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RESUMO 
 

O hormônio estrogênio é considerado um desregulador endócrino cada vez mais 
presente no cotidiano dos humanos, encontrados em concentrações entre 3 e 54 
ng/L em mananciais no Brasil, assim como outros fármacos, podem não ser 
completamente metabolizados pelos organismos e serem excretados na sua forma 
original ou organicamente complexa para águas residuárias. Considerando que 
menos da metade da população brasileira possui rede de esgoto coletada, e menor 
parcela tem acesso a esgoto tratado além do 17α-etinilestradiol ser de difícil 
remoção buscamos avaliar se o hormônio sintético 17α-etinilestradiol afeta o eixo 
neuroendócrino de estresse e o comportamento, usando o Zebrafish adulto como 
organismo modelo, sob concentrações de 0,05, 0,5, 5, 50 e 75 ng/L em relação ao 
controle avaliando ainda a meia vida desse composto e sua bioacumulação nos 
tecidos animais. Para isso avaliamos a atividade da enzima acetilcolinesterase, 
quantificamos os níveis de cortisol no corpo inteiro dos peixes, avaliamos o 
comportamento social, o comportamento do tipo agressividade e os parâmetros 
locomotores para analisar a ansiedade dos animais expostos. Observamos que a 
exposição ao hormônio sintético feminino 17α-etinilestradiol, mesmo em baixas 
concentrações, afetou parâmetros comportamentais e neuroendócrinos do 
organismo modelo estudado sendo ainda mais expressivas essas alterações em 
organismos submetidos a estresse. Considerando a presença nas águas do 
hormônio e a presença de estresse no ambiente concluímos que o 17α-etinilestradiol 
afeta o sistema nervoso central e o sistema endócrino o que fica evidenciado pelas 
alterações comportamentais tornando a espécie mais suscetível a predação, podem 
promover efeitos negativos na reprodução e comprometer a manutenção da espécie 
no ecossistema.  
 
Palavras-chave: 17α-etinilestradiol. Acetilcolinesterase. Comportamento. Cortisol. 

 
 

  



ABSTRACT/RESUMÉN 

 
The estrogen hormone is considered an endocrine disrupter, and is more present 
than ever in the daily life of humans, in Brazil, this hormone is found in 
concentrations between 3 and 54 ng/L in water sources, just like some drugs, 
estrogen may not be fully metabolized by organisms and may be excreted either in 
their original or organically complex form to water residue systems. Considering that 
less than half of the Brazilian population has a sewage network, and a smaller 
portion has access to treated sewage, the estrogen 17α-ethinylestradiol, used inoral 
contraceptives, is very difficult to remove from the water we sought to evaluate 
whether the synthetic hormone 17α-ethinylestradiol affects the neuroendocrine axis 
of stress and behavior using adult Zebrafish as a model organism at concentrations 
of 0.05, 0.5, 5, 50 and 75 ng / L in relation to the control evaluating the half-life of this 
compound and its bioaccumulation in animal tissues. For this, we evaluated the 
activity of the enzyme acetylcholinesterase, quantified the cortisol levels in the whole 
body of the fish, evaluated the social behavior, the behavior of the aggressive type 
and the locomotor parameters to analyze the anxiety of the exposed animals. We 
note that exposure to the synthetic hormone 17α-ethinylestradiol, even at low 
concentrations, affected behavioral and neuroendocrine variables of the model 
organism being even more expressive in organisms submitted to stress. Considering 
the presence of the hormone in the water, it is concluded that 17α-ethynyloestradiol 
affects the central nervous system and the endocrine system, which is evidenced by 
the behavior alterations, making the species more susceptible to predation, 
promoting negative effects on reproduction and jeopardizing the species in the 
ecosystem. 
 
Keywords: 17α-ethinylestradiol. Acetylcholinesterase. Behavior. Cortisol. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

O uso sustentável da água, as mudanças climáticas, o uso do solo e a ação 

antrópica são ameaças constantes à qualidade da água, que é um recurso natural 

passível dos mais diversos tipos de poluição. O aumento da poluição das águas 

superficiais e subterrâneas por produtos químicos causam efeitos à saúde humana, 

e a vida saudável da biota aquática (FERNANDES et al., 2011). 

Os fármacos estão entre os contaminantes mais detectados nos 

ecossistemas aquáticos e seu risco potencial para a biota aquática é preocupante 

(DE FARIAS et al., 2019). Isso pode estar relacionado ao fato de que alguns 

produtos farmacêuticos não são completamente metabolizados após o consumo 

humano, e são excretados na sua forma original ou organicamente complexa 

(WESIERSKA-GADEK, 2006), tornando as águas residuárias municipais uma 

importante fonte de estrogênios para o ambiente aquático (DEBLONDE et al., 2011).  

Diferente de outros contaminantes, os de origem farmacológica apresentam 

respostas benéficas aos seres humanos, mas podem interferir em organismos não-

alvo com efeitos desconhecidos (DE FARIAS et al., 2019). Diversos produtos 

químicos estrogênicos produzidos naturalmente ou artificialmente são encontrados 

no ambiente nos últimos anos. Dentre estes destaca-se o hormônio sintético 17α-

etinilestradiol, utilizado em anticoncepcionais, e comumente encontrado em águas 

residuais e efluentes, onde sua presença acarreta efeitos danosos ao sistema 

endócrino como, por exemplo, a feminilização de peixes selvagens (ÖRN et al., 

2016, HU et al., 2017 e LIANG et al., 2017). 

Inúmeras estratégias podem ser empregadas para diagnosticar e monitorar a 

extensão da contaminação em ambientes aquáticos, incluindo avaliação de 

biomarcadores em organismos expostos, e análises químicas de diferentes matrizes 

de água para identificar e quantificar a presença de substâncias químicas 

específicas (DE LIMA et al., 2013). 

Quando presente em águas residuais, o 17α-etinilestradiol e os demais 

estrogênios são considerados disruptores endócrinos (DEs) (BILA e DEZOTTI, 

2007). Segundo a Environmental Protection Agency (EPA) os disruptores endócrinos 

são substâncias que causam efeitos adversos em humanos e animais selvagens, 

interferindo no sistema endócrino, podendo causar malformações de 
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desenvolvimento, interferir na reprodução, aumentar o risco de câncer e distúrbios 

na função do sistema imunológico e nervoso. 

A avaliação dos efeitos do estrogênio sobre o sistema nervoso de vertebrados 

no ambiente aquático é necessário visto o crescente consumo de hormônios 

sintéticos, como o 17α-etinilestradiol. Na verdade, há estudos que relatam que 

dependendo da idade, do estado de saúde, da dieta ou gravidez os organismos 

excretam de 2 a 65 µg de estradiol/dia de hormônios esteroides no ambiente a partir 

da urina e fezes (GHISELLI et al., 2007). 

O sistema nervoso colinérgico é um dos mais estudados quando se fala em 

avaliação de efeitos de agentes neurotóxicos (OLIVEIRA, 2017). Isto se deve ao 

fato, do sistema nervoso colinérgico estar relacionado a funções de aprendizado, 

memória, movimento, atuando através de uma estreita relação capaz de regular a 

concentração de acetilcolina (ACh), através da hidrólise deste neurotransmissor pela 

enzima acetilcolinesterase (AChE) (TONIN, 2014). Assim, a inibição da 

acetilcolinesterase é avaliada em diferentes organismos aquáticos para medir a 

exposição dos organismos a pesticidas presentes neste ambiente (DE LIMA et al., 

2013). 

Os estudos de toxicologia e de sistemas neurológicos têm utilizado Zebrafish, 

como organismo modelo (BEST E ALDERTON, 2008). O Zebrafish (Danio rerio), 

peixe ornamental popularmente conhecido no Brasil como Paulistinha, tem sido 

amplamente utilizado como um modelo experimental para estudar várias doenças 

humanas (OLIVEIRA et al., 2013). O Zebrafish é um modelo inovador e crítico para a 

pesquisa em neurociência, biologia sensorial, fisiologia do estresse e síndromes 

comportamentais (ABREU et al., 2017). É um vertebrado de baixo custo, quando 

comparado a roedores, que se reproduz e desenvolve rapidamente, sendo um 

modelo interessante que expressa fenômenos comportamentais desde o início da 

vida até a fase adulta (SIEBEL, 2013). Vivem em cardumes e apresentam 

sociabilidade, onde distúrbios nestes comportamentos podem ser facilmente 

visualizados aumentando sua importância em estudos relacionados ao sistema 

nervoso (MESHALKINA et al., 2017). 

Estudos recentes reforçaram o uso do modelo de Zebrafish para pesquisa de 

estresse sendo a determinação do cortisol no corpo inteiro um indicador de estresse, 

aumentos nos níveis de cortisol durante o estresse podem levar à hiperglicemia, que 

atuaria no fornecimento de energia para ações defensivas (BARCELLOS et al., 2007 
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e ABREU et al., 2014). Então efeitos dos poluentes na resposta ao estresse dos 

peixes podem afetar sua sobrevivência, já que as drogas podem interferir nessa 

resposta ao estresse (ABREU et al., 2014; ABREU, 2017). 

Em estudo anterior avaliamos os efeitos da exposição aguda e crônica no 

comportamento tipo social, ansiedade, e agressividade, além de efeitos ao sistema 

endócrino com o mesmo organismo modelo. Nesse estudo concluiu-se que o 

hormônio 17α-etinilestradiol é prejudicial ao Zebrafish, pois após exposição aguda o 

hormônio causou efeito ansiogênico nos animais, e após exposição crônica o efeito 

foi  ansiolítico, os peixes apresentaram menor interação social, além de torná-lo 

mais agressivo e afetando seu sistema endócrino pelo aumento dos níveis de 

Estradiol e Testosterona evidenciando que a presença do 17α-etinilestradiol no meio 

hídrico apresenta um impacto negativo no comportamento do animal colocando a 

espécie em risco (FENSKE, 2017). Porém, não houve avaliação do efeito da 

exposição aguda e crônica ao 17α-etinilestradiol sobre os parâmetros 

comportamentais e hormonais de Zebrafish submetidos a um fator estressante. 

A utilização do modelo experimental Zebrafish fundamenta-se na sua 

similaridade de genoma com o genoma humano (HOWE et al., 2013), das suas 

respostas neurológicas e comportamentais, e na sua representação da biota 

aquática. Assim, os efeitos investigados no Zebrafish podem manifestar-se nos mais 

diversos seres vivos, considerando que cada indivíduo reage de maneira diferente a 

estímulos ambientais. Dessa forma, buscamos avaliar os efeitos da exposição aguda 

e crônica do 17α-etinilestradiol sobre o sistema neuroendócrino de Zebrafish em 

condições normais (sem estresse) e com estresse, através da análise da atividade 

da enzima acetilcolinesterase e parâmetros comportamentais como ansiedade, 

comportamento social e agressividade. Adicionalmente, foram avaliadas as 

respostas ao estresse químico e ambiental através da determinação do nível de 

hormônio cortisol nos peixes expostos a diferentes concentrações de 17α-

etinilestradiol. 

 

1.1 OBJETIVO GERAL 

 

Avaliar se o hormônio sintético 17α-etinilestradiol afeta o eixo neuroendócrino 

de estresse e o comportamento do Zebrafish adulto. 
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1.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

Avaliar efeitos da exposição ao estrogênio sobre a atividade da enzima 

acetilcolinesterase em Zebrafish estressados e não estressados; 

Avaliar efeitos da exposição ao estrogênio sobre o comportamento tipo 

ansiedade, comportamento social e agressividade em Zebrafish estressados; 

Avaliar efeitos da exposição ao estrogênio sobre níveis de cortisol em 

Zebrafish estressados e não estressados; 

Avaliar as concentrações de estrogênio no tecido do animal e na água após 

exposição crônica ao 17α-etinilestradiol.  
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 ÁGUAS RESIDUÁRIAS 

 

Com o crescimento das cidades são necessárias estratégias públicas e 

privadas para acompanhar a demanda de água, alimentos, transportes e 

distribuição. É exemplo disto, as resoluções do Conselho Nacional do Meio 

Ambiente (CONAMA) e do Conselho Nacional de Recursos Hídricos (CNRH) que 

tratam das principais regulamentações para o enquadramento na Lei nº 9.433, 

estabelece como um de seus objetivos assegurar à atual e às futuras gerações a 

necessária disponibilidade de água, em padrões de qualidade adequados aos 

respectivos usos. Entre elas a Resolução CONAMA nº 357/2005, que dispõe sobre a 

classificação dos corpos de água e diretrizes para o seu enquadramento, bem como 

estabelece as condições e padrões de lançamento de efluentes. Assim, como a 

Resolução CONAMA n° 397/2008, que altera o art. 34 da 357. E ainda a Resolução 

CNRH nº 91/2008, que estabelece os procedimentos gerais para o enquadramento 

dos corpos d’água superficiais e subterrâneos e, por fim, a Resolução CONAMA nº 

396/2008, que estabelece o enquadramento das águas subterrâneas. 

Contudo, o aumento de resíduos sólidos e líquidos, devido ao aumento do 

consumo e da população, torna-se um grande problema a ser solucionado. Para tais 

fins surgem os Sistemas de Tratamento de Esgoto (STE), com o objetivo de devolver 

à natureza efluentes que sejam inócuos, e não gerem prejuízos ao ecossistema 

(BRITO, 2006). 

Uma característica importante dos dias atuais é que aproximadamente sete 

décadas após o máximo desenvolvimento de grandes cidades brasileiras, 

aproximadamente 35% destas não possuem nem sequer sistemas de coleta de 

esgoto doméstico, sendo, portanto, o esgoto o principal poluente das águas 

superficiais (IBGE Pnad, 2015). 

Os recursos hídricos assumem o papel de receptores de qualquer resíduo 

proveniente de atividades antrópicas, principalmente pelo descarte de esgotos e 

efluentes de estações de tratamento (RAIMUNDO, 2011). Os recursos hídricos 

transformam-se em descartes das atividades humanas, isso faz com que sejam 

encontradas várias substâncias contaminantes, causando preocupações sobre o 

impacto aos recursos hídricos, pela ampla ocorrência e capacidade de causar riscos 
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à saúde humana e ao ambiente, mesmo em pequenas quantidades (RICHARDSON 

e TERNES, 2011). 

Para o tratamento correto dos efluentes devem ser consideradas suas 

características e sua composição (ARCHELA et al., 2003), estes devem passar por 

vários tratamentos conforme Tabela 1. 

Tabela 1: Processos do tratamento de efluentes líquidos 

Nível Remoção 
Mecanismo do 

processo 

Preliminar Sólidos grosseiros em suspensão Físico 

Primário 
Sólidos sedimentáveis em suspensão e parte 

da matéria orgânica 
Físico 

Secundário Remoção de matéria orgânica e nutrientes Biológico 

Terciário 
Remoção de poluentes, nutrientes, 

organismos patogênicos, compostos não 
biodegradáveis e metais pesados 

Químico 

Fonte: VON SPERLING, 1996. 

Aproximadamente 75% dos sólidos presentes no esgoto doméstico são 

constituídos de matéria orgânica em processo de decomposição. Para remover 

esses compostos são necessárias várias etapas de tratamento, como: gradeamento 

ou peneiramento, floculação ou coagulação, sedimentação, biodegradação aeróbica 

ou anaeróbica, degradação química por processo de hidrólise ou nitrificação e, por 

último, desinfecção química (VON SPERLING, 2005 e RAIMUNDO, 2011).  

No entanto, todo esse tratamento não é eficaz na remoção de micropoluentes 

emergentes, devido à estrutura química dos compostos presentes nesses resíduos 

(SILVA, 2011). Por isso, o interesse pelo monitoramento de fármacos vem 

crescendo, por eles serem encontrados nos efluentes e águas naturais em 

concentrações de ng/L e µg/L (BILA e DEZOTI, 2003 e TEIXEIRA et al.,2010). 

Ainda se conhece pouco sobre o caminho dos fármacos no ambiente (BILA e 

DEZOTI, 2003). Sabe-se que os fármacos podem contaminar a água de duas 

formas, como fonte pontual ou difusa. Na primeira, envolvem-se os efluentes de 

estações de tratamento de águas residuais, efluentes industriais, efluentes de 
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atividade agrícola, e na segunda, se enquadra a infiltração de solo de compostos da 

agricultura e da indústria, recargas de aquíferos com água contaminada, fossas 

sépticas, espalhamento de lodo oriundo do tratamento de efluentes (FERREIRA, 

2012).  

O Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) determina a qualidade da 

água para seus diversos usos diretos ou indiretos por meio da Resolução Nº 357 de 

2005, complementada pela resolução Nº 430 de 2011, que dispõem sobre a 

classificação dos corpos de água e diretrizes ambientais, além de estabelecer 

condições e padrões de lançamentos de efluentes e outras orientações gerais. 

Torna-se cada vez mais comum a presença dos chamados desreguladores 

endócrinos (DEs) nas águas superficiais e subterrâneas, devido a sua remoção ser 

ineficiente (Ferreira, 2012). Esses compostos são persistentes, e podem sofrer 

biomagnificação e prejudicar organismos aquáticos sensíveis a baixas 

concentrações (SILVA et al., 2018). Os desreguladores endócrinos possuem 

diferentes mecanismos de ação, e por não serem encontrados isoladamente, podem 

ocorrer interações no ambiente, principalmente devido à sua origem lipídica 

(AMÉRICO et al., 2012). 

Esses desreguladores endócrinos são substâncias exógenas causadoras de 

efeitos adversos à saúde, alterando o funcionamento do sistema endócrino, por 

interferirem na sua síntese, na secreção, no transporte, no metabolismo e na 

excreção de hormônios desregulando a reprodução e o desenvolvimento dos 

organismos, podendo ainda induzir características femininas em machos e ocasionar 

desequilíbrios populacionais em ambientes aquáticos (VERBINNEN e NUNES, 

2010, SILVA  et al., 2018). 

A cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC) é uma técnica amplamente 

utilizada na detecção de hormônios esteroides (HUANG et al., 2008). Os compostos 

em fase líquida são separados através de colunas cromatográficas constituídas de 

materiais apolares e fase liquida móvel polar, onde após a dissociação dos analitos 

na coluna, são detectados através da alteração no índice de refração, por absorção 

no UV/visível num comprimento de onda adequado para os compostos em análise 

(RANGEL, 2010 e DIAS, 2017). 

 

2.2 ETINILESTRADIOL 
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Os hormônios são substâncias químicas sintetizadas pelo sistema endócrino 

e lançadas na corrente sanguínea que coordenam o funcionamento do organismo. 

Sua função é reguladora, seja indutora ou inibidora, sendo responsáveis por 

atividades de órgãos complexos, regulação de níveis de sais e açúcares no sangue, 

e o uso e armazenamento de energia, bem como, crescimento e desenvolvimento 

do organismo e reprodução das características sexuais primárias e secundárias 

(BIRKETT e LESTER, 2003 e GHISELLI e JARDIM, 2007). 

Os hormônios podem ser classificados em peptídicos ou proteicos como a 

prolactina; derivados de aminoácidos como os tireoidianos, e os esterois, como a 

testosterona e o estradiol (DEVLIN, 2007). A função dos hormônios esteroides 

envolve o controle do metabolismo, desenvolvimento de características sexuais, 

crescimento e ação anti-inflamatória (PEREIRA e MIGUEL, 2017). 

Dentre os hormônios esterois podem-se destacar os hormônios sexuais 

femininos (estrógenos e progesterona); hormônios sexuais masculinos (andrógenos, 

como a testosterona) e hormônios da gravidez (progesterona, estrógenos, 

gonadotropina coriônica humana, somatomatropina humana) (AZEVEDO, 2011). Os 

hormônios esteroides são sintetizados nos ovários, testículos e córtex adrenal a 

partir do colesterol (DELVIN, 2007, PEREIRA e MIGUEL, 2017) e sua síntese inicia-

se com a conversão do colesterol em pregnenolona (NILSSON et al., 2001) (Figura 

1). Além disso, o colesterol é o esteroide mais abundante nos animais, sendo um 

importante componente das membranas nas células eucarióticas (PEREIRA e 

MIGUEL, 2017). 
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Figura 1: Colesterol como precursor da síntese de esteroides. Fonte: 

http://www.moreirajr.com.br/images/revistas/48/722/deficiencia_f4.jpg. 

Estudos sugerem a presença de estrogênios esteroides nos ambientes 

aquáticos, sendo o 17α-etinilestradiol muito utilizado como anticoncepcional feminino 

(CAILLEAUD et al., 2011). Este hormônio é um estrogênio sintético, responsável por 

alterações endócrinas da biota aquática e é considerado o hormônio mais 

consumido no mundo. (DOYLE et al., 2013, e SILVA, et al., 2018). Quando presente 

em efluentes esse hormônio é considerado responsável por diversos efeitos 

disruptores como redução do tamanho das gônadas, feminilização de peixes 

machos e problemas no desenvolvimento do sistema imune (DOYLE et al., 2013, 

SILVA et al. 2018). 

No mundo todo, estrogênios naturais e sintéticos, incluindo estradiol, estrona, 

estriol e 17α-etinilestradiol foram detectados em efluentes de estação de tratamento 

de esgoto em níveis de 0,2 a 42 ng/L (CAILLEAUD et al., 2011, DOYLE et al., 2013). 

Por isso, há preocupação em desenvolver estudos ecotoxicológicos para investigar 

os efeitos deste hormônio no ambiente (CUNHA et al., 2017). 

O etinilestradiol é um hormônio sintético derivado do estradiol e ambos são 

excretados por humanos e animais na urina e nas fezes, estima-se que 4,5 e 6 μg 

por dia de etinilestradiol sejam excretados diariamente por pessoa (BARREIROS et 

al., 2016). O estrogênio após ser excretado ou descartado é lançado no esgoto, que 

por sua vez, é lançado em ambiente aquático in natura ou na forma de efluentes 

tratados (WU et al., 2014). Este problema tem maior importância devido à resistência 
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do hormônio à degradação e, assim, o seu transporte no ambiente é facilitado 

(SODRÉ et al., 2007, CUNHA et al., 2017 e RATHNER et al., 2017). 

Em estudo publicado em 2011, Raimundo descreveu que o 17α-etinilestradiol 

é encontrado em concentrações médias de 0,35 ng/L em água tratada na Alemanha, 

já em mananciais ele citou que foram encontradas concentrações na faixa de 

0,4ng/L a 1,4 ng/L nos EUA, e para o Brasil os níveis encontrados variaram entre de 

3 a 54 ng/L. Em 2013, Doyle e colaboradores descreveram que o 17 α-etinilestradiol 

é um dos estrogênios ambientais mais potentes, derivado do hormônio natural 

estradiol e foi encontrado em concentrações de até 30,8 ng/L na China, 4,7 ng/L nos 

EUA, 4,5 ng/L na Suécia e 7 ng/L no Reino Unido.  

A preocupação com o destino do 17α-etinilestradiol no ambiente dá-se devido 

ao  consumo de pílulas anticoncepcionais, que contém entre 20 e 50 microgramas 

em doses diárias. Considerando o baixo percentual de metabolização pelos 

organismos, cerca de 40% do 17α-etinilestradiol não metabolizado atinge o esgoto 

de forma livre (RAIMUNDO,2011). 

Para estudos ecotoxicológicos busca-se a utilização de organismos 

bioindicadores, pois esses representam mudanças induzidas por fármacos no 

ambiente e fornecem informações sobre a saúde do ecossistema (CARVALHO et al., 

2012). No caso dos peixes da espécie Zebrafish é considerada uma referência 

internacional, isso devido às suas características, principalmente com relação ao seu 

genoma que se assemelha demais aos vertebrados (MUNHOZ BENITES et al., 

2014), este peixe é amplamente utilizado por serem eficientes para investigar os 

efeitos e mecanismos de ação em estudos relacionados a desreguladores 

endócrinos (TOKARZ et al., 2013). Os bioindicadores são utilizados para avaliar as 

respostas quando os organismos são expostos a poluentes, sendo estas respostas 

bioquímicas, fisiológicas e histológicas conhecidas como biomarcadores (MUNHOZ 

BENITES et al., 2014). 

 

2.3 CORTISOL 

 

Dentre os hormônios esteróis destaca-se ainda o cortisol, cujas funções 

relacionam-se à adaptação ao estresse do córtex adrenal por várias expressões 

fenotípicas celulares, regulação do metabolismo de proteínas, carboidratos e 
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lipídios, além de efeitos imunossupressores (DELVIN, 2007) e sua síntese inicia-se 

com a conversão do colesterol em pregnenolona (Figura 1). 

O estresse pode ser definido com uma cascata de eventos fisiológicos 

desencadeados pela presença de uma ameaça onde o organismo busca recuperar a 

homeostase (BARTON, 2002). Conhecido como hormônio do estresse a síntese do 

cortisol inicia por uma estimulação de agentes estressores, o estresse estimula o 

hipotálamo a sintetizar o hormônio liberador da corticotropina, que estimula a 

glândula pituitária a sintetizar o hormônio adrenocorticotrófico, e este alcança 

glândulas supra-renais através da corrente sanguínea e induzindo a síntese do 

cortisol (WENDELAAR BONGA, 1997; BARTON, 2002). 

O cortisol regula o equilíbrio hidromineral e o metabolismo energético e 

normalmente aumenta durante a exposição a estressores agudos ou crônicos. 

(BARCELLOS et al., 2007). 

O cortisol é o indicador mais utilizado para avaliar o estresse em organismos 

aquáticos, e o déficit de respostas aos eventos diminui a taxa de sobrevivência do 

animal e o torna mais suscetível ameaçando a homeostase do organismo 

(WENDELAAR BONGA, 1997). 

 

2.4 ZEBRAFISH (Danio rerio) 

 

O peixe-zebra, também conhecido como Zebrafish (Danio rerio), é um 

pequeno teleósteo de água doce nativo da Índia. É um peixe ornamental chamado 

popularmente no Brasil como Paulistinha que pertence à família Cyprinidae 

(Teleoistei), consolidado como organismo modelo para o estudo biomédico e na 

busca por entendimento sobre doenças e efeito de drogas, principalmente quando 

estas estão relacionadas ao sistema nervoso (PIATO et al., 2011, STEWART et al., 

2014, MESHALKINA et al., 2017b.). Ainda, também tem sido amplamente utilizado 

como modelo para estudar a base da epilepsia (SIEBEL et al., 2011). 
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Figura 2: Zebrafish Fonte:https://www.unochapeco.edu.br/ 

Além da alta conservação do genoma com a espécie humana, que 

compreende entre 70 a 80%, essa espécie ainda possui inúmeros sistemas de 

neurotransmissores (HOWE et al., 2013). O fato do Zebrafish apresentar sistema 

neurotransmissor bastante semelhante ao de mamíferos, permite investigar o efeito 

neurotóxico e comportamental de diferentes exposições a fármacos (MAXIMINO et 

al, 2011, HOWE et al., 2013 e Müller et al., 2017). 

Além disso, o Zebrafish é um típico peixe de aquário bem conhecido pela 

maioria das pessoas. Ele é muito utilizado na pesquisa de toxicologia por ser barato, 

resistente, pequeno, fácil de cuidar em grande número, de fácil adaptação em 

condições adequadas de fotoperíodo (MU et al., 2017). Além de apresentar 

fertilização externa com alta fertilidade, desenvolvimento acelerado e tratabilidade 

genética (MESHALKINA et al., 2017a e DEMIN et al., 2018).  

Este modelo apresenta outras qualidades que facilitam seu uso em estudos 

toxicológicos, que podem demonstrar, por exemplo, alteração em seu 

comportamento quando expostos a determinado toxicante, desde o início da vida até 

a idade adulta (KALUEFF et al., 2013). As vantagens do Zebrafish como o 

organismo modelo possibilitam seu uso em vários campos de pesquisa: 

neuroquímica, comportamento, desenvolvimento, toxicologia e genética são alguns 

exemplos. Apesar de ser um modelo relativamente novo, o aumento de 

metodologias desenvolvidas ou adaptadas ao Zebrafish podem impulsionar ainda 

mais o seu uso (REOLON et al., 2017). 

Danio rerio é uma espécie que mantém hábitos diurnos e mostram maior 

atividade durante a manhã. Este ciclo circadiano é responsável por seus processos 

fisiológicos, comportamentais e/ou bioquímicos (DAMMSKI et al., 2011). Além disso, 
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o Zebrafish é uma espécie com comportamentos sociais complexos e uma tendência 

natural de formar cardumes, e apresenta estratégias de forrageamento, 

comportamento antipredatório e acasalamento (MÜLLER et al., 2017 e REOLON et 

al., 2017). A sociabilidade é essencial no comportamento do Zebrafish por expressar 

fortes preferências, eles vivem em grupos mistos com hierarquias estruturadas, 

facilitando a identificação de distúrbios no comportamento social e valorizando ainda 

mais esse modelo para análises que envolvam esse comportamento (ENGESZER et 

al., 2007, SAVERINO e GERLAI 2008 e KALUEFF et al., 2014a). 

O comportamento de agressividade do Zebrafish pode ser avaliado pela 

elevação e abertura da boca, nado circular e mudanças na cor do corpo do animal, 

destacando-se nesse ponto o teste com exposição ao espelho, onde se avalia a 

proximidade do animal com o espelho e sua movimentação no aquário de teste 

(KALUEFF et al., 2013). 

Essa espécie exibe ainda um comportamento agressivo para estabelecer 

hierarquias, disputar territórios e companheiros aumentando o nível de cortisol de 

todo o corpo após algum desafio (REOLON et al., 2017). Sempre que se expõem a 

fatores de estresse seus níveis de cortisol aumentam, isso acontece porque este 

peixe possui como principal glicocorticoide o cortisol, hormônio envolvido na 

resposta ao estresse (DAL SANTO et al., 2013, KALUEFF et al., 2014b). 

O Zebrafish é, portanto, um organismo modelo proeminente para avaliar os 

efeitos neuroquímicos e comportamentais, e se torna um modelo com boas 

perspectivas sobre o uso de espécies alternativas em relação a estudos 

farmacológicos, e toxicológicos, além de impactos causados por desastres 

ecológicos (PERKINS et al., 2013), e seu valor se potencializa por suas 

características dos sistemas neuroendócrinos e neurotransmissores (MESHALKINA 

et al., 2017ab). 

 

2.5 ACETILCOLINESTERASE 

 

A acetilcolinesterase (AChE) é fundamental para o funcionamento do sistema 

nervoso, e sua função é hidrolisar e inativar a acetilcolina (ACh) para regular sua 

concentração na sinapse, quando o impulso nervoso é transmitido de uma célula 

para a outra (SOREQ e SEIDMAN, 2001, DE LIMA et al., 2013). 
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 Alguns dos impulsos nervosos que controlam diversas funções no sistema 

nervoso central e periférico são modulados pela atividade da AChE, tais como os 

batimentos cardíacos, a dilatação dos vasos sanguíneos, a contração dos músculos, 

controle motor, cognição e aprendizagem, que também depende da atuação da 

AChE (PETRONILHO, 2011). A toxicidade de fármacos além de outros fatores como 

dietas e exposição a metais podem influenciar a atividade da enzima (ZATTA et al., 

2002, KAIZER et al., 2004;  SEIBT et al., 2009). O neurotransmissor ACh é formado 

a partir da síntese de acetil-CoA pela enzima acetil-CoA-sintase e de colina formada 

a partir de aminoácido (serina ou fosfatidilcolina) no axônio terminal, armazenado em 

vesículas pré-sinápticas (BRAGA, 2018). Deste modo, quando um impulso nervoso 

chega ao axônio terminal, o neurônio libera a ACh para a região sináptica, que é 

atraída pelos receptores colinérgicos localizados no neurônio pós-sináptico 

interagindo com estes, e regenerando o impulso nervoso no neurônio pós-sináptico, 

prosseguindo a transmissão (PETRONILHO, 2011). Após o neurotransmissor ACh 

realizar seu papel, é degradado pela enzima AChE na fenda sináptica, liberando os 

produtos acetato e colina, que são recaptados ao terminal pré-sináptico (SOREQ e 

SEIDMAN, 2001). Assim, a estabilidade e atividade da ACh na fenda sináptica são 

reguladas por hidrólise, catalisada pela AChE (LIMA, 2008). 

Considerando a importância da enzima AChE no sistema nervoso, que é  

responsável pelo aprendizado, memória, organização do movimento e controle do 

fluxo sanguíneo cerebral, a inibição desta enzima causa acúmulo de acetilcolina nas 

fendas sinápticas causando prejuízos aos organismos como convulsões, déficit 

cognitivo e perda memória (ZATTA et al., 2002, EVRON et al., 2007). Por isso, a 

acetilcolinesterase (AChE) é uma enzima chave do sistema colinérgico, atuando na 

hidrólise do  neurotransmissor ACh e assegurando a transmissão normal dos sinais 

nervosos no organismo, e sua inibição pode causar hiperatividade, perda de 

coordenação, convulsões, paralisia e outros tipos de alterações comportamentais 

(ZHANG et al., 2017). 

 

3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 NOTA ÉTICA 
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Os procedimentos experimentais têm parecer favorável da Comissão de Ética 

no Uso de Animais do Instituto Federal do Rio Grande do Sul (CEUA/IFRS) conforme 

protocolo nº 7018231115 (ANEXO A). 

 

3.2 ANIMAIS 

 

A partir de uma população de aproximadamente 1100 peixes adultos 

adquiridos (150-180 dias) de ambos os sexos (50/50) do tipo selvagem de Zebrafish 

(Danio rerio) (ANEXO B), os quais foram adquiridos em fornecedor de peixes 

ornamentais e aclimatados durante sete dias em aquários de 50L. Os peixes foram 

mantidos sob fotoperíodo natural (14 horas de luz/10 horas escuro). A densidade foi 

de aproximadamente 2 peixes/L. A temperatura da água foi mantida entre 26 e 28ºC; 

pH próximo à 7,0, oxigênio dissolvido em 6,5 ± 0,4 mg / L e amônia total a <0,01 mg 

/ L. A alimentação foi controlada, onde os peixes receberam ração indicada para a 

espécie uma vez ao dia às 9h da manhã, nesse mesmo horário foram realizadas as 

exposições. 

 

3.3 TEMPOS DE EXPOSIÇÃO E CONCENTRAÇÕES  

 

Foram estabelecidas 6 concentrações do hormônio 17α-etinilestradiol 

(SIGMA-Aldrich) onde, 0 (controle), 0,05, 0,5, 5,0 , 50  e 75 ng/L e os animais foram 

divididos em 6 grupos (n=18), totalizando 108 animais por repetição, considerando 

ambos os períodos de exposição, aguda e crônica. As concentrações foram 

estabelecidas (com adaptações) com base na literatura (Raimundo, 2011).  

Para a exposição aguda, os animais foram mantidos no aquário de teste com 

a presença do hormônio durante 1 hora. Na exposição crônica os peixes foram 

mantidos no aquário com as determinadas concentrações durante 15 dias, foi 

necessária a exposição ao hormônio a cada 24 horas para manter a concentração 

desejada, devido à meia-vida deste composto.  

Para ambas as exposições (aguda e crônica) um grupo de animais (50%) foi 

submetido a estresse com perseguição por redinha durante os dois minutos finais da 

exposição (ABREU et al., 2014), os outros 50% foram mantidos sem estresse 

intencional. Imediatamente após o término do período de exposição o peixe foi 
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submetido à eutanásia e os tecidos foram dissecados e posteriormente 

homogeneizados no tampão adequado para cada técnica. 

 

3.4 AVALIAÇÃO COMPORTAMENTAL 

 

Em todos os testes comportamentais, os peixes foram filmados por uma 

câmera Logitech C525 e os vídeos analisados usando ANYmaze® software 

(Stoelting CO, EUA). Para os três testes, utilizaram-se aquários de teste (20x20x25 

cm; largura x altura x profundidade) contendo 6 litros de água variando a 

configuração conforme o teste. 

 

3.4.1 Teste de preferência Social 

 

No teste que avalia o comportamento social, os peixes foram transferidos 

individualmente para o aquário de teste posicionado entre dois aquários com o 

mesmo tamanho, um sem peixes e o outro contendo um grupo de 15 peixes da 

mesma espécie. Entre cada um dos 3 aquários uma barreira opaca foi posicionada 

para impedir a visualização durante o período de 30 s após a transferência do peixe 

para o aquário teste. Após esse período de habituação, as barreiras foram 

removidas e o comportamento do peixe filmado durante 10 s. Para a análise dos 

vídeos, o aquário de teste foi virtualmente dividido em três segmentos. O primeiro 

segmento era o mais próximo do aquário contendo o cardume de indivíduos da 

mesma espécie, enquanto o terceiro segmento correspondia ao lado do aquário 

vazio. Neste teste avaliou-se o número de entradas, número de cruzamentos e 

tempo de permanência em cada segmento (GIACOMINI et al., 2016). 

 

Figura 3: Protocolo Preferência social. 
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3.4.2 Agressividade 

 

Para avaliar o comportamento de agressividade foi utilizado o teste de 

agressividade induzida por espelho (GERLAI, 2000).  Utilizamos um aquário teste de 

20x20x25 (largura x altura x profundidade), contendo 7 litros de água, e um espelho 

(45x40 cm), posicionado ao lado do aquário em um ângulo de 22,5º, de modo que o 

lado direito do aquário estava mais próximo do espelho e o lado esquerdo mais 

afastado, a fim de reproduzir uma imagem próxima ou afastada do peixe. 

A interação do peixe com a sua própria imagem foi filmada durante 60 s após 

dois períodos de aclimatização (30 s e 10 min). Para analisar os vídeos, o aquário foi 

virtualmente dividido em quatro segmentos do mesmo tamanho, sendo o segmento 

1 o mais próximo do espelho e o 4 o mais distante. Quantificou-se o número de 

entradas em cada segmento e o tempo de permanência em cada um deles 

(GIACOMINI et al., 2016). 

 
Figura 4: Protocolo Agressividade. 

 

3.4.3 Teste do Tanque Novo - Ansiedade 

 

Este teste avalia aspectos locomotores e o comportamento exploratório e tipo-

ansiedade frente a um novo ambiente (ABREU, 2017). Os peixes foram transferidos 

individualmente para o aquário teste, e em seguida filmados por 6 min. Para análise 

dos vídeos, o aquário foi virtualmente dividido em três segmentos horizontais iguais 

(superior, médio e inferior). Os parâmetros analisados foram: tempo relativo no topo 

do tanque (s), número de transições ao topo e distância total percorrida (m) 

(GIACOMINI et al., 2016).  
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Figura 5: Protocolo Tanque Novo. 

 

3.5 PROTOCOLO DE EXTRAÇÃO CORTISOL 

 

Após exposição crônica ao hormônio sintético, os peixes foram capturados, 

imediatamente congelados em Nitrogênio líquido durante 10 a 30s, os cérebros 

foram dissecados e restante do corpo foi armazenado à -80ºC até a extração do 

cortisol. A extração do cortisol do corpo inteiro, exceto o tecido cerebral, foi realizada 

conforme Sink (2007 e 2008), com adaptações. Os tecidos foram homogeneizadas e 

suspensos em 3 mL de tampão PBS. Uma alíquota de 1 mL foi colocada em um 

novo tubo de ensaio e a amostra foi novamente suspensa em éter etílico e 

congelado em nitrogênio líquido. Após o congelamento o sobrenadante foi colocado 

em um tubo de ensaio e deixado descansar até a completa evaporação do éter. O 

extrato foi suspenso em 200 µL de tampão PBS e armazenado a -20°C até a análise 

Elisa (REOLON et al., 2017). A concentração de cortisol de corpo inteiro foi 

determinada em cada amostra pelo teste de ELISA, (Kit Cortisol Elisa DBC- 

DiagnosticBiochem Canada Inc), para os peixes submetidos ao estresse da captura 

pela rede nos 2 minutos finais dos testes comportamentais, e sem estresse. Foi 

utilizado 0,5g de tecido por amostra, e 6 amostras por concentração. 

 

3.6 DETERMINAÇÃO DA ATIVIDADE DE AChE 

 

Para as análises de determinação da enzima AChE os cérebros dos peixes 

expostos foram imediatamente removidos do crânio após a eutanásia dos animais. 

Os pools com três cérebros foram homogeneizados em gelo 60 vol de tampão TFK 

(11 mM) num homogeneizador. A taxa de hidrólise de acetiltiocolina (8 mM, 30 µL) foi 

determinada num volume final de 150 µL de sistema (TFK 11 mM, pH 7,0 e DTNB 
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0,22 mM) e105 µL água MilliQ, utilizando método anteriormente descrito por Ellman 

et al., (1961), com adaptações. Antes da adição do substrato, amostras contendo 

proteína (15 µL) foram pré-incubadas durante 5 min à 25°C. Após foram feitas 

leituras de absorção num comprimento de onda de 412 nm durante 5 minutos (com 

intervalos de 30 segundos). A reação que ocorre compreende a reação do substrato 

sintético acetiltiocolina com o reagente DTNB, que é um ácido reduzido a tio-

nitrobenzóico, que permite a formação da coloração amarela. A atividade da 

acetilcolinesterase foi expressa µmolAcSCh/h/mg de proteína. Todos os ensaios 

foram realizados em triplicata. 

 

3.7 DETERMINAÇÃO DA PROTEÍNA 

 

A proteína foi determinada conforme método já estabelecido por Bradford 

(1976), usando o azul de Coomassie como reagente de cor e albumina de soro 

bovino como padrão.  

 

3.8 METODOLOGIA HPLC 

 

O padrão de estrogênio utilizado (17α-etinilestradiol), com pureza mínima de 

98%, foi obtido da Sigma-Aldrich. O solvente orgânico utilizado foi acetonitrila (ACN) 

com grau cromatográfico 99,9% obtido da Êxodo Científica. Da Argilent, foram 

obtidos os cartuchos de extração em fase sólida do tipo QuEChERS (Quick, Easy, 

Cheap, Effective, Rugged, Safe) da série EC (Extract Pouch), AOAC Method. Os 

QuEChERS utilizados foram do tipo 5982-0755 (50 mL) contendo 6 g de Sulfato de 

Magnésio e 1,5 g de Acetato de Sódio. Foi utilizado o meio Dispersivo (D-SPE) 

5982-4950 (15 mL), contendo 50mg de PSA, 150 mg de C18EC 900 mg de Sulfato 

de Sódio. Todas as vidrarias utilizadas, que não estéreis, foram lavadas com 

detergente comum, enxaguadas em água corrente e água destilada e por fim 

autoclavadas.  

Foram extraídos os analitos estrogênicos de origem lipídica presentes nas 

águas em que os peixes ficaram expostos por 15 dias (exposição crônica) e também 

no tecido dos peixes, para tal, foram divididos três grupos de análise: um em que os 

peixes expostos às diferentes concentrações foram analisados, tendo como controle 

peixes que não foram expostos; o segundo grupo ficou com a água dos aquários em 
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que os peixes foram expostos, e um terceiro grupo em que somente aquários com 

água, sem a presença de peixes, foram expostos.  

  Foram utilizados 15 mL de ambas as águas e 15 g de tecido de peixe. Para 

a extração em tecido, os peixes foram pesados (aproximadamente 7 peixes), 

triturados e posteriormente seguiram para a extração. As águas seguiram para a 

extração logo após a coleta.  

As amostras foram transferidas para um tubo de Falcon (50 mL), onde logo foi 

adicionado 15 mL de solvente ACN para a extração e agitou-se por 1 minuto em 

Vortex. Depois foram adicionados os sais do QuEChERS, agitados em Vortex com 

posterior centrifugação por 5 minutos à 4000 rpm. 

Transferiu-se o sobrenadante (6 mL ACN + analitos), depois foram 

adicionados os sais do D-SPE e o Falcon foi agitado em Vortex mais uma vez por 

um minuto. Posteriormente centrifugou-se por 5 minutos à 4000 rpm. Depois deste 

processo foram transferidos 2 mL do sobrenadante para Vails destinados a 

cromatografia. 

As análises cromatográficas foram realizadas em um sistema de 

cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC), foi utilizado um cromatógrafo da 

marca Shimadzu composto por duas bombas quaternárias, auto sampler, modelo 

20ACHT e detector de arranjo diodo (DAD) modelo SPD-M20A. Todos os módulos 

foram controlados pelo Software Lab Solutions, e a coluna utilizada foi a C18 (ODS) 

fase reversa (150mm x 4,5 mm).  

As amostras de água, tecido e uma amostra de água ultrapura (branco) foram 

submetidas à extração, utilizando a mesma metodologia onde 20µL foram injetados 

nas condições cromatográficas, composta de ACN/H2O (65/35) na fase móvel, no 

módulo isocrático com fluxo de 0,7 mL/min. O tempo de corrida foi de 10min 

mantidos à 25°C, com injeção de 20 µL de amostra e o tempo de retenção de 3,85 

min. 

A quantificação foi realizada por padronização externa e a curva padrão foi 

construída com 7 pontos, cujas concentrações variaram de 2 a 26 ppm de 17α-

etinilestradiol em ACN, foi obtido um R2 de 0,99997 com a equação da reta y= 

6463,28xX + 319,728.  

A identificação ocorreu através de leituras obtidas a 280 nm em CALE-DAD 

frente ao tempo de retenção dos analitos. 
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3.9 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

As análises estatísticas da atividade de AChE, níveis de cortisol e análise da 

água foram submetidos à análise de variância de uma via (ANOVA- oneway) com 

post hoc de Dunnett’s. O teste de HPLC para determinação do 17α-etinilestradiol foi 

usado análise de variância de uma via com teste pos hoc Tukey. A análise 

comportamental foi submetida a teste estatístico de Kruskal-Wallis (não 

paramétrico). 
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4 RESULTADOS 

 

Avaliamos o efeito do hormônio sintético 17α-etinilestradiol sobre o 

comportamento do Zebrafish, sobre a atividade da enzima acetilcolinesterase e 

níveis de cortisol. Aqui observamos que o 17α-etinilestradiol reduziu o 

comportamento social dos animais expostos, aumentou a agressividade após a 

exposição aguda e ativou uma resposta ansiogênica após exposição crônica. Após 

exposição crônica os níveis de cortisol aumentaram e a atividade da enzima  AChE 

alterou significativamente aumentando após exposição a  5 ng/L de 17α-

etinilestradiol e diminuindo após a exposição a 0,5, 50 e 75 ng/L do toxicante . Além 

disso, determinamos a presença de 17α-etinilestradiol nos tecidos dos Zebrafish 

após exposição crônica, demonstrando o caráter de bioacumulador deste hormônio 

sintético.  

 

4.1 COMPORTAMENTO SOCIAL 

 

4.1.1 Exposição aguda 

 

A exposição aguda ao 17α-etinilestradiol após estresse por perseguição de 2 

min interferiu no comportamento (Figura 6), diminuindo o tempo de permanência dos 

animais expostos a 0,05 ng/L de 17α-etinilestradiol na zona de interação com os 

animais co-específicos não submetidos a tratamento (A), e o número de entradas no 

segmento mais próximo ao cardume para as concentrações de 0,05 e 75 ng/L (B).  
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Figura 6: Comportamento social de peixes expostos agudamente a diferentes 

concentrações de 17α-etinilestradiol e submetidos à estresse. (A) tempo de 

permanência no segmento do cardume, (B) entradas no segmento do cardume, (C) 

tempo de permanência no segmento vazio. Dados expressos em média ± E.P., com 

n=6, analisados por ANOVA de um critério com teste pos hoc de Dunnett's, onde 

*p<0,05, ***p<0,001. 

 

4.1.2 Exposição Crônica 

 

A exposição crônica alterou o comportamento social de peixes expostos as 

concentrações de 5,0, 50 e 75 ng/L de 17α-etinilestradiol (Figura 7), em relação ao 

controle não exposto. A interação social testada pelo tempo de permanência no 

segmento 1, mais próximo ao cardume, diminuiu significativamente nos peixes 

expostos a 50 e 75 ng/L, em relação ao controle (A). 
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Figura 7: Comportamento social de peixes expostos cronicamente a diferentes 

concentrações de 17α-etinilestradiol e submetidos à estresse. (A) tempo de 

permanência no segmento do cardume, (B) entradas no segmento do cardume, (C) 

tempo de permanência no segmento vazio. Dados expressos em média ± E.P., com 

n=6, analisados por ANOVA de um critério com teste pos hoc de Dunnett's, onde 

*p<0,05,**p<0,01, ***p<0,001. 

 

4.2 AGRESSIVIDADE 

 

4.2.1 Exposição aguda– tempo 30 s 

 

A exposição aguda ao 17α-etinilestradiol não alterou o comportamento de 

agressividade dos peixes após ambientação de 30 s (Figura 8). 

 

Figura 8: Agressividade de peixes expostos agudamente a diferentes concentrações 

de 17α-etinilestradiol e submetidos à estresse (ambientação de 30s). (A) tempo de 

permanência no segmento 1, (B) entradas no segmento. Dados expressos em média 

± E.P., com n=6, analisados por ANOVA. 

 

4.2.2 Exposição aguda– tempo 10 min 

 

Após dez minutos de ambientação, os peixes expostos agudamente a 5,0 e 

75 ng/L apresentaram alteração de comportamento com relação ao controle (Figura 

9). Onde os peixes expostos a 5,0 ng/L de 17α-etinilestradiol apresentaram um 

aumento do tempo no segmento 1, mais próximo do espelho (A), e os expostos a 75 
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ng/L de 17α-etinilestradiol apresentaram um aumento no número de vezes que 

entraram no mesmo segmento (B). 
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Figura 9: Agressividade de peixes expostos agudamente a diferentes concentrações 

de 17α-etinilestradiol e submetidos à estresse (ambientação de 10 min). (A) tempo 

de permanência no segmento 1, (B) entradas no segmento 1. Dados expressos em 

média ± E.P., com n=6, analisados por ANOVA de um critério com teste pos hoc de 

Dunnett's, onde *p< 0,05. 

 

4.2.3 Exposição crônica– tempo 30 s 

  

A exposição crônica ao 17α-etinilestradiol não alterou significativamente o 

comportamento agressivo dos peixes após ambientação de 30 s (Figura 10). 

 

Figura 10: Agressividade de peixes expostos cronicamente a diferentes 

concentrações de 17α-etinilestradiol e submetidos à estresse (ambientação de 30s). 

(A) tempo de permanência no segmento 1, (B) entradas no segmento 1. Dados 
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expressos em média ± E.P., com n=6, analisados por ANOVA de um critério com 

teste pos hoc de Dunnett's. 

 

4.2.4 Exposição crônica– tempo 10 min 

 

A exposição crônica, após dez minutos de ambientação não houve alteração 

no comportamento de agressividade dos peixes expostos (Figura 11). 
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Figura 11: Agressividade de peixes expostos cronicamente a diferentes 

concentrações de 17α-etinilestradiol e submetidos à estresse (ambientação de 10 

min). (A) tempo de permanência no segmento 1, (B) entradas no segmento 1. Dados 

expressos em média ± E.P., com n=6, analisados por ANOVA de um critério com 

teste pos hoc de Dunnett's. 

 

4.3 TESTE DO TANQUE NOVO 

 

4.3.1 Exposição aguda 

 

Os peixes estressados e expostos agudamente ao 17α-etinilestradiol não 

tiveram mudanças significativas em relação ao controle no teste de tanque novo, 

que determina o comportamento tipo ansiedade (Figura 12). 
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Figura 12: Parâmetros locomotores de peixes expostos agudamente a diferentes 

concentrações de 17α-etinilestradiol e submetidos à estresse. (A) tempo de 

permanência no topo do aquário (s), (B) entradas na zona superior e (C) distância 

percorrida (m). Dados expressos em média ± E.P., com n=6, analisados por ANOVA 

de um critério com teste pos hoc de Dunnett's. 

 

4.3.2 Exposição crônica 

 

A exposição crônica a 0,05 ng/L de 17α-etinilestradiol provocou uma 

diminuição significativa no tempo de permanência e o número de entradas na zona 

superior do aquário (Figura 13 A, B) demonstrando um efeito ansiogênico do 

hormônio sintético ao organismo. Não houve alteração significativana distância 

percorrida pelos animais nas diferentes concentrações do toxicante (Figura 13 C).  
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Figura 13: Parâmetros locomotores de peixes expostos cronicamente a diferentes 

concentrações de 17α-etinilestradiol e submetidos à estresse. (A) tempo de 

permanência no topo do aquário (s), (B) entradas na zona superior e (C) distância 

percorrida (m). Dados expressos em média ± E.P., com n=6, analisados por ANOVA 

de um critério com teste pos hoc de Dunnett's, onde *p< 0,05. 

 

4.4 HORMÔNIO CORTISOL 

 

A exposição crônica ao 17α-etinilestradiol não alterou o nível de cortisol dos 

peixes sem estresse por perseguição de 2 min (Figura 14 A). Para os animais 

submetidos a estresse, o nível de cortisol aumentou em todas as concentrações, 

sendo que as de 0,05, 5,0, 50 e 75 ng/L aumentaram significativamente em relação 

ao grupo controle. Por outro lado, a concentração de 0,5 ng/L de 17α-etinilestradiol 

bloqueou a resposta esperada, comportamento previsível de um toxicante 

considerado disruptor endócrino.  

Figura 14: Concentrações de Cortisol de corpo inteiro em peixes expostos a 

diferentes concentrações de 17α-etinilestradiol. (A) sem fator estressante e (B) com 

fator estressante. Dados expressos em média ± E.P., com n=18, intervalo 

interquartis analisados por ANOVA de uma via com teste pos hoc de Dunnett's, onde 

*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001. 

 

4.5 ACETILCOLINESTERASE 
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4.5.1 Exposição aguda 

 

Na exposição aguda sem estresse, pode-se observar que a atividade da 

enzima AChE aumentou significativamente no grupo que recebeu a concentração 5 

ng/L quando comparado ao controle. Enquanto, a atividade da AChE diminuiu 

significativamente nos grupos que receberam as concentrações de 0,5 e 50 ng/L, 

ambos comparados ao controle (Figura 15 A). Já quando submetidos a estresse, 

houve uma diminuição significativa da atividade da AChE nas concentrações de 

0,05, 0,5, 5,0 e 50 ng/L de 17α-etinilestradiol em comparação ao grupo controle 

(Figura 15 B). 

 

Figura 15: Atividade da enzima AChE de peixes expostos agudamente a diferentes 

concentrações de 17α-etinilestradiol. (A) sem fator estressante e (B) com fator 

estressante. Onde (*) expressa diferença significativa comparada ao grupo controle. 

Dados expressos em média ± D.P., com n=18, intervalo interquartis analisados por 

ANOVA de um critério com teste pos hoc de Dunnett's, onde *p<0,05, **p<0,01, 

***p<0,001, ****p<0,0001. 

 

4.5.2 Exposição crônica 

 

Na exposição crônica sem estresse pode-se observar que a atividade da 

enzima AChE aumentou significativamente no grupo que recebeu a concentração 5 

ng/L de 17α-etinilestradiol, quando comparado ao controle. Por outro lado, a 

atividade da AChE diminuiu significativamente nos grupos que receberam as 
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concentrações de 0,5, 50 e 75 ng/L do toxicante, em comparação  ao controle 

(Figura 16 A). Já quando submetidos a estresse, houve uma aumento na atividade 

da enzima para as concentrações 0,5, 50 e 75 ng/L de 17α-etinilestradiol, em 

comparação ao grupo controle (Figura16 B). 
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Figura 16: Atividade da enzima AChE de peixes expostos cronicamente a diferentes 

concentrações de 17α-etinilestradiol. (A) sem fator estressante e (B) com fator 

estressante. Onde (*) expressa diferença significativa comparada ao grupo controle. 

Dados expressos em média ± D.P., com n=18, intervalo interquartis analisados por 

ANOVA de um critério com teste pos hoc de Dunnett's, onde * p<0,05, **p<0,01, 

***p<0,001, ****p<0,0001. 

 

4.6 DETERMINAÇÃO DE 17α-ETINILESTRADIOL 

 

A Figura 17 mostra a concentração de 17α-etinilestradiol encontrada na água 

exposta ao hormônio sintético sem a presença de animais no aquário, na água do 

aquário cujos animais foram expostos, e no tecido dos peixes, todos expostos 

cronicamente às concentrações de 17α-etinilestradiol.  

O gráfico evidencia que o hormônio apresenta uma meia-vida de 24 horas na 

água, como previsto na literatura (AZEVEDO, 2011), pois as concentrações 

encontradas na água dos aquários de teste foram muito próximas ou iguais à zero. 

Ainda na figura 17, é possível observar que a concentração de 17α-etinilestradiol 

nos tecidos dos animais após exposição crônica, foi dose dependente. 
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Extração de hormônio por HPLC
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Figura 17: Níveis de 17α-etinilestradiol encontrados na água e no tecido de peixes 

expostos. Dados expressos em média ± D.P., com n=6, intervalo interquartis 

analisados por ANOVA de um critério, com teste pos hoc de Tukey, com p<0,01. 

 

4.7 COMPILAÇÃO DOS RESULTADOS 

 

A Tabela 2 resume os resultados obtidos neste trabalho para melhor 

interpretação melhorando a percepção dos efeitos encontrados. Onde a seta para 

cima, na cor verde representa aumento do parâmetro analisado e a seta para baixo, 

na cor vermelha representa diminuição do parâmetro analisado. 

 



53 

 

Tabela 2: Resultados dos parâmetros analisados. 

 

 

 

  

Controle 0,05 0,5 5 50 75

Comportamento Social − ↓ − − − ↓
Agressividade - 30s − − − − − −

Agressividade - 10min − − − ↑ − ↑
Ansiedade − − − − − −

Controle 0,05 0,5 5 50 75

Comportamento Social − − − ↑ ↓ ↓
Agressividade - 30s − − − − − −

Agressividade - 10min − − − − − −
Ansiedade − ↑ − − − −

Controle 0,05 0,5 5 50 75

Sem estresse − − − − − −
Com estresse − ↑ − ↑ ↑ ↑

Controle 0,05 0,5 5 50 75

Sem estresse − − ↓ ↑ ↓ −
Com estresse − − ↓ ↓ ↓ ↓

Controle 0,05 0,5 5 50 75

Sem estresse − − − ↑ ↓ ↓
Com estresse − − ↑ − ↑ ↑

↑
↓
−Sem alteração

Legenda

ANÁLISE AChE
Exposição Aguda

Exposição Crônica

Aumento no parâmetro analisado

Diminuição no parâmetro analisado

ANÁLISES COMPORTAMENTAIS COM ESTRESSE
Exposição Aguda

Exposição Crônica

ANÁLISE CORTISOL CRÔNICA
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5 DISCUSSÃO 

  

O hormônio sintético 17α-etinilestradiol é considerado um desruptor endócrino 

e o estresse de sua exposição causa alterações nos organismos expostos. Para os 

parâmetros analisados em nosso trabalho, esperaria-se que essa exposição 

afetasse o comportamento diminuindo a interação social do animal com o cardume, 

aumentando a agressividade e a ansiedade. É comum que os níveis de cortisol 

aumentem devido ao estresse e que a atividade da enzima AChE se altere. A 

presença do 17α-etinilestradiol  causa efeitos neuroendócrino no Zebrafish mesmo 

em baixas concentrações, como ocorreu em grupos de animais expostos quando 

comparado ao controle, e quando submetidos a estresse de perseguição os efeitos 

foram potencializados.  

Os organismos expostos ao hormônio sintético e submetidos a estresse 

apresentaram alterações no comportamento. De fato, neste estudo procuramos 

avaliar os parâmetros comportamentais após uma situação de estresse, já que em 

trabalho anterior do grupo, Fenske (2017) observou-se que a exposição ao 17α-

etinilestradiol afetou o comportamento de Zebrafish, porém sem nenhuma exposição 

à situação de estresse. Assim, podemos evidenciar a partir dos resultados obtidos 

aqui que o 17α-etinilestradiol é capaz de promover alterações comportamentais, e 

que estas alterações podem ser exacerbadas em situações de estresse, como é 

comum na natureza. Estes resultados demonstram que a exposição ao 17α-

etinilestradiol torna os organismos aquáticos mais suscetíveis às pressões 

ambientais, o que pode comprometer a capacidade reprodutiva, e até mesmo a 

sobrevivência dos indivíduos. 

Na exposição aguda ao 17α-etinilestradiol o comportamento social foi 

reduzido nas concentrações 0,05 e 75 ng/L, e na exposição crônica nas 

concentrações 50 e 75 ng/L. A redução do tempo  em que o animal permanece no 

seguimento do aquário teste próximo ao cardume representa prejuízo no 

comportamento social. Isso devido ao Zebrafish ser uma espécie que vive em 

cardume e sua sociabilidade começa a ser definida ainda no início da vida por se 

tratar de um comportamento inato da espécie (KALUEFF et al., 2013). Em estudo 

anterior Fenske (2017) não encontrou alterações no comportamento social de 

Zebrafish expostos agudamente ao 17α-etinilestradiol, somente a exposição crônica 

prejudicou o comportamento social de peixes, evidenciando que o estresse 
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ambiental afeta este parâmetro nos peixes. Desta forma, considerando que o 

sistema de resposta ao estresse ajuda os indivíduos a lidar com condições adversas 

(ABREU et al., 2014), uma menor interação social pode deixar os animais mais 

suscetíveis a predação. 

Associada à redução da interação social, a exposição aguda ao toxicante 

provocou um aumento da agressividade após 10 minutos de ambientação. Esta 

exposição contribuiu para que os animais expostos às concentrações de 5,0 e 75 

ng/L de 17α-etinilestradiol ficassem mais agressivos, aumentando o tempo de 

permanência no seguimento próximo ao espelho. O aumento da agressividade pode 

prejudicar o comportamento social, como foi observado e, consequentemente, o 

sucesso reprodutivo e até mesmo a capacidade de viverem em cardumes, 

característico da espécie, e que pode garantir sua sobrevivência ou sua capacidade 

de deixar descendentes (ARAÚJO, 2012).  

Com relação ao teste de tanque novo, que é utilizado para determinar o 

comportamento tipo ansiedade, os animais expostos agudamente ao 17α-

etinilestradiol não apresentaram alterações. Entretanto, após exposição crônica ao 

hormônio sintético os peixes expostos à concentração de 0,05 ng/L de 17α-

etinilestradiol permaneceram menos tempo no seguimento superior do aquário teste, 

demonstrando o efeito ansiogênico do hormônio para este grupo. O Zebrafish 

normalmente apresenta comportamentos normais neste teste, então uma alteração 

nesse comportamento pode representar risco à espécie (KISYL et al., 2017). 

As respostas ao estresse representam alterações fisiológicas caracterizadas 

pelo nível de cortisol alterado (DE ABREU et al., 2014). Um prejuízo na resposta ao 

estresse afeta a homeostase em resposta aos estressores, reduzindo os ajustes 

iônicos, metabólicos e comportamentais necessários para a resposta ao estresse 

(DE ABREU et al., 2014). O cortisol é um indicador do estresse para o Zebrafish 

(BARCELLOS, 2007), nossos resultados não demonstraram alterações nos níveis 

de cortisol na exposição crônica sem estresse, mas o fator estresse ambiental 

provocou aumento no nível de cortisol para a maioria das concentrações de 17α-

etinilestradiol. Quando um peixe apresenta desequilíbrio nos níveis de cortisol suas 

reações no ecossistema ficam prejudicadas, além disso, a redução da sociabilidade 

o torna mais suscetível à predação (DE ABREU et al., 2014), devido à perda da 

capacidade de viver em cardume, característico da espécie. Como foi observado 

neste estudo, a exposição aguda às doses de 0,5 e 75 ng/L de 17α-etinilestradiol 
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provocaram uma redução da interação social, ao contrário da exposição crônica 

onde peixes expostos as doses 50 e 75 ng/L que aumentaram a interação social. 

Os níveis do neurotransmissor acetilcolina (ACh) são críticos ao longo do 

desenvolvimento, pois definem a relação de neurotransmissão excitatória e inibitória 

no cérebro além de promover e refinar as redes neurais no cérebro em 

desenvolvimento e quando adulto (MESHALKINA et al., 2017a). Esta 

neurotransmissão colinérgica está amplamente envolvida no desenvolvimento dos 

sistemas nervoso periférico e central e desempenha um importante papel na 

regulação do movimento muscular, aprendizagem, atenção, cognição e memória 

(ALTENHOFEN, 2017). A enzima acetilcolinesterase (AChE) é a principal 

responsável pela finalização de impulsos nervosos nas sinapses colinérgicas 

controlando os batimentos cardíacos, a dilatação dos vasos sanguíneos, a contração 

dos músculos, o controle motor, a cognição e aprendizagem (PETRONILHO, 2011 e 

ZANANDREA et al., 2018). Nosso estudo mostrou que a exposição aguda e crônica 

ao 17α-etinilestradiol alterou significativamente a atividade da enzima  AChE. Os 

peixes que não foram estressados por perseguição de 2 minutos e expostos foram à 

concentração de 5,0 ng/L do hormônio tiveram sua atividade aumentada tanto na 

exposição aguda quanto crônica. A consequência deste aumento na atividade da 

AChE é a diminuição nos níveis de acetilcolina nas sinapses nervosas, podendo 

representar um déficit cognitivo e motor (PETRONILHO, 2011). Já os expostos 

agudamente a 0,5 e 50 ng/L de 17α-etinilestradiol apresentaram inibição da AChE. 

Considerando ainda os animais não estressados, os expostos cronicamente às 

concentrações 0,5, 50 e 75 ng/L apresentaram diminuição na atividade da enzima 

AChE. A inibição da atividade da AChE pode estar relacionada a uma excitação do 

sistema colinérgico, já que permite com que o neurotransmissor ACh permaneça por 

mais tempo na fenda sináptica, interagindo com os receptores colinérgicos e 

excitando o terminal pós-sináptico, que transmitirá esta informação as demais 

sinapses. Esta situação promoverá alterações nas respostas comportamentais, 

cognitivas e motoras do Zebrafish (PETRONILHO, 2011), como foi observado neste 

estudo. O estresse proposital após exposição aguda ao 17α-etinilestradiol colaborou 

com a inibição da atividade da AChE para as concentrações 0,5, 5,0, 50 e 75 ng/L de 

17α-etinilestradiol. Na exposição crônica, este mesmo comportamento inibitório do 

toxicante sobre a atividade da AChE foi observado nas concentrações 0,5, 50 e 75 

ng/L após exposição crônica com estresse proposital.  
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Os esteroides são compostos lipofílicos derivados do colesterol, sintetizados 

principalmente em glândulas endócrinas, e também podem ser produzidos em 

órgãos como o cérebro, pois eles agem tanto em órgãos periféricos como no 

sistema nervoso central (YAMAMOTO, 2016). Logo, hormônios de origem lipídica 

afetam vários mecanismos controlados por enzimas. O sistema nervoso é um dos 

tecidos mais atingidos pela ação de esteroides sexuais, os quais atuam na liberação 

e metabolismo de diversos neuropeptídeos e neurotransmissores, e influenciando a 

excitabilidade elétrica, a função sináptica e as particularidades morfológicas dos 

neurônios (RIBEIRO, 2014), indicando que os estrogênios podem ativar ou inibir 

enzimas que agem sobre a síntese de neurotransmissores, como a acetilcolina. 

Sendo o 17α-etinilestradiol um hormônio de origem lipídica, assim como outros 

desreguladores endócrinos, é capaz de interferir na função de enzimas responsáveis 

pela metabolização dos esteroides em metabólitos ativos, antes de interagirem com 

seu receptor específico (YAMAMOTO, 2016). Então, além do controle da transcrição 

da enzima AChE, o 17α-etinilestradiol também pode interferir na disponibilidade de 

colina e acetato para a síntese de ACh, e portanto, inibir a AChE, e esta seria uma 

forma de proteção do organismo em resposta à toxicidade do hormônio. 

A presença de fármacos na água, destacando o 17α-etinilestradiol usado em 

nosso estudo, torna-se preocupante. Em nosso estudo não encontramos resíduos 

do hormônio na água em que os peixes ficaram expostos durante 15 dias, e nem na 

água sem peixe em que o fármaco foi administrado diariamente, o que indica que a 

meia-vida deste fármaco não excede 24 horas. Por outro lado, os níveis de 17α-

etinilestradiol encontrados nos tecidos dos animais expostos cronicamente ao 17α-

etinilestradiol apresentaram uma resposta dose dependente, evidenciando a 

acumulação do hormônio no tecido dos animais. Esta acumulação do fármaco 

condiz com o comportamento dos compostos químicos considerados disruptores 

endócrinos, como o são a classe dos hormônios estrogênios. Estes compostos 

podem ser biotransformados em substâncias que provocam efeitos deletérios à biota 

e aos humanos, e mesmo que sua meia-vida seja curta no ambiente, são lançados 

continuamente e persistem no meio (GHISELLI et al., 2007). Assim, destacando a 

homologia entre o Zebrafish e o ser humano, a resposta dose dependente da 

presença de 17α-etinilestradiol no tecido de Zebrafish, é um indicador de que este 

hormônio sintético é bioacumulador. Desta forma, o 17α-etinilestradiol pode 

acumular ao longo da cadeia trófica, devido ao seu caráter lipídico, demonstrando o 
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potencial de biomagnificação e, consequente, promoção de dano ao ecossistema 

aquático, podendo chegar ao homem. 

Diante do exposto, o presente estudo demonstrou que, mesmo baixas (ng/L) 

concentrações ambientais de 17α-etinilestradiol afetam os parâmetros 

comportamentais e neuroendócrinos do organismo modelo estudado. A exposição 

crônica ao fármaco 17α-etinilestradiol reduziu a interação social, associado a uma 

resposta ansiogênica, em resposta a inibição da enzima AChE e a um aumento dos 

níveis do cortisol, após submissão dos peixes a estresse intencional. Associado a 

estes resultados o 17α-etinilestradiol apresentou bioacumulação nos tecidos de 

Zebrafish, o que demonstra seu potencial de biomagnificação, podendo afetar o 

homem, como é característico dos disruptores endócrinos.  
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6 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

1. Aqui observamos que o 17α-etinilestradiol causa efeitos neuroendócrino o 

que fica evidenciado pelas alterações comportamentais em resposta às alterações 

observadas na atividade da enzima  AChE, usada como parâmetro para determinar 

o status do sistema nervoso colinérgico, a exposição aguda e crônica ao 17α-

etinilestradiol alterou significativamente a atividade da enzima AChE.  

2. Na exposição aguda ao 17α-etinilestradiol o comportamento social foi 

reduzido, associada à essa redução, a exposição aguda provocou um aumento da 

agressividade após 10 minutos de ambientação. Após exposição crônica ao 

hormônio sintético estre apresentou efeito ansiogênico ao Zebrafish. Essas 

alterações tornam a espécie mais suscetível à predação, e podem promover efeitos 

negativos na reprodução, comprometendo a manutenção da espécie no 

ecossistema. 

3. Nossos resultados não demonstraram alterações nos níveis de cortisol na 

exposição crônica sem estresse, mas o fator estresse ambiental provocou aumento 

no nível de cortisol para a maioria das concentrações de 17α-etinilestradiol.  

4. Não encontramos resíduos do hormônio na água em que os peixes ficaram 

expostos durante 15 dias, e nem na água sem peixe em que o fármaco foi 

administrado diariamente, o que indica que a meia-vida deste fármaco não excede 

24 horas. Por outro lado, os níveis de 17α-etinilestradiol encontrados nos tecidos dos 

animais expostos cronicamente ao EE2 apresentaram uma resposta dose 

dependente, evidenciando a acumulação do hormônio no tecido dos animais.  

O 17α-etinilestradiol, mesmo em concentrações muito baixas (unidade de 

ng/L), afetou parâmetros comportamentais e neuroendócrinos na espécie estudada, 

o que pode comprometer o sucesso reprodutivo e a própria sobrevivência da 

espécie no ecossistema aquático. Ainda que a presença destes fármacos, de origem 

lipídica, nos ecossistemas aquáticos tem potencial ecotoxicológico, a concentração 

de 17α-etinilestradiol nos tecidos dos animais após exposição crônica, foi dose 

dependente, o que indica o caráter de bioacumulação deste hormônio sintético de 

origem lipídica, o que pode indicar este fármaco como um disruptor endócrino, o que 

pode comprometer todos os níveis da cadeia trófica, chegando até o homem. 
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ANEXO A – Parecer Consubstanciado da Comissão de Ética no Uso de Animais 

IFRS.  
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ANEXO B– Mapa de utilização dos animais adquiridos para o experimento 

 

 
 

1100 peixes

Exposição Aguda

Análise 
comportamental Com estresse

Ansiedade 36 peixes

Agressividade 36 peixes

Comportamento 
Social 36 peixes

AChE

Com estresse 36 cérebros de 
peixes

Sem estresse 36 cérebros de 
peixes

Exposição Crônica

Análise 
comportamental Com estresse

Ansiedade 36 peixes

Agressividade 36 peixes

Comportamento 
Social 36 peixes

AChE

Com estresse 36 cérebros de 
peixes

Sem estresse 36 cérebros de 
peixes

Cortisol

Com estresse 36 corpos de 
peixes

Sem estresse 36 corpos de 
peixes

HPLC 432 corpos de 
peixes

Mortalidade

Natural


