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Introducgao

Estrégenos podem ser divididos em naturais e sintéticos. Os naturais sdo
mais utilizados na reposi¢dao hormonal, enquanto os sintéticos sao aplicados em
métodos de contracepcdo. Os horménios naturais sdo compostos basicamente
por estradiol, estrona e estriol. Os dois primeiros sdo produtos de sintese
ovariana, enquanto o terceiro € consequéncia do metabolismo periférico do
estradiol e estrona (JUNIOR e ATHANAZIO, 2007; HOFFMAN et al., 2014).

A terapia de reposigdo hormonal (TRH) tem sua principal aplicagdo na
menopausa com 0 objetivo de diminuir os sintomas do climatério, além da
prevencao de doencas cardiovasculares e da osteoporose, aumentar os niveis
de colageno da pele e manter a expressao da sexualidade. Dentre os tipos de
estrogénio, encontramos sendo utilizados para TRH o 17-b-estradiol,
estrogénios conjugados, estriol, promestrieno, benzoato de estradiol, valerato de
estradiol e estradiol, sendo este ultimo um dos mais utilizados e que apresenta
maior eficiéncia (WIGODA et al., 1999).

O climatério contempla algumas mudangas que podem ocorrer em maior
ou menor intensidade, durante o periodo que acompanha a diminui¢ao da funcéo
ovariana (BRASIL, 2008). A idade média para ocorréncia do climatério & de 51
anos, mas, em alguns casos, ele pode acontecer precocemente decorrente de
varios outros fatores. O hipoestrogenismo que ocorre nesta etapa altera
consideravelmente o organismo, deixando as mulheres vulneraveis aos
disturbios causados pela deficiéncia de estrégenos. Esta diminuicdo dos niveis
hormonais pode gerar alteragdes ginecoldgicas e extra-ginecoldgicas (LARA,
2009).

Sao inumeros os sintomas relacionados, sendo o0s principais a

osteoporose, doencas cardiovasculares, alteracdes cutdneas e urinarias,
sudorese, fogachos, ansiedade e irregularidades menstruais, os quais
comprometem a qualidade de vida da mulher.
Buscando uma melhoria dessas condigbes surgiu a Terapia de Reposi¢ao
Hormonal - TRH, com a promessa de alivio dos sintomas e preveng¢ao de uma
série de doencas decorrentes dessa fase. Embora seu emprego venha
aumentando na populagao de mulheres, os efeitos a médio e longo prazos séo
controversos (PARDINI, 2014; ALVES, 2001).

Desta forma, a instituicdo de tratamento especifico, como a terapia
medicamentosa hormonal ou ndo hormonal e/ou terapias ndo medicamentosas
podem ser necessarias quando bem indicadas. Apesar dos riscos, a
hormonoterapia € ainda a escolha mais eficaz para o tratamento das
manifestacdes clinicas. O tratamento pela administracido de horménios visa, em
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especial, combater os sintomas vasomotores, o ressecamento vaginal (que
causa a dispareunia) e da pele, preservar a massa 6ssea, melhorar o sono,
impedir a deterioracdo da fungéo cognitiva e estimular a libido (BRASIL, 2008).

As sociedades cientificas internacionais entraram em consenso de que a
TH (terapia hormonal) deve ser iniciada para alivio dos sintomas desagradaveis
relacionados a redugao dos esterdides sexuais, como as alteragées menstruais,
fogachos/sudorese e aqueles consequentes a atrofia urogenital. A dose
administrada deve ser a minima eficaz para melhorar os sintomas, devendo ser
interrompida assim que os beneficios desejados tenham sido alcangados ou os
riscos superam os beneficios. Atualmente, a TH ndo deve mais ser iniciada com
0 objetivo de prevencao primaria ou secundaria de doenga cardiovascular. O
mesmo ocorre em relagao a osteoporose, em que a TH n&o é a primeira escolha
de tratamento, ja que existem outras condutas com resultados bastante
satisfatorios, a ndo ser que haja também outras indicacbes para a terapia
hormonal (BRASIL, 2008).

O potencial biolégico dos diferentes tipos de estrogenos depende
basicamente da afinidade de cada tipo de molécula ao seu receptor-alvo.
Demonstrou-se que o tempo de retengcédo do estradiol no receptor-alvo € maior
que o da estrona sendo, portanto, um hormdnio mais potente. O estriol € um
estrogénio fraco e sua afinidade com o receptor é de 20% a 30% quando
comparado com a molécula de estradiol (JUNIOR e ATHANAZIO, 2007).

O metabolismo dos estrégenos ocorre principalmente no figado onde a
estrona é transformada em estriol e epiestriol. Ha também a conjugacao de tais
metabdlitos em sulfatos e glicuronatos, que sao altamente hidrossoluveis e
facilmente excretados pelos rins. Metade dos estrégenos € excretada na urina
nas primeiras 24 horas (JUNIOR e ATHANAZIO, 2007). O estradiol age como
um dos fatores que aumentam a a¢ao do citocromo P450. Sendo que o citocromo
€ responsavel por facilitar a excrecao de xenobioticos, metabolismo hepatico de
bilirrubina, ativagdo ou desativacado de varios farmacos e toxinas (KAO et al.,
2017).

A maioria dos farmacos nao é completamente biodegradada e segundo
estudos preliminares realizados por SPONCHIADO et al. (2008) utilizando o
teste do Micronucleo, junto com a avaliagdo das Anormalidades Nucleares e
Ensaio Cometa infere-se o efeito genotéxico do 17 B-estradiol, tanto para
exposi¢cao aguda como a cronica aos residuos encontrados em corpos d’agua
proporcionam efeito genotdxico em eritrocitos de Oreochromis niloticus, o que
demonstra o potencial ecotoxicologico desta substancia.

Segundo SPONCHIADO, este horménio pode ser considerado uma substancia
com caracteristicas clastogénicas, indutor de danos no DNA, com potencial
mutagénico, para Oreochromis niloticus.
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A principal preocupacdo relacionada a TRH € o risco de cancer do
endomeétrio, sendo esta, a sétima neoplasia maligna mais comum do mundo,
com incidéncia dez vezes maior em paises desenvolvidos. Diversos estudos
apontam o aumento da incidéncia de casos de cancer de endométrio em
mulheres entre 50 e 70 anos que realizam TRH (MARINHO et al., 2001). Os
principais fatores de risco relacionados a hiperplasia endometrial e progressao
para o cancer estdo relacionados a hiperestimulacdo do endométrio pela
exposig¢ao crbénica aos altos niveis circulantes de estrogénio, sem oposicao de
efeitos antiproliferativos da progesterona e estrona (JUNIOR e ATHANAZIO,
2007).

As mulheres expostas de forma constante aos estrogénios endégenos ou
exogenos nao neutralizados pela progesterona apresentam maior risco para
desenvolverem hiperplasia e cancer do endométrio. O risco de cancer do
endomeétrio € 6 a 8 vezes maior em mulheres que usam estrogénio, comparado
as mulheres que ndo o usam. A associagao entre terapia hormonal do climatério
e cancer do ovario nao esta esclarecida. Um estudo de coorte com 44.241
mulheres na pds-menopausa concluiu que mulheres que usaram apenas
estrogénio como terapia de hormonal por mais de 10 anos apresentaram risco
significativo de desenvolverem céncer ovariano e mulheres que usaram por
pouco tempo estrogénio/progestogénio ndo apresentaram risco aumentado. A
relagdo entre o cancer de mama e a terapia hormonal € complexa. Existem
dezenas de estudos observacionais, caso-controle e coorte, com resultados nao
muito consistentes. Nao ha estudos randomizados duplo-cego. (MARINHO et al.,
2001).

O teste para deteccdo de mutagédo e recombinagcdo somatica ("Somatic
Mutation and Recombination Test" - SMART) foi desenvolvido por Graf et al.
(1984), sendo considerado um teste rapido, barato e que produz resultados
confiaveis, inequivocos e altamente reproduziveis. Utiliza como organismo teste
a Drosophila melanogaster, que apresenta as vantagens de ter um curto periodo
de geragcdo, o que possibilita a rapidez do teste, um pequeno numero de
cromossomos e linhagens muito bem caracterizadas geneticamente. A D.
melanogaster possui, ainda, o sistema enzimatico citocromo P450 semelhante
ao dos mamiferos, que permite 0 metabolismo de agentes xenobibticos (Baars,
1980 apud Graf et al., 1984; Span¢ et al., 2001). O SMART vem se mostrando
eficiente na avaliagdo de efeitos genotdxicos e antigenotoxicos para uma grande
diversidade de compostos, como mostram Valadares et al. (2004; 2007; 2008;
2010), Pereira et al. (2008), Fragiorge et al. (2007; 2008), Cardoso et al. (2015),
REZENDE et al. (2013) e NAVES et al.(2021).

Avaliagédo de potencial genotoxico € uma exigéncia da Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) para todo medicamento industrial
comercializado (Brasil, 2010). No entanto, os testes empregados sao limitados
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apenas a deteccdo de mutagcdes de pequeno porte, ndo abrangendo alguns
outros tipos de alteracbes genéticas de grande importancia como a
recombinacao somatica.

Diante da importancia e controvérsias sobre o uso do estradiol como repositor
hormonal e da escassez de maiores informagdes relacionadas a sua
genotoxicidade, este trabalho tem como objetivo avaliar possiveis efeitos
genotoxicos do estradiol em células somaticas de Drosophila melanogaster.

Objetivos

Este trabalho teve como objetivo avaliar a toxicidade do estradiol em
larvas de D. melanogaster para definicdo de concentragbes a serem utilizadas
em testes de mutacao e recombinacdo somatica.

Metodologia

Linhagens mutantes de D. melanogaster utilizadas e mantidas em frascos
de Y4 de litro contendo meio de cultura para Drosophila (820ml de agua, 25g de
fermento biolégico (Saccharomyces cerevisiae), 11g de agar, 150g de banana
amassada e 1g de nipagin) foram utilizadas para a realizagao de dois tipos de
cruzamentos experimentais: 1- cruzamento padrao (ST): fémeas virgens da
linhagem flare® (flr*/IN (3LR)TMS3, ri pp sep I(3) 89Aa bx34e e BdS) cruzadas com
machos da linhagem multiple wing hairs (mwh/mwh) (GRAF et al., 1984); 2-
cruzamento da alta bioativacdo (HB): fémeas virgens da linhagem ORR/flare®
(ORR/ORR; fIr3/ In (3LR) TM3, ri pp sepl (3) 89 Aa bx34e e BAS cruzadas com
machos da linhagem multiple wing hairs (mwh/mwh) (GRAF; VAN SCHAIK,
1992).

Os ovos foram coletados por um periodo de 8 horas em frascos contendo
uma base solida de agar (3% de agar em agua) e uma camada de fermento
suplementado com sacarose. Larvas de 3° estagio (7214 horas), provenientes
de ambos cruzamentos, foram lavadas com agua destilada e coletadas com o
auxilio de uma peneira de malha fina. Em seguida, foram submetidas a
tratamento crénico (aproximadamente 48 horas) em frascos contendo 1,5g de
meio de cultura alternativo (puré de batata instantdneo Yoki®) e 5ml de solugao
aquosa de estradiol em diferentes concentragdes.
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Foi utilizado 17-b-estradiol micronizado, comercializado sob o nome
NATIFA (Laboratério LIBBS, Sao Paulo - SP, Brasil). Apés a maceragao de
comprimidos, a solugao de estradiol foi preparada em agua destilada estéril em
diferentes concentragdes (2,0; 1,0; 0,5; 0,25; 0,125 mg/mL). Como controle
negativo foi utilizado agua destilada estéril e, como controle positivo, uretano
0,891 mg/mL.

Para o teste de sobrevivéncia foram adicionadas 10 larvas de terceiro
estagio em cada frasco de experimento, os quais foram realizados em triplicata.
Foi contabilizado o nuamero de individuos adultos que eclodiram em cada
tratamento, os quais foram coletados e conservados em alcool 70%. A partir do
teste de sobrevivéncia de larvas de D. melanogaster foram determinadas as
concentragdes a serem utilizadas nos experimentos de mutagenicidade.

Resultados e discussoes

Os resultados obtidos nos os tratamentos das larvas provenientes dos
cruzamentos ST e HB, em trés repeticbes (R1, R2 e R3), com as diferentes
concentracdes de estradiol (EST) e seus respectivos controles (uretano e agua)
estao apresentados na Tabela 1.

Observou-se que as concentragdes mais elevadas de estradiol (2,0 € 1,0
mg/mL) apresentaram menor taxa de sobrevivéncia, tanto nos descendentes do
cruzamento ST quanto HB, inclusive a total mortalidade das larvas na
concentragdo de 2,0 mg/mL de estradiol nos descendentes de HB (nas trés
repeticdes do experimento).

Tabela 1 - Taxa de sobrevivéncia de larvas de D. melanogaster provenientes
dos cruzamentos padréo (ST) e de alta ativagdo metabdlica (HB) tratadas com
diferentes concentragdes de estradiol ( EST 2,0; 1,0; 0,5; 0,25 e 0,125 mg/mL) e
seus respectivos controles positivo (uretano 0,891 mg/mL) e negativo (agua
destilada estéril) em trés repeti¢oes.

CRUZAMENTO| TRATAMENTO |R1 R2 R3|TOTAL|% DE SOBREVIVENCIA
| AGUA 10 9 10| 29 96,7 |
EST20mg/mL |3 0 4| 7 | 23,3
o EST10mgmL |4 5 2| 11 | 36,7
ESTO5mgmL |6 9 8| 23 | 76,7
EST025mgimL |5 8 8| 21 | 70,0
EST0,125mg/mL| 9 10 10| 29 | 96,7
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URE089TmgmL|7 7 9| 23 | 76,7

AGUA | 9 '10'10\ 29 \ 96,7
EST20mg/mL [0 0 0| 0 | 0,0
EST10mg/mL [1 1 0| 2 | 6,7

HB ESTO5mg/mL |3 4 4| 11 | 36,7
EST025mg/mL |6 5 6| 17 | 56,7
EST0,125mgimL|9 8 8| 25 | 83,3

URE 0,891 mg/mL| 8 9 9| 26 | 86,7

Resultados semelhantes foram encontrados por VIEGA et al. (2020), avaliando
a toxicidade do estradiol em testes com Arfemia salina, onde verificaram também maior
toxicidade nas concentragdes mais altas da droga.

O percentual de sobrevivéncia apresentou indice de correlagdo entre
dose/resposta de -0.9304496028947585 para os individuos do cruzamento ST e de -
0.8830162502850487 para HB, mostrando a dependéncia da sobrevivéncia
inversamente proporcional a dose utilizada. Os dados de correlagao e a regressao linear
para cruzamentos estdo representados na Figura 1.
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Figura 1 - Representacdo da correlagdo do percentual de sobrevivéncia de
larvas de D. melanogaster com a concentragao de estradiol utilizadas nos
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tratamentos de individuos descendentes dos cruzamentos padrdo (ST) e de alta
ativacdo metabdlica (HB).

Considerando a necessidade de um numero suficiente de individuos para
analises conclusivas dos testes de mutagenicidade, os dados de sobrevivéncia
indicaram como concentragdes mais adequadas as dilui¢des de estradiol a partir
de 0,5 mg/mL.

Testes de sobrevivéncia e toxicidade associados ao SMART séao
importantes para determinagcdo das concentragbes a serem utilizadas nos
experimentos de mutagenicidade, como também auxiliam na elucidagdao das
atividades bioldgicas das drogas avaliadas. Tal associagédo de experimentos vem
sendo utilizada em outros trabalhos como de REZENDE et al. (2013) e NAVES
et al. (2021).

Conclusoes

Os resultados observados mostraram que estradiol apresenta mais
toxicidade nas maiores concentragbes testadas (2,0 e 1,0 mg/mL) tanto nos
descendentes do cruzamento padrao (ST) quanto de alta ativagcdo metabdlica
(HB), sugerindo as concentragdes menores que 0,5 mg/mL para realizagao dos
testes de genotoxicidade.

Perspectivas

Os dados de sobrevivéncia e toxicidade permitiram a realizagdo dos
experimentos de mutagenicidade, desenvolvidos em outros planos de trabalho
associados a esse mesmo projeto. Nas proximas etapas serao realizadas outras
modalidades de avaliagdo, sugerindo ainda testes complementares com outros
modelos bioldgicos para posterior comparacgao.
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