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RESUMO 

A reprodução de peixes, assim como em outros vertebrados, é controlada pelo eixo 

Hipotalâmico-hipofisário-gonadal (HPG). Condições ambientais propícias servem como 

“gatilho” cerebral, levando à liberação do hormônio liberador de gonadotrofinas 

(GnRH) que atuam nos ovários e testículos estimulando a maturação gonadal e a 

produção de estrógenos como: 17β-estradiol (E2), Testosterona (T) e 11-

Ketotestosterona (11-KT). A entrada de componentes tóxicos em ambientes aquáticos é 

frequentemente relacionada com a geração e despejo de resíduos provenientes de 

atividades antrópicas. Muitos desses componentes, também conhecidos como Endocrine 

Disrupting Chemicals (EDCs), podem atuar no sistema endócrino de animais 

comprometendo a síntese hormonal e consequentemente o status reprodutivo de várias 

espécies de vertebrados. Com o intuito de comparar os efeitos estrogênicos de EDCs em 

peixes de água doce neotropicais, foram conduzidos dois tipos de estudos: (1) estudo 

conduzido em ambiente natural, onde foram analisados dados sobre a reprodução de 

Prochilodus argenteus, espécie comercialmente importante, proveniente de ambiente 

contaminado por metais pesados, e (2) estudo conduzido em condições experimentais, 

onde adultos de Astyanax bimaculatus foram expostos durante 15 dias à mesma 

dosagem (10µg/L) de estrona e Bisfenol-A, além da mistura deles, a fim de analisar 

comparativamente a capacidade estrogênica e na interação entre as substâncias. Nos 

dois estudos foram obtidas as variáveis morfométricas de todos os peixes analisados, 

tais como: comprimento total; peso corporal, peso do fígado, peso gonadal e sexo. Além 

disso, foram calculados os índices biológicos e analisadas as variações nos níveis 

hormonais e de biomarcadores de desregulação endócrina e contaminação por metais 

(Vitelogenina, Proteínas de zona radiata, Receptores de estrógeno α e β e 

Metalotioneína). Os resultados mostraram que os animais expostos aos contaminantes 

podem apresentar níveis de estradiol alterados e variações na expressão de vitelogenina, 

proteína de zona radiata e metalotioneína, quando comparados aos animais controles. 

Além disso, diversas alterações morfológicas em baço, fígado e gônadas foram descritas 

para cada tratamento. Os dados do presente estudo mostram de forma pioneira a 

desregulação endócrina em Prochilodus argenteus na bacia do rio São Francisco, além 

de alertarem sobre o consumo de animais contaminados com compostos estrogênicos e 

metais pesados. 

Palavras-chave: Xenoestrógenos, desregulação endócrina, gametogênese, biomarcadores 

 



 
 

ABSTRACT 

Fish reproduction, as in other vertebrates, is controlled by the hypothalamic-pituitary-

gonadal (HPG) axis. Adequate environmental conditions serve as a "trigger", leading to 

the release of gonadotrophin releasing hormone (GnRH) acting on the ovaries and testes 

and then stimulating gonadal maturation and estrogen production as: 17β-estradiol (E2), 

Testosterone (T), and 11-Ketotestosterone (11-KT). The entry of toxic components into 

aquatic environments is often related to the generation and disposal of waste from 

anthropogenic activities. Many of these components, also known as Endocrine 

Disrupting Chemicals (EDCs), can act in the endocrine system of animals 

compromising the hormonal synthesis and consequently the reproductive fitness of 

several species of vertebrates. In order to compare the estrogenic effects of EDCs on 

neotropical freshwater fish, two types of studies were conducted: (1) a study conducted 

in a natural environment, where data on the reproduction of commercially important 

species Prochilodus argenteus; (2) a study conducted under experimental conditions, 

where adults of Astyanax bimaculatus were exposed for 15 days at the same dosage 

(10μg/L) of two estrogenic compounds and the mixture of them, in order to 

comparatively analyze their estrogenic capacity. In both studies, we obtained the 

morphometric variables of all analyzed fish, such as: total length; body weight, liver 

weight, gonadal weight, and sex. In addition, the biological indices were calculated and 

the variations in the levels of estradiol and biomarkers of endocrine disruption and 

contamination by metals (Vitelogenina, Zona radiata proteins, Estrogen receptors α and 

β and Metallothionein) were analyzed. The results showed that the animals exposed to 

contaminants may present altered estradiol levels and variations in the expression of 

vitellogenin, Zona radiata proteins and metallothionein, when compared to control 

animals. In addition, several morphological changes in spleen, liver and gonads were 

described for each treatment. The data of the present study show the endocrine 

disruption in Prochilodus argenteus in the São Francisco river basin in a pioneering 

way, and alerts on the consumption of animals contaminated with estrogenic 

compounds. 

Keywords: Xenoestrogens, endocrine disruption, gametogenesis, biomarkers 
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1. INTRODUÇÃO GERAL 

Nas últimas décadas a crescente demanda por recursos energéticos pela 

população mundial promoveu um aumento significativo nos efluentes gerados na 

produção e consumo desses recursos. A falta ou o tratamento indevido desses efluentes 

provenientes de processos industriais, atividades rurais e centros urbanos, têm carreado 

e mantido nos corpos d’água diversos componentes nocivos aos organismos vivos direta 

ou indiretamente (Figura 1) (Hachfi et al., 2012; Hu et al., 2005; Schwarzenbach et al., 

2006). No Brasil, cerca de 45% dos municípios não possuem nenhuma forma de coleta 

e tratamento de seus efluentes (IBGE, 2010), os quais são despejados in natura no meio 

ambiente onde serão direcionados finalmente aos corpos d’água superficiais ou 

subterrâneos.  

 
Figura 1 - Esquema resumido das vias de alguns poluentes desde a sua fonte até a 

destinação final (adaptado de Stuart et al., 2012) 

 

Dentre os principais poluentes registrados em ambientes aquáticos, incluem-se 

pesticidas, metais pesados, hidrocarbonetos aromáticos policíclicos (PAHs), bifenila 



11 
 

policlorada (PCB), produtos de cuidados pessoais (PCPs), produtos farmacêuticos e 

industriais (Almeida & Ribeiro, 2014; Overturf et al., 2015). Muitos desses compostos 

podem causar efeitos neurotóxicos, genotóxicos e até mesmo mutagênicos, porém uma 

característica comum entre eles é que também podem ser classificados como 

desreguladores endócrinos ou “Endocrine Disrupting Chemicals” (EDCs). Esses 

poluentes possuem a capacidade de causar distúrbios hormonais e consequentemente 

alterações em diversos processos fisiológicos que possuem mecanismos influenciados 

por hormônios (Hutchinson et al., 2006; Schlumpf et al., 2004). Os EDCs atuam nos 

organismos em geral comprometendo a síntese e o metabolismo, mimetizando ou 

antagonizando os efeitos de hormônios endógenos (Figura 2). Além disso, influenciam 

também na síntese de receptores hormonais. De uma maneira geral, os EDCs podem 

atuar desde o nível molecular até um nível sistêmico (Silva et al. 2012a; Yan et al. 

2012; Dzieweczynski & Hebert 2013).  

 

Figura 2 - Interação entre alguns desreguladores endócrinos (EDC) e ligantes naturais 

(NL) com receptores. (A)  EDC competindo com o ligante pelo sítio de ativação; (B) 

EDC ligado ao receptor causando efeitos contrários ou alterando as respostas genéticas; 

(C) atuação sinergética entre EDC e ligante natural causando aumento da expressão 

genética (Rogers et al., 2013). 

 

Os peixes representam a classe de vertebrados com maior diversidade, e o efeito 

de poluentes sobre as espécies desse grupo pode variar substancialmente, tanto de forma 

inter quanto de forma intraespecífica (Gray, 2002; Lewis et al., 2011). Fatores como 
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idade, sexo, tamanho corporal e status fisiológico, bem como as variáveis físico-

químicas da água, podem modular a toxicidade de um mesmo composto.  A ictiofauna é 

afetada por desreguladores endócrinos, não somente por estarem diretamente imersos 

em vários xenobióticos de forma crônica, mas também porque a reprodução e a 

diferenciação sexual podem ser afetadas por esses compostos (Francis, 1992; Kime, 

1999; Leet et al., 2011). Diversos estudos conduzidos em laboratório e na natureza 

mostram que a exposição aos EDCs pode influenciar negativamente no 

desenvolvimento, reprodução e no comportamento de peixes (Fenske et al., 2005; 

Scholz and Klüver, 2009; Weber et al., 2017). Níveis plasmáticos elevados de 

vitelogenina, alterações no desenvolvimento gonadal, intersexo e redução nos índices de 

fecundidade e fertilidade, estão entre os efeitos mais comuns relatados na literatura 

(Brian et al., 2007; Luzio et al., 2016; Prado et al., 2011).  

A reprodução de peixes, assim como a de outros vertebrados, é controlada 

intrinsicamente pelo eixo Hipotalâmico-hipofisário(pituitário)-gonadal (HPG), porém 

fatores extrínsecos são importantes nesse grupo. Condições ambientais propícias (Ex: 

temperatura, pH, pluviosidade, turbidez, dentre outros) servem como “gatilhos” 

cerebrais, estimulando o hipotálamo a liberar o hormônio liberador de gonadotrofinas 

(GnRH) na adenohipófise (pituitária) estimulando a produção e secreção dos hormônios 

luteinizante (LH) e folículo-estimulante (FSH). Essas gonadotrofinas atuam nos ovários 

e testículos estimulando a maturação gonadal e a produção de esteroides importantes no 

processo reprodutivo, como: 17β-estradiol (E2), Testosterona (T), 11-Ketotestosterona 

(11-KT) e esteroides indutores da maturação (MIS) (Figuras 3 e 4) (Arantes et al., 2010; 

Nagahama & Yamashita, 2008; Okuzawa et al., 2003; Paschoalini et al., 2013; 

Themmen & Huhtaniemi, 2000).  
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Figura 3 - Esquema simplificado da regulação hormonal no eixo Hipotalâmico-

Pituitário-Gonadal (HPG) em teleósteos. GnRH = Hormônio liberador de 

gonadotrofina; LH = Hormônio luteinizante; FSH = Hormônio folículo estimulante; Vtg 

= Vitelogenina; Zrp = Proteínas de zona radiata. 

 

Para que os esteroides sexuais atuem nas células da linhagem germinativa de 

teleósteos, é necessário a ativação dos receptores de esteroides, que podem estar 

localizados no núcleo, citoplasma ou na membrana plasmática. Esses receptores são 

divididos em três classes: receptores de estrógeno (ERs), receptores de andrógeno (ARs) 

e receptores de progesterona (PgRs), e o mecanismo de ação dos hormônios sexuais 

dependem da ativação desses receptores. Essa ativação pode ocorrer pela via clássica 

(genômica) alterando a transcrição dos genes alvo ou através da ativação de receptores 

de membrana acoplados à proteína G (ativação de mensageiros secundários - cAMP) 

(Beato et al., 1996; Thomas, 2012; Wendler et al., 2012). Os desreguladores endócrinos 

podem atuar em diversas etapas deste eixo de produção e sinalização hormonal, 

alterando o padrão reprodutivo de espécies e podendo levar ao colapso de populações 

inteiras de peixes (Kidd et al., 2007).  



14 
 

  

 

 

 

 

 

 

 

Nas últimas décadas foram observados diversos avanços no conhecimento sobre 

a desregulação endócrina em peixes de água doce, porém a maioria dos estudos 

utilizando espécies modelos como Danio rerio, Pimephales promelas e Oryzias latipes. 

Apesar de grande diversidade de peixes encontrada na região neotropical, a utilização 

de espécies nativas desta região em abordagens toxicológicas foi negligenciada durante 

muitos anos (Martins and Bianchini, 2011). 

Os Characiformes representam a ordem de peixes mais dominante em toda 

região Neotropical, e espécies dos gêneros Prochilodus e Astyanax estão amplamente 

distribuídas nas bacias hidrográficas da América do Sul (Reis et al., 2003). 

Representantes desses gêneros possuem grande importância econômica para a região 

onde ocorrem, uma vez que são apreciados para o consumo, pesca esportiva e 

aquicultura (Baldisserotto and Gomes, 2005; Franco de Camargo and Petrere Jr, 2001). 

Algumas espécies de Prochilodus e Astyanax já foram caracterizadas como 

bioindicadoras de ambientes poluídos e apropriadas para estudos ecotoxicológicos, 

Figura 4 - Esquema resumido dos principais esteroides atuantes na gametogênese de 

teleósteos e seus possíveis mecanismos de controle na espermatogênese e ovogênese. SPS- 

Substância de prevenção a espermatogênese; SSRF- Fator de renovação de 

espermatogônias tronco; E2- Estradiol; 11-KT- 11-Ketotestosterona; DHP- 17α-20β-

dihidroxi-4-pregnen-3-ona. (Miura e Miura, 2011)  
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porém abordagens relacionadas a desreguladores endócrinos utilizando essas espécies 

ainda são raras (Prado et al., 2014, 2011; Schulz and Martins-Junior, 2001; Troncoso et 

al., 2012).  

Estudos com abordagens morfofisiológicas são reconhecidos como importante 

ferramenta em diversas aplicações, e têm contribuído para o desenvolvimento das 

pesquisas relacionadas à influência de EDCs sobre a reprodução de peixes (Hutchinson 

et al. 2006; USEPA et al., 2007). Além disso, a descrição dos mecanismos de ação dos 

diferentes compostos xenobióticos em diferentes espécies nativas, bem como a 

comparação do potencial estrogênico entre as substâncias mais comuns encontradas em 

efluentes, podem fornecer informações importantes às autoridades regulatórias, 

permitindo assim o estabelecimento preciso dos limites legais de cada xenobiótico e 

para cada região especificamente. Portanto, diante da ampla distribuição territorial, além 

da relevância econômica e ambiental das espécies, o presente estudo visa caracterizar a 

influência de diferentes xenoestrógenos em duas espécies neotropicais, através da 

avaliação de parâmetros morfométricos, histopatológicos e moleculares.  

2. OBJETIVOS 

2.1 Objetivo geral 
 

Analisar a desregulação endócrina e avaliar o potencial estrogênico de metais pesados, 

estrona (E1) e Bisfenol-A (BPA), por meio de biomarcadores e parâmetros 

morfofisiológicas em gônadas, fígado e baço de Prochilodus argenteus e Astyanax 

bimaculatus em condições naturais e de cultivo. 

2.2 Objetivos específicos 
 

2.2.1 Para avaliar o potencial estrogênico de metais pesados: 
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 Detectar e quantificar as principais alterações histopatológicas em gônadas, 

fígado e baço; 

 Calcular os índices gonodassomático (IGS), hepatossomático (IHS) e o fator 

de condição de Fulton (K) para machos e fêmeas; 

 Comparar os valores de IGS, IHS e K entre os rios; 

 Avaliar as alterações na expressão de Vitelogenina (Vtg), proteínas de zona 

radiata (Zrp) e Metalotioneína (MTs) em fígado de fêmeas e machos; 

 Dosar a concentração de metais pesados (Alumínio, Chumbo, Cobre, Cromo, 

Cádmio, Ferro e Zinco) em fígado e músculo dos peixes; 

 Quantificar a porcentagem de folículos vitelogênicos e atrésicos em fêmeas, e 

espermatogônias, espermatócitos, espermátides e espermatozoides em 

machos; 

 Relacionar alterações reprodutivas e condições de saúde dos peixes com as 

concentrações de metais pesados. 

2.2.2 Para avaliar o potencial estrogênico de Estrona (E1) e Bisfenol-A (BPA): 
 

 Detectar e quantificar as principais alterações morfofisiológicas em gônadas e 

fígado nos diferentes tratamentos; 

 Calcular e comparar os índices gonadossomático (IGS), hepatossomático 

(IHS) e o fator de condição de Fulton (K); 

 Determinar a concentração hepática de 17β-estradiol (E2) nos machos; 

 Localizar e quantificar a expressão de Vitelogenina (Vtg), Proteínas de zona 

radiata (Zrp) e receptores de estrógenos (ERα e ERβ) em fígado de machos; 

 Quantificar a porcentagem de células da linhagem espermatogênica e 

compará-las entre os diferentes tratamentos; 
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 Relacionar alterações reprodutivas e condições de saúde dos peixes com as 

concentrações dos xenoestrógenos analisados; 
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3. CAPÍTULO I 

Heavy metals accumulation and endocrine disruption in Prochilodus argenteus 

from a polluted neotropical river  

(publicado em 2019 - Ecotoxicology and environmental safety) 

 

 

 

 

 

 

 

 



19 
 

 



20 
 

 



21 
 

 



22 
 

 



23 
 

 



24 
 

 



25 
 

 



26 
 

 



27 
 

 



28 
 

 



29 
 

 



30 
 

 



31 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4. CAPÍTULO II 

Avaliação do potencial estrogênico de Estrona e Bisfenol-A em machos de Astyanax 

bimaculatus após exposição sub-aguda 

(Artigo a ser publicado - Aquatic toxicology) 
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RESUMO 

Nas últimas décadas, estrona-E1 e estradiol- E2, juntamente com outros 

compostos estrogênicos inorgânicos (Ex: metais pesados) ou sintéticos (Ex: Bisfenol-

A), são frequentemente reportados em concentrações relevantes nos ambientes 

aquáticos em todo o mundo, representando um grande risco à vida aquática. A maioria 

dos estudos com xenoestrógenos realizados em laboratório, tenta entender os efeitos de 

um único contaminante, porém, em ambientes naturais, os efeitos desses 

xenoestrógenos podem ser bastante diferentes devido às interações com outros 

compostos. Diante deste cenário, o presente estudo visa comparar a ação de dois 

compostos estrogênicos (estrona - E1 e Bisfenol-A – BPA), atuando de forma isolada e 

conjunta, na biologia reprodutiva de uma espécie modelo neotropical, após exposição 

subaguda. Exemplares adultos de Astyanax bimaculatus foram dispostos em 8 aquários 

de 20L, em duplicata, totalizando um número de 10 indivíduos por aquário. Após 

exposição a 10µg/L de estrona, Bisfenol-A e a mistura deles, durante 15 dias, os 

resultados mostraram que a estrona possui um potencial estrogênico e desregulador 

endócrino superior ao Bisfenol-A, uma vez que foram detectados maiores níveis de 

estradiol e vitelogenina no fígado. Além disso, E1 alterou significativamente o número 

de diferentes células espermatogênicas, enquanto BPA apresentou queda apenas em 

espermátides. Por outro lado, BPA apresentou mais toxicidade pois foi observado um 
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maior número de histopatologias e de células em apoptose. A análise da mistura dos 

dois compostos estrogênicos mostrou que estrona e bisfenol-A não possuem efeitos 

aditivos ou sinergéticos. Em suma, os resultados do presente estudo mostram que 

substâncias analisadas isoladamente podem apresentar um comportamento diferente de 

quando administradas com outras substâncias. 

Palavras-chave: Espermatogênese, misturas, xenoestrógenos, reprodução de peixes, 

desregulação endócrina 

 

INTRODUÇÃO 

Recentemente, diversos estudos mostram que muitos compostos possuem a 

capacidade de desregular a função, os níveis e a distribuição de hormônios endógenos, 

sendo classificadas como desreguladores endócrinos (EDCs)(Archer et al., 2017; Hachfi 

et al., 2012; Pojana et al., 2007). Essas substâncias podem ocorrer naturalmente (Ex.: 

fitoestrógenos) ou podem entrar no meio ambiente por meio de atividades antrópicas. 

Efluentes urbanos, rurais e industriais não tratados, despejam regularmente em corpos 

d’água diversos EDCs que podem atuar em diferentes classes de organismos vivos, 

principalmente em peixes, uma vez que estão diretamente em contato com esses 

poluentes no meio aquático. Dentre essa gama de toxinas, aquelas que possuem a 

capacidade de interagir com os receptores de estrógenos (ERs) e/ou mimetizar a ação de 

estrógenos naturais, são conhecidas como xenoestrógenos (Falconer et al., 2006; 

Metcalfe et al., 2001; Ying et al., 2002).  

Dentre os principais estrógenos atuantes nos peixes, estão a estrona (E1), 

originada da aromatização de androstenediona, e o estradiol (E2) originado da 

aromatização da testosterona (T), ambos processos através da atuação da enzima 

aromatase (CYP19) (Van, 2013). Esses estrógenos são fundamentais no processo 
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reprodutivo de peixes, uma vez que estão envolvidos na regulação da ovogênese, 

vitelogênese, regulação de gonadotrofinas, desenvolvimento testicular, dentre outros 

(Hachfi et al., 2012; Heldring et al., 2007; Nelson and Habibi, 2013). No entanto, 

quando estão em excesso no organismo, ativam um “feedback” negativo no intuito de 

controlar a secreção hormonal, suprimindo a liberação de GnRH, e consequentemente 

das gonadotrofinas LH e FSH, diminuindo a produção de estrógenos nas células 

somáticas das gônadas. 

Nas últimas décadas, esses dois hormônios naturais (E1 e E2), juntamente com 

outros compostos estrogênicos inorgânicos (Ex: metais pesados) ou sintéticos (Ex: 

Bisfenol-A), têm sido frequentemente reportados em concentrações relevantes nos 

ambientes aquáticos em todo o mundo, representando um grande risco à vida aquática 

(Kidd et al., 2007; Pojana et al., 2007; Weber et al., 2017). Estrona e estradiol são 

derivados principalmente da excreta de humanos e da pecuária. Por exemplo, a 

utilização de esterco de gados na agricultura é um dos fatores que pode contribuir 

consideravelmente para o aumento da concentração de estrona em ambientes aquáticos, 

uma vez que a concentração deste hormônio pode ser de 700 a 17000 mg/dia (Johnson 

et al., 2006). 

Bisfenol-A (BPA) é um clássico componente sintético mimetizador de 

estrógenos naturais, proveniente da indústria do plástico, e detectado em ecossistemas 

aquáticos do mundo todo (Crain et al., 2007; Elango et al., 2006; Klecka et al., 2009). 

BPA pode ligar-se a receptores de estrógenos nucleares alpha e beta, além de receptores 

associados à membrana GPR30, produzindo efeitos semelhantes à hormônios naturais 

(Thomas and Dong, 2006). Estudos mostram que alguns organismos aquáticos  expostos 

a este composto, apresentaram alterações em parâmetros reprodutivos, inclusive na 

proporção sexual entre machos e fêmeas, resultando em feminização da população 
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devido a ação estrogênica de BPA (Huang et al., 2012; Virk et al., 2014; Zhang et al., 

2018). Além dos efeitos estrogênicos em peixes de água doce, BPA também pode 

impedir a ação de neurotransmissores e diminuir batimentos cardíacos, bem como 

promover a peroxidação lipídica e danos oxidativos no fígado e rins (Faheem et al., 

2017; Li et al., 2015). Alterações metabólicas relacionadas ao BPA também já foram 

relatadas em outros vertebrados, inclusive humanos, tais como: aterosclerose, doenças 

cardíacas, obesidade, diabetes e câncer (Rancière et al., 2015; Seachrist et al., 2016; 

Stojanoska et al., 2017).  

Nas últimas décadas foram observados diversos avanços no conhecimento sobre 

a desregulação endócrina em peixes de água doce, porém a maioria dos estudos utiliza 

espécies modelos tradicionais, como: Danio rerio, Pimephales promelas e Oryzias 

latipes. Apesar de grande diversidade de peixes encontrada na região neotropical, a 

utilização de espécies nativas desta região em abordagens toxicológicas foi 

negligenciada durante muitos anos (Martins and Bianchini, 2011). Astyanax 

bimaculatus é uma espécie forrageira amplamente distribuída nas bacias hidrográficas 

da América do Sul (Lima et al., 2003). Devido ao seu pequeno porte e fácil manipulação 

em laboratório, esta espécie é apropriada para abordagens ecotoxicológicas e pode ser 

utilizada como modelo para outros peixes neotropicais de maior porte (Felizardo et al., 

2012; Prado et al., 2014; Weber et al., 2017).   

Ultimamente, estudos relacionados à xenoestrógenos realizados em laboratório, 

visam entender os efeitos de um único contaminante em diferentes espécies de peixes. 

No entanto, em ambientes naturais são detectados diversas classes de desreguladores 

endócrinos, e os efeitos desses EDCs podem ser diferentes de quando analisados 

isoladamente devido às interações com outros compostos (Almeida and Ribeiro, 2014). 

De fato, o conhecimento sobre os efeitos tóxicos de misturas nem sempre facilita a 
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interpretação dos resultados, uma vez que a interação entre diferentes poluentes pode 

apresentar efeitos sinergéticos, aditivos ou antagônicos. Considerando que este tipo de 

abordagem em peixes neotropicais ainda é raro, o presente estudo visa comparar a ação 

de dois compostos estrogênicos, atuando de forma isolada e conjunta, sobre a biologia 

reprodutiva de Astyanax bimaculatus, após exposição subaguda. 

 

MATERIAIS E MÉTODOS 

Condições de cultivo 

O presente estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética no Uso de Animais da 

Universidade Federal de Minas Gerais (CEUA-UFMG n223/2017), e todos os 

procedimentos, condições de cultivo e eutanásia seguiram os princípios éticos e legais 

estabelecidos pelo Colégio Nacional de Controle da Experimentação Animal 

(CONCEA).  

Para a realização do estudo comparativo entre os compostos estrogênicos (ECs), 

machos adultos de Astyanax bimaculatus (n=80) foram adquiridos de fornecedor local e 

foram dispostos em 8 aquários de 20L. Os peixes foram aclimatados por 

aproximadamente 30 dias prévios a realização do experimento e foram dispostos dez 

indivíduos por aquário, resultando em uma densidade de estocagem de 0.2g de peixe/L. 

Os tratamentos foram executados em duplicata, tais como: controle (10µg/L de 

metanol); Estrona-E1 (10µg/L); Bisfenol-A (10µg/L); mistura (10µg/L E1 + 10µg/L 

BPA). Os aquários foram montados com sistema de oxigenação e de filtragem 

mecânica, química e biológica. O sistema de filtragem ficou operante apenas durante o 

período de pré-exposição dos peixes para evitar degradação acelerada dos compostos 

químicos administrados. Durante todo o experimento a temperatura da água foi mantida 
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entre 26-28ºC e o fotoperíodo controlado (12h luz: 12h escuro), além disso foram 

monitorados periodicamente os níveis de oxigênio dissolvido, amônia tóxica e pH, 

através de sonda multiparâmetros Horiba U-50. Os peixes foram alimentados duas 

vezes ao dia ad libitum com ração comercial. O período de exposição foi de 15 dias e a 

renovação de água ocorreu a cada 2 dias de forma que fossem administradas novas 

doses de ECs a cada troca. Após o período de exposição todos os animais foram 

anestesiados com Eugenol (85 mg/L) e eutanasiados com secção transversal da coluna 

vertebral.  

Dados biométricos e Índices biológicos 

Em todos os espécimes foram obtidos comprimento total (TL), peso corporal 

(BW), peso gonadal (GW) e peso do fígado (LW). A partir dos dados biométricos, os 

seguintes índices biológicos foram calculados: índice gonadossomático (GSI=GW/BW 

x 100), índice hepatossomático (HSI=LW/BW x 100) e fator de condição de Fulton 

(K=BW/TL
3
 x 100). 

Histologia e Imunohistoquímica 

Foram coletados fragmentos de gônadas e fígado, os quais foram fixados em 

solução de Bouin por 12 h, incluídos em parafina, seccionados com 4-6 µm de 

espessura e corados com hematoxilina e eosina (HE).  

Nos ensaios imunohistoquímicos para vitelogenina - Vtg e receptores de 

estrógeno (ERα e ERβ) (Tabela 1), secções de fígado e gônadas passaram por lavagem 

em água corrente durante 60 min. A recuperação antigênica ocorreu em tampão citrato 

(pH 6,0), durante 30 minutos em banho maria a 60ºC. Em seguida, as secções foram 

incubadas em H2O2 a 3% para evitar a peroxidase endógena e em tampão de bloqueio 

(albumina de soro bovino a 2% + Triton X-100 a 0,05% + Tween 20 a 0,01%) para a 
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permeabilização e bloqueio da coloração inespecífica. O anticorpo primário foi aplicado 

às secções “overnight” em câmara úmida a 4°C e incubadas durante 30 minutos com 

anticorpo secundário. As marcações foram visualizadas por 3'3-diaminobenzidina 

(DAB) contrastada com hematoxilina. Para o controle negativo de todos os 

biomarcadores, o tratamento com o anticorpo primário foi omitido.  

Tabela 1 - Anticorpos primários e suas respectivas diluições utilizados no presente 

estudo 

Anticorpos primários Origem Diluição 

rabbit anti-zebrafish Vtg Biosense  1:200 

rabbit anti-human ERα Santa Cruz Biotech 1:50 

rabbit anti-human ERβ  Santa Cruz Biotech 1:50 

 

Proporção volumétrica de células espermatogênicas  

A proporção (%) das células germinativas foi determinada usando cinco 

exemplares aleatórios de cada tratamento. De cada exemplar, cinco imagens com 

aumento de 400X foram obtidas, as quais foram sobrepostas por uma grade de 26 × 19 

pontos (494 pontos de intersecção) utilizando o software Image J, totalizando 25 

imagens e 12.350 pontos analisados por tratamento. Foi quantificada em cada exemplar 

a proporção de: espermatogônias A indiferenciadas (Aund), espermatogônias A 

diferenciadas (Adiff), espermatogônias B (B), espermatócitos primários (C1), 

espermatócitos secundários (C2), espermátides (T), espermatozoides (Z), células de 

Leydig e células de Sertoli.  

Ensaios de imunoabsorção enzimática – ELISA 

As amostras (n=5/tratamento) congeladas de fígado foram homogeneizadas em 

tampão de extração (50 mM Tris-HCl pH 8,0 com 0,002% de aprotinina e 1 mM de 

fenilmetilsulfonilo) numa proporção de 1: 2 do peso do tecido: volume de tampão, 
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utilizando um homogeneizador Potter S (Braun, Melsungen, Alemanha). 

Subsequentemente, os extratos foram sonicados utilizando um processador GEX 600 

EC e depois centrifugados a 15.000 g durante 60 minutos a 4 ° C. Após a centrifugação, 

os sobrenadantes foram armazenados em alíquotas a -80 ° C até a análise. Para 

determinar as concentrações do hormônio sexual Estradiol (E2) das alíquotas, foi 

utilizado um kit-ELISA específico, seguindo o protocolo proposto pelo fabricante 

(Cayman Chemical) 

Reação de TUNEL in situ 

Os fragmentos de testículos foram fixados em solução de Bouin, incluídos em 

parafina, seccionados com 5 μm de espessura e submetidos ao ensaio de TUNEL in situ 

utilizando o kit de detecção de apoptose in situ Millipore (S7101 ApopTag Plus 

peroxidase) seguindo o protocolo do fabricante. As secções foram lavadas em tampão 

TRIS pH 7,6 (TBS) e tratadas com 20 μg / ml de proteinase K em tampão Tris-HCl 0,01 

M a pH 8 durante 20 min. Para inativar a peroxidase endógena, utilizou-se H2O2 a 3% 

em soro fisiológico tamponado com TRIS (TBS) durante 30 min. As secções foram 

incubadas com desoxinucleotidil transferase terminal (TdT) e desoxinucleotideos 

biotinilados durante 3 h a 37 ° C e, subsequentemente, com estreptavidina conjugada 

com peroxidase durante 45 min à temperatura ambiente. A reação foi revelada com 

diaminobenzidina (DAB, Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EUA) em TBS por 2 min e as 

secções foram contra coradas com hematoxilina. 

Quantificação da expressão de VTG e receptores de estrógenos  

As marcações peroxidase-positivas para vitelogenina e receptores de estrógenos 

α e β, foram quantificadas utilizando plugin "IHC toolbox" para o software Image J 

(NIH) (adaptado de Gupta et al., 2007). A seleção de cor foi utilizada para identificar 

manualmente a região de interesse com cor mais escura (DAB), isto é, reações positivas. 
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As regiões selecionadas foram isoladas e transformadas em imagens binárias, as quais 

foram posteriormente analisadas no software Image J. Os resultados foram expressos 

em porcentagem de área marcada (reações positivas) em relação ao campo total. Para 

cada biomarcador, 5 lâminas de cada tratamento foram selecionadas. De cada lâmina, 5 

campos foram escolhidos aleatoriamente na ampliação de 100X e quantificadas as 

marcações positivas, totalizando 25 campos quantificados por tratamento. 

Análises estatísticas 

Os dados foram apresentados como médias ± erro padrão (SE), e para comparar 

os dados entre os tratamentos, foi utilizado a análise de variância não-paramétrica de 

Kruskal-Wallis com pós-teste de Dunn. As análises foram realizadas pelo software 

Graphpad Prism 7.0 e todos os testes foram considerados significativos quando P<0.05. 

 

RESULTADOS 

Dados biométricos e índices biológicos 

 A análise dos dados biométricos dos 80 exemplares de A. bimaculatus utilizados 

no presente estudo mostra que o peso corporal e o comprimento total não variaram 

significativamente entre os tratamentos. Com relação aos índices biológicos, o índice 

hepatossomático (HSI) apresentou maiores valores no tratamento com estrona (E1) 

(p<0.05). Contrariamente, o índice gonadossomático (GSI) diminuiu significativamente 

nos três tratamentos: Estrona (E1), Bisfenol-A (BPA) e mistura (E1+BPA), 

apresentando os menores valores nos exemplares expostos a E1 (p<0.05). Os 

parâmetros físico-químicos da água não apresentaram variações entre os tratamentos 

mantendo-se estáveis durante todo o experimento (Tabela 2). 
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Tabela 2 – Índices biológicos e parâmetros físico-químicos registrados durante o 

experimento nos machos adultos de A. bimaculatus 

 
Control E1 BPA E1+BPA 

Biometric data 

Body Weight (g) 3.34 ± 0.33 4.19 ± 0.24 4.17 ± 0.37 3.71 ± 0.43 

Total Length (cm) 6.08 ± 0.18 6.41 ± 0.14 6.46 ± 0.16 6.21 ± 0.13 

Hepatosomatic index  1.30 ± 0.14 2.39 ± 0.34* 1.16 ± 0.09 1.75 ± 0.22 

Gonadosomatic Index  2.21 ± 0.01 0.41 ± 0.07* 1.12 ± 0.13* 0.60 ± 0.08* 

Condition factor  1.48 ± 0.05 1.49 ± 0.03 1.52 ± 0.04 1.50 ± 0.07 

     

Physical-chemical parameters 

    Temperature (
o
C) 26.5 ± 0.35 26.5 ± 0.35 26.5 ± 0.35 26.5 ± 0.35 

Dissolved Oxygen (ppm) 5.0 ± 0.44 5.0 ± 0.44 5.0 ± 0.44 5.0 ± 0.44 

pH 7.62 ± 0.24 7.62 ± 0.24 7.62 ± 0.24 7.62 ± 0.24 

Toxic ammoniun (ppm) 0.08 ± 0.04 0.08 ± 0.04 0.08 ± 0.04 0.08 ± 0.04 

* = Diferença estatística com relação ao controle (p<0.05). 

Análises histológicas 

 

 As amostras de fígado do grupo controle, apresentaram uma aparência normal do tecido, 

com hepatócitos arranjados em cordões, citoplasma homogêneo e levemente basófilo, além de 

capilares sinusoides pouco evidentes. Nas amostras dos grupos expostos aos compostos 

estrogênicos, as alterações observadas foram semelhantes, tais como: aumento da basofilia do 

citoplasma, dilatação e congestão dos capilares sinusoides. Além disso, no tratamento com 

bisfenol-A foram observados hepatócitos apresentando vacuolizações (Figura 1).     
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Figura 1 – Análise histológica de testículo e fígado de A. bimaculatus expostos a diferentes compostos 

estrogênicos: Controle, Estrona, Bisfenol-A e a mistura deles, respectivamente. *= Dilatação e congestão dos 

sinusoides; Seta Branca= vacuolização dos hepatócitos 

  

Nas amostras de testículo, o grupo controle apresentou uma aparência normal 

com todas as amostras em maturação avançada, contendo poucos cistos de células da 

linhagem germinativa na parede dos túbulos seminíferos e lúmen cheios de 

espermatozoides. No entanto, nos tratamentos com os CEs foi observado que os túbulos 

seminíferos apresentaram um desenvolvimento assincrônico, com alguns túbulos 

seminíferos apresentando maturação “inicial” e outros maturação “avançada” (Figura 

1). Adicionalmente, foram detectadas outras histopatologias específicas para cada 

tratamento. Nos grupos E1 e BPA foram observadas as mesmas alterações histológicas 

nas gônadas, tais como: infiltração de adipócitos no tecido gonadal e presença de fluido 

proteináceo intersticial. O tratamento com a mistura além do desenvolvimento 

assincrônico, foi o único que apresentou a mineralização de espermatozoides (Figura 2). 

Vale ressaltar que em nenhum dos tratamentos a incidência de histopatologias no 

testículo atingiu mais de 30% da população total de peixes de cada tratamento (Tabela 

3). 
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Figura 2 – Secções de testículo mostrando exemplos de histopatologias 

detectadas nos tratamentos do presente estudo. (A) Controle: aparência 

normal dos túbulos seminíferos em maturação avançada, contendo poucos 

cistos de células germinativas e repletos de espermatozoides embebidos em 

secreção acidófila; (B) Secção apresentando proliferação de 

espermatogônias, presença de fluido proteináceo intersticial e infiltração de 

adipócitos; (C) Fluido proteináceo intersticial observado entre os túbulos 

seminíferos; (D) Mineralização de espermatozoides nos túbulos seminíferos. 

AS= Secreção acidófila; ST= Túbulos seminíferos; Z= espermatozoides; 

AI= Infiltração de adipócitos; Seta= Fluido proteináceo intersticial; Cabeça 

de seta= espermatogônias; VO= Ovócito vitelogênico; PNO= Ovócito 

perinucleolar; Círculos= Pontos de mineralização de espermatozoides. 

Barras de escala A e C= 50 µm; B e D= 100µm. 

 

Tabela 3 – Incidência de histopatologias gonadais associadas aos diferentes tratamentos 

com compostos estrogênicos (ECs) em machos de A. bimaculatus. 

Condição/ ECs Estrona (E1) Bisfenol-A (BPA) (E1 + BPA) 

Fluído proteináceo intersticial * * 

 Infiltração de adipócitos * * 

 Desenvolvimento assincrônico * * * 

Mineralização de espermatozoides     * 
*= 0 - 30%; **= 30 - 60%; ***= 60 - 100% 

   

Proporção volumétrica de células da linhagem espermatogênica 

 A contagem de cada tipo celular da linhagem espermatogênica revelou algumas 

alterações na proporção volumétrica entre os diferentes tratamentos, quando 
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comparados ao controle. Foi observado uma elevação significativa no número de 

espermatogônias do tipo Aund e Adiff nos tratamentos E1 e mistura (E1+BPA), e do 

tipo B houve diminuição em E1. Com relação aos espermatócitos, houve uma 

diminuição nos espermatócitos primários nos tratamento com E1 e mistura. O número 

de espermátides diminuiu significativamente nos três tratamentos com compostos 

estrogênicos, porém a quantificação de espermatozoides mostrou uma diminuição 

apenas nos tratamentos com estrona e na mistura dos compostos. As células somáticas 

(Sertoli e Leydig) não variaram estatisticamente entre os tratamentos (p<0.05) (Figura 

3). 

 

 
Figura 3 – Diferenças entre os tratamentos na proporção das células da linhagem 

espermatogênica: Espermatogônia A indiferenciada (Aund); Espermatogônia A 

diferenciada (Adiff); Espermatogônia B (B); Espermatócitos primário (C1) e secundário 

(C2); Espermátide (T); Espermatozoides (Z); células de Sertoli e Leydig. *= diferença 

significativa com relação ao controle. 
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Apoptose  

 Nas amostras de testículos provenientes do tratamento controle foram 

observadas raras células da linhagem espermatogênica em apoptose (TUNEL-positivas). 

Nos tratamentos com os compostos estrogênicos e a mistura deles foi observado um 

aumento de apoptose em espermatogônias, espermátides e células de Sertoli. Em E1 e 

na mistura, houve aumento apenas em espermátides, já os peixes expostos a BPA 

apresentaram elevação significativa na apoptose de espermatogônias e espermátides 

(p<0.05). Nas células de Sertoli, apesar de não apresentar diferença estatística entre os 

tratamentos e o controle, foi observado uma tendência a elevação da taxa de apoptose 

nos tratamentos com BPA e na Mistura (Figura 4). 

 

Figura 4 – Reações TUNEL-positivas indicando espermatogônias, espermátides e 

células de Sertoli em apoptose nas amostras de testículo de A. bimaculatus nos 

diferentes tratamentos. (A) Espermatogônias túnel-positivas; (B) apoptose em 

espermátides e espermatogônias; (C) apoptose em célula de Sertoli e espermátides. Seta 

preta= espermatogônias em apoptose; cabeça de seta= célula de Sertoli em apoptose; 

*= diferenças significativas entre os tratamentos (P<0.05).  

 

Níveis de Estradiol e expressão de biomarcadores de desregulação endócrina 

 A análise da expressão hepática de estradiol apresentou variações significativas 

entres os tratamentos com compostos estrogênicos. Foram observadas elevações 
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significativas nos tratamentos E1 e E1+BPA, quando comparados ao controle (P<0.05). 

No tratamento apenas utilizando Bisfenol-A não foi observada elevação significativa na 

concentração de E2 no fígado. Da mesma forma, a expressão de vitelogenina e 

receptores de estrógeno α e β, variaram significativamente apenas nos tratamentos com 

estrona e na mistura (Figuras 5 e 6).  

 
Figura 5 – Nível hepático de estradiol (E2) e quantificação de marcações peroxidase-

positivas de vitelogenina (Vtg) e receptores de estrógeno α e β, após exposição 

subaguda a estrona (E1), Bisfenol-A (BPA) e a mistura deles (E1+BPA). *= diferença 

significativa entre os tratamentos (P<0.05). 

 



47 
 

 
Figura 6 – Marcações peroxidase-positivas no fígado de A. bimaculatus para vitelogenina (Vtg) e receptores 

de estrógeno α e β, após exposição subaguda a estrona (E1), Bisfenol-A (BPA) e a mistura deles (E1+BPA). 

Aumento de 40X e barra de escala = 50µm 

 

DISCUSSÃO 

 Nas últimas décadas, estudos realizados em ambiente natural e laboratório 

mostraram os efeitos de diversas substâncias estrogênicas sobre a reprodução de peixes, 

porém a maioria deles analisando individualmente cada uma. Apesar desse tipo de 

abordagem ter importância toxicológica relevante, o cenário observado em diversos 

ecossistemas aquáticos no mundo é de uma complexa mistura onde são encontrados 

diversos tipos de poluentes (Brian et al., 2007; Silva et al., 2012). Ainda que raros em 

peixes neotropicais, o estudo de misturas é importante para o melhor entendimento dos 

mecanismos de ação dos poluentes. No presente estudo, foram observadas diferenças 

marcantes nas respostas de A. bimaculatus após exposição subaguda à estrona, Bisfenol-

A e a mistura deles. Diversos estudos já mostraram que Bisfenol-A e estrona 

apresentam efeitos estrogênicos em diferentes espécies de peixes de água doce (Ankley 
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et al., 2017; Faheem et al., 2017; Guan et al., 2019; Lei et al., 2013; Zhang et al., 2018),  

porém nosso estudo é dos poucos a comparar a capacidade estrogênica dessas duas 

substâncias e a influência delas no processo reprodutivo de peixes de água doce. 

O fígado de peixes é o principal órgão envolvido no processo de detoxificação, e 

a análise histológica deste tecido pode fornecer indícios importantes sobre o status de 

saúde do organismo (Faheem et al., 2016; Moon et al., 2012). Em A. bimaculatus, foi 

detectado um aumento significativo do volume hepático apenas no tratamento com E1. 

Alguns autores relacionam essa condição à alta capacidade de estrógenos naturais, como 

estrona-E1 e estradiol-E2, em induzir a produção de vitelogenina nos hepatócitos, 

aumentando assim o volume do órgão (Joon Kang et al., 2002; Sun et al., 2009). Essa 

condição também foi observada no presente estudo e discutida posteriormente. 

Microscopicamente foram detectadas histopatologias semelhantes nos fígados de todos 

os tratamentos com os ECs, como dilatação e congestão dos sinusoides, e o aumento da 

basofilia nos hepatócitos. Essas alterações histológicas também podem estar 

relacionadas com o aumento da síntese hepática de proteínas para metabolização de 

poluentes ou até mesmo no aumento da síntese de vitelogenina e proteínas de zona 

radiata induzidas pela ação estrogênica (Van Der Ven et al., 2003; Wolf and Wheeler, 

2018).  

Dentre os índices biológicos, o GSI é um importante indicador reprodutivo e 

alterações neste índice é frequentemente relacionada à desregulação endócrina em 

peixes (Bahamonde et al., 2015; Ibor et al., 2016; Paschoalini et al., 2019; A. Weber et 

al., 2017). Em todos os tratamentos do presente estudo foi observada uma redução 

significativa do volume gonadal – índice gonadossomático. Adicionalmente a isso, a 

análise histológica dos testículos mostrou que em todas as exposições foram detectadas 

histopatologias reportadas em peixes expostos a compostos estrogênicos, como: 
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presença de fluido proteináceo intersticial (Silva et al., 2012; Wolf and Wheeler, 2018), 

infiltração de adipócitos (Luzio et al., 2016), desenvolvimento assincrônico dos cistos 

de células espermatogênicas (OECD, 2009; Van Der Ven et al., 2007) e mineralização 

de espermatozoides (Luzio et al., 2016; OECD, 2009). Mesmo sendo um composto 

menor capacidade estrogênica que a estrona, (Elango et al., 2006; Kuiper et al., 1998), 

no tratamento com BPA foram detectadas as mesmas histopatologias gonadais 

observadas em E1.  

Além das alterações histológicas, diversos estudos recentes mostraram que 

machos expostos a compostos estrogênicos apresentaram alterações na dinâmica da 

gametogênese, como por exemplo o aumento significativo na proporção de 

espermatogônias, células testiculares sabidamente dependentes de estrógenos para auto 

renovação e diferenciação (Ibor et al., 2016; Paschoalini et al., 2019; Silva et al., 2012; 

Weber et al., 2017). Resultados semelhantes também foram observados no presente 

estudo, principalmente nos tratamento com E1 e na mistura, onde foram detectadas 

variações significativas com relação ao controle, como: o aumento no número de 

espermatogônias do tipo A, e redução significativa dos espermatócitos, espermátides e 

espermatozoides. Por outro lado, no tratamento somente com BPA foi observado 

somente a redução no número de espermátides em relação ao controle. Essa alteração na 

espermatogênese pode estar relacionada com o aumento na atividade de aromatase 

(CYP19A), enzima responsável pela conversão de testosterona em estradiol, 

aumentando assim a proliferação de espermatogônias. Além disso, o aumento na 

concentração de estrógenos no organismo pode promover a diminuição na produção de 

andrógenos, afetando também a dinâmica das células germinativas dependentes de 

andrógenos nas fases finais da espermatogênese, i.e espermátides e espermatozoides (de 

Almeida et al., 2018; Martins-Santos et al., 2017; Schulz et al., 2010; Weber et al., 

2019).  
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A elevação nos níveis de vitelogenina em machos, é um biomarcador 

amplamente utilizado na detecção de desregulação endócrina causada por compostos 

estrogênicos em peixes (Jobling et al., 1998; Jones et al., 2000; Prado et al., 2011; 

Weber et al., 2017). Em nosso estudo foi observado uma tendência de aumento na 

expressão de VTG em todos os tratamentos, porém o aumento foi significativo apenas 

no tratamento com estrona e na mistura. Além disso, o mesmo padrão de expressão foi 

observado para os receptores de estrógenos α e β. 

A dosagem de estradiol-E2 no fígado dos machos confirmou que a estrona-E1 de 

forma isolada possui uma maior capacidade de estimulação estrogênica que BPA e a 

mistura. Em um estudo sobre os efeitos da combinação de E1 e E2 em Carassius 

auratus, Yan et al., (2013) observou que quando misturados, os estrógenos possuíam 

seus efeitos potencializados, aumentando ainda mais os níveis de VTG. No entanto, 

contrariamente a isso, nossos dados mostram que no tratamento com a mistura houve 

uma queda na expressão de E2, VTG, ERα e ERβ, comparando com E1 de forma 

isolada. Na toxicologia ambiental, são considerados efeitos sinergéticos quando o efeito 

da mistura é maior que a soma dos efeitos das substâncias de forma isolada (Sisinno and 

Oliveira-filho, 2013). Essa diminuição da ação estrogênica quando os E1 e BPA estão 

em mistura, pode estar relacionada a atuação anti-estrogênica de BPA em receptores de 

estrógeno α observada por Hisahiko Hiroi et al. (1999).  Neste sentido, os resultados do 

presente estudo indicam que E1 e BPA misturados em concentrações iguais, não 

apresentam efeitos sinergéticos sobre a biologia reprodutiva de A. bimaculatus.  

Em uma análise integrada e comparativa dos resultados, nossos dados 

confirmam que a estrona possui um potencial estrogênico superior ao Bisfenol-A, 

quando administrados na mesma concentração em A. bimaculatus. BPA é 

conhecidamente um mimetizador de estrógenos, porém sua afinidade por receptores de 
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estrógeno β é cerca de 1000 vezes menor que os estrógenos endógenos (Elango et al., 

2006; Kuiper et al., 1998).  Diferentemente do tratamento com a estrona e na mistura, 

em BPA não foi diagnosticada a desregulação endócrina nos machos de A. bimaculatus. 

Apesar de ter diminuído significativamente o GSI, Bisfenol-A não alterou os outros 

“endpoints” reprodutivos analisados. Nossos dados sugerem que a diminuição do GSI 

causada por BPA, provavelmente está relacionada com o aumento da taxa de apoptose 

nas gônadas, diminuindo assim o número de células e consequentemente o volume do 

órgão. Além disso, a análise da apoptose nos testículos e das histopatologias hepáticas e 

gonadais no presente estudo, sugerem que BPA possui maior citotoxicidade que a 

Estrona. De fato, Janz and Van Der Kraak (1997) e Wood and Van Der Kraak (2002) 

mostram que hormônios naturais e fatores de crescimento podem atuar como fatores 

anti-apoptóticos nas gônadas de peixes, fato que pode explicar a baixa taxa de apoptose 

no tratamento com estrona e na mistura, quando comparados a BPA de forma isolada. 

Em suma, os resultados do presente estudo mostram que substâncias analisadas 

isoladamente podem apresentar comportamento diferente de quando administradas com 

outras substâncias. Este tipo de abordagem experimental, ainda que raras, são 

importantes para ampliar o conhecimento sobre a desregulação endócrina em peixes 

neotropicais e o entendimento sobre o comportamento de misturas de poluentes, 

situação frequentemente observada em ecossistemas aquáticos no mundo. 
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5. CONCLUSÕES GERAIS 

- O presente estudo mostrou que a exposição a metais pesados, estrona e bisfenol-A 

afetam negativamente o processo reprodutivo de Prochilodus argenteus e Astyanax 

bimaculatus. 

- A alta concentração de metais observada no rio Paraopeba, confirmada pela elevação 

na expressão de Metalotioneínas, certamente contribui para a desregulação do processo 

reprodutivo de machos e fêmeas em Prochilodus argenteus. 

- A presença de histopatologias e a modulação dos biomarcadores de desregulação 

endócrina de forma semelhante nos dois estudos, confirmam a capacidade estrogênica 

de todos os compostos analisados. 

- Apesar de sabidamente estrogênico, a exposição sub-aguda a 10µg/L de Bisfenol-A 

não foi capaz de alterar significativamente a expressão de Vtg e estradiol nos machos 

expostos. 

- Além das alterações moleculares, os peixes expostos a xenoestrógenos apresentaram 

modificações em parâmetros ecológicos importantes, como: alterações na morfologia 

ovocitária, elevação na taxa de atresia folicular e mudanças na proporção de células 

espermatogênicas. 

- E1 e BPA, quando misturados, não atuaram de forma sinergética na expressão de 

biomarcadores de desregulação endócrina e nos níveis de estradiol (E2) em machos de 

A. bimaculatus 
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