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Resumo: o hormoénio 17a-metiltestosterona (MT) é utilizado na piscicultura para a
masculinizacdo de alevinos e seu excesso pode contaminar recursos naturais, causando
alteracdes nos ecossistemas aquaticos. O objetivo do estudo foi avaliar a genotoxicidade
e mutagenicidade deste hormoénio por meio do sistema-teste de Allium cepa (cebola).
Foram testadas duas concentragdes de MT, 750 e 1500 pg L-1, utilizando agua destilada
como controle negativo e metil-metanosulfonato como controle positivo. Foram
avaliadas as frequéncias de aberragcdes cromossémicas (AC), de anormalidades
nucleares (AN), de células binucleadas (CB) e de microntucleos (MN) nas células em
divisdo da regido meristematica das raizes de cebola. As comparagdes foram realizadas
usando one-way ANOVA e, quando houve diferenca (p<0,05), o teste de Dunnett foi
aplicado. Observou-se pequeno aumento na formacao de AC, porém nado foi
estatisticamente significativo. A formacao de MN e as AN na concentragdo de 750 pg L1
foram estatisticamente significativas, ficando o alerta para uma acao mutagénica do
hormonio.

Palavras-chave: desregulador enddcrino; esteroide; brotos nucleares.

Mutagenic and genotoxic analysis of 17a-methyltestosterone hormone by Allium
cepa test system

Abstract: 17a-Methyltestosterone (MT) hormone is used in fish farming for the
masculinization of fingerlings. The excess of MT can contaminate natural resources,
causing changes in aquatic ecosystems. The aim of this study was to evaluate the
genotoxicity and mutagenicity of the hormone MT by the Allium cepa (onion) test
system. Two MT concentrations, 750 and 1500 pg L1, were tested. Negative control
(distilled water) and positive control (methyl-methanesulfonate) were used. The
frequency of chromosomal aberrations (CA), nuclear abnormalities (NA), binucleated
cells (BC) and micronuclei (MN) in the dividing cells of the meristematic region of the
onion was analyzed. Comparisons were performed using one-way ANOVA. When there
was difference (p <0.05), the Dunnett test was applied. There was a slight increase in CA
formation, but it was not statistically significant. The formation of MN and NA at the
concentration of 750 pg L1 was statistically significant, alerting to a mutagenic action of
the hormone.
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Introduc¢ao

O hormonio 17a-metiltestosterona
(MT) tem sido utilizado na piscicultura
para a masculinizagdo de alevinos de
tildpias-do-Nilo (Oreochromis niloticus),
para obtencdo de populacdo monossexo
de machos. O macho apresenta um
crescimento mais rapido, é maior e
produz mais carne. Além dessas
vantagens, a populacdo monossexo evita
a reproducdo precoce e a consequente
superpopulacdo, reduzindo a taxa de
crescimento da populacao (VALENTIM-
ZABOTT etal., 2008).

A administracdo de MT se da por
meio de banhos de imersao contendo o
hormonio ou adicionando-o na racgao
que é fornecida aos peixes (MELLITO DA
SILVEIRA et al., 2018).

Apébs seu uso, os efluentes dos
tanques sdo lancados, sem tratamento,
nos corpos hidricos, atingindo
ecossistemas aquaticos e
consequentemente o ser humano por
meio da ingestdo de agua contaminada
(AMORIM, 2013).

A exposi¢do ao hormonio MT tem
levado a: interferéncia na diferenciagao
sexual de crocodilos, inibicdo de fatores
bioquimicos em embrides de peixe-
zebra, diminui¢do na produg¢do de ovos
de Pimephales promelas (MURRAY et al.,
2016; RIVERO-WENDT et al, 2016;
ZERULLA et al, 2002), entre outras
alteragoes. Conforme Rivero-Wendt et
al. (2013), MT influenciou
significativamente = o  desempenho
reprodutivo de Biomphalaria glabrata,
diminuindo o numero de desovas
especialmente na menor concentragao
testada de 0,01 mg L-1.

Esses dados tém causado grande
alerta, pois suas alteracdes ocorrem em
concentracdes muito baixas, sendo
necessarios estudos aprofundados para

estimar os efeitos téxicos que o MT
causa nos organismos.

A avaliagdo de  alteragdes
cromossOmicas em raizes de Allium cepa
(cebola) é um método toxicoldgico,
sendo validado, pelo Programa
Internacional de Seguranga Quimica
(IPCS, OMS) e o Programa Ambiental das
Nagdes Unidas (UNEP), como um
eficiente  teste para andlise e
monitoramento in situ da
genotoxicidade de substancias
ambientais (CABRERA; RODRIGUEZ,
1999).

De acordo com Grant (1982) e
CaritA e Marin-Morales (2008), o
sistema-teste com A. cepa é um eficiente
método para analisar a genotoxicidade e
mutagenicidade de ambientes aquaticos
contaminados e o potencial genotdxico
de substdncias quimicas, por sua
sensibilidade e boa correlacio com
sistemas teste de mamiferos. O sistema-
teste de A. cepa é um teste de resposta
rapida, de baixo custo e é favoravel na
avaliagdo de danos cromossdémicos e
alteragdes no ciclo mitético por ter
cromossomos grandes e reduzidos
(2n=16), tornando assim um teste
amplamente utilizado no
monitoramento de  contaminacgdes
ambientais (LEME e MARIN-MORALES,
2009).

O sistema-teste de A. cepa tem sido
utilizado ha mais de 40 anos para
detectar agentes mutagénicos,
contribuindo para a aplicagdio no
monitoramento ambiental, além de ter
baixo custo, facil manuseio e curta
duracao. Esse teste apresenta resultados
consistentes que podem servir de alerta
para outros sistemas bioldgicos, pois o
DNA é comum a todos os organismos,
caracterizando uma ferramenta
importante para estudos de
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monitoramento ambiental (LEME e
MARIN-MORALES, 2009).

O sistema-teste A. cepa é utilizado
no mundo todo, com o objetivo de
identificar agentes mutagénicos e
genotodxicos no ambiente (DE CASTRO E
SOUSA et al, 2017; DUARTE et al,
2017).

Testes biolégicos de toxicidade e
genotoxicidade sdo indispensaveis para
a avaliagdo das rea¢des de organismos
vivos a poluicdo ambiental (ANDRADE,
2012). Com isso este estudo busca
avaliar a genotoxicidade e
mutagenicidade de MT, nas
concentragdes de 750 e 1500 pg L1 por
meio do sistema-teste de A. cepa.

Material e Métodos

As sementes de cebola foram
colocadas para germinar em placas de
Petri contendo papel filtro e 4gua
destilada, colocadas em incubadora BOD
com temperatura controlada de 25°C e
fotoperiodo de 12 horas de luz e 12
horas de escuro. Apds aproximadamente
3 dias, quando as raizes atingiram 1 cm
de comprimento, a placa de Petri e o
papel filtro foram trocados por novos e
as sementes foram expostas as
concentracoes de 750 e 1500 pg L1 de
MT, por mais 72 horas, juntamente com
o controle negativo contendo somente
adgua destilada e o controle positivo
contendo metil-metanosulfonato (MMS)
na concentracgao de 4x10-4 mol L-1, sendo
uma substancia de referéncia que possui
carater mutagénico (SILVEIRA et al,
2018). As concentragées de MT foram
determinadas por meio de estudos
prévios.

Apés as 72 horas, houve a
preparacdo das raizes que foram fixadas
em Carnoy (3:1) por 24 horas. Em
seguida, as raizes foram submetidas a

hidrélise com HCI 1 mol L1 em banho-
maria por 8 minutos a 60°C.
Posteriormente foram transferidas para
um recipiente dambar contendo Reativo
de Schiff, no qual foram deixadas por 40
minutos para corar o material genético.
Apbés, em uma lamina a regido
meristematica foi cortada com auxilio de
gilete e adicionada uma gota de solucdo
de carmim acético a 2% m/v para
evidenciar o citoplasma. A laminula foi
colocada sobre o material na lamina,
aquecida e macerada para espalhar as
células e comprimida com o polegar. A
montagem das laminas seguiu o
protocolo proposto por Grant (1982).
Foram realizadas trés repeticbes para
cada tratamento. Foram contadas 5000
células por repeticio. O material foi
observado em microscopio éptico em
aumento de 400x, sendo verificada a
presenca de aberragdes cromossoOmicas
(AC) e anormalidades nucleares (AN),
que sdo indicativos de genotoxicidade,
células binucleadas e células
micronucleadas (MN), evidenciando
mutagenicidade (RIBEIRO, 2003).

A distribuicdo dos dados e a
normalidade foram verificadas pelo
teste de Kolmogorov-Smirnov. Todas as
comparagoes foram realizadas usando
one-way ANOVA. Quando diferencgas
significativas foram observadas (p
<0,05) ap6s a comparagdo com O
controle negativo, o teste de Dunnett foi
aplicado. O SigmaPlot 11.0 (Systat
Software, Inc., Chicago, IL) foi usado
para realizar as analises estatisticas.

Resultados e discussiao

As fases que sao consideradas
normais e as alteracdes encontradas na
divisao celular nos meristemas de Allium
cepa podem ser localizadas na Figura 1.
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Figura 1. Células meristematicas de Allium cepa em divisao celular. Imagens do controle
negativo e dos dois tratamentos com 17a-metiltestosterona. Ampliacdo de 400x. A)
Intérfase. B) Profase normal. C) Metafase normal. D) Anafase normal. E) Tel6fase
normal. F) Célula binucleada. G) Nucleo lobulado. H) Broto nuclear. I) Células com dois
micronucleos. ]J) Célula com micronucleo. K) Préfase com micronucleo. L) Metafase com
perda cromossOmica. M) Anafase com ponte. N) Anafase com perda e multipolaridade.

0) Anafase com ponte e perda. Fonte: a autora.

As aberragcdes cromossomicas
(Figura 1. L, M, N e O) podem ocorrer
espontaneamente ou pela exposicao a
agentes fisicos ou quimicos, sendo
caracterizadas por mudancas
estruturais de um cromossomo ou no
numero total de cromossomos (RUSSEL,
2002). De acordo com Leme e Marin-
Morales (2009), existem agentes
clastogénicos que induzem quebras
cromossOmicas, e agentes aneugénicos
que resultam em perdas cromossomicas,
atrasos, multipolaridade, pontes, c-
metafases e aderéncias.

Os micronucleos (Figura 1.1, ] e
K) sdo menores que o nucleo principal,
contém material cromatinico, e sao
provenientes de quebras (fragmentos de
Cromossomos) ou perdas
cromossOmicas (cromossomos inteiros),
nao sendo incluidos no nucleo principal

durante a mitose (FENECH et al,, 1999;
MANELLI-OLIVEIRA et al, 2003;
BONOMO, 2014). Além das perdas e
quebras alguns autores citam também a
formagdo de micronucleos por meio de
distirbios do fuso mitético (MANELLI-
OLIVEIRA et al.,, 2003) e consequéncia
de danos nas células parentais, ndo
reparados ou reparados de forma errada
(BONOMO, 2014).

Para Carita e Marin-Morales
(2008) aberragoes cromossdmicas
podem levar também a anormalidades
nucleares (Figura 1, G e H). Os nucleos
lobulados sdao decorrentes de anafases
multipolares com pontes
cromossomicas. No momento da
reestruturacado nuclear, o envoltério
acompanha a distribui¢do irregular do
material genético. Os brotos nucleares
tém relacdo com a reorganizacdo do

Acta Iguazu, Cascavel, v.8, n.5 - Suplemento, p. 52-59, 2019



56

VENTURA et al.

envoltorio nuclear, no qual o broto se
desprende do nucleo formando um
micronucleo, podendo ser expulso da
célula sob a forma de minicélula
(CARITA E MARIN-MORALES, 2008).

As células binucleadas (Figura 1.
F) podem ser formadas por meio da
divisdo mitética a partir de uma célula

processo incompleto da divisdo celular
(MANELLI-OLIVEIRA et al., 2003).

Os resultados dos testes com MT
mostraram que as duas concentragoes
testadas, 750 e 1500 pg L1, induziram
altera¢des nas células meristematicas de
A. cepa expostas por 72 horas, em
relagdo ao controle negativo (Tabela 1).

binucleada pré-existente ou por um

Tabela 1. Média de anormalidades encontradas em células meristematicas de Allium
cepa expostas ao 17a-metiltestosterona por 72 horas.

TRATAMENTOS MN AN CB AC
CN 11,33 19,33 2,66 13,66
CP 79,66* 56,33* 10,66 29,00
750 pg L1 25,33* 41,66** 6,66 29,66
1500 pg L1 14,66 22,66 6,66 26,00

Fonte: a autora. CN: Controle Negativo; CP: Controle Positivo; MN: Micronucleos; AN: Anormalidades Nucleares; CB:
Célula Binucleada; AC: Aberragdes CromossOmicas; *Diferencas estatisticamente significativas em relagdo ao controle
negativo pelo teste de Dunnett. ** Diferencas estatisticamente significativas em relacdo ao controle negativo pela
ANOVA.

Diferencga estatistica na
frequéncia de MN foi detectada (p<0,05)
por meio do teste de Dunnett e para AN
a diferenga estatistica (p<0,05) foi
detectada pela ANOVA.

Na Tabela 2 pode-se observar
que na concentracdo de 750 pg L1 os
resultados de MN e AN foram
estatisticamente  significativos  em
relacdo ao controle negativo.

Tabela 2. Média e desvio-padrao das frequéncias de MN, AN, CB e AC, por 5000 células,
em raizes de Allium cepa expostas aos tratamentos com 17a-metiltestosterona e
controles negativo e positivo.

MN AN CB AC

CN 0,0016 = 0,00387 0,000533 0,00407 =

0,0008 0,0018 0,0005 0,002
cP 0,0159 0,0113 0,00213 £ 0,00633 +
0,00075* 0,00349* 0,00101 0,00284

750 g L1 0,00507 0,00833 * 0,00133 = 0,0064 *
He 0,00237* 0,0014** 0,0005 0,00072
0,00293 = 0,00453 = 0,00133 = 0,00627

1 ) ) ) )
1500 pg L 0,00080 0,0016 0,00075 0,0029

Fonte: a autora. CN: Controle Negativo; CP: Controle Positivo; MN: Microntcleos AN: Anormalidades Nucleares; CB:
Célula Binucleada; AC: Aberragdes Cromossdmicas; *Diferencas estatisticamente significativas em rela¢do ao controle
negativo pelo teste de Dunnett. ** Diferencas estatisticamente significativas em relagdo ao controle negativo pela
ANOVA.
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Micronucleos e anormalidades
nucleares sao produtos de aberracgdes
cromossOmicas. Apesar da concentragao
de 1500 pg L1 de MT ndo ter
apresentado dados estatisticamente
significativos, pode-se observar na
Tabela 1 que houve aumento de
aberracdes cromossdémicas em relacdo
ao controle negativo, ndo descartando a
hipétese de que tais alteragdes
acarretariam em produtos como
anormalidades nucleares e
micronucleos, como encontrados na
concentracao de 750 pg L-1.

Em estudos feitos por Rivero-
Wendt et al. (2013), na concentracao de
0,01 mg L1 de MT, wverificou-se
alteracdes na frequéncia de MN e AN em
Astyanax bimaculatus, evidenciando-se
que o MT tem ac¢do genotodxica
moderada e causa altera¢des no sistema
reprodutivo de espécies nativas,
demonstrando risco ambiental.

A baixa frequéncia de alteracoes
encontradas nas concentragdes testadas
de MT pode ser explicada por Cavalieri
et al. (2000). De acordo com o autor, 0s
ensaios de mutagenicidade detectam
frequéncia de alta mutagdo de
substancias carcinogénicas potentes, e
estrogénios podem ser fracamente
mutagénicos. Nesse sentido os autores
citam que as condi¢des do ensaio de
mutagenicidade podem ter que ser
redesenhadas para detectar baixas
frequéncias de mutacdo em multiplos
loci génicos com alta exatidado e precisao.

Duas possiveis explicacdes para a
diminuicdo na frequéncia de
anormalidades na concentracdo mais
alta do hormdnio envolvem a possivel
adsor¢do nas fibras celulésicas, por
interacdo quimica com os grupos
hidroxila, diminuindo a disponibilidade
para as células e a possibilidade de
formacao de aglomerados ou a
dimerizac¢do (unido de dois mondmeros)
da  molécula que altera suas

propriedades quimicas e pode afetar sua
interagdo com as células da A. cepa
(DELLAGRECA et al., 2002).

Diante do exposto é
indispensavel que tenham estudos mais
aprofundados desta substancia, obtendo
assim um valor maximo de langamento
nos corpos hidricos, para que o
hormonio seja inserido na Resolugdo n?
357/2005 do CONAMA, para que haja
tratamento dos efluentes das
pisciculturas para posterior lancamento
nos corpos hidricos, minimizando assim
possiveis danos aos ecossistemas
aquaticos.

Conclusao

A formacdo de microntcleos e
anormalidades nucleares observadas na
concentracao de 750 pg L1 de 17a-
metiltestosterona foi estatisticamente
significativa, ficando o alerta para ac¢do
mutagénica deste hormonio. Isto implica
também em estabelecer controles para
evitar a contaminacdo de recursos
naturais.
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