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INTRODUÇÃO

Existe atualmente uma preocupação crescente 
quanto à contaminação dos recursos hídricos pelos 
denominados “poluentes emergentes” (Filho et al., 
2007), dentre os quais podem se destacar os advindos 
de produtos farmacêuticos - como resíduos de medi-
camentos e seus derivados (Valcarel et al., 2011). Tal 
situação vem chamando a atenção de pesquisadores, 
pois ainda se desconhece o potencial ecotoxicológico 
de tais produtos (Zagatto, 2008). Estes poluentes 
são encontrados em pequenas quantidades no meio 
ambiente, o que em princípio não traria complicações 
imediatas à saúde humana, mas o risco ambiental e 
as complicações para a saúde humana durante uma 
exposição crônica precisam ser mais bem avaliados 
(Kock – Schulmeyer et al., 2011). Tal discussão merece 
atenção especial porque são escassos, ou, pratica-
mente inexistentes os métodos que removam estes 
poluentes, sendo as pesquisas nestes campos ainda 
incipientes, porém promissoras. 

Um dos poluentes emergentes que desperta 
atenção em especial são os estrógenos e seus deri-
vados que se encontram nas águas - principalmente 
o 17α etinilestradiol e o 17 β estradiol (Solomon & 
Schetller, 2000).  Estes hormônios são encontrados 
em concentrações mínimas, o que de imediato não 

representa riscos à saúde e ao meio ambiente, porém 
a exposição crônica pode levar a feminilização de 
peixes em rios contaminados, e o consumo de águas 
contaminadas compromete a saúde humana pela 
ocorrência de um desequilíbrio endócrino (Snyder, 
2003), que resulta em uma elevação do risco de desen-
volvimento de câncer de colo uterino e de mama em 
mulheres, e nos homens aumenta a chance de ocor-
rência de câncer de próstata (Warning, 2005; Maniero 
et al., 2008). Estes hormônios também exercem ação 
antioxidante nos organismos vivos devido as suas 
características químicas, e podem assim influenciar 
processos metabólicos já existentes (Stancey et al., 
1996).

A contaminação dos recursos hídricos por es-
trógenos e seus derivados vem sendo amplamente 
estudada, e os esforços atuais se concentram na 
identificação e remoção química destes hormônios 
(D’ascenzo et al., 2003). A avaliação da ecotoxici-
dade promovida pelo estrógeno, valendo-se do uso 
de biotestes também vem sendo estudada devido à 
importância de se ter indicadores que permitam haver 
um parecer sobre a toxicidade aguda e crônica destes 
hormônios nos ambientes aquáticos.    

Para os casos de biotestes que avaliam a 
contaminação por estrógenos, utilizam-se como bi-
ondicadores a vitelogenina (VTG) e a proteína zona 
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radiata (ZR). Estes compostos são normalmente en-
contrados em peixes do gênero feminino, mas quando 
encontrados em peixes machos juvenis, indicam a 
ocorrência de desequilíbrio endócrino promovido pela 
presença de estrógenos no meio (Cordeiro, 2007). 
Estes biotestes, apesar de serem específicos para a 
contaminação estrogênica, apresentam como desvan-
tagens a demora em obtenção da resposta, além de 
um elevado custo para a realização dos testes (Arias, 
2007). Tal método ainda requer a captura de peixes, 
com autorização prévia do IBAMA (Instituto Brasileiro 
de Meio Ambiente), além de seguir protocolos de pro-
teção animal, o que torna o procedimento ainda mais 
dificultoso (Azevedo, 2003). 

Outro teste utiliza o gene receptor de estrogênio 
humano integrado ao genoma de uma levedura. No seu 
interior ocorre a ativação do receptor pelo estrogênio, 
expressando o gene receptor da Lac–Z que produz a 
enzima β-galactosidase. Esta enzima é excretada no 
meio e metaboliza o substrato cromogênico CPRG 
(normalmente amarelo) em um produto vermelho, e 
essa mudança de coloração pode ser medida pela ab-
sorbância (Bila, 2007). A desvantagem deste método 
reside no fato dos seus resultados serem limitados a 
uma resposta exclusivamente ligada ao receptor es-
trogênico e da impossibilidade de extrapolação para 
análise dos resíduos quanto à toxicidade destes ou 
de risco ambiental. 

Com a necessidade de se ter biotestes ágeis 
e de fácil manuseio, a necessidade de estudo nesta 
área se torna cada vez mais importante. Mas para 
credenciar um micro-organismo para uso em biotestes 
específicos, o mesmo deve ser amplamente estu-
dado, principalmente no que se refere às alterações 
que podem advir frente à exposição a contaminante. 
Um dos propósitos deste trabalho é investigar as 
alterações que podem acontecer com as algas do 
gênero E. gracilis de uma forma ampla, e verificar 
sua possibilidade de uso em biotestes que avaliem a 
eficiência na remoção de estrógenos – pela supressão 
de certas respostas fisiológicas - e o risco toxicológico 
dos resíduos originados a partir de processo químicos 
de descontaminação de estradióis. O micro-organismo 
E. gracillis - alga unicelular, flagelada, fotrófica e que 
utiliza diversas fontes de carbono para suas atividades 
- apresenta parâmetros fisiológicos claros que podem 
ser afetados na presença de diversos contaminantes. 
Estes parâmetros são: motilidade, velocidade, ve-
locidade de subida e compactação, dentre outros 
(Martins, 2008). Outro parâmetro útil também é a 
atividade fotossintética que estas algas exercem. O 
problema estudado neste trabalho reside na avaliação 
de possíveis alterações que ocorrem com estes micro-
organismos na presença de 17α etinilestradiol e 17 
β estradiol, visando credenciar este gênero de algas 

quanto à possibilidade ou não de uso em biotestes de 
alcance ambiental em trabalhos futuros, seja para a 
avaliação de amostras com suspeita de contaminação 
por estes hormônios, seja como marcador de eficiência 
para processos químicos destinados a remoção de 
estrógenos, como os processos oxidativos avançados, 
bem como a avaliação de ecotoxicidade residual dos 
produtos residuais originados a partir da remoção 
química do estrógeno e seus derivados.

MATERIAIS E MÉTODOS 

Tratou-se de um estudo experimental, envolven-
do o uso de algas do gênero Euglenas gracillis KLEBS, 
obtidas da coleção da Universidade de Gottingan, 
Alemanha. Estas algas foram avaliadas quanto às 
alterações na atividade fotossintética quando sub-
metidas ao contato com os hormônios anteriormente 
citados, com análises feitas em diferentes tempos de 
exposição,  em meio que continha ainda acetona como 
fonte de carbono. 

Os testes foram realizados com cepas de 
Euglenas gracilis em meio mineral e orgânico pre-
parado conforme descrição feita por Checcucci et 
al. (1976). A manutenção da cultura ocorreu sob 
exposição à luz 20 W/m2, foto período de 12 horas, 
e temperatura de 20oC. Todos os testes foram feitos 
a partir de uma única cultura, que foi fracionada com 
o intuito de manter as características e evitar desvios 
relativos a preparos diferentes de meio mineral.  

A solução testada foi obtida a partir do padrão de 
17α etinilestradiol e 17 β etinilestradiol, do laboratório 
Sigma – AECrich®. Devido à baixa solubilidade de 
17β-estradiol e de 17α-etinilestradiol em água, e a ne-
cessidade de se ter uma fonte de carbono que servisse 
de parâmetro para os testes, as soluções estoque 
foram preparadas com concentração de 0,1 mg/ml 
de ambos hormônios em acetona e estocadas a 4°C. 

As soluções nas concentrações iniciais deseja-
das para cada experimento foram então preparadas a 
partir da solução estoque e de água Mili-Q ultrapura 
(livre de matéria orgânica, sais e micro-organismos) 
obtida pelo sistema da Milipore. As concentrações 
utilizadas para o teste, obtidas a partir da solução es-
toque, não seguiram os dados existentes na literatura 
referentes à contaminação no Brasil e no mundo, pois 
a intenção não foi avaliar o impacto da atividade “in 
loco”, mas sim conhecer a existência ou não de influên-
cia significativa dos hormônios em testes controlados. 
A concentração escolhida foi de 0,005mg/ml de cada 
hormônio por atender as técnicas exigidas para os 
testes realizados. O preparo destas soluções foi re-
alizado em uma farmácia de manipulação que atendia 
os requisitos de biossegurança na manipulação destes 
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compostos. O solvente escolhido foi a acetona P.A.; 
com densidade 0, 785 g/ml (Laboratório Cinética ®), 
devido a sua boa solubilidade dos hormônios neste 
reagente e por ser este uma conhecida fonte de 
carbono para as algas. A diluição seguiu o seguinte 
procedimento: pegou-se 10 ml da solução estoque 
e dilui-se a mesma em 190 ml de água, obtendo-se 
uma concentração final de hormônio de 0,005 mg/ml. 
A concentração final de acetona passou a ser 39,25 
mg/ml. Esta solução é a que foi empregas nos testes 
na presença de Euglenas. gracilis.

Preparação dos meios de cultura
As culturas foram preparadas e mantidas em 

uma única cultura de 400 ml, tratadas durante um 
período de uma semana a fim de se manter homoge-
neidade do meio para a aplicação dos testes futuros. 
Esta cultura foi subdivida em 8 frações de 50 ml, que 
receberam posteriormente a adição da solução dos 
hormônios testes. A adição dos hormônios atendeu o 
seguinte procedimento: inicialmente dividiu-se em dois 
frascos, um contendo a solução de estoque de 17α 
etinilestradiol e outro com 17β estradiol onde foram 
retirados 0,5 ml de cada solução, para a adição em 
seguida de 0,5 ml de cada cultura, perfazendo um 
volume final de 50 ml para cada cultura, com con-
centração de hormônios de 0,0001 mg/ml e de 0,785 
mg/ml de acetona. Obteve-se no final: duas amostras 
para controle, duas para o meio contendo apenas 
acetona 0,785 mg/ml, duas para o meio contendo 
17α etinilestradiol 0,0001 mg/ml e acetona 0,785 mg/
ml, duas para o meio contendo 17β estradiol 0,0001 
mg/ml e acetona 0,785 mg/ml. Os ensaios seguintes 
foram realizados em duplicatas. 

Os testes agudos foram realizados segundo 
cronograma proposto por Ekelund et al. (2008), no 
qual se tem uma avaliação imediata dos resultados, 
a fim de se verificar alguma reação imediata, 1 hora 
após; com intuito de verificar uma reação inicial mais 
tardia, a qual não teve resultados; 24 horas após e 
7 dias, para verificar possíveis efeitos e adaptações 
frente a presença de contaminantes (Ekelund et al.,  
2008), o qual teve resultados.

Avaliações comportamentais das algas pelo 
biomonitoramento via NG TOX.

Os experimentos comportamentais com 
Euglenas gracilis na presença de hormônios foram 
realizados utilizando uma ferramenta de biomonito-
ramento em tempo real chamada NG-TOX, desen-
volvida e homologada pela Ecobabitonga Tecnologia 
Ltda (Erzinger et al., 2011). A ferramenta monitorou, 
através de análise de imagem em tempo real, em um 
uma sala contendo condições adequadas de tem-
peratura e luminosidade para a avaliação – idênticas 

ao do cultivo -  o comportamento das algas, usando 
diferentes parâmetros de movimento do flagelado 
unicelular fotossintetizante. 

O equipamento é constituído por um sistema 
de conexões envolvendo quatro tubos de silicone 
responsáveis pela sucção da (1) cultura de células de 
E. gracillis, (2) amostra de águas contendo hormônios 
para o teste, (3) água para diluição das amostras e 
(4) descarte do material analisado. Três bombas acio-
nadas por motores de passo peristáltico transportam 
as células, o diluente e a amostra até uma cubeta 
de vidro de 22 mm de diâmetro interno e 0,2 mm de 
espessura, que apresenta iluminação para avaliação 
do parâmetro envolvendo a fototaxia. Os organismos 
teste, em contato com o diluente são homogeneizados 
e enviados para uma cubeta de observação, conec-
tada a um microscópio, que captura as imagens das 
células em movimento (Figura 01). As imagens são 
gravadas por uma câmara CCD (charged coupled 
device) e digitalizadas por uma placa conectada a 
um microcomputador, onde são apresentadas em 
um monitor (Figura 02).  O software então calcula os 
parâmetros de movimento, velocidade de locomoção, 
velocidade de subida a superfície, tamanho médio das 
células; entre outros parâmetros (Häder, 1985). Em 
seguida é feita a adição das amostras e após um pe-
ríodo de 10 minutos é refeita a análise dos parametros 
pelo software. Qualquer alteração nos movimentos, 
velocidades médias, velocidades de súbida a super-
fície e tamanho celular são calculadas e comparadas 
com a análise anterior. 

Analise da alteração na atividade fotossintética
A fotossíntese das algas é usada como 

parâmetro ecológico nos testes de bioensaio para 
monitorar qualidade da água, uma vez que responde 
com sensibilidade às mudanças ambientais, através 
de uma variedade de mecanismos que influenciam 
a eficiência de captação de luz (Belshe et al., 2007). 

Parâmetros de fotossíntese serão medidos 
através de um fluorímetro de amplitude de pulso modu-
lada - PAM 2000, WALZ, EFFELTRICH, Alemanha. O 
princípio de medição do PAM é baseado em mudanças 
no nível de fluorescência da clorofila, após a aplicação 
de pulsos de luz saturada. O rendimento de fotossín-
tese bem como de têmpera (fotoquímico e não foto-
químico) foram então calculados. As culturas testadas 
foram adaptadas no escuro por 1 hora, sendo que em 
seguida foram retirados cerca de 5ml e transferidos 
para cubeta do equipamento PAM. Foram submetidas 
à emissão de 10 pulsos de luz saturante para avaliação 
da atividade fotossintética.

Em seguida, os dados foram plotados contra o 
PAR incidente (radiação fotossinteticamente ativa em 
mol m-2/s). Desta forma, foi analisada a interferência 
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que os hormônios promoveram na Eficiência (Yeld).
Todos os testes foram realizados sempre no 

mesmo horário, respeitando-se o tempo de exposição 
à luz das algas na incubadora, onde se encontravam 
armazenadas.

Analise estatistica:
As diferenças são então calculadas pelo 

software ImagingTox ®, que realiza as análises es-
tatísticas por meio de um programa especialmente 
desenvolvido e escrito em plataforma Microsoft. Net 

64-bit multilíngue e banco de dados MS SQL Server. 
Possui sete threads (sendo uma principal, três para 
vídeo 1 e três para vídeo 2), dois serviços (um para 
controle de conexão PC e NG-TOX, e um de conexão 
e validação com o banco de dados), permitindo arma-
zenamento de bioensaios realizados para “análise 
forense” e tela de exibição de resultados em tempo 
real. Os dados e informações obtidos e armazenados 
são criptografados. O ImagingTox ® realiza análise 
estatística 5-PL integrada.

Figura 01 - Esquema de funcionamento do NG TOX.

Figura 02 - Imagem do software.
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RESULTADOS 

Análise da velocidade média celular das algas
Em ambos os períodos analisados, para as 

condições testadas, observa-se uma inibição signifi-
cativa da velocidade média das algas, exceto para a 
exposição a 17 α etinilestradiol no período de 24 horas 
(Figura 03). Tanto na exposição a 17 α etinilestradiol, 

quanto a exposição a 17 β estradiol, foi observada uma 
inibição mais acentuada no sétimo dia, quando com-
parado com a análise do primeiro dia. O hormônio 17 
β estradiol foi o que apresentou inibição mais intensa 
quando comparado com as demais condições (Figura 
04).  A inibição da velocidade pode servir como um 

indicador de toxicidade, pois significa uma influência 
sobre o uso de energia da célula ou o metabolismo 
em geral. Segundo Fujita et al. (2008), a abundância 
de fontes de carbono leva a um aumento da taxa fo-
tossintética e a um aumento do crescimento celular; 
fenômenos estes conhecidos para glicose e etanol. No 
caso da acetona, solvente dos hormônios utilizados, 
a ação é nociva quando administradas em grandes 
quantidades, e uma ação moderada é esperada em 
pequenas quantidades (Stancey et al., 1996; Fujita 
et al., 2008). Nos experimentos realizados, nota-se 
que a inibição da velocidade foi maior nos grupos que 
continham hormônios diluídos em acetona, superando 

tanto o controle quanto o meio que continha apenas 
acetona. Tal inibição pode ser devido a estrutura 
química dos hormônios serem mais complexas e de 
difícil utilidade como fonte de carbono, necessitando 
de etapas de metabolização até a sua utilização como 
tal fonte. Outro aspecto a considerar é a lipofilía dos 
compostos estrogênicos, que uma vez armazenados 
podem dificultar a locomoção das células, primeiro 
pelo volume que ocupam, e segundo pelo fato de não 
serem as melhores fontes e estarem ocupando um 
lugar de uma fonte de carbono mais ideal ao metabo-
lismo celular da alga. Tal observação se suporta pelos 
resultados obtidos na exposição das algas frente a 
17 β estradiol, mais lipofílico e que apresentou maior 
inibição.

Análise da velocidade média de subida à 
superfície das algas

A análise referente ao comportamento de 
movimento para a superfície das algas demonstrou 
alterações significativas em ambas as condições, de 
forma superior ao controle e ao meio contendo apenas 
acetona (Figura 05 e 06). Tal alteração levantou a 

hipótese de que tal condição poderia impor um com-
prometimento na atividade fotossintética, a ser con-
firmada nos tentes envolvendo o equipamento PAM. 
Segundo Aronsson & Eckelund (2005), esta inibição no 
movimento para a superfície tem relevância para or-
ganismos fotossintéticos aquáticos, pois compromete 
o desempenho fotossintético em função da dificuldade 
de se chegar mais próximo da superfície e do contato 
com a luz. Tal condição é sugestiva para que na ex-

posição crônica destes hormônios as algas possam 
sofrer algum tipo de alteração de caráter toxico. Tal 
parâmetro necessita de uma avaliação mais criteriosa 
de longo prazo.

Figura 03 - Inibição da velocidade média celular frente à exposição 
ao hormônio 17 α etinilestradiol 24 horas e 7 dias após exposição 
ao hormônio. Barra em vermelho indica alteração significativa 
(P<0,005). Gráficos gerados pelo sistema ImagingTox. Teste reali-
zado em duplicata.

Figura 04 - Inibição da velocidade média celular frente à exposição 
ao hormônio 17 β estradiol 24 horas e 7 dias após exposição 
ao hormônio. Barra em vermelho indica alteração significativa 
(P<0,005). Gráficos gerados pelo sistema ImagingTox. Teste reali-
zado em duplicata.

Figura 05 - Inibição da velocidade média de subida à superficie 
frente à exposição ao hormônio 17 α etinilestradiol 24 horas e 7 dias 
após exposição ao hormônio. Barra em vermelho indica alteração 
significativa (P<0,005). Gráficos gerados pelo sistema ImagingTox. 
Teste realizado em duplicata.

Figura 06 - Inibição da velocidade média de subida à superficie 
frente à exposição ao hormônio 17 β estradiol 24 horas e 7 dias 
após exposição ao hormônio. Barra em vermelho indica alteração 
significativa (P<0,005). Gráficos gerados pelo sistema ImagingTox. 
Teste realizado em duplicata.
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Análise da eficiência fotossintética no período 
de 7 dias de exposição

Com intuito de avaliar que as alterações ocorri-

das não se davam apenas devido a questão de fluidez, 
a análise da eficiência fotossintética foi realizada, no 
qual se obteve os resultados expresso na Figura 07:

Figura 07 - Comparação das eficiências fotossintéticas médias para os tratamentos (F(3, 60) =122,16, p<0,001), teste 7 dia depois da adição, 
e uma hora no escuro. As barras denotam intervalo de confiança de 95% em torno da média. Há diferenças entre as médias dos diferentes 
tratamentos, em relação às menores médias observadas para controle e ACT+17b, a maior média observada foi a do tratamento acetona.

DISCUSSÃO

Nota-se que neste teste realizado, a eficiência 
fotossintética no período de 24 horas não foi expres-
sivo, porém nos testes feitos após 7 dias, as algas 
expostas ao hormônio 17 β estradiol apresentou uma 
eficiência menor que o meio exposto apenas a acetona 
e ao que esteve em contato com 17 α etinil estradiol. 
Considerando que as três circunstâncias havia pre-
sença do solvente acetona, nota-se que o comporta-
mento com 17 β estradiol apresentou característica 
diferente dos demais, indicando a influência desse 
hormônio, que pode ser explicado pela ação que este 
exerceu sobre a habilidade de natação a superfície, 
que conhecidamente influi sobre a busca de luz e 
realização de fotossíntese. As alterações nos com-
plexos proteína-pigmento, bem como a diminuição da 
atividade de fotossíntese, e a inibição da transferência 
de elétrons são sintomas comuns quando se tem uma 
situação adversa ao desenvolvimento das algas que 
promova um estresse (Riviers, 2006). O Fotossistema 
II (FS II) e o complexo de água-oxidante são os locais 
sensíveis às condições de estresse e de alterações na 
atividade (Plekhanov & Chemeris, 2008).

Uma hipótese para redução da eficiência fotos

sintética seria a redução da atividade antioxidantes 
do composto α – tocoferol – que desempenha papel 
fundamental na fotossíntese -  pela ação competitiva 
de compostos com potencial antioxidante reduzido, 
caso de 2 – hidroxi – estradiol e 4 – hidroxi – estradiol 
(Cavalieri et al., 2000).  Pesquisa realizada por Stacey 
(1996) procurou comparar a atividade antioxidante de 
17β – estradiol com outros antioxidantes solúveis em 
lipídeos (α – tocoferol e β – caroteno). Evidenciou-se 
neste estudo que o estradiol foi tão eficaz como agente 
antioxidante quanto ao α – tocoferol, em termos de 
peroxidação de ácidos graxos. Com comprometi-
mento das atividades antioxidantes por presença de 
composto com pouco potencial antioxidante, as fun-
ções fisiológicas das algas não conseguem impedir a 
decomposição oxidativa de clorofila, das membranas 
lipídicas e das proteínas sensíveis a espécies reativas 
de oxigênio (EROs) (Pinto et al., 2014).

CONCLUSÕES

Em uma avaliação geral, notou-se que o 
comportamento das algas frente à exposição dos 
hormônios implicou em alteração de alguns parâme
tros os quais foram significativamente modificados, 
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como velocidade e velocidade de subida à superfície. 
Tais mudanças ocorreram principalmente na presença 
de 17 β estradiol, apontando que tais mudanças 
comportamentais não implicam em toxicidade, mas 
sim em condições que podem sugerir toxicidade em 
longo prazo. 

Mesmo sendo mudanças de comportamento 
importante para a alga - como a subida à superfície e 
comprometimento da fotossíntese – a confirmação de 
toxicidade a longo prazo só poderá ser avaliada em 
estudos complementares, visto a alga pode se adap-
tar às condições e ter um comportamento adequado 
novamente.

Sendo assim, os dados encontrados foram 
importantes para questões envolvendo biomonito-
ramento, indicando a possibilidade de riscos, o que 
contribui para esta problemática, visto que há uma 
carência de testes de biomonitoramento para polu
entes emergentes. Os estudos demonstraram que 
estes hormônios, nas concentrações utilizadas, não 
apresentaram risco e toxicidade aguda para as algas.

Estudos com outros gêneros de algas como 
Scenedesmus subspicatus podem trazer melhores 
compreensões sobre a influência dos IEs sobre a 
atividade fotossintética e outros parâmetros não avali-
ados neste trabalho.
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