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ABSTRACT

Pinto, L.H."; Sierth, R.2; Schulter, L.S.%; Fausto, M.C.% Soares, J.C.%; Ciampo, L.D.? & Erzinger, G.S.4, 2017. Alteragoes
no comportamento das algas euglenas gracilis na presenga de 17a etinilestradiol e 17  estradiol. Braz. J. Aquat.
Sci. Technol. 20(2). elSSN 1983-9057. DOI: 10.14210/bjast.v20n2. There is growing concern about contamination of
water resources by “emerging pollutants”. Endocrine interferons (El) from pharmaceuticals, such as 17a-ethynyl estra-
diol and 17B-estradiol, fit this condition. This problem has been studied by researchers because little is known about the
ecotoxicological risk of such compounds. There are several methods that aim to perform biomonitoring for the presence
of Els previously mentioned, such as tests involving yeast or genetically modified fish. The disadvantages of these me-
thods lie in the delay of responses when using fish, and because it is not possible to extrapolate the results found to the
environment once genetically modified organisms are used. In this scenario, we are looking for bioassays that allow a fast

and environmentally sound biomonitoring.

Keywords: Emerging pollution, Estrogen, Changes in photosynthesis, Changes in behavior.

INTRODUGAO

Existe atualmente uma preocupagao crescente
quanto a contaminagao dos recursos hidricos pelos
denominados “poluentes emergentes” (Filho et al.,
2007), dentre os quais podem se destacar os advindos
de produtos farmacéuticos - como residuos de medi-
camentos e seus derivados (Valcarel et al., 2011). Tal
situagdo vem chamando a atengao de pesquisadores,
pois ainda se desconhece o potencial ecotoxicolégico
de tais produtos (Zagatto, 2008). Estes poluentes
sdo encontrados em pequenas quantidades no meio
ambiente, 0 que em principio nao traria complicagdes
imediatas a saude humana, mas o risco ambiental e
as complicagdes para a saude humana durante uma
exposi¢ao crénica precisam ser mais bem avaliados
(Kock — Schulmeyer et al., 2011). Tal discussdo merece
atengao especial porque s&o 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
atengao em especial sdo os estrogenos e seus deri-
vados que se encontram nas aguas - principalmente
o 17a etinilestradiol e o 17 B estradiol (Solomon &
Schetller, 2000). Estes horménios sdo encontrados
em concentragdes minimas, o que de imediato n&o
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representa riscos a saude e ao meio ambiente, porém
a exposicao cronica pode levar a feminilizagdo de
peixes em rios contaminados, e o consumo de aguas
contaminadas compromete a saude humana pela
ocorréncia de um desequilibrio enddcrino (Snyder,
2003), que resulta em uma elevacgao do risco de desen-
volvimento de cancer de colo uterino e de mama em
mulheres, e nos homens aumenta a chance de ocor-
réncia de cancer de préstata (Warning, 2005; Maniero
etal., 2008). Estes hormonios também exercem acao
antioxidante nos organismos vivos devido as suas
caracteristicas quimicas, e podem assim influenciar
processos metabdlicos ja existentes (Stancey et al.,
1996).

A contaminagéo dos recursos hidricos por es-
trégenos e seus derivados vem sendo amplamente
estudada, e os esforgcos atuais se concentram na
identificagcdo e remogao quimica destes hormdnios
(D’ascenzo et al., 2003). A avaliacdo da ecotoxici-
dade promovida pelo estrogeno, valendo-se do uso
de biotestes também vem sendo estudada devido a
importancia de se ter indicadores que permitam haver
um parecer sobre a toxicidade aguda e crbénica destes
horménios nos ambientes aquaticos.

Para os casos de biotestes que avaliam a
contaminagao por estrogenos, utilizam-se como bi-
ondicadores a vitelogenina (VTG) e a proteina zona
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radiata (ZR). Estes compostos sdo normalmente en-
contrados em peixes do género feminino, mas quando
encontrados em peixes machos juvenis, indicam a
ocorréncia de desequilibrio enddcrino promovido pela
presenca de estrogenos no meio (Cordeiro, 2007).
Estes biotestes, apesar de serem especificos para a
contaminacgao estrogénica, apresentam como desvan-
tagens a demora em obtencado da resposta, além de
um elevado custo para a realizagao dos testes (Arias,
2007). Tal método ainda requer a captura de peixes,
com autorizagéo prévia do IBAMA (Instituto Brasileiro
de Meio Ambiente), além de seguir protocolos de pro-
tecdo animal, o que torna o procedimento ainda mais
dificultoso (Azevedo, 2003).

Outro teste utiliza o gene receptor de estrogénio
humano integrado ao genoma de uma levedura. No seu
interior ocorre a ativagéo do receptor pelo estrogénio,
expressando o gene receptor da Lac—Z que produz a
enzima (-galactosidase. Esta enzima é excretada no
meio e metaboliza o substrato cromogénico CPRG
(normalmente amarelo) em um produto vermelho, e
essa mudanca de coloragao pode ser medida pela ab-
sorbancia (Bila, 2007). A desvantagem deste método
reside no fato dos seus resultados serem limitados a
uma resposta exclusivamente ligada ao receptor es-
trogénico e da impossibilidade de extrapolagédo para
analise dos residuos quanto a toxicidade destes ou
de risco ambiental.

Com a necessidade de se ter biotestes ageis
e de facil manuseio, a necessidade de estudo nesta
area se torna cada vez mais importante. Mas para
credenciar um micro-organismo para uso em biotestes
especificos, 0 mesmo deve ser amplamente estu-
dado, principalmente no que se refere as alteragdes
que podem advir frente a exposicao a contaminante.
Um dos propésitos deste trabalho é investigar as
alteracbes que podem acontecer com as algas do
género E. gracilis de uma forma ampla, e verificar
sua possibilidade de uso em biotestes que avaliem a
eficiéncia na remogao de estrogenos — pela supressao
de certas respostas fisioldgicas - e o risco toxicologico
dos residuos originados a partir de processo quimicos
de descontaminagao de estradidis. O micro-organismo
E. gracillis - alga unicelular, flagelada, fotréfica e que
utiliza diversas fontes de carbono para suas atividades
- apresenta parametros fisioldgicos claros que podem
ser afetados na presenca de diversos contaminantes.
Estes pardmetros sao: motilidade, velocidade, ve-
locidade de subida e compactagao, dentre outros
(Martins, 2008). Outro parametro util também é a
atividade fotossintética que estas algas exercem. O
problema estudado neste trabalho reside na avaliagao
de possiveis alteragbées que ocorrem com estes micro-
organismos na presenca de 17a etinilestradiol e 17
B estradiol, visando credenciar este género de algas
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quanto a possibilidade ou ndo de uso em biotestes de
alcance ambiental em trabalhos futuros, seja para a
avaliagao de amostras com suspeita de contaminagao
por estes hormdnios, seja como marcador de eficiéncia
para processos quimicos destinados a remocao de
estrégenos, como o0s processos oxidativos avangados,
bem como a avaliagédo de ecotoxicidade residual dos
produtos residuais originados a partir da remocéo
quimica do estrogeno e seus derivados.

MATERIAIS E METODOS

Tratou-se de um estudo experimental, envolven-
do o uso de algas do género Euglenas gracillis KLEBS,
obtidas da colegcdo da Universidade de Gottingan,
Alemanha. Estas algas foram avaliadas quanto as
alteragdes na atividade fotossintética quando sub-
metidas ao contato com os horménios anteriormente
citados, com analises feitas em diferentes tempos de
exposicao, em meio que continha ainda acetona como
fonte de carbono.

Os testes foram realizados com cepas de
Euglenas gracilis em meio mineral e organico pre-
parado conforme descrigdo feita por Checcucci et
al. (1976). A manutengao da cultura ocorreu sob
exposicdo a luz 20 W/m?, foto periodo de 12 horas,
e temperatura de 20°C. Todos os testes foram feitos
a partir de uma unica cultura, que foi fracionada com
o intuito de manter as caracteristicas e evitar desvios
relativos a preparos diferentes de meio mineral.

A solucao testada foi obtida a partir do padrao de
17a etinilestradiol e 17 8 etinilestradiol, do laboratério
Sigma — AECrich®. Devido a baixa solubilidade de
1783-estradiol e de 17a-etinilestradiol em agua, € a ne-
cessidade de se ter uma fonte de carbono que servisse
de parametro para os testes, as solugbes estoque
foram preparadas com concentragéo de 0,1 mg/ml
de ambos hormdnios em acetona e estocadas a 4°C.

As solucdes nas concentragdes iniciais deseja-
das para cada experimento foram entao preparadas a
partir da solugao estoque e de agua Mili-Q ultrapura
(livre de matéria organica, sais e micro-organismos)
obtida pelo sistema da Milipore. As concentragdes
utilizadas para o teste, obtidas a partir da solugao es-
toque, n&o seguiram os dados existentes na literatura
referentes a contaminagéo no Brasil e no mundo, pois
a intencao nao foi avaliar o impacto da atividade “in
loco”, mas sim conhecer a existéncia ou ndo de influén-
cia significativa dos horménios em testes controlados.
A concentragéo escolhida foi de 0,005mg/ml de cada
hormdnio por atender as técnicas exigidas para os
testes realizados. O preparo destas solucdes foi re-
alizado em uma farmacia de manipulagéo que atendia
0s requisitos de biosseguranga na manipulagéo destes
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compostos. O solvente escolhido foi a acetona P.A;
com densidade 0, 785 g/ml (Laboratério Cinética ®),
devido a sua boa solubilidade dos horménios neste
reagente e por ser este uma conhecida fonte de
carbono para as algas. A diluicdo seguiu o seguinte
procedimento: pegou-se 10 ml da solugcéo estoque
e dilui-se a mesma em 190 ml de agua, obtendo-se
uma concentragéao final de horménio de 0,005 mg/ml.
A concentragéo final de acetona passou a ser 39,25
mg/ml. Esta solucéo € a que foi empregas nos testes
na presenca de Euglenas. gracilis.

Preparagao dos meios de cultura

As culturas foram preparadas e mantidas em
uma unica cultura de 400 ml, tratadas durante um
periodo de uma semana a fim de se manter homoge-
neidade do meio para a aplicagdo dos testes futuros.
Esta cultura foi subdivida em 8 fracdes de 50 ml, que
receberam posteriormente a adigdo da solugédo dos
horménios testes. A adicao dos hormdnios atendeu o
seguinte procedimento: inicialmente dividiu-se em dois
frascos, um contendo a solugéo de estoque de 17a
etinilestradiol e outro com 17 estradiol onde foram
retirados 0,5 ml de cada solugao, para a adicdo em
seguida de 0,5 ml de cada cultura, perfazendo um
volume final de 50 ml para cada cultura, com con-
centragéo de horménios 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
17a etinilestradiol 0,0001 mg/ml e acetona 0,785 mg/
ml, duas para o meio contendo 17f 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 avaliagao imediata dos resultados,
a fim de se verificar alguma reagao imediata, 1 hora
apos; com intuito de verificar uma reacéo inicial mais
tardia, a qual ndo teve resultados; 24 horas apos e
7 dias, para verificar possiveis efeitos e adaptagdes
frente a presenga de contaminantes (Ekelund et al.,
2008), o qual teve resultados.

Avaliacées comportamentais das algas pelo
biomonitoramento via NG TOX.

Os experimentos comportamentais com
Euglenas gracilis na presenga de hormdnios 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 analise de imagem em tempo real, em um
uma sala contendo condi¢gbes adequadas de tem-
peratura e luminosidade para a avaliagao — idénticas
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ao do cultivo - o comportamento das algas, usando
diferentes parametros de movimento do flagelado
unicelular fotossintetizante.

O equipamento é constituido por um sistema
de conexdes envolvendo quatro tubos de silicone
responsaveis pela sucgao da (1) cultura de células de
E. gracillis, (2) amostra de aguas contendo horménios
para o teste, (3) agua para diluicdo das amostras e
(4) descarte do material analisado. Trés bombas acio-
nadas por motores de passo peristaltico transportam
as células, o diluente e a amostra até uma cubeta
de vidro de 22 mm de diametro interno e 0,2 mm de
espessura, que apresenta iluminagao para avaliagao
do parametro envolvendo a fototaxia. Os organismos
teste, em contato com o diluente sdo homogeneizados
e enviados para uma cubeta de observagao, conec-
tada a um microscopio, que captura as imagens das
células em movimento (Figura 01). As imagens séo
gravadas por uma camara CCD (charged coupled
device) e digitalizadas por uma placa conectada a
um microcomputador, onde sao apresentadas em
um monitor (Figura 02). O software entéo calcula os
parametros de movimento, velocidade de locomogao,
velocidade de subida a superficie, tamanho médio das
células; entre outros paradmetros (Hader, 1985). Em
seguida é feita a adigdo das amostras e apos um pe-
riodo de 10 minutos é refeita a analise dos parametros
pelo software. Qualquer alteragdo nos movimentos,
velocidades médias, velocidades de subida a super-
ficie e tamanho celular sdo calculadas e comparadas
com a analise anterior.

Analise da alteracao na atividade fotossintética

A fotossintese das algas & usada como
parametro ecolégico nos testes de bioensaio para
monitorar qualidade da agua, uma vez que responde
com sensibilidade as mudangas ambientais, através
de uma variedade de mecanismos que influenciam
a eficiéncia de captagéo de luz (Belshe et al., 2007).

Parametros de fotossintese serdo medidos
através de um fluorimetro de amplitude de pulso modu-
lada - PAM 2000, WALZ, EFFELTRICH, Alemanha. O
principio de medigdo do PAM é baseado em mudancgas
no nivel de fluorescéncia da clorofila, apés a aplicagéo
de pulsos de luz saturada. O rendimento de fotossin-
tese bem como de témpera (fotoquimico e néo foto-
quimico) foram entao 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
aemissao de 10 pulsos de luz saturante para avaliagéo
da atividade fotossintética.

Em seguida, os dados foram plotados contra o
PAR incidente (radiagéo fotossinteticamente ativa em
mol m?/s). Desta forma, foi analisada a interferéncia
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que os hormbnios promoveram na Eficiéncia (Yeld).

Todos os testes foram realizados sempre no
mesmo horario, respeitando-se o tempo de exposi¢ao
a luz das algas na incubadora, onde se encontravam
armazenadas.

Analise estatistica:

As diferencas s&do entdo calculadas pelo
software ImagingTox ®, que realiza as anadlises es-
tatisticas por meio de um programa especialmente
desenvolvido e escrito em plataforma Microsoft. Net

Misturador

Figura 01 - Esquema de funcionamento do NG TOX.

Ml EcoTOX Results

64-bit multilingue e banco de dados MS SQL Server.
Possui sete threads (sendo uma principal, trés para
video 1 e trés para video 2), dois servigos (um para
controle de conexao PC e NG-TOX, e um de conexao
e validagdo com o banco de dados), permitindo arma-
zenamento de bioensaios realizados para “analise
forense” e tela de exibicdo de resultados em tempo
real. Os dados e informagdes obtidos e armazenados
séo criptografados. O ImagingTox ® realiza andlise
estatistica 5-PL integrada.
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RESULTADOS

Anadlise da velocidade média celular das algas
Em ambos os periodos analisados, para as
condigOes testadas, observa-se uma inibigao signifi-
cativa da velocidade média das algas, exceto para a
exposigao a 17 a etinilestradiol no periodo de 24 horas
(Figura 03). Tanto na exposi¢do a 17 a etinilestradiol,
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Figura 03 - Inibicdo da velocidade média celular frente a exposigao
ao horménio 17 a etinilestradiol 24 horas e 7 dias apds exposicéo
ao hormonio. Barra em vermelho indica alteragéo significativa
(P<0,005). Graficos gerados pelo sistema ImagingTox. Teste reali-
zado em duplicata.

guanto a exposicao a 17 3 estradiol, foi observada uma
inibigdo mais acentuada no sétimo dia, quando com-
parado com a analise do primeiro dia. O hormonio 17
B estradiol foi o que apresentou inibicdo mais intensa
quando comparado com as demais condig¢des (Figura
04). A inibicao da velocidade pode servir como um
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Figura 04 - Inibicdo da velocidade média celular frente a exposigao
ao hormonio 17 B estradiol 24 horas e 7 dias apos exposicao
ao hormonio. Barra em vermelho indica alteragéo significativa
(P<0,005). Graficos gerados pelo sistema ImagingTox. Teste reali-
zado em duplicata.

indicador de toxicidade, pois significa uma influéncia
sobre o uso de energia da célula ou o metabolismo
em geral. Segundo Fuijita et al. (2008), a abundancia
de fontes de carbono leva a um aumento da taxa fo-
tossintética e a um aumento do crescimento celular;
fendbmenos estes conhecidos para glicose e etanol. No
caso da acetona, solvente dos hormoénios utilizados,
a acéo € nociva quando administradas em grandes
quantidades, e uma agao moderada é esperada em
pequenas quantidades (Stancey et al., 1996; Fuijita
et al., 2008). Nos experimentos realizados, nota-se
que a inibigéo da velocidade foi maior nos grupos que
continham hormoénios diluidos em acetona, superando
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tanto o controle quanto o meio que continha apenas
acetona. Tal inibicdo pode ser devido a estrutura
quimica dos horménios serem mais complexas e de
dificil utilidade como fonte de carbono, necessitando
de etapas de metabolizagdo até a sua utilizagdo como
tal fonte. Outro aspecto a considerar é a lipofilia dos
compostos estrogénicos, que uma vez armazenados
podem dificultar a locomocg&o das células, primeiro
pelo volume que ocupam, e segundo pelo fato de ndo
serem as melhores fontes e estarem ocupando um
lugar de uma fonte de carbono mais ideal ao metabo-
lismo celular da alga. Tal observacéo se suporta pelos
resultados obtidos na exposigéo das algas frente a
17 B estradiol, mais lipofilico e que apresentou maior
inibigao.

Andlise da velocidade média de subida a
superficie das algas

A analise referente ao comportamento de
movimento para a superficie das algas demonstrou
alteragbes significativas em ambas as condigbes, de
forma superior ao controle e ao meio contendo apenas
acetona (Figura 05 e 06). Tal alteragdo levantou a

Natagao a superficie

100 100 Natagdo a superficie e

1001
75

50 Ko

25

Inibigdo [%]

0

e ——

-5 .25 25

TESTE 24 HORAS TESTE 7 DIAS

Figura 05 - Inibicdo da velocidade média de subida a superficie
frente a exposi¢cao ao horménio 17 a etinilestradiol 24 horas e 7 dias
apos exposicdo ao horménio. Barra em vermelho indica alteracdo
significativa (P<0,005). Graficos gerados pelo sistema ImagingTox.
Teste realizado em duplicata.

Natacdo a superficie Natacdo a superficie

r7s
r S0 50

F25 F25

Inibigdo (%]

I ——— () ——— —— 1]

-25 L-25 -25 L-25

TESTE 24 HORAS TESTE 7 DIAS

Figura 06 - Inibicdo da velocidade média de subida a superficie
frente a exposi¢cdo ao hormonio 17 B estradiol 24 horas e 7 dias
apos exposi¢cao ao horménio. Barra em vermelho indica alteragéo
significativa (P<0,005). Graficos gerados pelo sistema ImagingTox.
Teste realizado em duplicata.

posicao crbnica destes hormdnios as algas possam
sofrer algum tipo de alteragao de carater toxico. Tal
parametro necessita de uma avaliagao mais criteriosa
de longo prazo.
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Analise da eficiéncia fotossintética no periodo
de 7 dias de exposicao
Com intuito de avaliar que as alteragdes ocorri-

das ndo se davam apenas devido a questao de fluidez,
a andlise da eficiéncia fotossintética foi realizada, no
qual se obteve os resultados expresso na Figura 07:

F(3, 60)=12216, p<0,001
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Figura 07 - Comparacéo das eficiéncias fotossintéticas médias para os tratamentos (F(3, 60) =122,16, p<0,001), teste 7 dia depois da adigao,
e uma hora no escuro. As barras denotam intervalo de confianca de 95% em torno da média. Ha diferencgas entre as médias dos diferentes
tratamentos, em relagéo as menores médias observadas para controle e ACT+17b, a maior média observada foi a do tratamento acetona.

DISCUSSAO

Nota-se que neste teste realizado, a eficiéncia
fotossintética no periodo de 24 horas nao foi expres-
sivo, porém nos testes feitos apos 7 dias, as algas
expostas ao hormdnio 17 (3 estradiol apresentou uma
eficiéncia menor que o meio exposto apenas a acetona
€ ao que esteve em contato com 17 a etinil estradiol.
Considerando que as trés circunstancias havia pre-
sencga do solvente acetona, nota-se que o comporta-
mento com 17 B estradiol apresentou caracteristica
diferente dos demais, indicando a influéncia desse
horménio, que pode ser explicado pela agéo que este
exerceu sobre a habilidade de natagédo a superficie,
que conhecidamente influi sobre a busca de luz e
realizagdo de fotossintese. As alteragcdes nos com-
plexos proteina-pigmento, bem como a diminuigao da
atividade de fotossintese, e a inibicao da transferéncia
de elétrons sao sintomas comuns quando se tem uma
situagao adversa ao desenvolvimento das algas que
promova um estresse (Riviers, 2006). O Fotossistema
Il (FS II) e 0 complexo de agua-oxidante sao os locais
sensiveis as condigdes de estresse e de alteragbes na
atividade (Plekhanov & Chemeris, 2008).

Uma hipétese para redugao da eficiéncia fotos-

48

sintética seria a reducao da atividade antioxidantes
do composto a — tocoferol — que desempenha papel
fundamental na fotossintese - pela agdo 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
178 — estradiol com outros antioxidantes sollveis em
lipideos (a — tocoferol e B — caroteno). Evidenciou-se
neste estudo que o estradiol foi tdo eficaz como agente
antioxidante quanto ao a — tocoferol, em termos de
peroxidagdo de acidos graxos. Com comprometi-
mento das atividades antioxidantes por presenca de
composto com pouco potencial antioxidante, as fun-
¢Oes fisiologicas das algas ndo conseguem impedir a
decomposicao oxidativa de clorofila, das membranas
lipidicas e das proteinas sensiveis a espécies reativas
de oxigénio (EROs) (Pinto et al., 2014).

CONCLUSOES

Em uma avaliagdo geral, notou-se que o
comportamento das algas frente a exposicao dos
horménios implicou em alteragdo de alguns parame-
tros os quais foram significativamente modificados,
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como velocidade e velocidade de subida a superficie.
Tais mudangas ocorreram principalmente na presenca
de 17 B estradiol, apontando que tais mudancas
comportamentais ndao implicam em toxicidade, mas
sim em condi¢des que podem sugerir toxicidade em
longo prazo.

Mesmo sendo mudangas de comportamento
importante para a alga - como a subida a superficie e
comprometimento da fotossintese — a confirmacao de
toxicidade a longo prazo sé podera ser avaliada em
estudos complementares, visto a alga pode se adap-
tar as condigdes e ter um comportamento adequado
novamente.

Sendo assim, os dados encontrados foram
importantes para questdes envolvendo biomonito-
ramento, indicando a possibilidade de riscos, o que
contribui para esta problematica, visto que ha uma
caréncia de testes de biomonitoramento para polu-
entes emergentes. Os estudos demonstraram que
estes hormdnios, nas concentragdes utilizadas, nao
apresentaram risco e toxicidade aguda para as algas.

Estudos com outros géneros de algas como
Scenedesmus subspicatus podem trazer melhores
compreensdes sobre a influéncia dos IEs sobre a
atividade fotossintética e outros parametros nio avali-
ados neste trabalho.
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