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RESUMO
Os disruptores endócrinos são substâncias capazes de
interagir com os receptores hormonais presentes na
membrana plasmática e no núcleo celular, interferindo na
síntese do RNAm. A regulação hormonal em mulheres se
dá pela ingestão de 17 α-etinilestradiol (EE2), hormônio
sintético similar ao β-estradiol, ambos caracterizados por
serem disruptores endócrinos em animais aquáticos. Esta
revisão visa abordar as análises mutagênicas em diversos
peixes quando expostos a um dos contaminantes em
diversas concentrações em âmbito laboratorial. Os
testes de micronúcleo, ensaio do cometa e alterações
morfológicas nucleares foram utilizadas como parâmetro
de análise. Diversos resultados foram evidenciados nessa
revisão, alguns organismos analisados não demostraram
estatisticamente diferenças, sendo que foram explicadas
como organismos resistentes aos contaminantes,
entretanto outros demostraram susceptibilidade em todas
as concentrações analisadas, evidenciando o potencial
mutagênico em peixes, em conformidade com as
substâncias classificados pela IARC (International
Association For Research On Cancer) como classe 1 de
carcinógenos.

PALAVRAS-CHAVE: Disruptores endócrinos,
contaminante ambiental, estrogênio, bioindicadores,
micronúcleo.

ABSTRACT

Endocrine disruptors are substances capable of
interacting with the hormonal receptors present on the
plasma membrane and the cell nucleus, interfering in
mRNA synthesis. The hormonal regulation in women is
due to the ingestion of 17 α-ethinylestradiol (EE2), a
synthetic hormone similar to β-estradiol, both
characterized by being endocrine disruptors in aquatic
animals. This review aims to address mutagenic
analyzes in several fish when exposed to one of the
contaminants in various concentrations in the

laboratory. Micronucleus tests, comet assay and nuclear
morphological changes were used as a parameter of
analysis. Several results were evidenced in this review,
some organisms analyzed did not statistically
demonstrate differences and were explained as
organisms resistant to contaminants, however others
demonstrated susceptibility in all concentrations
analyzed, evidencing the mutagenic potential in fish
according to substances classified by the IARC
(International Association For Research On Cancer) as
class 1 carcinogen.

KEYWORDS: Endocrine disruptors; environmental
contaminant; estrogen; bioindicators; micronucleus

1. INTRODUÇÃO

A toxicidade de inúmeras substâncias consideradas
poluentes ambientais vem sendo investigada quanto
sua ação nos seres humanos e demais espécies,
entretanto nas ultimas décadas essas substâncias vem
despertando interesse sobre as possíveis alterações no
sistema endócrino dos animais que entram em contato
(FONTENELE et al., 2010). São os disruptores
endócrinos, caracterizados por não serem venenos
clássicos, entretanto que interferem no sistema
hormonal, alterando mensageiros químicos dentro de
determinado organismo (SANTAMARTA, 2001).

O fato do ecossistema aquático ser, na maioria das
vezes, o aceptor final de fármacos torna as populações
ali residentes biomarcadores de qualidade ambiental,
devido a sensibilidade para detectar diversos poluentes
em baixas concentrações, o que irá resultar em
alterações fisiológicas e genéticas, podendo
comprometer a sua sobrevivência (MACEDA et al.,
2014).

O uso de peixes como bioindicadores de
contaminação ambiental é de ampla aplicação devido à
similaridade de resposta a agentes tóxicos quando
comparados aos grandes vertebrados (SCALON et al.,
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2010). Esses organismos apresentam características de
bioacumulação, semelhante aos mamíferos,
respondendo fisiologicamente as alterações químicas
do meio, sendo de fácil manipulação quando realizadas
pesquisas laboratoriais (MACEDA et. al, 2014).

O sistema endócrino em conjunto com o sistema
nervoso desempenha funções vitais, influenciando
tanto em células próximas quanto agindo em tecidos
distantes, modulando suas atividades (BERNE et. al.,
2010).  A ação do sistema endócrino ocorre por meio
da síntese de hormônios, os quais são considerados
sinalizadores químicos, atuando quando lançados à
corrente sanguínea na comunicação com receptores
específicos e, consequentemente, interferindo em
determinada resposta biológica (GOODMAN et al.
2005).

Hormônios estrógenos naturais como o β-estradiol,
são produzidos por todos os mamíferos fêmeas, tendo
uma estimativa de excreção diária de 2,3 a 259
microgramas/mulher, chegando em meio aquático
principalmente através do esgoto doméstico. Outra
fonte de E2 são os efluentes de produção agrícola
(PEREIRA e TALES, 2006). Durante a última década
as concentrações de E2 nos efluentes têm aumentado
significativamente, sendo detectados em zonas urbanas
200 ng/L (BOWMAN et. al., 2000). Segundo Ying et.
al., (2003), o β-estradiol em condições aeróbias é
degradado em rapidamente, sendo estipulado seu
tempo de meia-vida de 2 dias.

Outra substância com características estrogênica e
considerada emergente é o 17 α-etinilestradiol (EE2). É
um hormônio sintético utilizado principalmente em
contraceptivos orais, fármacos e aditivos de ração
animal, chegando ao ambiente aquático em sua maior
totalidade das vezes via esgoto doméstico e industrial.
Esse hormônio é excretado pelas mulheres na sua
forma inativa, ou seja, conjugado, sendo que para ser
reativado necessita de desconjugação, processo este
realizado por bactérias (VAN DEN BELT et. al., 2004).
O mecanismo de ação dessa substância é similar ao β-
estradiol, sendo que interage com receptores de
estrogênio ERα e ERβ, localizados no citoplasma e no
núcleo celular, alterando a conformação desses
receptores e por consequência interagindo na síntese de
RNAm (BRZOZOWSKI et. al., 1997, GAIDO et. al.,
1997).

Alterações no material genético, muitas vezes
provenientes de químicos e fármacos, resultam em
efeitos mutacionais e em longo prazo em efeitos
negativos hereditários (KIRSCH-VOLDERS et. al.,
2009; SCHRADER, 2016). Os estudos da indução
dessas mutações são de extrema relevância, visando
que estas se expressam de diferentes formas (ARALDI
et. al., 2015).

1. MATERIAIS E MÉTODOS

Baseado na sensibilidade do método, o ensaio do
cometa é aplicado em diferentes tecidos de peixes
expostos a químicos que são considerados

contaminantes ambientais, o princípio do método parte
da análise de fragmentos de DNA, via eletroforese,
analisando a integridade da cadeia de DNA,
demonstrando ser uma ferramenta útil para a análise de
efluentes (DHAWAN, BAJPAYEE, PARMAR, 2008;
COLLINS et. al., 2014). Já o teste de micronúcleo
(MN), principal parâmetro de análise dessa revisão é
considerado um teste genotóxico e mutagênico, pois
detecta interferência no fuso mitótico, formando
micronúcleos, que nada mais é extrusões de
cromossomos inteiros ou parte deles formados durante
a mitose (YAMAGUCHI E FLORES, 2008; ARALDI
et al., 2015).

Sabe-se que o estradiol provoca um aumento no
nível hepatossomatico e consecutivamente a produção
de vitelogenina em machos (COSTA et. al., 2010),
efeito antioxidante no fígado e produção de
acetilcolinesterase no cérebro de Geophagus
brasiliensis (YAMAMOTO, 2011), entretanto o
propósito dessa revisão é evidenciar as alterações
genotóxicas em peixes decorridas devido a ação do β-
estradiol (E2) e do 17 α-etinilestradiol (EE2), alertando
seus riscos para essas populações.

2. RESULTADOS E DISCUSSÕES

Sendo assim, essa revisão se inicia com os
resultados de Sponchiado et. al. (2010), o qual avaliou
a presença de alterações em células sanguíneas de
Oreochromis niloticus, popularmente conhecida como
tilápia, mediante teste de micronúcleo, ensaio cometa e
aberrações morfológicas nucleares quando expostos a 6
ng/L de E2, durante 24h 48h e 10 dias, cada grupo
contendo 8 indivíduos.

Os resultados obtidos nos grupos 24h e 48 h não
foram estatisticamente relevantes, entretanto houve
diferença quanto à presença de micronúcleos com 10
dias de exposição (P=0.036) quando comparados ao
grupo controle. Quanto a análise de alterações
morfológicas nucleares, houve diferença estatística nos
grupos 24h (0,227), entretanto não se tornou relevante
em 48h e 10 dias. A comparação entre os tratamentos
indica diferença estatística apenas para os núcleos em
notched, se mostrando indiferente quanto as demais
classificações estabelecidas por Carrasco e
colaboradores em 1990, lobed, blebbed e núcleos
vacuolados. No que diz respeito ao ensaio cometa, os
resultados se mostraram relevantes apenas no grupo
48h (P<0,001), entretanto as migrações de classe 1 e
classe 2 foram observadas em ensaios de 24 h, o que se
tornou ausente em 48 horas.

A exposição de O. niloticus a 6 ng/L, demonstrou
não haver diferenças entre o grupo controle e os grupos
24h e 48 h, quando o teste em analise era o de MN,
entretanto a cinética de renovação celular se mostrou
efetiva quando o grupo analisado era de 10 dias,
evidenciando que os eritrócitos de peixes tendem a
diminuir a frequência de MN em exposições crônicas
(SPONCHIADO et. al., 2010).

Os efeitos crônicos do β-estradiol foram avaliados
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também por Teles, Pacheco e Santos (2005), utilizando
como animal modelo exemplares adultos de
Dicentrarchus labrax L. As concentrações
estabelecidas foram de 200 ng/L e 2000 ng/L do E2
dissolvidos na agua e 0.5 mg/kg e 5 mg/kg injetados
via peritoneal. Os autores avaliaram respostas
bioquímicas e para o estress genotóxico, utilizando
também o teste de micronúcleo e anormalidades
nucleares, onde foi analisado 1000 hemácias/peixe.

Os resultados demonstraram não haver relação
dose-tempo de alterações morfologias nucleares,
entretanto houve um aumento da frequência de
micronúcleos quando comparados ao grupo controle (7
vezes para os expostos a 200 ng/L e 6 vezes para os
expostos a 2000 ng/L). Aos indivíduos cuja exposição
se deu de forma intraperitoneal, houve uma diferença
de 0,5 vezes a menos no grupo exposto a 5 mg/kg,
quando comparados aos indivíduos expostos a 0,5
mg/kg, evidenciando a não relação entre dose-tempo,
demonstrando ser um contaminante aquático, já que
aumentou a frequência de micronúcleos em todas as
doses testadas.

Teles, Pacheco e Santos conduziram outro
experimento em 2005, utilizando 5 exemplares por
grupo de Sparus aurata L, sob a exposição de 4000
ng/L de β-estradiol durante 4, 8, 12, 16 horas e
controle, avaliando atividades bioquímicas a alterações
morfológicas nas hemácias (1000/individuo). A
frequência de alterações morfológicas nucleares das
hemácias analisadas se mostraram similares ao do
grupo controle, tendo a maior diferença nos grupos
expostos com os tempos de 8 horas e 4 horas
respectivamente, indicando que o organismo de Sparus
aurata L possui mecanismo eficiente para remoção das
células alteradas, não havendo assim diferença
significativa entre os grupos teste e controle.

Sabendo que a exposição de peixes ao EE2 causa a
produção de vitelogenina em machos Yamamoto
(2011), avaliou os efeitos desse composto, cujo modo
de exposição foi por injeção peritoneal (0,1; 1,0 e 20
mg de EE2/Kg de peixe), estabelecendo o tempo de 15
dias de exposição em exemplares de Geophagus
brasiliensis, objetivando detectar alterações
bioquímicas e genotóxicas, estes através de teste de
micronúcleo analisando 2000 células/individuo,
levando em consideração padrões como coloração,
formato e tamanho.

A quantidade máxima de micronúcleos encontrada
por lamina foi de 3, sendo que não foi observado
alterações morfológicas nucleares, nem  diferença
significativa entre os grupos analisados e o controle,
entretanto houve uma maior prevalência de MN nos
indivíduos expostos a 10 mg/kg, demostrando em uma
das hipóteses que a espécie G. brasiliensis possui
mecanismos de defesa eficientes contra esse tipo de
composto, e em uma segunda hipótese que o EE2
possua um efeito protetivo para esse tipo de célula
analisada.

Os experimentos de Micael et al. (2007), onde
utilizaram duas gerações de Zebra fish (Danio rerio),

para avaliar os efeitos a longo prazo de EE2. No 21 dia
após a fertilização as larvas foram transferidas para
aquários aerados de 30L e adicionados 3,5 ng/L de 17
α-etinilestradiol, sendo que por punção cardíaca foi
retirado o material para as respectivas analises de 6 dos
12 animais em teste. As alterações morfológicas
nucleares e a presença de micronúcleos foi 4 a 6 vezes
superior quando comparadas com o controle,
evidenciando que o potencial negativo do hormônio
sintético vai além de distúrbios na reprodução,
induzindo também danos no DNA.

A utilização de exemplares de Crassostrea gigas
em sua fase embrionária levou Rousseau e
colaboradores (2007) a verificar a atividade do 17 α-
etinilestradiol em baixas concentrações (5 ng/L),
utilizando ensaio do cometa o qual se mostrou não
haver alterações significativas, devido a baixa
concentração testada, cujo período de incubação das
larvas (n =400), foi de 16 horas em provetas com
capacidade de 2L.

3. CONCLUSÃO

Os estrogênios 17 β-estradiol (E2) e 17 α-
etinilestradiol (EE2), recebem uma atenção especial
devido ao seu descarte diário em esgoto domestico, aos
quais em muitos casos não são removidos
completamente pelas estações de tratamento de esgoto
(BILA E DEZOTTI, 2007).  Considerando que
segundo informações do IARC (International
Association For Research On Cancer), a terapia de
reposição hormonal com EE2, se enquadraria no grupo
1 aos quais pertencem as substancias reconhecidamente
carcinogênicas para a espécie humana, envolvida esta
também no desenvolvimento de câncer do endométrio
(IARC, 2012), demonstrando a importância desta
revisão em relatar seus mecanismos de ação.

Os diferentes peixes e doses utilizadas para elaborar
esta revisão, demostram os mais variados mecanismos
de defesa contra essas substancias químicas, sugerindo
o potencial genotóxico dessa substancia para os seres
humanos, e o potencial de desregulação endócrina para
os peixes em contato, sendo que é necessário acoplar
testes de micronúcleo, ensaio do cometa a alterações
histológicas e bioquímicas para um resultado mais
preciso.

A importância ecológica dessas respostas dependerá
se a competência reprodutiva dessas populações será
comprometida, ou seja, sabe-se que a exposição ao E2
e EE2, causa feminização e produção de vitelogenina
por parte dos machos, alterações nas gônodas e
alterações bioquímicas hepáticas. Os possíveis efeitos
desses produtos químicos sobre a diversidade genética
dessas populações têm implicação na manutenção em
longo prazo dessas espécimes, sendo que a produção e
liberação de gametas na época apropriada é essencial
para  a sua atividade reprodutiva (TYLER ; FILBY,
2011).
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