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RESUMO

O uso de farmacos no dia a dia aumentou e dentre eles encontra-se 0s
contraceptivos orais, 0s quais sao hormoénios sintéticos ingeridos diariamente por
milhndes de mulheres no mundo todo. Tendo em vista a problemética ambiental
relacionada ao descarte de horménios sintéticos ndo completamente metabolizados
em aguas residuéarias, pode ocorrer a biomagnificacdo do toxicante devido ao fato
dos horménios retornarem ao meio em sua forma original atingindo organismos
aquéticos, podendo chegar ao homem. Buscamos entdo avaliar os possiveis efeitos
da exposicdo aguda e cronica através do comportamento tipo social, ansiedade, e
agressividade, além de possiveis efeitos ao sistema enddcrino, usando o peixe-
zebra como organismo modelo. Podemos concluir que os resultados obtidos séo
alarmantes, uma vez que o horménio 17-alfa-etinilestradiol € prejudicial ao modelo
experimental utilizado, tanto ao seu sistema enddcrino, tanto ao comportamento. Na
exposicdo crénica ocorreu alteracdo no comportamento tipo social, ansiedade, além
de torna-lo mais agressivo. Ocorreram também, alteracées no sistema enddcrino,
alterando niveis de Estradiol e Testosterona. Com isso entendemos que estes
resultados mostram prejuizo ao organismo tanto em relacdo ao comportamento da
espécie, como em seu sistema enddécrino. A presenca do 17-alfa-etinilestradiol no
meio hidrico apresenta um impacto negativo no comportamento do organismo
analisado, podendo colocar em risco, ndo s6 o organismo estudado, bem como
varias espécies e populacbes em desenvolvimento. Podendo assim causar um
severo impacto ecolégico ao sistema exposto a este horménio.

Palavras-chave: 17-alfa-etinilestradiol, Danio rerio, Comportamento, Hormonios.



ABSTRACT/RESUMEN

Nowadays drug use has increased, among them are oral contraceptives, which are
synthetic hormones ingested daily by millions of women worldwide. Considering the
environmental problem related to the disposal of non-metabolized synthetic
hormones in waste water, a biomagnification can occur at the toxicant due to the fact
that the hormones return to the environment in its original form reaching aquatic
organisms, and may reach the man. The objective was to evaluate the possible
effects of acute and chronic exposure via social behavior type, anxiety, and
aggression, and possible effects on the endocrine system, using the zebrafish as a
model organism. We can conclude that the results obtained are alarming, since the
17-alpha-ethinyl estradiol hormone is detrimental to the experimental model used,
both to its endocrine system and behavior. In chronic exposure occurred change in
social behavior type, anxiety, and make it more aggressive. There were also changes
in the endocrine system, altering levels of estradiol and testosterone. Thus we
believe that these results show damage to the organism both in relation to the
behavior of the specie, as its endocrine system. The presence of 17-alpha-
ethynylestradiol in the water has a negative impact on the behavior of the organism
analyzed. Potentially putting at risk not only the organism studied, as well as various
species and populations developing. This can cause a severe ecological impact on
the system exposed to this hormone.

Keywords: 17-alpha-ethinyl, Danio rerio, Behavior, Hormone.
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1 INTRODUCAO

Aguas residuarias urbanas tém sido identificadas como uma importante fonte
de estrogénios para o ambiente aquatico (DEBLONDE et al., 2011). Isso pode estar
relacionado ao fato de que alguns produtos farmacéuticos ndo sdo completamente
metabolizados apds o consumo humanos e animal e sédo excretados na sua forma
original ou organicamente complexa (WESIERSKA, 2006).

Quando presente no meio de forma inadequada, o estrogénio é considerado
um desregulador enddcrino, e este encontra-se cada vez mais presente no dia a dia
dos humanos, este hormonio promove mecanismos gendmicos que apresentam
longo periodo de laténcia, induzindo alteracbes a longo prazo na funcado celular,
assim cresce a importancia de estudar seu potencial e também em saber como este
farmaco, afeta adversamente o sistema de organismos aquaticos (GAYER et al.,
2000). Em 1976 e 1977 Kelly e colaboradores, mostraram que o estradiol poderia
alterar a atividade neuronal dentro de segundos, o que € considerado muito rapido
para ser associado ao mecanismo gendmico classico.

Estes hormonios estrogénicos foram detectados em afluentes e efluentes de
Estacdo de Tratamento de esgotos em muitos paises, entre 0s quais, o etinilestradiol
sendo de origem sintética, foi encontrado em concentracdes variando de 0,2 a 273
ng/l* em efluentes, dependendo do local pesquisado e do tipo de tratamento
empregado (AZEVEDO, 2011).

Atualmente, foi observada a presenca de trés subtipos de receptores de
estrogénio ER nos peixes teledsteos zebrafish (Danio rerio) (HAWKINS et al., 2000),
Portanto, o peixe-zebra sera utilizado no presente estudo como organismo modelo,
devido a sua rapida capacidade reprodutiva, ao seu genoma sequenciado e aos
seus processos definidos de desenvolvimento (SUN et al., 2015). Dessa forma,
buscamos avaliar os efeitos da exposicdo aguda e cronica através de parametros
comportamentais como ansiedade, comportamento social e agressividade, além de
resposta a estresse, analisando o nivel de horménio cortisol, testosterona e estradiol
em Zebrafish, expostos a diferentes niveis de estrogénio sintético, 17-alfa-
etinilestradiol.
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REVISAO DE LITERATURA

Aguas residuarias

A problemética ambiental sobre aguas residuarias vem crescendo e sendo
tema de muitos debates, os centros urbanos sempre foram os principais focos
poluidores e contaminadores dos recursos hidricos, assim tendo como base que
cerca de 35% da populacéo brasileira ndo possui rede de esgoto coletada, com isso
em média 65% dos municipios tem acesso a esgoto tratado, 0 esgoto bruto por si, é
considerado a maior fonte de poluicdo das aguas superficiais, sendo que o efeito
contaminante destas aguas brasileiras tem sido bastante discutido na literatura atual
(IBGE- Pnad,2015 e ARCHELA, 2003).

Os recursos hidricos, que possibilitam a vida humana, transformam-se nos
receptores de toda a espécie de descarte das atividades humanas, com isso, varias
substancias tém sido encontradas em aguas residuais, e assim consideradas como
contaminantes emergentes, tendo como exemplo deles agrotéxicos, farmacos,
produtos de higiene pessoal, protetores solares, drogas ilicitas, alquifendis,
estrogénios, entre outros (RICHARDSON E TERNES,2011). Muitas atividades
contribuem para a disponibilidade destas substancias quimicas no ambiente, porém
o0 descarte de esgotos e efluentes de Estacbes de Tratamento de Esgoto (ETES)
vem sendo considerados as principais vias de aportes dos contaminantes no sistema
aguatico (RAIMUNDO, 2011).

As caracteristicas dos efluentes sdo as que definem qual tipo de tratamento
cada efluente tera que passar, os pré tratamentos sdo divididos em trés tipos, 0s
quais estédo descritos no quadro 1.

Em média a composicéo do esgoto sanitario € de 99% de agua e apenas 1%
de solidos, sendo que cerca de 75% desses solidos sao constituidos de matéria
organica em processo de decomposicdo. Em relacdo a remocdo de compostos
organicos, o processo envolve vérias etapas, como: remoc¢ao de solidos grosseiros,
adsorcdo em solidos suspensos, sedimentacdo ou coagulagdo, biodegradacéo
aerObica ou anaerbbica, degradacdo quimica por processo de hidrélise ou
nitrificacéo e a desinfeccao (VON, 2005 e RAIMUNDO, 2011).
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Processos Fisicos

Processos Quimicos

Processos Biologicos

Tém por finalidade
separar as substancias
em suspensao no esgoto.
Incluem-se: remocao dos
sélidos grosseiros,
remocdo dos  solidos
decantaveis e remocao
dos solidos flutuantes.

Ha a utlizagdo de
produtos quimicos e séo
raramente adotados
isoladamente.

Os processos quimicos

comumente adotados
sao: floculacéo,
precipitacdo quimica,
elutriagéo, oxidacgao
quimica, cloragdo e

neutralizacdo ou correcao
do pH

Procuram reproduzir, em
dispositivos
racionalmente projetados.
Os principais processos
biolégicos de tratamento
sdo: oxidacdo biologica
(lodos ativados, filtros
biologicos, valas de
oxidacdo e lagoas de
estabilizacao)digestao de
lodo (aerdbia e anaerobia,
fossas sépticas).

Quadro 1- Tipos de Tratamento de Efluentes (Fonte: Adaptado de ARCHELA, 2003).

Mesmo passando por tratamento, o efluente lancado no meio pode ainda
conter resquicios de algum contaminante. Ha relatos da presenca de farmacos e
varias outras substancias encontradas em aguas residuais (AMERICO et al, 2012;
BARCELO, 2007.

Atualmente, o interesse pelo monitoramento de farmacos no ambiente, vem
crescendo, devido ao fato de que muitas das substancias encontradas nos efluentes
de ETEs e aguas naturais estdo sendo encontradas em concentracdes na faixa de
Mg/l e ng/L (BILA e DEZOTI, 2003).

Em relacdo aos possiveis destinos dos farmacos individuais, no meio
ambiente, estes podem ser divididos em trés possiveis destinos:

e Pode ser biodegradavel, ou seja, mineralizado a gas carbdnico e agua,

como por exemplo, o acido acetilsalicilico;

e Pode passar por algum processo metabdlico ou ser degradado

parcialmente, como as penicilinas;
e Pode ser persistente como o clofibrato, que € um antilipémicos. Pouco se
conhece sobre as rotas dos farmacos no meio (BILA e DEZOTI, 2003).
Ainda nao se pode afirmar o destino correto dos farmacos apos seu descarte,

a Figura 1 apresenta possiveis caminhos destes compostos no meio ambiente.
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[ Aplicagdo ] [ Produgio ]

Medicina Medicina Aquicultura Industria
Veterinaria Humana
¥ v
[ Excrecio J
¥ v Y
[ Esterco ] [ Esgoto ]— Sedimento
il !

[ Solo ] [ ETE le Aterro Estagio de

Sanitario tratamento
de efluentes
industriais

—

N N |
! I ! 4!
Agua de Subsaolo < Aguas Superficiais }1

' v

Estagdo de Tratamento de Agua J—> Agua Potével

Figura 1- Possiveis destinos (rotas) dos farmacos no meio ambiente. Fonte: BILA E
DEZOTI, 2003

Na Alemanha, por exemplo, foram identificados 18 antibidticos em efluentes
de ETEs e aguas superficiais por Hirsch et al.,(1999), além de estudos realizados
por Ternes et al., (1998) onde detectou niveis de estrogénios em concentracdes na
base de ng/L em efluentes de ETEs.

O estrogénio faz parte da lista desenvolvida pela Comissdo das Comunidades
Europeias (CEC), o qual classifica o Estrogénio como um Desregulador Endécrino
(DEs), (BILA, 2007). Um conjunto de desreguladores tem sido detectado em &guas
subterraneas, aguas superficiais e estacdes de tratamento de esgoto, demonstrando
assim a importancia de uma melhor compreensdo sobre o destino deles no
ambiente. (FERREIRA, 2012).

Os DEs séo capazes de desregular a reproducdo e o desenvolvimento dos
organismos aquaticos, como também, induzir caracteristicas femininas aos
organismos machos (SUMPTER e JOBLING, 2013). Em humanos sdo capazes de
provocar o desenvolvimento de varias doencas como a reducdo da fertilidade, o
cancer de mama, Utero e proéstata, alteracdo nas glandulas da tireoide e reducédo de
fertilidade masculina (TERNES, 1998 e BILA 2007).
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Hormonios

Os hormonios estdo diretamente ligados com a vida humana e animal,
horménios séo substancias quimicas (mensageiras) fabricadas pelo sistema
endocrino e que, lancadas na corrente sanguinea, coordenam o funcionamento do
organismo como um todo (BIRKETT e LESTER, 2003).

A funcdo do horménio € executar uma acédo reguladora, seja ela indutora ou
inibidora, em 6rgdos ou regides do corpo, sendo responsaveis por atividades de
orgaos completos, niveis de sais, aclUcares e liquidos no sangue, 0 uso e
armazenamento de energia, 0 crescimento e o desenvolvimento de um determinado
organismo, sua reproducdo além de suas caracteristicas sexuais (GHISELLI e
JARDIM, 2007).

Com relacdo ao estresse, este se da com o aumento da producédo de (GC),
mais precisamente cortisol, o qual também faz parte da familia dos hormdnios
humanos, sendo produzido pelo cortex da supra-renal e que busca habilitar o
organismo a responder ao estressor, salienta-se que a ansiedade esta presente nos
diferentes estados de estresse (MARTINS e SILVA, 2007).

Se tratando de hormdnios, o hipotalamo tem uma fungdo essencial no
organismo, onde controla a adenohip6fise na liberacdo dos hormdnios
gonadotréficos (LH e FSH), tireotréfico (TSH), adrenocorticotréfico (ACTH) e
somatotréfico (GH), que regulam, respectivamente, as funcbes das gbnadas, da

tiredide, da supra-renal e o crescimento corporal (JONHSON 2003).

Estrogénios
Estudos afirmam que esta cada vez mais comum a presenca dos chamados

desreguladores enddcrinos nas ETEs e em aguas superficiais e subterraneas, isso
por causa de sua remocdo ser apenas parcial (FERREIRA, 2012). A U.S.
Environmental Protection Agency define os desreguladores endocrinos ambientais
como sendo qualquer agente exdgeno que interfere com a sintese, secrec¢ao,
transporte, acao, ligacédo ou eliminacdo dos horménios naturais no corpo e que séo
responsaveis pela manutencédo da homeostase, reproducédo, desenvolvimento e/ou
comportamento (USEPA, 1998).

Os horménios séo classificados em trés grupos principais: hormoénios sexuais

femininos ou ovarianos (estrogenos e progesterona); horménios sexuais masculinos
19



ou testiculares (andrégenos, como a testosterona) e horménios da gravidez
(progesterona, estrogenos, gonadotropina coridbnica humana, somatomatropina
humana), além dos horménios sintéticos que podem ser introduzidos em ambos
grupos (AZEVEDO, 2011).

Dentre os hormonios sintéticos o estrogénio 17-alfa-etinilestradiol (EE2), € o
principal componente estrogénico utilizado em formulagbes de contraceptivos orais,
€ um dos medicamentos mais consumidos no mundo (CUNHA et al., 2016).

O etinilestradiol € um estrégeno sintético bioativo, que possui férmula
molecular C20H2402, massa molar 296,41g/mol e solubilidade em 4gua a 200°C de
483ug/L, conforme mostra na Tabela 1 (GHISELLI & JARDIM, 2007).

Tabela 1 Principais caracteristicas fisico-quimicas de 17-alfa-etinilestradiol

PARAMETRO 17-alfa-ETINILESTRADIOL
Nome 17a-Etinil-1,3,5(10)-estratriene-3,173-diol
Numero CAS 57-63-6
Formula Molecular CooH240>
Massa Molar (g mol™) 296,4
Ponto de Ebulicdo (°C) 182-183
Massa Especifica (mg/L™) (a 20°C) 4,8
Pressdo de Vapor (mmHg) 4,510
logKow (coeficiente de participacdo 3,9

octanol-agua)
Koc (coeficiente de sorcao) 4770
Meia-vida (horas) 33+13

Fonte: AZEVEDO (2011) e CUNHA (2014).

Tendo em vista que o 17-alfa-etinilestradiol € um horménio sintético, o qual é
ingerido principalmente na forma de contraceptivos orais, sua presenga no meio
hidrico se da por duas principais vias: pela excrecédo e pelo descarte (HEBERER,
2002). Sua forma de excrecao € por meio da urina e fezes, na sua forma conjugada,
de sulfatos e glicuronideos (CANO et al., 1997).

O estrogénio, apos ser excretado ou descartado, € entdo lancado em esgotos,

0S quais sucessivamente sdo lancados em ambientes aquaticos in natura ou na
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forma de efluentes tratados em ETEs (WU et al., 2014). Varios autores ressaltam
gue as tecnologias convencionais aplicadas no tratamento de esgotos, sao limitadas
com relacdo a remocdao do estrogénio (CUNHA et al., 2016).

Ha uma grande preocupacdo com o destino do 17-alfa-etinilestradiol no
ambiente, sendo que as pilulas comercializadas tém entre 20 e 50 pug de EE2 as
quais séo ingeridas em doses diérias. Destas entre 20 a 48% sao metabolizadas no
organismo e o restante é eliminado em forma original ou conjugada conforme mostra

a figura 2.

EE2 ingerido
{20 — 50 pg/dia I

\ 2048 %
metabolizado
77 % na forma 30 % excretado ‘
- o
EE2- livre no organismo
40 % do EE2

ingerido atlng&< 27 % > EE2 inativo

o esgoto na excretado na urina

forma livre
100 % conjugado 63 % como / \ 11 % como
conjugado

retorna aforma  |[4— canjugado
EE2-livre EE2-glucoronideo EE2-sulfato

N~ /
Figura 2- Metabolismo de transformagao de EE2 (RAIMUNDO,2011)

Os horménios esteroides sdo de origem lipidica, onde o colesterol € o
precursor das cinco classes de hormdnios esteroides, que sdo estruturalmente
relacionados (SIMPSON, 1979). A sintese de todos os horménios esteroides inicia-
se com a conversdo do colesterol em pregnenolona. Os hormdnios estrogénios
desempenham um papel fundamental em varios processos bioldégicos durante o
desenvolvimento e a vida adulta de vertebrados (NILSSON et al., 2001).

O estrogénio por si desempenha um papel fundamental na sinalizacdo e
consequente promocdo de alteragcbes na funcédo celular (KUIPER et al., 1996).
Sendo assim, estes hormdnios estrogénicos foram detectados em afluentes e
efluentes de ETE’s em muitos paises, entre os quais, o etinilestradiol, com
concentracdes variando de 0,2 a 273 ng/L™ em efluentes, dependendo do local
pesquisado e do tipo de tratamento empregado (AZEVEDO, 2011).

Raimundo (2011) realizou estudo que trata sobre hormoénios encontrados em
aguas residuérias, e conforme mostra especificamente na Tabela 2, o EE2 foi
encontrado em mananciais, em concentracdes entre 0,4 e 54 ng/L™" e em &gua
tradada entre 0,15 e 0,5 ng/L™.
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Tabela 2- Concentracdes (ng/L™?) de 17-alfa-etinilestradiol determinados em

mananciais e agua tratada de diferentes paises

Substancia  Concentracéao Faixa de Pais
meédia ng/L concentragcd (cidade) Referéncia
o0 ng/L
Concentragcdes encontradas em agua tratada
17a- 0,35 0,15-0,5 Alemanha (Kuch e
etinilestradiol Ballschmiter,2001)

Concentracdes encontradas em mananciais

170- 0,4 Holanda (Verliefde et al.,
etinilestradiol 2007)
170- 1.4 1,4 EUA .
o _ (Benotti et al., 2009)
etinilestradiol
170- (3-54) Brasil

- . (Moreira et al., 2009)
etinilestradiol

Fonte: Raimundo, 2011.

Ha também estudos relacionados ao Brasil, em que Stumpf e colaboradores,
em 1999 encontrou estrogénios naturais e sintéticos em ETE na Penha/RJ. Dentre
todas as taxas de remocao apresentadas neste estudo, no esgoto bruto as taxas de
remogao para o estrogénio 17-alfa-etinilestradiol, foram de 64% para o efluente do
filtro biol6gico e 78% para o efluente do tanque de lodo ativado.

Como os estrogénios ndo sao completamente metabolizados e nos efluentes
tratados sua remocédo nao é completa, de alguma forma ele pode acabar retornando
para o sistema, assim atingindo diferentes organismos. Estudos mostram que a
exposicao de organismos a estes compostos pode levar a feminizagcdo de peixes,
alteracdo no desenvolvimento de moluscos e anfibios, disfungdes no metabolismo
da testosterona em Daphnias e desenvolvimento anormal em érgdos em diferentes
organismos aquaticos (BILA, 2007 e RAIMUNDO, 2011).

Em peixes os estrogénios tém sido classificados como 0s maiores
responsaveis em provocar alteracdes endocrinas, além de desregular a reproducgéo
e 0 desenvolvimento dos organismos (FAWELL et al., 2001, CUNHA et al., 2016,
FOX, 2001).
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Organismo Modelo

O peixe-zebra (Danio rerio) também conhecido como Zebrafish, € um
pequeno teledsteo de agua doce, membro da familia Cyprinidae (Teleoistei), que
apresenta uma fisiologia relativamente simples, podendo ser considerado um
intermediario entre os seres humanos, 0s vermes e moscas, por exemplo, 0 que 0
torna apropriado para a pesquisa na area da genética, na farmacologia e na
toxicologia (MAXIMINO et al, 2011).

Nativo da India, o peixe-zebra é uma espécie promissora no estudo de
doencgas e efeito de drogas e vem emergindo como uma importante espécie no
estudo biomédico, principalmente nas areas ligadas ao funcionamento do sistema
nervoso (PIATO et al, 2010 e STEWART et al, 2014). Dentre as muitas vantagens da
utilizacdo do Zebrafish, estdo inclusas a homologia fisiolégica e genética alta em
relacdo aos mamiferos (STEWART et al, 2014). A manipulacdo experimental
também é considerada vantajosa em funcédo das fémeas reproduzirem o ano todo, e
0s animais poderem ser controlados e mantidos em grande namero e baixos custos
(SPENCE et al., 2008)

Seus hébitos sao tipicamente diurnos, quando mostram seus maiores niveis
de atividade durante o periodo da manha, eles dormem com frequéncia, embora nao
exclusivamente durante a noite. Este claro processo circadiano de atividade, €
responsavel por governar tanto seus processos fisioldgicos, quanto os bioquimicos
ou comportamentais (DAMMSKI et al., 2011).

Com relacdo a sua genética, de acordo com HOWE K. et al., (2013) os genes
do Peixe Zebra sao altamente conservados e seu genoma € semelhante ao humano
em 70 a 80%. O peixe Zebra também apresenta sistemas neurotransmissores
semelhantes aos dos mamiferos, respondendo de uma forma previsivel a alguns
farmacos, devido a isso, muitos testes de estresse, medo e ansiedade tém utilizado
0 peixe-zebra como modelo (MAXIMINO et al, 2011).

Um fator importante também esta ligado ao fato de que esse peixe possui
como principal glicocorticoide o cortisol, que esta envolvido na resposta ao estresse,
ou seja, quando exposto a uma grande variedade de fatores de estresse 0s seus
niveis de cortisol aumentam (DAL SANTO et al, 2013).

O Peixe zebra é uma das perspectivas atuais sobre o0 uso de espécies
alternativas em relagdo a descobertas sobre a saiude humana e os impactos dos

desastres ecoldgicos (PERKINS et al., 2013).
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1.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar efeitos da exposicédo a diferentes concentracdes de estrogénio sobre

parametros comportamentais e enddcrinos de Zebrafish.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar efeitos da exposicdo ao estrogénio sobre o comportamento tipo
ansiedade, comportamento social e agressividade;

Avaliar efeitos da exposi¢éo ao estrogénio sobre niveis de cortisol;

Avaliar efeitos da exposicdo ao estrogénio sobre os esteroides sexuais

Testosterona e Estradiol.

24



2. MATERIAIS E METODOS

Nota ética

Os procedimentos experimentais tém parecer favoravel da Comisséo de Etica
no Uso de Animais do Instituto Federal do Rio Grande do Sul (CEUA/IFRS) conforme
protocolo n® 7018231115.

Animais

Foram utilizados 410 peixes adultos (150-180 dias) de ambos o0s sexos
(50/50) do tipo selvagem de Zebrafish (Danio rerio) adquiridos em fornecedor de
peixes ornamentais. Os peixes foram mantidos sob fotoperiodo natural (14 horas de
luz/ 10 horas escuro). A densidade foi de aproximadamente 1 peixe para cada 2 L. A
temperatura da agua foi mantida em torno de 27°C; pH préximo a 7,0, oxigénio
dissolvido em 6,5 + 0,4 mg / L e amonia total a <0,01 mg /L.

Tempos de exposicao

Utilizou-se o hormonio 17-alfa-etinilestradiol (SIGMA-Aldrich) em 5
concentracdes, e 0os animais foram divididos em 6 grupos (n=12), 0 (controle), 0,5,
15,5 ,50 e 75 ng/L. Estas concentracdes foram estabelecidas baseadas em
Raimundo 2011, onde realizamos adaptacdes na primeira concentracdo encontrada
na literatura, seguindo uma sequéncia numérica crescente.

Os tempos de exposicédo ao 17-alfa-etinilestradiol foram de 1 hora (exposicao

aguda) e 15 dias (exposicao cronica).

Protocolo de extracédo Cortisol, Estradiol e Testosterona

ApOs exposigcao cronica ao hormonio sintético, os peixes foram capturados,
imediatamente congelados em Nitrogénio liquido durante 10 a 30s, e armazenados a
-20°C até a extracdo do cortisol. Objetivando evitar uma possivel resposta de
estresse induzida por manipulagao, o tempo decorrido entre a captura e o abate foi
inferior a 10 s. A analise hormonal foi realizada apos a exposi¢ao cronica. A extracao
do cortisol do corpo inteiro foi realizada conforme Sink, 2013.

A concentracao de cortisol de corpo inteiro (extrato ressuspendido em 1 mL
de tampé&o PBS) foi determinada em cada amostra pelo teste de ELISA, (Kit Cortisol

Elisa DBC- Diagnostic Biochem Canada Inc). As concentragfes de testosterona e
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Estradiol foram determinadas a partir do mesmo extrato por meio dos kits de
Testosterona Livre SYM e Estradiol SYM (Symbiosis Diagnostica Ltda).

Avaliagédo comportamental

Em todos os testes comportamentais, os peixes foram filmados por uma
camera Logitech C525 e os videos analisados usando ANYmaze® software
(Stoelting CO, EUA). Para os trés testes, utilizaram-se aquarios de teste (20x20x25
cm; largura x altura x profundidade) contendo 7 litros de &gua variando a

configuragéo conforme o teste.

Teste de preferéncia Social

No teste que avalia o comportamento social, os peixes foram transferidos
individualmente para o aquéario de teste posicionado entre dois aquarios com o
mesmo tamanho, um sem peixes e o outro contendo um grupo de 15 peixes da
mesma espécie. Entre cada um dos 3 aquarios barreira opaca foi posicionada para
impedir a visualizacao durante o periodo de 30 s apés a transferéncia do peixe para
0 aquario teste. Apés esse periodo, as barreiras foram removias e 0 comportamento
do peixe filmado durante 10 s. Para a analise dos videos, o aquario de teste foi
virtualmente dividido em trés segmentos. O primeiro segmento era 0 mais proximo
do aquério contendo o cardume de individuos da mesma espécie, enquanto o
terceiro segmento correspondia ao lado do aquario vazio. Neste teste avaliou-se 0
namero de entradas, niumero de cruzamentos e tempo de permanéncia em cada
segmento (GIACOMINI et al., 2016).

Figura 3- Protocolo Preferéncia social Adaptado de Siebel, A. M. et al., 2015

Agressividade
Para avaliar o comportamento de agressividade foi utilizado o teste de
agressividade induzida por espelho (MIA, Mirror induced agressiveness, Gerlali,
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2000). Utilizamos um aquéario teste de 20x20x25 (largura x altura x profundidade),
contendo 7 litros de agua, e um espelho (45x40cm), posicionado ao lado do aquario
em um angulo de 22,5° de modo que o lado direito do aquario estava mais proximo
do espelho e o lado esquerdo mais afastado, a fim de reproduzir uma imagem
proxima ou afastada do peixe.

A interacdo do peixe com a sua prépria imagem foi registada durante 60 s
apos dois periodos de aclimatizacdo (30 s e 10 min). Para analisar os videos, o
aquario foi virtualmente dividido em quatro segmentos do mesmo tamanho, sendo o
segmento 1 o mais proximo do espelho e 0 4 o mais distante. Quantificou-se o
namero de entradas em cada segmento e o tempo de permanéncia em cada um
deles (GIACOMINI et al., 2016).

I=*] |

Figura 4- Protocolo Agressividade Adaptado de Siebel, A. M. et al., 2015

Teste do Tanque Novo

Este teste avalia aspectos locomotores e 0 comportamento exploratdrio e tipo-
ansiedade frente a um novo ambiente. Os peixes foram transferidos individualmente
para o aquario teste, e em seguida filmados por 6 min. Para andlise dos videos, o
aqguario foi virtualmente dividido em dois segmentos horizontais iguais (fundo e topo).

Os parametros analisados foram: tempo relativo no topo do tanque (%),
namero de transicdes ao topo e distancia total percorrida (m) (Giacomini et al.,
2016).

Figura 5- Protocolo Tanque Novo Adaptado de Siebel, A. M. et al., 2015
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Andlise estatistica
As andlises estatisticas foram procedidas utilizando-se o programa de
estatistica GraphPad Prism (GraphPad Software, San Diego, CA, EUA). Os testes

utilizados estdo especificados junto aos resultados.
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3 RESULTADOS

3.1 Comportamento Social

Exposicao aguda
A exposicdo aguda ao 17-alfa-etinilestradiol ndo alterou o comportamento
(figura 6), ndo alterando significativamente o tempo de permanéncia no segmento 1

(A), entradas no segmento 1 (B) e tempo no segmento do aquario vazio (C).
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Figura 6- Comportamento social de peixes expostos agudamente a diferentes
concentracOes de 17-alfa-etinil estradiol. (A) tempo de permanéncia no segmento do
cardume, (B) entradas no segmento do cardume, (C) tempo de permanéncia no
segmento vazio. Dados expressos em mediana * intervalo interquartis analisados

pelo teste de Kruskal-Wallis. (n=12).

Exposicao Cronica

A exposicao crbnica prejudicou o comportamento social de peixes expostos as
concentracfes de 1,5, 5 e 50 ng/L de 17-alfa-etinilestradiol em relacdo ao controle
nao exposto. As entradas no segmento proximo ao cardume reduziram nos peixes

expostos a 50 e 75 ng/L em relacdo ao controle (Figura 7).
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Figura 7- Comportamento social de peixes expostos cronicamente a diferentes
concentracOes de 17-alfa-etinil estradiol. (A) tempo de permanéncia no segmento do
cardume, (B) entradas no segmento do cardume, (C) tempo de permanéncia no
segmento vazio. Dados expressos em mediana = intervalo interquartis analisados
pelo teste de Kruskal-Wallis (* P<0,05). (n=12).

3.2 Agressividade

Exposi¢cado Aguda — tempo 30 s
A exposicao aguda ndo alterou o comportamento dos peixes no tempo 30s
(Figura 8).
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Figura 8- Agressividade de peixes expostos agudamente a diferentes concentracdes
de 17-alfa-etinil estradiol (periodo 30s). (A) tempo de permanéncia no segmento 1,
(B) entradas no segmento 1 e (C) numero total de cruzamentos. Dados expressos
em médio + erro padrdo da média analisados por Anova de uma via seguida pelo
teste de Tukey. (n=12).
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Exposi¢do Aguda - dez minutos
Apds dez minutos, apenas o0s peixes expostos a 1,5 e 50 ng/L estavam menos

ativos apresentando valores inferiores no parametro cruzamentos totais (Figura 9).
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Figura 9- Agressividade de peixes expostos agudamente a diferentes
concentracbes de 17-alfa-etinil estradiol (periodo 10 minutos). (A) tempo de
permanéncia no segmento 1, (B) entradas no segmento 1 e (C) numero total de
cruzamentos. Dados expressos em mediana + intervalo interquartis analisados pelo
teste de Kruskal-Wallis (* P<0,05). (n=12).

Exposicédo Crbnica — 30 segundos

A exposicao cronica ao 17-alfa-Etinilestradiol no periodo 30s aumentou a
agressividade dos peixes nas concentracbes de 1,5, 50 ng/L evidenciado pelo
aumento do tempo no segmento 1 (proximo ao espelho) e aumento nas entradas
nesse segmento (Figura 10A e 10B). Nao houve diferenca no total de cruzamentos.
(Figura 10C).
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Figura 10- Agressividade de peixes expostos cronicamente a diferentes
concentracdes de 17-alfa-etinil estradiol (periodo 30s). (A) tempo de permanéncia no
segmento 1, (B) entradas no segmento 1 e (C) numero total de cruzamentos. Dados

expressos em meédia + erro padrdo da meédia analisados por Anova de uma via
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seguida pelo teste de Tukey (A e C) e em mediana * intervalo interquartis analisados
pelo teste de Kruskal-Wallis (B). (* P<0,05) (n=12).

Exposicao Crbnica - dez minutos
A exposicao crénica apos dez minutos aumentou a agressividade dos peixes

na concentracéo de 5 ng/L ( Figura 11).
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Figura 11- Agressividade de peixes expostos cronicamente a diferentes
concentracbes de 17-alfa-etinilestradiol (periodo 10 minutos). (A) tempo de
permanéncia no segmento 1, (B) entradas no segmento 1 e (C) numero total de
cruzamentos. Dados expressos em média + erro padrdo da média analisados por
Anova de uma via seguida pelo teste de Tukey (A e C) e em mediana % intervalo

interquartis analisados pelo teste de Kruskal-Wallis (B). (* P<0,05). (n=12).

3.3 Teste do tanque novo

Exposicdo Aquda

Os peixes expostos agudamente ao 17-alfa-etinilestradiol nas concentracoes
5 e 50 ng/L de 17-alfa-Etinilestradiol, diminuiram drasticamente o tempo no
segmento superior do aquario, quando comparadas aos peixes nao expostos (Figura
12A). Nao foram detectadas diferencas estatisticas no nimero de transicdes ao topo
e na distancia percorrida (Figura 12B e 12C).
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Figura 12- Parametros locomotores de peixes expostos agudamente a diferentes
concentracbes de 17-alfa-etinil estradiol. (A) tempo de permanéncia no topo do
aquério, (B) entradas no topo e (C) distancia percorrida. Dados expressos em
mediana * intervalo interquartis analisados pelo teste de Kruskal-Wallis (B). (*
P<0,05). (n=12).

Exposicao Crbnica

A exposicdo crbonica a 75 ng/L de provocou um significativo aumento no
tempo de permanéncia no topo do aquario (Figura 13A). O grupo exposto a essa
concentracdo também apresentou maior numero de transicdes ao topo do que o

grupo controle (Figura 13B e 13C).
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Figura 13- Teste de Ansiedade na exposi¢ao crénica. Peixes expostos cronicamente
a diferentes concentracdes de 17-alfa-etinil estradiol. (A) tempo de permanéncia no
topo do aquario, (B) entradas no topo e (C) distancia percorrida. Dados expressos
em mediana * intervalo interquartis analisados pelo teste de Kruskal-Wallis (B). (*
P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001) (n=12).
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3.4 Parametros endocrinos
Cortisol
A exposicdo ao 17-alfa-etinilestradiol promoveu uma diminuicdo no nivel de

cortisol nas concentracfes 5 e 75 ng/L em relacdo ao grupo controle (Figura 14).

n
ity

[N]
g

o
o

-
(=)

L+

v
v

Cortisol de corpo inteiro (ng/g de tecido)

(=]

T ¢ ¢ 4 @
Concentragéo de 17-alfa-Etinilestradiol (ng/L)

Figura 14- Concentracdes de Cortisol de corpo inteiro em peixes expostos a
diferentes concentracdes de 17-alfa-etinil estradiol. Dados expressos em mediana *

intervalo interquartis analisados pelo teste de Kruskal-Wallis (* P<0,05). (n=12).

Estradiol e Testosterona

Peixes expostos as concentracbes 1.5, 5 e 50 ng/L de 17-alfa-Etinilestradiol,
apresentaram valores inferiores de Estradiol (Figura 15A). Em relacdo a
testosterona, as concentracdes foram drasticamente reduzidas ap0s exposicao
cronica ao 17-alfa-etinilestradiol nas concentracbées 1,5, 5, 50 e 75 ng/L quando

comparadas ao controle.

A

o

o ©

-

i

-
I
il
o o

~ N
S 2
i S
.
J q ' :
L]
*
.
[ ]

Estradiol de corpo inteiro (pg/g)
g
.
| ]
g »P%——{» &
>
-
.
Testosterona de corpo inteiro (ng/g de tecido)
£

34
504 21 : A dedekdk  dedkkk dedede ke
I
° ®° K “ B 3 ° o R ° & &
Concentragéo de 17-alfa-Etinilestradiol Concentragéo de 17-alfa-Etinilestradiol

Figura 15- Concentracdes de Estradiol (A) e de Testosterona (B) de corpo inteiro.
em peixes expostos a diferentes concentracdes de 17-alfa-etinil estradiol. Dados
expressos em mediana * intervalo interquartis analisados pelo teste de Kruskal-

Wallis (* P<0,05, **** P<0,0001). (n=12).
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4. Combinacao dos resultados

Para melhor interpretacdo dos resultados esta exposto a seguir o quadro 2, o
qgual se resume os resultados que obtivemos com o trabalho, podendo perceber os

efeitos principalmente em relagdo a exposicao cronica.

Exposicédo Aguda

0,5 1,5 5 50 75
Comportamento social - - - - -
Agressividade 30 seg - - - - -
Agressividade 10 min - - - - -
Ansiedade - - 1 1 -
Exposicéo Crbnica
0,5 15 5 50 75
Comportamento Social - ! ! ! -
Agressividade 30 seg - 1 1 - -
Agressividade 10 min - - 1 - -
Ansiedade - - - - !
Cortisol - - ! - !
Estradiol - ! l l -
Testosterona - ! l ! !
Legenda: T Aumenta parametro analisado | Diminui par@metro analisado

Quadro 2: Resultado dos parametros analisados
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4 DISCUSSAO

Aqui ndés mostramos que a presenca do horménio sintético 17-alfa-
etinilestradiol, mesmo em baixas concentracbes, provoca alteracdes
comportamentais e enddcrinas em peixes. Esses resultados sdo alarmantes tanto no
que concerne as possiveis modificagbes que esse toxicante pode provocar no
ambiente, quanto para humanos, uma vez que o zebrafish € um modelo animal com
alto poder translacional.

Percebemos que a exposi¢cdo ao hormonio sintético alterou o0 comportamento
do organismo modelo estudado, principalmente na andlise crénica, promovendo
alteracbes em todos os parametros analisados, conforme mostra o quadro 2. O
comportamento é considerado uma resposta a uma atividade integrada do sistema
nervoso, sistema imunologico e o sistema enddcrino, permitindo assim que o corpo
se envolva de forma defensiva, ativa e adaptavel as situacdes e ao ambiente (PIATO
et al, 2011).

Referente ao comportamento de agressividade em resposta a exposicao
crdnica ao toxicante ocorreu um aumento nesse parametro nos peixes expostos as
concentracbes de 1,5e 50 ng/L nos 30s de ambientacdo. Ainda na avaliacdo da
exposicdo cronica ap6s 10 minutos de habituacdo houve um aumento na
agressividade na concentracdo de 5 ng/L, 0 que evidencia que 0 peixe tornou-se
mais agressivo ap0s maior periodo de laténcia. A maioria das espécies usa a
agressao para estabelecer hierarquias de dominancia com os individuos, os niveis
de agressividade estéo relacionados também a propriedade de territorio, tamanho do
territério e sucesso reprodutivo (ARAUJO, 2012; GERLAI, 2000).

Neste estudo percebemos uma reducdo no comportamento social na
exposicao crénica no grupo 1.5, 5 e 50 ng/L, considerando o tempo em que o animal
avaliado permaneceu no segmento proximo ao cardume, representando prejuizo no
comportamento social na exposi¢ao cronica. Peixes-zebra sdo espécies de cardume
gue exibem comportamento social desde o inicio da vida (GERLAI, 2003), esta
espécie possui uma tendéncia natural a nadar perto de individuos da mesma
especie, 0 que é importante para minimizar o risco de predagédo (KALUEFF, 2016).
Considerando a importancia da aglomeragdo em cardume, ha relatos atribuindo a
diminuicdo deste comportamento em peixes-zebra expostos de forma aguda a

a

fluoxetina e diazepam, lembrando que essa falta de interacdo pode levar
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vulnerabilidade que afeta a reproducédo e sobrevivéncia (GIACOMINI et al., 2016).
Giacomini e seus colaboradores (2016) relatam que 0s peixes expostos ao estresse
agudo reduzem o comportamento social e aumentam a agressividade. Assim
evidenciando que o estresse pode alterar a expressdo do hormoénio liberador de
corticotrofina (CRH) no hipocampo e amigdala, bem como de neurotransmissores e
neuropeptidios relacionados ao estresse, interagdo social e agressividade em seres
humanos (BACKSTROM, T. et al, 2013).

Com relacdo ao teste Tanque Novo, o comportamento tipo ansiedade na
exposicao aguda afetou o organismo nas concentragdes 5 e 50 ng/L, promovendo
uma resposta ansiogénica. Ao contrario da exposicdo crbnica, onde o 17-alfa-
etinilestradiol tem potencial ansiolitico em relacdo ao organismo, uma vez que 0
tempo de permanéncia no segmento topo nos grupos 50 e 75 ng/L aumentaram
consideravelmente. O peixe Zebra possui alta homologia genética (HOWE, 2013),
além de relacdo aos tracos de ansiedade (PIATO et al., 2011). H& relacdo da
ansiedade com outros farmacos, sendo que drogas ansioliticas, tais como buspirona
e fluoxetina aumentaram o tempo no topo do tanque, além de diminuir a laténcia
para sair do fundo do aquario (PAGNUSSAD, 2011). Comumente o peixe-zebra
possui um padrédo normal de comportamento frente ao tanque novo, se este
comportamento for afetado, como mostra nosso estudo, representa risco a espécie,
em relacdo a predacdo da espécie (KISYL, et al., 2017).

O comportamento em cardume proporciona beneficios em relacdo a
sobrevivéncia da espécie, incluindo acesso ao alimento, aos coespecificos e a
defesa contra predadores (LEDESMA; MCROBERT, 2008). A presenca de farmacos
na agua pode ter acdo sobre o comportamento da espécie, se tornando uma séria
ameaca ao ambiente aquatico (CALISTO; DOMINGUES; ESTEVES, 2011). Com
isso, a presenca do 17-alfa-etinilestradiol no meio hidrico apresenta um impacto
negativo no comportamento do organismo analisado, podendo colocar em risco, nao
s6 o organismo estudado, bem como Vvarias espécies e populacdes em
desenvolvimento (CUNHA et al., 2016).

Ja estd bem estabelecida a relacédo entre os niveis de cortisol, medidos em
sangue de peixe e tecidos, e a resposta a varios estimulos ambientais (Barcellos et
al., 2004). Sobre a desregulagdo endocrina, com relagdo ao cortisol, ocorreu uma
diminuicdo no nivel de cortisol nas concentracdes 5 e 75 ng/L. Parker et al. (2012)

verificaram que peixes-zebra isolados apresentaram redugcédo no comportamento tipo
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ansiedade e nos niveis de cortisol em relacdo aos peixes agrupados, resultado
semelhante ao nosso estudo. Giacomini et al., (2016) mostra que a exposi¢céo aguda
a fluoxetina ou diazepam exerce efeito tipo ansiolitico. O comportamento tipo
ansiedade apds o estresse agudo pode estar relacionado com o bloqueio da
resposta de cortisol (ABREU et al., 2014). No presente estudo, podemos evidenciar
a relagdo entre a diminuicdo do nivel de cortisol com o resultado ansiolitico
observado, onde o peixe se torna menos ansioso apos a exposicao cronica ao 17-
alfa-etinilestradiol, uma vez que processos intracelulares e neurologicos séao
modulados pelo cortisol (BERNE, 2010).

Ja em relacdo ao Estradiol as concentracdes 1,5, 5 e 50 ng/L promoveram
uma reducdo nos niveis do horménio comparados ao controle. O Etinilestradiol e os
estrogenos, na rota oral, sdo convertidos predominantemente em estrona, cuja
atividade biol6gica € menor que o estradiol. Talvez isso explique o fato de haver
reduzido os niveis de estradiol na analise realizada (ISOTTON, 2008). Para
Testosterona a substancia 17-alfa-etinilestradiol representou uma diminuicdo em
quatro das cinco concentracfes avaliadas, sendo elas 1.5, 5, 50 e 75 ng/L em
relacdo ao grupo controle. Em humanos, o uso do Etinilestradiol por via oral
promove também impacto hepético significante, onde pode propiciar vasoconstricao
e retencdo de sOdio e agua, assim como o aumento da sintese da globulina
carregadora dos hormdénios sexuais, 0 qual modula as taxas de testosterona
podendo assim determinar a diminuicdo da oferta de androgénios circulantes no
plasma (STRUFALDI, 2012; ZADRAN et al., 2009).

Em relacdo ao estresse, as respostas comportamentais e endécrinas, podem
sofrer influéncia do agrupamento ou do isolamento (PARKER et al., 2012). Nos
ecossistemas aquaticos, a resposta ao estresse € importante para a reproducao,
osmorregulacdo, e evitar predadores (WENDELAAR BONGA, 1997). Estudos
mostram que ha presenca generalizada de 17-alfa-etinilestradiol no ambiente
aquatico o que pode representar uma tendéncia de bioconcentragcdo no tecido
gonadal, fato que vem sendo associado com efeitos sobre o desempenho
reprodutivo em peixes (ACEVEZS, 2016). Assim, sabendo que no ambiente natural,
esses peixes vivem em cardumes (GIACOMINI et al, 2015), evidenciamos que se 0
comportamento tipo social estiver afetado, bem como se houver um aumento de

agressividade, esta espécie pode ter dificuldades para sobreviver ao ambiente.
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Os efeitos da contaminacdo ambiental por desreguladores enddcrinos
constitui topico internacionalmente importante que implica diretamente na qualidade
de vida dos seres humanos, na preservacdo da biota e na protecdo dos recursos
hidricos (AMERICO, 2012). Como foi constatado no estudo a alteracéo
comportamental pode influenciar no meio de reproducdo, predacédo e instinto de
sobrevivéncia, podendo causar um vasto impacto ecoldgico.

Dessa forma, sabemos que o 17-alfa-Etinilestradiol afetou parametros
comportamentais e endocrinos na espécie estudada, portanto, € de suma
importancia maximizar os cuidados quanto a contaminacao do ambiente aquético, e
promover eficientes tratamentos de efluentes, uma vez que as aguas residuais nao
tratadas corretamente sdo as principais vias de contaminacdo, podendo ent&o

impactar diretamente o equilibrio dos ecossistemas.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

O estudo realizado avaliou os efeitos do horménio 17-alfa-etinilestradiol, o
qual esta presente no dia a dia dos humanos e consequentemente no meio
ambiente, o que nos traz resultados surpreendentes, uma vez que mesmo em
pequenas concentracbes (ng/L), este farmaco tem consequéncias na espécie
estudada, a qual foi utlizada para demonstrar o efeito ambiental, e
consequentemente, para se pensar um possivel efeito de biomagnificacédo
considerando sua origem lipidica, podendo assim atingir outros organismos e até
mesmo humanos.

A substancia estudada afeta tanto o sistema endocrino através das sinteses
dos hormdnios, quanto o comportamento avaliado. A exposicao cronica (15 dias) foi
a gue mais resultou em consequéncias para o0 organismo a qual afetou todos os
parametros avaliados.

Nos resultados obtidos em exposi¢do crénica, podemos associar a resposta
ansiolitica com a diminuicdo do nivel de cortisol, além da agressividade ter
aumentado nesta exposi¢cao, bem como ocorreu uma diminuigdo no comportamento
social.

Conclui-se, portanto que o 17-alfa-etinilestradiol, afeta além do sistema
endocrino, o comportamento, pela acdo do horménio esteroide convergir para o
desenvolvimento do sistema nervoso, tendo reflexos em relacdo a espécie,
tornando-a mais susceptivel a predacdo bem como ter efeitos negativos no
comportamento reprodutivo, comprometendo a manutencdo de espécies mais

sensiveis.
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