat de effluenten na het doorlopen van de zuivering nog lage concentraties
van estrogene stoffen bevatten. Vanwege het eventuele optreden van mengseltoxiciteit
bij concentraties waarbij de individuele stoffen geen effect hebben kan niet worden
vitgesloten dat de gezamenlijke werking van alle estrogene stoffen leidt tot
waarneembare hormoonverstorende effecten bij vissen (Brian et al., 2007).

De SWNM is bezorgd over het via RWZI’s in het oppervlaktewater terechtkomen van
estrogene stoffen in het algemeen en over de actieve resten van ‘de pil’ in het
bijzonder. De stichting baseert zich daarbij onder meer op effecten op vissen in de
Dommel (Vethaak et al., 2002). Daarnaast is in een Canadese studie (Kidd et al., 2007)
gebleken dat de blootstelling van zoetwatervissen aan milieurelevante gehaltes EE2 in
twee meren leidde tot problemen bij de reproductie.

Vanwege de bovengeschetste problematiek rijst de vraag of er geen alternatieven
denkbaar zijn voor EE2 en of ‘de pil’ niet aan vernieuwing toe is.

Het IVM, indertijd betrokken bij het landelijk onderzoek naar estrogene stoffen
(Vethaak et al., 2002), heeft een literatuurstudie verricht naar mogelijk beter
afbreekbare dan wel minder milieubelastende alternatieven voor EE2. De resultaten
hiervan staan in het voorliggende rapport beschreven.
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Alternatieven voor 17a-ethinylestradiol in ‘de pil’ 7

Samenvatting

Het synthetische hormoon 17a-ethinylestradiol (EE2) is een biologisch actieve stof die
in de anticonceptiepil wordt toegepast vanwege zijn zeer specifieke estrogene
werking. De aanwezigheid van EE2 in het oppervlaktewater kan al bij zeer lage
concentraties leiden tot hormoonverstorende effecten bij (aquatische) organismen.

Wanneer anticonceptiepillen in plaats van EE2 het estrogeen mestranol of
estradiolvaleraat (E2V) bevatten zijn in het milieu vergelijkbare problemen te
verwachten als met EE2, door transformatie van mestranol in EE2 of E2V in 17p-
estradiol (E2). Daarom zijn de estrogenen mestranol en E2V vanuit milieuoogpunt geen
optimale alternatieven voor EE2 in de anticonceptiepil. Het gebruik van progestagenen
in plaats van estrogenen in de anticonceptiepil verdient eveneens geen aanbeveling,
omdat in laboratoriumstudies is gebleken dat progestagenen al bij zeer lage
concentraties gevolgen hebben voor bijvoorbeeld de reproductie van blootgestelde
vissen. Over het algemeen kan gezegd worden dat er nog slechts zeer weinig bekend
is over het voorkomen van progestagenen in het milieu en de effecten op aquatische
organismen.

Van zowel selectieve estrogeenreceptormodulatoren (SERM’s) als van meloxicam zijn
er geen gegevens bekend over zuiveringsrendementen in
rioolwaterzuiveringsinstallaties (RWZI's), het voorkomen in oppervlaktewateren en de
mogelijke effecten op aquatische organismen. Hierdoor is het niet mogelijk te
beoordelen of SERM’s of meloxicam goede alternatieven voor EE2 in de
anticonceptiepil zijn.

Een anticonceptiepil zonder hormonen verdient uit milieuoogpunt de voorkeur, mits de
werkzame stof van een dergelijke pil en de metabolieten geen toxiciteit vertonen. Van
alle in dit rapport genoemde alternatieven lijken hormoonagonisten het
milieuvriendelijkst. Vanwege de verwachte omzetting (in het lichaam) van eiwitachtige
hormoonagonisten in aminozuren en vervolgens tot ureum en CO, zijn in het
aquatische milieu geen effecten te verwachten van het gebruik van deze stoffen.

Indien vervanging van hormoonachtige stoffen in de pil niet mogelijk of wenselijk is
dient te worden gestreefd naar zo hoog mogelijke zuiveringsrendementen van RWZ|’s.

Het voorkomen van EE2 in het Nederlands oppervlaktewater leidt op dit moment niet
tot grote problemen aangezien de concentraties op de meeste locaties zo laag zijn dat
er geen effecten op bijvoorbeeld de visstand kunnen worden verwacht.
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] Inleiding

Het synthetische hormoon 17a-ethinylestradiol (EE2) is een biologisch actieve stof die
in de anticonceptiepil wordt toegepast vanwege zijn zeer specifieke estrogene
werking. Het is een stof die - net als andere farmaceutische produkten - bij zeer lage
concentraties werkzaam is en die in de mens via de normale routes (e.g., faeces en
urine) wordt uitgescheiden in al dan niet gemetaboliseerde vorm. Deze
uitscheidingsprodukten komen daarna via de riolering in
rioolwaterzuiveringsinstallaties (RWZ1's) terecht, waarna de effluenten na het
doorlopen van diverse zuiveringsstappen veelal worden geloosd op het
oppervlaktewater. In de RWZ! wordt onder invloed van bacterién die in hoge mate
aanwezig zijn in menselijke uitscheidingsprodukten de uitgangsstof EE2 weer
teruggevormd. De zuiveringsrendementen van de Nederlandse RWZI's zijn doorgaans
zeer hoog, zodat er normaliter slechts relatief lage concentraties aan
(verontreinigende) stoffen op het oppervlaktewater worden geloosd, waarna er nog
verdere verdunning optreedt in het opperviaktewater. Echter, de aanwezigheid van
milieuverontreinigende stoffen is zeker niet uit te sluiten. In het aquatische milieu
wordt EE2 aangemerkt als probleemstof omdat zij bij milieurelevante concentraties de
hormoonhuishouding van vissen kan beinvloeden (Grote Beverborg et al., 2001; Legler
et al., 2007; Tyler et al., 1998).

Niet alleen via RWZI's maar ook via de veehouderij kunnen estrogenen en bijvoorbeeld
ook veterinaire geneesmiddelen in het oppervlaktewater terecht komen, zonder
tussenkomst van een RWZI. Montforts et al. (2007) deden onderzoek naar estrogene
hormonen in oppervlaktewater van gebieden met intensieve veehouderij in het najaar
van 2004. De concentraties van het natuurlijke menselijke en dierlijke hormoon 17p-
estradiol (E2) en de gerelateerde estrogenen estriol (E3) en estron (E1) bedroegen
soms tientallen nanogrammen per liter oppervlaktewater en zijn daarmee aanzienlijk
hoger dan de gehaltes in effluenten van RWZI's (Lamoree et al., 2010).

Bij chemische analyses blijken de gevonden concentraties EE2 vaak onder of nabij de
instrumentele detectiegrenzen (in de orde van 0,2-1 ng/liter) te liggen. Om deze reden
worden in plaats van chemische bepalingen vaak biologische analyses uitgevoerd met
behulp van de zogeheten estrogen responsive chemically activated luciferase gene
expression assay, of kortweg ER-CALUX. De ER-CALUX is een snelle biologische test die
gebruikt maakt van humane (borstkanker)cellen die een specifieke gevoeligheid voor
estrogenen hebben (Legler et al., 1999). Bij blootstelling van deze cellen aan
estrogenen worden er in de cel processen in gang gezet die uiteindelijk leiden tot de
emissie van licht, dat gemakkelijk gemeten kan worden met een luminometer. Met
deze in vitro test wordt de totale estrogene activiteit gemeten die wordt veroorzaakt
door alle aanwezige estrogenen samen, in plaats van de afzonderlijke concentraties
van de estrogenen ( Houtman et al., 2007; Kozlowska-Tylingo et al., 2010). Deze
estrogene activiteit kan worden terugvertaald naar equivalenten van het humane
estrogeen 17B-estradiol en vormt zodoende een goede maat voor het vaststellen van
estrogene activiteit op niveaus die moeilijk met chemische analyses behaald kunnen
worden.

In dit rapport wordt allereerst kort samengevat wat de wetenschappelijke stand van
zaken is m.b.t. de schadelijkheid van EE2 in het aquatische milieu en wordt een
indicatie gegeven van de gemeten gehaltes in de Nederlandse opperviaktewateren. De
eventuele alternatieven voor EE2 worden geinventariseerd. Om te kunnen beoordelen
of deze alternatieven vanuit milieuperspectief een verbetering zijn t.o.v. EE2 wordt
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10 Inleiding

(voor zover de informatie beschikbaar is) een overzicht gegeven van de mogelijke
milieueffecten en de gehaltes die gemeten worden in het oppervlaktewater.
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2 Werkzame bestanddelen in ‘de pil’

De eerste anticonceptiepil die in Europa gebruikt werd was Anovlar. Deze pil kwam in
1961 in Nederland op de markt. In Amerika werd al in 1960 de eerste anticonceptiepil,
Enovid, goedgekeurd voor gebruik door de Food and Drug Administration (FDA)
(Friedrichs, 2010; Laar, 2010; Vosje, 2010; White et al., 1998).

Sindsdien is er een constante ontwikkeling geweest in de samenstelling van de pil en
zijn veel meer soorten anticonceptiepillen op de markt gebracht. De meeste
anticonceptiepillen bevatten hormonen. De hormoonbevattende anticonceptiepillen
zijn te verdelen in twee soorten: de combinatiepillen die zowel een estrogeen als een
progestageen bevatten en pillen die alleen progestageen bevatten (ocok wel minipil
genoemd) (Website 2010a).

Voorbeelden van progestagenen die gebruikt worden in combinatiepillen zijn
cyproteronacetaat, desogestrel, dienogest, drospirenon, ethynodiol-diacetaat,
gestodeen, levonorgestrel, lynestrenol, norethisteron, norethynodrel en norgestimaat.
De progestagenen die in de minipil gebruikt worden zijn desogestrel, levonorgestrel,
lynestrenol, norethisteron (Hamerlynck, 1987; Website 2010b, ¢). Het estrogeen dat in
de meeste combinatiepillen gebruikt wordt is EE2. Andere estrogenen zijn mestranol
en estradiolvaleraat (E2V) (Blaauw et al., 2009; Roberts et al., 1966).

Naast het toedienen van estrogenen en progestagenen is het ook mogelijk gebruik te
maken van hormoonagonisten. Hormoonagonisten zijn stoffen die de receptor van het
gonadotropine releasing hormoon (GnRH) kunnen activeren en daardoor de productie
van estrogene hormonen remmen. Hormoonagonisten die voor anticonceptie gebruikt
worden zijn nafarelin, deslorelin, leuprolide, goserelin, buserelin, histrelin en
triptorelin (zie hoofdstuk 4.3) (Baker et al., 2004; Folia Veterinaria, 2007; Hompes,
2008; Houtman, 2007; Kutzler et al., 2006; website2010d).

Tegenwoordig zijn er ook anticonceptiepillen op de markt die geen hormonen
bevatten, de zogenaamde “selectieve estrogeenreceptormodulatoren” (SERM’s). Deze
stoffen hebben hun werking op de estrogeenreceptoren. Ormeloxifene is een
voorbeeld van een SERM die als anticonceptiemiddel wordt toegepast (Lal et al, 2001).

Onderzoek naar nog een ander type niet-hormoonhoudende pil richt zich op
meloxicam, een cyclooxygenase-2 (COX-2) remmer die op dit moment nog niet wordt
toegepast voor anticonceptie maar wel al verkrijgbaar is als middel tegen artritis
(Hester et al., 2010; Jesam et al., 2010).

In de volgende hoofdstukken worden zowel EE2 als de hierboven genoemde
alternatieve anticonceptiemiddelen besproken. Hierbij wordt (voor zover de informatie
beschikbaar is) een overzicht gegeven van de voorkomende gehaltes van deze stoffen
en hun effecten in het aquatische milieu.

IVM Instituut voor Milieuvraagstukken
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3 170-ethinylestradiol

3.1 Milieurelevantie

3.1.1  Gedrag van EE2 in rioolwaterzuiveringsinstallaties

Johnson et al. (2007) voerden een studie uit naar de efficiéntie van 23 verschillende
RWZI's in Engeland voor de verwijdering van estrogenen, waaronder EE2. Geen van de
zuiveringen bleek in staat om alle activiteit te verwijderen. De concentraties EE2 die in
de effluenten werden aangetroffen varieerden van < 0,5 tot 1,7 ng/L.

In het verleden zijn in het effluent van RWZI's EE2-concentraties tot 7 ng/L
aangetoond, maar doorgaans liggen deze in Nederland in de buurt van de analytische
detectielimiet van 0,5 ng/L (Legler et al., 2007).

In het kader van de verbetering van de kwaliteit van het oppervlaktewater is er in
diverse Europese landen gewerkt aan verbeteringen van zuiveringsrendementen van
RWZI's voor een groot aantal xenobiotische stoffen, waaronder EE2.
Verwijderingtechnieken voor xenobiotische stoffen uit afvalwater die zijn onderzocht
zijn de behandeling met ozon, UV-straling, actieve kool- en membraanfiltratie
(Wegener et al., 2007).

In de Nederlandse situatie wordt voor rioolwaterzuivering een breed scala aan
technieken toegepast. Lamoree et al (2010) beschreven de efficiéntie van verschillende
zuiveringstechnieken van RWZI's, zoals zandfiltratie, actievekoolfiltratie, een
membraanbioreactor (MBR), nabehandeling met een MBR en een helofytenfilter. In
deze studie kon geen uitspraak worden gedaan over de efficiéntie van deze technieken
voor de verwijdering van EE2 vanwege de relatief hoge detectielimieten van de
gebruikte analysemethode. De concentraties van andere, natuurlijke estrogenen zoals
E1 en E2 konden echter wel nauwkeurig worden vastgesteld. Daarnaast gaf de
biologische effectmeting m.b.v. de ER-CALUX assay aan dat alle zuiveringstechnieken
de estrogene activiteit van de effluenten wel zeer sterk te reduceren. Met name de MBR
technieken bleken tot een reductie te leiden tot niveaus lager dan 1 ng estrogene
equivalent (EEQ) /L.

3.1.2 Voorkomen van EE2 in het aquatische milieu

In de periode 1999-2001 is er in Nederland een Landelijk Onderzoek Estrogene Stoffen
(kortweg LOES-projekt) uitgevoerd waarbij de aanwezigheid van hormoonverstorende,
estrogene stoffen in het aquatische milieu in kaart werd gebracht (Vethaak et al.,
2002). Bovendien werden testen uitgevoerd om een verband vast te stellen tussen de
blootstelling van vissen aan estrogene contaminanten en de waargenomen biologische
effecten bij vissen. De gevonden concentraties EE2 lagen in Nederlands
oppervlaktewater in bijna alle gevallen onder de detectielimiet van 0,3 ng/L. De
hoogste concentraties werden aangetroffen in kleinere stroomgebieden, waar
verdunning in het opperviaktewater een kleinere rol speelt dan in bijvoorbeeld de
grote rivieren. Als onderdeel van het LOES-projekt rapporteerden Belfroid et al. (1999)
dat zowel de EE2-gehaltes in de meeste effluentmonsters als de meeste
oppervlaktewatermonsters onder de detectiegrens lagen. Slechts in 2
effluentmonsters en in 3 oppervlaktewatermonsters werd EE2 net boven de
detectiegrenzen van respectievelijk 0,3-1,8 ng/L en 0,1-0,3 ng/L aangetroffen.
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14 17a-ethinylestradiol

Om tot een beter beeld te komen van de milieusituatie in deze kleinere
stroomgebieden met een mogelijkerwijs grote instroom van estrogenen ten gevolge
van intensieve veehouderij deden Montforts et al. (2007) onderzoek naar het
voorkomen van estrogenen in poldersioten in het najaar van 2004. Dit onderzoek liet
zien dat in sommige poldersloten met name na hevige regenval de natuurlijke dierlijke
(en menselijke) estrogenen zoals E1 en E2 in relatief hoge concentraties
(respectievelijk 25 en 50 ng/L) aanwezig waren.

Uit jaarrapporten van de Vereniging van Rivierwaterbedrijven (RIWA) blijkt dat de
concentraties EE2 die in Nederland worden gevonden op verschillende plaatsen in de
Rijn ook onder de detectiegrenzen lagen in 2008 en in 2009. Het RIWA heeft geen
monitoring verricht naar specifiek EE2 in de Maas, vanwege de slechte meetbaarheid
van deze stof met behulp van analytische methoden. Wel is de totale estrogene
activiteit met behulp van ER-CALUX gemeten. Deze was in 2008 maximaal 2,2 ng/L in
de Maas bij Keizersveer (RIWA, 2008; RIWA, 2009; RIWA, 2010). Hierbij moet in acht
worden genomen dat deze estrogene activiteit veroorzaakt wordt door alle estrogene
stoffen die aanwezig waren in het monster en dat niet kan worden gezegd dat EE2 alle
activiteit verklaart.

In Tabel 3.1. is een overzicht gegeven van de in Nederland gevonden concentraties EE2
in effluenten en opperviaktewateren zoals gerapporteerd in bovengenoemde studies.

Tabel 3.1. Concentraties EE2 (ng/l. ) in Nederlandse effluenten en opperviaktewateren.

De in Nederland gevonden concentraties EE2 zijn onder andere laag door de goede
zuiveringsrendementen van de Nederlandse RWZI’s. Er is in dit literatuuronderzoek
geen uitgebreid onderzoek verricht naar concentraties EE2 in Belgié en naar
zuiveringsrendementen van Belgische RWZI's. Wel rapporteerden Johnson et al. ( 2005)
zuiveringsrendementen voor estrogenen van onder andere twee Belgische RWZI’s
(Ghent-Ossemeersen en Evergem) en twee Nederlandse RWZI’s (Eindhoven en
Amsterdam). EE2 werd in geen van de monsters gedetecteerd. Voor E1 waren in Belgié
de rendementen voor de twee genoemde zuiveringen respectievelijk 99 % en > 99 % en
voor de twee Nederlandse zuiveringen 94 % en 96 %.

Noppe et.al (2007) rapporteerden een 2-jaars survey van de bepaling van estrogenen
in diverse locaties in de Schelde in Nederland en Belgié tussen 2002 en 2004. De
gevonden concentraties EE2 lagen voor alle locaties onder de chemische detectiegrens
(LOD= 0,25 ng/L). Voor E1 bleek een duidelijk verband waarneembaar tussen locatie
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gevonden werden. Een voor de hand liggende verklaring voor de lagere concentraties
stroomafwaarts is dat verdunning optreedt. Een ander mogelijke oorzaak is de afbraak
van de estrogenen. In het artikel van Noppe et al. (2007) wordt bovendien beschreven
dat de partitiecoéfficiént tussen sediment en water voor E1 toeneemt met toenemende
saliniteit.

3.2 Hormoonverstorende effecten

Blootstelling van vissen aan estrogene stoffen kan leiden tot verandering in het
gewicht van de gonaden, de morfologie van de geslachtsorganen zoals feminisatie van
testes of het voorkomen van vrouwelijke kenmerken zoals eicellen bij mannelijke
gonaden (intersex), en de differentiatie van gonaden richting mannelijk of vrouwelijk
fenotype (sexe ratio). Het eiwit vitellogenine (VTGC) is een biomarker die wordt gemeten
als indicatie van de blootstelling van (mannelijke) vissen aan estrogene stoffen. Er kan
een relatie gelegd worden, na blootstelling aan estrogene stoffen, tussen dit eiwit en
het voorkomen van genoemde effecten (Legler et al., 2007).

Uit verschillende studies blijkt dat estrogene stoffen, waaronder ook EE2,
bovengenoemde effecten kunnen hebben op organismen. In 1998 rapporteerden
Jobling et al. een studie waarbij wilde blankvoorns intersex vertoonden. Hierbij werd
een relatie gelegd tussen de aanwezige estrogene stoffen en intersex. Allen et al.
(1999) rapporteerden dat Engelse estuaria, zoals onder andere het Tyne estuarium en
het Mersey estuarium, zeer sterk vervuild bleken met estrogene stoffen die negatieve
biologische effecten in botten tot gevolg hadden, zoals productie van het eiwit VTG bij
mannelijke vissen en intersex. Routledge et al. (1998) onderzochten de estrogene
activiteit afkomstig van een RWZ! in het Verenigd Koninkrijk en de effecten van de
aanwezige estrogene stoffen op forel en voorn. Hierna volgden nog veel meer studies
die allen het beeld van intersex door aanwezigheid van estrogene stoffen
onderschreven (Liney et al., 2005 EE2; Andrew et al., 2010; Mills et al., 2005).

Laboratoriumexperimenten waarbij vissen werden blootgesteld aan verschillende
concentraties EE2 bevestigen dat EE2 leidt tot hormoonverstorende effecten in vissen,
zoals VTG inductie, een verandering in gonaden, gefeminiseerde gonaden in
mannelijke vissen, verschuivingen in sexe ratio en verminderd reproductiesucces
(Legler et al., 2007).

Buiten de hormoonverstorende effecten van EE2 als individuele stof kan EE2 bovendien
bijdragen aan het fenomeen concentratieadditie, indien er meerdere stoffen aanwezig
zijn die hetzelfde (estrogene) werkingsmechanisme hebben. Van concentratieadditie is
sprake wanneer diverse estrogene stoffen in een individueel ineffectieve concentratie
aanwezig zijn die opgeteld toch kunnen leiden tot waarneembare effecten op vissen
ten gevolge van mengseltoxiciteit (Brian et al., 2007; Correia et al., 2007). Bovendien
zijn er reéle aanwijzingen dat deze effecten bij hogere temperaturen zelfs sneller
optreden (Brian et al, 2008).

Recent is een aquatische “Predicted No-Effect Concentration” (PNEC) voor EE2
vastgesteld gebaseerd op een groot aantal studies naar de effecten van EE2 op
waterorganismen. Caldwell et al. (2008) leidden een PNEC van 0,35 ng EE2/L. af voor
aquatische organismen in oppervliaktewater. Het ‘lowest observed effect level’ (LOEL)
van EE2 voor VTG inductie bij mannelijke vissen is 0,5 ng/L (Vethaak et al., 2002).

Literatuurscreening van studies vanaf 2002 laat zien dat de meeste
laboratoriumstudies een LOEL voor estrogene effecten op vissen rapporteren van 0,3
tot 10 ng/L. Dit betekent dat blootstelling aan EE2-gehalten zoals die zijn aangetoond
in RWZl-effluenten, kan leiden tot estrogene effecten op vissen, wanneer de
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biologische beschikbaarheid in de laboratorium- en de veldsituatie vergelijkbaar is
(Legler et al.,2007). Kidd et al. (2007) laten zien dat blootstelling aan 5-6 ng/L EE2 in
een meer leidt tot het bijna volledig verdwijnen van de lokale populatie van een wilde
vissoort.

3.3 Conclusies m.b.t. de milieuschadelijkheid van EE2

EE2 staat momenteel niet op de lijst met probleemstoffen zoals die is vastgelegd in de
Europese Kaderrichtlijn Water (Website 2010e). Echter, in Nederland heeft de Stichting
Toegepast Onderzoek Waterbeheer (STOWA) een lijst opgesteld met stoffen die
mogelijkerwijs schadelijke effecten (zoals hormoonverstoring) kunnen veroorzaken,
maar die (nog) niet in het waterkwaliteitsbeleid zijn meegenomen. EE2 is een van de
stoffen die op deze lijst geplaatst is (STOWA, 2010).

De gevonden concentraties EE2 in Nederlands oppervlaktewater lagen in bijna alle
gevallen onder de detectielimiet van 0,3 ng/L (zie paragraaf 3.2). De hoogte van de
detectielimiet is echter in dezelfde ordegrootte als uit de literatuur bekende
effectconcentraties waarbij hormoonverstoring bij vissen optreedt, zoals de eerder
genoemde door Caldwell et al. (2008) vastgestelde PNEC van 0,35 ng/L en de lowest
observed effect level (LOEL) van EE2 voor VTG inductie bij mannelijke vissen van 0,5
ng/L (Vethaak et al., 2002).

Ondanks het feit dat EE2 hormoonverstorend kan werken lijkt het probleem in
Nederland tot nu toe beperkt op te treden door de lage concentraties EE2 die
gevonden worden in Nederlandse wateren. Vethaak et al. (2002) constateerden dat er
geen noemenswaardige feminiserende afwijkingen in mannelijke vissen optraden in
open zee en in de Nederlandse estuaria. In het binnenland werden in kleinere wateren
wel lichte tot matige feminiserende effecten op vissen waargenomen.

Aangezien zowel de chemisch gemeten concentraties EE2 als de estrogene activiteiten
zoals gemeten met ER-CALUX in Nederland allemaal zeer laag zijn, lijkt EE2 tot nu toe
niet tot zeer verontrustende verontreiniging in Nederlands oppervlaktewater te leiden.
Echter, met het optreden van mengseltoxiciteit dient zeker rekening te worden
gehouden. Daarnaast kan er ook een wisselwerking zijn met de verwachte
aanwezigheid van een zeer divers scala aan andere biologisch actieve
verontreinigingen, die net als EE2 wellicht niet volledig uit de effluenten van RWZI's
worden verwijderd, die in lage concentraties aanwezig zijn en die via een ander
werkingsmechanisme schadelijk kunnen zijn in het aquatische milieu.
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4 Alternatieven voor 17a-ethinylestradiol in ‘de pil’

4.1 Estrogenen

4.1.1 Mestranol

Mestranol (CAS nr. 72-33-3) is net als EE2 een synthetisch estrogeen (Lopez de Alda et
al., 2002). Het hormoon wordt in het lichaam gemetaboliseerd, waarbij de
gemetaboliseerde vorm uitgescheiden wordt. In de RWZI wordt het oorspronkelijke
molecuul weer teruggevormd door microbiologische degradatie, zoals dat ook met EE2
gebeurt (Solé et al., 2001).

Ternes et al. (1999) deden aerobe experimenten met slib afkomstig uit een RWZI om
de persistentie van estrogenen te bepalen. Uit deze experimenten bleek dat mestranol
zeer gemakkelijk degradeert tot EE2 door hydrolyse.

Mestranol als zodanig wordt dus niet aangetroffen in het aquatische milieu (Lamoree
et al., 2005, Montforts et al., 2007), maar het gebruik van mestranol kan wel
aanleiding geven tot verhoogde gehaltes EE2.

Vanwege het feit dat mestranol in RWZI’s wordt omgezet in EE2 is mestranol door de
STOWA evenals EE2 op de lijst van probleemstoffen gezet wegens zijn estrogene
activiteit (Lamoree et al., 2005; STOWA, 2010).

4.1.2 Estradiolvaleraat

E2V wordt in het lichaam omgezet in E2 en valeriaanzuur (Blaauw et al., 2009). E2
wordt voor verreweg het grootste gedeelte uit het rioolwater verwijderd. Lamoree et al
(2010) vonden een efficiéntie van 79%- 98% voor de verwijdering van E2 voor
verschillende zuiveringstechnieken van Nederlandse RWZI's. De concentratie E2 die
werd gevonden in de effluenten was maximaal 10 ng/L. In de periode 1999-2001
deden Vethaak et al. (2002) een uitgebreide monitoringstudie naar een aantal
hormoonontregelende stoffen in ecosystemen in Nederland (zie paragraaf 3.2). De
gevonden concentraties E2 lagen echter in Nederlands oppervlaktewater in bijna alle
gevallen onder de detectielimiet van 1 ng/L.

Analoog aan de situatie voor EE2 vindt er geen jaarlijkse monitoring plaats van E2 door
het RIWA, vanwege de slechte meetbaarheid van deze stof met behulp van fysisch-
chemische methoden. De estrogene activiteit wordt wel gemeten met behulp van ER-
CALUX (zie paragraaf 3.2)(RIWA, 2008; RIWA, 2009; RIWA, 2010).

E2 heeft een hormoonverstorende werking die ondermeer tot intersex kan leiden,
zoals blijkt uit de studie van Routledge et al. (1998), waarin de estrogene activiteit
afkomstig van een RWZI en de effecten van deze estrogene stoffen op forel en voorn
onderzocht werden. Ook E2 is door de STOWA op de lijst van probleemstoffen gezet
wegens zijn estrogene activiteit (Lamoree et al., 2005; STOWA, 2010), alhoewel de
estrogene potentie van E2 wel iets lager is dan van EE2.
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4.2 Progestagenen

4.2.1

Progestagenen die in de minipil gebruikt worden zijn desogestrel, levonorgestrel,
lynestrenol en norethisteron (Hamerlynck, 1987; Mansour, 2003; Website 2010b, ¢). Er
zijn geen concentraties van deze progestagenen in Nederlands oppervlaktewater of in
de effluenten van Nederlandse RWZI's bekend. Buitenlands onderzoek wijst uit dat
RWZI's progestagenen niet geheel uit afvalwater verwijderen. In Tabel 4.1. staan
gerapporteerde milieugehalten vermeld van progestagenen die in de minipil gebruikt
worden.

Chemische analyse in milieumonsters

Net als EE2 worden ook progestagenen in het lichaam gemetaboliseerd, waarbij de
gemetaboliseerde vorm uitgescheiden wordt. In RWZI’s worden de metabolieten weer
omgezet in de oorspronkelijke stof (Solé et al., 2001).

Tabel 4.1. Overzicht van progestagenen en hun gehaltes (indien bekend) in het
aquatische milieu.
Progestageen | Structuur CAS nr. Milieuconcentraties Ref
Min Max Type
monster
Desogestrel : \ oH 54024-
HC. -CzCH | 555
H ‘
Levonorgestrel 797-63-7 7,4 ng/L 11,0 ng/L | grondwater Besse, 2009;
OH Labadie,
H o 2005a;
<3,8 ng/L 7,0 ng/L | oppervliakte- | Lopez de
¢ Alda, 2002;
water )
Vulliet, 2008
<0,2 ng/L 4 ng/L effiluent
<0,04 ng/g | 2,18 ng/g | sediment
Lynestrenol '8 4| 52-76-6
O
200
N
Norethisteron 68-22-4 <0,3 ng/L 5,6 ng/L grondwater Besse, 2009;
oson 04ng/L | 2,8ng/L lakte | orand:
W < 0,4 ng .8 ng opperviakte 2008
o water Labadie,
1,2 ng/L | influent 20052,
<1,2ng influen Labadie,
<0,2 ng/L | 17,4 ng/L | effluent 2005b;
- Lopez de
<0,04 ng/g | 1,08 ng/g | sediment Alda, 2002:
Vulliet, 2008
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Van een aantal progestagenen is tevens bekend dat er metabolisatie naar EE2 optreedt,
bijvoorbeeld lynestrenol metaboliseert tot norethisteron en verder tot EE2 (Besse et al.,
2009; Larsson et al., 1999; website 2010f).

4.2.2 Invitro bepaling van progestagene effecten in het milieu

Analoog aan de bepaling van de estrogene activiteit met de ER-CALUX kan er voor de
bepaling van progestagene activiteit in milieumonsters gebruik worden gemaakt van
biologische assays, zoals de progestagen responsive CALUX (PR-CALUX). Van der
Linden et al. (2008) bepaalden de progestagene activiteit van Nederlandse effluenten
en oppervlaktewatermonsters met behulp van de PR-CALUX en vonden dat de
progestagene activiteit veelal hoger was dan de estrogene activiteit. In de
effluentmonsters werd een progestagene activiteit van 0,8 ng/L gevonden, terwijl de
activiteit in de oppervlaktewatermonsters varieerde van <LOD tot 4,5 ng/L.

Progesteron degradeert snel in een RWZI en ook in het effluent wanneer er geen
conservering van de effluentmonsters is toegepast. Toch wordt in het
oppervlaktewater een progestagene activiteit gemeten van enkele ng/L afkomstig van
natuurlijke steroiden, synthetische progestagenen en hun metabolieten. Naar
verwachting is de progestagene activiteit in het opperviaktewater niet alleen afkomstig
uit RWZI's, maar wellicht ook van uitgescheiden hormonen die het opperviaktewater
bereiken zonder een RWZI te passeren via de veehouderij.

Schriks et al. (2009) brachten de hormonale activiteit van opperviaktewater in het
Nederlandse deel van de Rijn in kaart op twee verschillende locaties op verschillende
tijdstippen met behulp van de PR-CALUX. Zij vonden waarden variérend van <LOD tot
0,02 - 0,09 ng/L.

Geen van de in Tabel 4.1. genoemde progestagenen staat op de lijst van
probleemstoffen van de STOWA (zie paragraaf 3.3).

4.2.3 In vivo progestagene effecten

Kobayashi et al. (2002) rapporteerden dat progestagenen stoffen zijn die een risico
kunnen vormen voor het aquatische milieu en een rol kunnen spelen bij het
kuitschietgedrag van vissen. Zeilinger et al. (2009) onderzochten het effect van twee
progestagenen, drospirenon en levonorgestrel, op dikkopjes (Pimephales promelas).
Zelfs bij de laagst geteste concentratie (0,2 ng/L) levonorgestrel werd al een
reproductieafname waargenomen. Bovendien werd vermannelijking van vrouwtjes
waargenomen, een toename van buikomvang boven 0,8 ng/L en sterkere kleuring van
de vinnen en huid bij 29,6 ng/L. De implicaties van progestagene activiteit voor
aquatische organismen zijn nog niet erg diepgaand onderzocht, maar het kleine aantal
studies dat is uitgevoerd wijst op ingrijpende effecten bij zeer lage concentraties.
Zeilinger et al., (2009) rapporteerden een reproductieafname in vis bij een
blootstellingconcentratie van slechts 0,2 ng/L levonorgestrel, terwijl Vulliet et al (2008)
concentraties rapporteerden tot 7,0 ng/L in oppervlaktewater uit het Rhéne-Alpen
gebied. Er is een groot gebrek aan gegevens over de effecten van blootstelling aan
progestagenen van aquatische organismen.
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4.3 Hormoohagonisten

Hormoonagonisten zijn stoffen die de receptor van het GnRH kunnen activeren,
waardoor de productie van de hormonen LH en FSH uit de hypofyse geremd wordt,
zodat de eierstokken geen estrogenen meer produceren. Hormoonagonisten die als
anticonceptie worden gebruikt zijn, nafarelin, deslorelin, leupolide, goserelin,
buserelin, histrelin en triptorelin.

Hormoonagonisten worden op dit moment bij de mens voornamelijk gebruikt voor het
sturen van de cyclus bij vruchtbaarheidsbehandelingen en niet voor anticonceptie. Bij
hoefdieren, zoals herten, elanden en muildierherten en ook bij vleermuizen worden
deze middelen wel voor anticonceptie gebruikt. Voor honden en katten zijn
hormoonagonisten alleen nog in het buitenland op de markt gebracht (Depenbusch et
al., 2010; EMEA, 2002; Folia Veterinaria, 2007; Groot Bruinderink et al., 2007;
Hompes, 2008; Metrione et al., 2008).

Hormoonagonisten zijn kleine eiwitten, die in het lichaam worden afgebroken tot
aminozuren en vervolgens verder tot ureum en CO,, waarna ze uitgescheiden worden.
Het is dus niet te verwachten dat hormoonagonisten in hun oorspronkelijke vorm
uitgescheiden worden. Er zijn derhalve geen studies gerapporteerd waarin de gehalten
van deze stoffen bepaald zijn. Mochten de hormoonagonisten toch onveranderd .
uitgescheiden worden, dan is het zeer waarschijnlijk dat ze in het milieu door micro-
organismen alsnog afgebroken worden (Groot Bruinderink et al., 2007; Houtman,
2007). Waarschijnlijk vanwege de verwachting dat hormoonagonisten niet als zodanig
in het milieu voorkomen zijn blootstellingstudies van aquatische organismen zoals
vissen niet gerapporteerd.

4.4 Niet-hormoonhoudende anticonceptiepil

4.4.1 Selectieve estrogeenreceptormodulatoren

SERM’s zijn liganden die kunnen binden aan de estrogeenreceptor en die zowel
gedeeltelijk de werking van estrogenen nabootsen als gedeeltelijk de estrogene
werking blokkeren. De SERM bindt met een agonist zoals E2, waardoor de fysisch-
chemische eigenschappen van de estrogeenreceptor veranderen (Dutertre et al., 2000;
Riggs et al., 2003). Een voorbeeld van een SERM die als anticonceptiemiddel wordt
toegepast is ormeloxifene (Lal et al., 2001). Het middel is al sinds 1991 op de markt
(Singh, 2001) in India, maar tot op heden is het nog niet verkrijgbaar in ons land.

Ormeloxifene wordt in het lichaam sterk gemetaboliseerd. Zowel ormeloxifene als zijn
metabolieten worden verspreid door het lichaam en accumuleren sterk in diverse
weefsels ten opzichte van het plasma. Slechts een klein gedeelte van zowel
ormeloxifene als van zijh metabolieten wordt uitgescheiden via de ontlasting en de
urine (Lal, 2010; Paliwal et al., 1995).

Over zuiveringsrendementen van RWZI’s, gehaltes in het milieu of biologische effecten
in gecontroleerde studies is van zowel ormeloxifene als de metabolieten niets bekend.

4.4.2 Meloxicam

Meloxicam (4-hydroxy-2-methyl-N-(5-methyl-2-thiazolyl)-2H-1,2-benzothiazine-3-
carboxamide-1,1-dioxide) is een niet-hormoonhoudend middel dat op de markt
gebracht is tegen artritis. Het middel kan follikelgroei voorkomen of vertragen zonder
het endocriene profiel van de menstruatiecyclus te verstoren. Uit recent onderzoek
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blijkt dat meloxicam waarschijnlijk goed gebruikt kan worden als “morning after pil”.
Men onderzoekt nu of dit middel ook gebruikt kan worden als anticonceptie (Bata et
al., 2006; Friedrich, 2010; Jesam et al., 2010; Kirchgessner, 2006).

Meloxicam is zeer slecht wateroplosbaar (Ambrus et al., 2009) en in het lichaam bindt
meloxicam zich sterk aan plasma-eiwitten. Na inname van meloxicam zijn er zowel van
meloxicam als zijn metabolieten geen farmacologische effecten waarneembaar
(Kirchgessner, 2006). Meloxicam en zijn metabolieten worden voornamelijk
uitgescheiden met de ontlasting (Wiesner et al., 2003; Zhang et al., 2008). Er zijn geen
studies gerapporteerd over de effectiviteit van verwijdering van meloxicam en zijn
metabolieten door een RWZI, noch zijn er gehaltes bekend in het aquatisch milieu.
Vanwege de zeer slechte oplosbaarheid van meloxicam in water is de verwachting dat
deze stof, mocht hij in het aquatische milieu terechtkomen, aan sediment bindt of in
biota accumuleert.

Er zijn geen studies bekend m.b.t. de effecten van meloxicam en zijn metabolieten op
aquatische organismen. Wel werd door Cuthbert et al. (2007) een vragenlijst
wereldwijd verstuurd naar dierentuinen, revalidatiecentra voor wilde dieren en
dierenartsen om de toxiciteit van meloxicam voor vogels te bepalen. Hierbij werden 60
verschillende vogelsoorten onderzocht. De resultaten van deze survey lieten zien dat
meloxicam niet toxisch is voor vogels.
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5 Conclusies en aanbevelingen

De concentraties waarbij hormonen effecten kunnen hebben op aquatische
organismen zijn doorgaans zeer laag. Door langdurige blootstelling aan lage
concentraties of door het optreden van mengseltoxiciteit kunnen hormonen een meer
of minder verstorende invioed op (aquatische) organismen hebben. Ook kunnen
degradatieproducten van de oorspronkelijke stoffen een hogere biologische potentie
bezitten dan de oorspronkelijke stof. Om deze redenen dient de aanwezigheid van
hormoonverstorende stoffen in het milieu zo veel mogelijk te worden voorkomen
(Sumpter et al., 2005).

Wanneer anticonceptiepillen in plaats van EE2 het estrogeen mestranol of E2V bevatten
zijn in het milieu vergelijkbare problemen te verwachten als met EE2, door
transformatie van mestranol in EE2 of E2V in E2. Ook het progestageen lynestrol wordt
omgezet in EE2. Van zowel EE2 als van E2 is bekend dat zij een hormoonverstorende
werking kunnen hebben op aquatische organismen, afhankelijk van de
blootstellingconcentratie. Het voorkomen van EE2 en E2 in het oppervlaktewater hangt
echter sterk af van de zuiveringsrendementen van RWZ!'s. Vanuit milieuopzicht zijn de
estrogenen mestranol en E2V geen optimale alternatieven voor EE2 in de
anticonceptiepil.

Het optreden van biologische effecten in het aquatische milieu ten gevolge van
blootstelling van progestagenen is geenszins uit te sluiten, alhoewel er nog slechts
zeer weinig wetenschappelijk onderzoek is verricht naar zowel het voorkomen van
deze stoffen als de mogelijke effecten die optreden bij blootstelling van (aquatische)
organismen. Een buitenlandse studie wijst uit dat progestagenen niet volledig
verwijderd worden in RWZI's. Vanwege het feit dat de effectconcentraties van
progestagenen in laboratoriumstudies (Zeilinger et al., 2009) zeer laag zijn (in de orde
van grootte van < 1ng/L), dient er grote voorzichtigheid te worden betracht bij het
gebruik van deze groep stoffen als alternatief voor EE2. Hierbij dient ook in
ogenschouw te worden genomen dat het gebruik van progestagenen reeds wijd
verbreid is. Nader onderzoek m.b.t. voorkomen van progestagenen in het milieu, hun
gedrag in RWZI's en de mogelijke effecten op organismen is daarom dringend aan te
bevelen.

Vanwege de verwachte omzetting (in het lichaam) van eiwitachtige hormoonagonisten
in aminozuren en vervolgens tot ureum en CO, zijn in het aguatische milieu geen
effecten te verwachten van het gebruik van deze stoffen. Hormoonagonisten lijken
derhalve vanuit milieuperspectief een goed alternatief voor EE2 voor anticonceptie. Op
dit moment worden hormoonagonisten echter nog niet voor anticonceptie bij mensen
gebruikt.

Het is niet mogelijk om te beoordelen of SERM’s of meloxicam goede alternatieven
voor EE2 zouden zijn, omdat er geen gehaltes van deze stoffen en hun metabolieten in
het milieu bekend zijn. Tevens is niets bekend over zuiveringsrendementen in RWZI's
en de mogelijke effecten op aquatische organismen.

Een anticonceptiepil zonder hormonen verdient uit milieuoogpunt de voorkeur, mits de
werkzame stof van een dergelijke pil en de metabolieten geen toxiciteit vertonen. Van
alle in dit rapport genoemde alternatieven lijken hormoonagonisten het
milieuvriendelijkst. Er zal echter meer onderzoek verricht moeten worden of
hormoonagonisten ook daadwerkelijk voor mensen toepasbaar zijn als betrouwbaar en
milieuvriendelijk anticonceptiemiddel.
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Indien vervanging van hormoonachtige stoffen in de pil niet mogelijk of wenselijk is
dient te worden gestreefd naar zo hoog mogelijke zuiveringsrendementen van RWZ!’s,
bijvoorbeeld door het toepassen.van andere typen zuiveringen of additionele
zuiveringstechnieken. Met deze voorzorgsmaatregelen zullen de concentraties van
mogelijk toxische stoffen zo laag moeten worden gehouden dat er geen schadelijke
effecten optreden in het milieu.

Het voorkomen van EE2 in het Nederlands oppervlaktewater leidt op dit moment niet
tot grote problemen aangezien de concentraties op de meeste locaties zo laag zijn dat
er geen effecten op bijvoorbeeld de visstand kunnen worden verwacht. Wel behoeft het
gebruik van EE2 veel aandacht, omdat EE2 niet de enige hormoonverstorende stof is
die in het oppervlaktewater terechtkomt en waar organismen aan blootgesteld worden.
Het optreden van mengseltoxiciteit ten gevolge van de aanwezigheid van vele andere
meer of minder toxische stoffen kan zeker niet worden uitgesloten. Er zijn vele stoffen
die niet volledig uit de influenten van de RWZI's gezuiverd kunnen worden, en die dus -
in doorgaans relatief lage concentraties - op het opperviaktewater worden geloosd.
Optimalisatie van zuiveringssystemen van RWZ!’s is derhalve wenselijk.
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Bijlage A

CALUX
El

E2

E2V

E3

EE2

EEF
EEQ
ER-CALUX
FDA
GnRH
LOD
LOEL
MBR
PNEC
PR-CALUX
RIWA
RWZ|
SERM
STOWA
VTG

Afkortingenlijst

= Chemical-activated luciferase gene expression
= Estron

= 17B-estradiol

= Estradiolvaleraat

= Estriol

= 17a-ethinylestradiol

= Estrogene Equivalentie Faktor

= Estrogene equivalent

= Estrogenische responsieve CALUX

= Food and Drug Administration

= Gonadotropine releasing hormoon

= Limit of detection

= Lowest observed effect level

= Membraanbioreactor

= Predicted No-Effect Concentration

= Progestagene responsieve CALUX

= Vereniging van Rivierwaterbedrijven

= Rioolwaterzuiveringsinstallatie

= Selectieve estrogeenreceptormodulator

= Stichting Toegepast Onderzoek Waterbeheer

= Vitellogenine
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