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RESUMO

Os farmacos sdo contaminantes emergentes ndo regularmente monitorados e constantemente
sendo introduzidos no ecossistema aquatico e seus impactos em organismos nao-alvo ainda séo
mal compreendidos. Como priori, a metformina (MET) € um dos hipoglicemiante mais utilizados
no tratamento de Diabetes Mellitus Tipo 2, cuja presenca em ambientes aquaticos tem sido
detectada em concentragdes preocupantes em todo o0 mundo e causando efeitos indesejaveis a
biota aquatica e ao ecossistema local. O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos
potencialmente toxicos da exposicdo aguda de MET no teledsteo amazonico Colossoma
macropomum, com énfase as alteragdes do metabolismo energético. Os peixes foram separados
aleatoriamente em quatro grupos (n=10) controle e expostos a diferentes concentragdes
ambientais de MET (10 ug L%, 80 ug L e 400 pg L), por 48h. Uma coleta de sangue foi
realizado para analises dos parametros hematologicos e separacdo do plasma. Amostras de
figado e musculo foram coletados e congelados para analises de biomarcadores bioquimicos do
metabolismo energético. Sub-amostras foram fixadas para andlises histopatologicas. Apos
analise diferencial de leucdcitos, observou-se um aumento significativo de mondcitos
circulantes nos grupos tratados em comparag¢do com o grupo controle, sugerindo uma agédo do
sistema imunol6gico em resposta as concentracdes de MET de forma dependente. Houve
também ajustes no metabolismo energético, evidenciado pela reducdo de glicogénio hepatico
no grupo exposto a 10 ug L para manter a glicemia plasmatica e diminuicio de aminoacidos
livresno plasma com aumento significativo em musculo branco, foram as alteracdes mais
pronunciadas. O aumento de concentracdo da MET indica uma resposta concentracéo-
dependente, podendo inferir que descarte exacerbado desse farmaco no ambiente, possa levar a
efeitos deletérios aos peixes quando submetidos as concentracdes altas e longas exposicdes. Em
exposicdo aguda de 48h, ndo se observou hepatoxicidade quanto a analise de morfologia
hepatica, entretanto, hd um recrutamento metabolico para desintoxicacdo e sobrevivéncia do

animal.

Palavras chave: cloridrato de metformina; ecotoxicologia; toxicidade; metabdlitos;

hepatotdxico.



ABSTRACT

Pharmaceuticals are emerging contaminants that are not regularly monitored and are constantly
being introduced into the aquatic ecosystem, and their impacts on non-target organisms are still
poorly understood. As a priority, metformin (MET) is one of the most widely used
hypoglycemic agents in the treatment of Type 2 Diabetes Mellitus, whose presence in aquatic
environments has been detected at concerning concentrations worldwide, causing undesirable
effects on aquatic biota and the local ecosystem. The aim of this study was to evaluate the
potentially toxic effects of acute exposure to MET on the Amazonian teleost Colossoma
macropomum, with emphasis on alterations in energy metabolism. The fish were randomly
divided into four groups (n=10) control and exposed to different environmental concentrations
of MET (10 pug L, 80 ug L, and 400 pg L) for 48 hours. Blood samples were collected for
hematological analysis and plasma separation. Liver and muscle samples were collected and
frozen for biochemical biomarker analysis of energy metabolism. Subsamples were fixed for
histopathological analysis. After the leukocyte differential analysis, a significant increase in
circulating monocytes was observed in the treated groups compared to the control group,
suggesting an immune system response to MET concentrations in a dose-dependent manner.
There were also adjustments in energy metabolism, evidenced by a reduction in hepatic
glycogen in the group exposed to 10 ug L to maintain plasma glucose and a decrease in free
amino acids in plasma with a significant increase in white muscle, being the most pronounced
alterations. The increase in MET concentration indicates a concentration-dependent response,
suggesting that the exacerbated disposal of this drug into the environment may lead to
deleterious effects on fish when exposed to high concentrations and long exposures. In acute
exposure of 48 hours, no hepatotoxicity was observed in the analysis of hepatic morphology;

however, there is a metabolic recruitment for detoxification and animal survival.

Keywords: metformin hydrochloride; ecotoxicology; toxicity; metabolites; hepatotoxic.
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CAPITULO I: INTRODUCAO GERAL

1 INTRODUCAO
1.1 Contaminacao do ecossistema aquético por farmacos

Com o desenvolvimento das inddstrias quimicas, farmacéuticas e agricolas, muitas
substancias quimicas sdo constantemente introduzidas no meio ambiente, tornando-se um
problema cada vez mais preocupante (TKACZYK; MITROWSKA; POSYNIAK, 2020). Os
Contaminantes Emergentes (CEs), sdo caracterizados como compostos quimicos nao
regularmente monitorados e por terem efeitos indesejaveis conhecidos ou suspeitos sobre os
seres humanos e ecossistemas sdo considerados produtos que necessitam de estudos
ecotoxicoldgicos. Dos produtos enquadrados na categoria de CEs, destacam-se os farmacos,
pois quando disponiveis na &gua geram inquietacGes em relacdo aos possiveis danos na fauna
aquéatica (RODRIGUEZ-NARVAES et al., 2017).

Os produtos farmacéuticos sao definidos como medicamentos de prescricdo, de balcao
e terapéuticos veterinarios, que tém por finalidade prevenir ou tratar doengas em humanos e
animais, melhorando deste modo, a qualidade de vida diaria (EBELE; ABDALLAH;
HARRAD, 2017). Tais produtos sdo fabricados por seus efeitos fisioldgicos especificos, sendo
amplamente utilizados pela populacéo, entretanto, muitos de seus impactos em organismos nao-
alvo séo desconhecidos (LI et al., 2019). Estas substancias podem chegar neste meio aquatico
através do descarte doméstico ou como residuos de farmacos produzidos em larga ou pequena
escala (Figura 1), ocasionando efeitos de forma aguda, sobretudo, em exposi¢do prolongada, e

prejudicar a saide humana e ambiental (PINTO et al., 2016).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0048969720307324?casa_token=8NLlnalnlZIAAAAA:cwHc8M5Bkn3Id7P_kwEDmY7pfhc2fXTw-fYQHMkOsWzvRWu9v4gNL7Nqzlj-2IIWUDb5scTGA2Q#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0048969720307324?casa_token=8NLlnalnlZIAAAAA:cwHc8M5Bkn3Id7P_kwEDmY7pfhc2fXTw-fYQHMkOsWzvRWu9v4gNL7Nqzlj-2IIWUDb5scTGA2Q#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0048969720307324?casa_token=8NLlnalnlZIAAAAA:cwHc8M5Bkn3Id7P_kwEDmY7pfhc2fXTw-fYQHMkOsWzvRWu9v4gNL7Nqzlj-2IIWUDb5scTGA2Q#!
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Figura 1: Representacdo esquematica das possiveis rotas dos farmacos no meio ambiente.
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Fonte: Américo et al., 2013, adaptado de Bila e Dezotti, 2003.

A presenca de residuos farmacoldgicos em recursos hidricos implica em maltiplas vias
de acdo, podendo interferir de modo significativo na fisiologia e, consequentemente, na
sobrevivéncia de organismos ndo-alvos, além de causar efeitos secundarios, aos quais podem
alterar seu sistema imunoldgico, tornando-os mais susceptiveis a presenca de parasitas e
doencas (REIS FILHO et al., 2007).

O uso de farmacos pelos seres humanos ja existe ha algumas décadas, porém, este
consumo tem aumentado significativamente, ndo somente em termos numéricos, mas também
quanto ao potencial das drogas utilizadas (NUNES, 2010; CHIA et al., 2021). Os farmacos
podem ser considerados contaminantes pseudopersistentes devido a sua continua introdugao no
meio ambiente através das aguas residuais, sendo, portanto, este um dos principais motivos de
sua preocupacdo como contaminantes ambientais (GROS; PETROVIC; BARCELO, 2007).
Devido a natureza hidrofilica e meia-vida relativamente longa a grande as estacfes de
tratamento de aguas residuais s&o ineficientes na remog¢éo da maioria desses produtos (DONG
et al., 2013; DE OLIVEIRA et al., 2020). No Brasil essa questdo é ainda mais preocupante,

uma vez que o saneamento basico apresenta infraestrutura precaria, levando em consideracédo
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que muitas regides do pais ainda ndo possuem acesso a sistemas de tratamento de esgoto
(STARLING; AMORIM; LEAO, 2019).

1.2 Metformina

A Metformina (MET) (cloridrato de 1,1-dimetilbiguanida) (Figura 2) é atualmente o
hipoglicemiante oral mais utilizado para o tratamento de Diabetes Mellitus Tipo 2(DM2), um
disturbio crénico em que a insulina ndo se liga ao quimiorreceptor localizado nos hepatdcitos
para sinalizar a entrada de glicose no figado e musculo. Pertencente a familia das biguanidas,
este farmaco inicialmente extraido da planta Galega officinalis, é utilizado desde a IdadeMédia,
e persiste até os dias atuais devido a sua notavel eficécia, baixa toxicidade e de-poucos efeitos
adversos, além de reduzir as chances de problemas vasculares e sobrepeso durante o tratamento.
Outros efeitos benéficos além do controle glicémico sdo relatados para o uso da MET como
cancer, sindrome do ovario policistico e obesidade devido as suas diferentes propriedades
biolégicas (NETO et al.,, 2015; MANIAR et al., 2017; LV; GUO, 2020; MANIQUE,
FERREIRA, 2022).

Figura 2: Estrutura molecular da Metformina
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Fonte: Souza et al., 2012.

Apos a administracdo da MET, a substéncia localiza-se, principalmente no figado e
musculo e desencadeia uma inibicdo da cadeia respiratoria mitocondrial dos hepatocitos, o
complexo | da cadeia transportadora de elétrons. Assim, devido a queda da disponibilidade
energética, a sintese de glicose através da gliconeogénese diminui para criar um equilibrio.
Dessa forma, a queda simultanea dos niveis de Adenosina Trifosfato (ATP) e 0 aumento da

quantidade de Adenosina monofosfato (AMP) ajudam a inibir a gliconeogénese, enquanto a


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0273230017304105#bib57
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alta concentracdo de AMP desempenha um papel inibidor chave na supressao da sinalizacao da
proteina quinase ativada por AMP, bem como da frutose-1,6-bifosfatase (FBPase), que é uma
enzima essencial necesséria durante a sintese de glicose. Também ir& desencadear a ativacao da
proteina quinase ativada por adenosina monofosfato 5' (AMPK). Assim, a producéo de glicose
e lipidios/colesterol é interrompida (RENA et al., 2017). O mecanismo de acdo da MET é
melhor ilustrado na Figura 3.

Figura 3: Mecanismo de acdo da metformina e as respostas intracelulares.
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Fonte: adaptado de Rena et al., 2017.

No Brasil ainda ha poucas pesquisas sobre as concentracdes de MET no ecossistema
aquatico. Em Juiz de Fora, pesquisadores avaliaram a presenca de farmacos no Rio Paraibuna,
e detectaram que os niveis de concentra¢Ges desse hipoglicemiante foram incomparavelmente
mais altos que os demais contaminantes (4471 ng L™?). Durante o periodo de analises, uma
pesquisa sobre o consumo desta droga foi realizada na cidade, e concluiram que os niveis de
concentracdes ambientais estdo intrinsicamente relacionados ao seu alto consumo (QUADRA
et al., 2021). Em Portugal, foram detectados niveis de concentracfes de metformina entre 0,70
e 325 ug Lt em afluentes e efluentes (SANTOS et al., 2013; de JESUS GAFFNEY et al.,
2017). A MET também foi detectada nas &guas superficiais do Mar Vermelho em uma
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concentracéo de 4,8 ug L (ALI et al., 2017). Ambrosio-Albuquerque et al. (2021) relataram
as concentracGes de MET medidas em todo o mundo, com valores que variam entre ng e ug,
encontradas inclusive em agua potavel. O elevado consumo de MET, combinado com uma
extensdo insuficiente do metabolismo humano (80%), resulta em altos niveis deste farmaco em
aguas residuais, seguido por sua liberacdo no ambiente aquatico devido a remocdo incompleta
durante o tratamento de &guas residuais (SCHEURER et al., 2012; TRAUTWEIN;
KUMMERER, 2011; TRAUTWEIN et al., 2014; BRADLEY et al., 2016).

Alguns estudos utilizando peixes como bioindicadores ja relataram alguns dos efeitos
toxicos do antidiabético MET em organismos aquaticos. Niemuth et al. (2015) avaliaram 0s
efeitos do farmaco em concentracfes de Pimephales promelas, e seus resultados demonstraram
que a MET induziu uma regulacdo positiva no gene VTG em peixes machos, indicando
desregulacdo enddcrina. Os estudos de Ussery et al. (2018) demonstraram que a exposi¢éo de
Oryzias latipes a MET e 100, 32, 10, 3,2 e 1,0 pg L™ causou alteragGes de varios metabdlitos
associados a energética celular, inclusive no peso. Expondo embribes de Salmo trutta fario a 5
diferentes concentracdes de MET (1, 10, 100 e 1000 pg L), Jacob et al. (2018) observaram
que o contaminante provocou aumento no glicogénio hepatico das larvas expostas em maior
concentracdo. Diante disto, € importante a realizacdo de estudos que demostre o impacto da
MET nos parametros bioquimicos e fisioldgicos dos peixes, uma vez que os trabalhos na

literatura sdo escassos.

1.3 Peixes como bioindicador

Os peixes podem ser encontrados em todo o ambiente aquatico, desempenhando um
importante papel ecoldgico, pois atuam como transportadores de energia de niveis tréficos
inferiores para superiores (HUERTA; RODRIGUEZ-MOZAZ; BARCELO, 2012). Esses
animais sao frequentemente utilizados como indicadores biolégicos, uma vez que apresentam
sensibilidade a alteragcdes na qualidade fisico-quimico da &gua, mudando rapidamente suas
respostas bioldgicas quando expostos a uma determinada substancia toxica (SOUZA et al.,
2013; LUPI et al., 2007). O uso de peixes em pesquisas ecotoxicologicas permite fazer uma
correlacdo com um determinado fator antrépico ou natural com potencial impactante, sendo,
portanto, reconhecido como indispensdvel na avaliagdo da integridade ambiental
(GODEFROID; FONSECA,; SILVA, 2015). Segundo Freitas e Siqueira-Souza (2009) as
alteracbes no meio aquatico podem ser refletidas nos peixes através de diferentes respostas

bioldgicas, que variam de acordo com a plasticidade que cada espécie de peixe possui, podendo
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ser refletida através dos limites da variacdo morfologica e fisiologica do animal frente a
mudangas nas condi¢cbes ambientais do meio em que vive. Nesta perspectiva, 0s peixes sao
considerados 0s organismos mais Vvidveis para o monitoramento da poluicdo em sistemas
aquéaticos (HUERTA; RODRIGUEZ-MOZAZ; BARCELO, 2012).

O tambaqui (Colossoma macropomum) (Figura 4) é um peixe de dgua doce que pertence
a familia Characidae, da classe Actinopterygii e ordem Characiforme. Naturalmente, é
encontrado nas bacias dos rios Amazonas e Orinoco e possui uma ampla distribuicdo na
América do Sul, assim como em diferentes paises da América Central e Asia, gracas a pratica
da piscicultura. E o segundo maior peixe da Bacia Amazonica, ficando atras apenas do pirarucu
(Arapaima gigas) (GOULDING; CARVALHO, 1982), portanto é de grande importancia

econdmica.

Figura 4: Exemplar de peixe Tambaqui, Colossoma macropomum Cuvier, 1816.

Fonte: Autora '('20‘23). -‘

A facilidade de obtencdo de exemplares juvenis, manejo simplificado, potencial de
crescimento consideravel, capacidade de adaptacdo e elevada sensibilidade a compostos
quimicos, esta espécie tem se sobressaido como modelo animal em pesquisas para avaliacdo da
toxicidade em ambientes aquéaticos por contaminantes emergentes (CHAPADENSE et al.,
2009; SOARES et al., 2016).

Por ser sensivel e de capacidade reflexiva das condi¢cdes ambientais, 0 sangue dos peixes
tem sido frequentemente empregado como um indicador confiavel de toxicidade em estudos

ecotoxicoldgicos. Esse enfoque permite uma compreensdo mais aprofundada dos efeitos
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adversos dos poluentes quimicos nos sistemas aquaticos (FATHY et al., 2019). O figado de
peixe € um dos Orgdos responsaveis por diversas fungdes metabodlicas, incluindo o
processamento de compostos organicos e inorganicos, digestdo e armazenamento de alimentos,
bem como o metabolismo de hormonios sexuais. Por estar diretamente relacionado a processos
de desintoxicacéo e biotransformacéo de xenobidticos, e por ser € um dos 6rgdos mais afetados
por compostos quimicos, o figado é um 6rgdo importantissimo como bioindicador de qualidade
ambiental (PARURUCKUMANI et al., 2015). Além disso, o figado é o principal érgdo-alvo
do mecanismo de acdo da MET, uma vez que este composto age sinalizando a absorcdo de

glicose sérica para o interior dos hepatécitos (RENA et al. 2017).

1.5 Biomarcadores

Através da utilizacdo de peixes como bioindicadores, é possivel realizar uma analise
minuciosa do estado de salde da espécie por meio de biomarcadores, ndo se restringindo
unicamente a avaliacdo da abundancia de espécies presentes no ambiente. (PAULINO, 2011).
Biomarcador pode ser definido como um sinalizador de resposta bioldgica que o organismo
obteve apds sua exposicao a fatores externos (SCHLENK, 1999), ou seja, € um indicativo de
variacdo aos estressores em componentes celulares e/ou bioquimicos, modificando sua
estrutura-funcdo que sdo quantificaveis em amostras bioldgicas (MCCARTY et al., 2002).
Além disso, sdo considerados boas ferramentas ecotoxicoldgicas por fornecer informacdes
relevantes no monitoramento da satde dos peixes, bem como para avaliar a qualidade do meio
ambiente e para se atentar na intervencao de possiveis efeitos adversos (LINS et al., 2010).

Os biomarcadores fisiologicos sdo essenciais para avaliar as condi¢cdes funcionais de
organismos aquaticos diante da exposi¢do a substancias xenobioticas, proporcionando respostas
cruciais sobre o impacto ambiental (VENTURA et al., 2015; FATHY et al., 2019). Dentre as
andlises dos parametros hematoldgicos estd a avaliacdo da quantificacdo da concentragédo de
hemoglobina (Hb), de eritrocitos (RBC) e hematdcrito (Hct), tamanho e distribuicdo da
hemoglobina, identificadas pelo volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular
média (HCM) e concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM). Adicionalmente, a
contagem total e diferencial de leucdcitos e trombdcitos é utilizado para avaliar as células
presentes no tecido sanguineo, sendo importante em estudos da qualidade ambiental por refletir
0 estado de saude do sistema imunoldgico dos peixes ao estarem expostos a substancias toxicas
(CLAUSS et al., 2008; BARKHORDAR, et al, 2013).
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Por ser a primeira fonte energética, a glicose representa um importante biomarcador na
avaliacdo dos niveis de agucares no metabolismo do organismo em condi¢do de estresse
(KURNIAJI et al., 2021). E viavel avaliar o teor de glicogénio presente nos hepatdcitos,
comumente encontrado em animais submetidos a estresse, dado que desempenha a funcéo de
armazenar glicose como uma fonte primaria energeética adicional para suprir a elevada demanda
nessas circunstancias (CAMARGO et al., 2007).

A variagdo dos valores de bilirrubina no plasma ndo apenas sinaliza exposi¢do a
contaminantes, mas também aponta para possiveis problemas no funcionamento hepatico,
reforcando a utilidade desse biomarcador na avaliacdo abrangente da saide ambiental e dos
organismos aquaticos (PAL et al., 2015) O indice hepatossomatico (IHS) € um biomarcador
utilizado para avaliar a saude do figado em organismos, sendo particularmente Gtil em estudos
ecotoxicoldgicos, pois expressa a relacdo entre o peso do figado e o peso total do organismo,
para dosar a reserva energética hepatica, fornecendo informacgdes importantes sobre o estado
fisiologico e a resposta do organismo a exposicdo a xenobidticos (AL-GHAIS, 2013;
IGHWELA et al., 2014).

A anélise dos componentes bioquimicos oferece uma representacdo precisa das
condi¢cdes metabodlicas dos tecidos animais. Isso possibilita a deteccdo de alteragdes no
funcionamento dos 0rgdos, incluindo respostas adaptativas do animal diante de desafios
nutricionais e fisiologicos (SHERIDAN & MOMMSEN, 1991). Essas mudangas no ambito
bioquimico podem ser empregadas para diagnosticar doencas e representam 0s primeiros
indicios de adaptacdo as mudangas ambientais, passiveis de deteccdo e analise (BARTON,
2002)

A histopatologia € um biomarcador que possibilita 0 exame de lesdes em 6rgédos e
tecidos alvos a nivel microscopico. E alteracbes em tecidos especificos de peixes sao
marcadores dos efeitos da exposicdo a agentes estressores externos (HINTON et al., 1992;
YANCHEVA et al., 2016). Segundo Schwaiger et al., (1997), analises histopatoldgicas tém a
capacidade de avaliar e difundir as lesdes em tecidos de 6rgdos que séo induzidas por doencas
ou agentes do meio ambiente, das demais que sdo causadas pela exposicdo aos poluentes,
contribuindo entdo para compreender a natureza da resposta ao estresse em niveis mais baixos
de organizacdo bioldgica. Nesse sentido, modificagdes histopatoldgicas tém sido aplicadas
como biomarcadores para avaliar a saude de peixes expostos a contaminantes, tanto em
laboratério quanto em campo (CAMARGO et al., 2007). Assim, mudancas na estrutura e

morfologia do figado, como por exemplo, hepatdcitos com formato irregular, vacuolizacdo
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citoplasmatica e nucleo descentralizado e proximo a membrana celular, sdo indicativos de
estresse por xenobioticos (FANTA et al., 2003; PARURUCKUMANI et al., 2015), bem como
alteracdes na estrutura dos ductos biliares (PAULINO, 2015).

Dessa forma, mudancas fisioldgicas, bioquimicas, comportamentais ou nas estruturas
dos 6rgdos podem servir como biomarcadores, fornecendo informacdes relevantes sobre a
capacidade de defesa dos organismos e a habilidade de metabolizar compostos téxicos do
ambiente. Por essa razdo, fazer uma anéalise integrada desses indicadores € fundamental para

uma interpretacdo mais precisa dos resultados (CARDOSO, 2016).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
Avaliar os efeitos toxicologicos do hipoglicemiante metformina no peixe tambaqui
(Colossoma macropomum) ap6s exposicdo aguda em diferentes concentracBes, via

biomarcadores bioguimicos, fisioldgicos e morfoldgicos.

2.2 Objetivos Especificos
e Auvaliar alteracdes nas varidveis hematoldgicas em C. macropomum apds exposicao
aguda a metformina;
e Auvaliar os efeitos do farmaco metformina no metabolismo do teledsteo C. macropomum
apos exposto por 48h.
e Avaliar efeitos da metformina no figado via analises histopatoldgicas, considerando
caracteristicas estruturais do tecido hepético, relacionando-as com processos

metabdlicos.
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CAPITULO II: RESPOSTAS METABOLICAS E HEMATOLOGICAS EM
COLOSSOMA MACROPOMUM EXPOSTO AO HIPOGLICEMIANTE METFORMINA
EM DIFERENTES CONCENTRACOES.

RESUMO:

Os farmacos sdo contaminantes pseudopersistentes, pois, continuamente entram no meio
ambiente através das aguas residuais, tornando-se uma das principais preocupacdes como
contaminantes ambientais. Este estudo investigou os efeitos do hipoglicemiante metformina no
peixe Colossoma macropomum apds exposicao aguda a diferentes concentracdes do farmaco.
Os peixes foram divididos em quatro grupos (n=10), um controle e trésa 10 ug L%, 80 pg Lt e
400 pg Lde metformina. Amostras de sangue, figado e misculo foram utilizadas para avaliar
0 potencial téxico do farmaco utilizando biomarcadores fisiologicos, bioquimicos e
histopatoldgicos. N&o foi observada mortalidade ou anormalidades comportamentais entre 0s
grupos. Foi observado alteracdo nos parametros imunoldgicos indicado pelo aumento
significativo de mondcitos circulantes nos grupos tratados comparado ao controle, demostrando
que a ativacdo do sistema imunolégico ocorreu de modo concentracdo-dependente. Houve um
ajuste no metabolismo energético com a diminuicdo de glicogénio no grupo 10 ug L hepatico
e estabilidade da glicose. O metabolismo proteico foi diretamente afetado ao diminuir
aminoacidos plasmaético e aumentar no muasculo de todos 0s grupos expostos, assim como
amonia é aumentada no plasma e diminuida no musculo em concentragdo de 400 pg L. Foi
observado diminuigéo de lactato em musculo na concentragdo de 80 ug L™ e 400 ug L, figado
de 10 ug L e plasma de 80 pug L%, e aumento em plasma em concentracio de 400 ug L. Isso
pode indicar que os peixes preferem utilizar o metabolismo proteico como fonte energética
primaria, e usar lactato como substrato, recrutando aminoacidos do para o musculo. As anéalises
histopatolégicas e hepatobiliares demostraram que a Metformina ndo comprometeu o
funcionamento do 6rgdo quanto aos processos metabolicos e excretores de bile. O estudo sobre
os efeitos da metformina em C. macropomum revelou que, nas concentracdes testadas de modo
agudo, houve alteracdo na fisiologia, com ajustes no fisiologicos no sangue e metabolismo,
porém nao influenciou na estrutura hepatica e em seus processos metaboélicos, portanto, ndo

sendo hepatotoxico.
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1 INTRODUCAO

Os ecossistemas aquaticos sdo naturalmente mais susceptiveis ao dano téxico advindo
de produtos quimicos, uma vez que funcionam como locais de lan¢camentos final para a grande
maioria dos residuos humanos (NUNES, 2010). Dos xenobioticos mais encontrados neste
ambiente, os farmacos vém recebendo maior atencdo nos dltimos anos devido seus efeitos
ecoldgicos ndo especificados, tornando-se uma questdo de importancia cientifica
(GINEBREDA et al., 2010; BOUND; VOULVOULIS, 2005). Quando disponiveis no
ambiente, os produtos quimicos farmacéuticos podem interagir com 0s organismos Vivos,
causando impacto na saude publica e meio ambiente, ndo somente devido a sua toxicidade
aguda, bem como efeitos mutagénicos. Além disso, quando langados nos corpos d’agua, esses
poluentes acumulam-se ao longo da cadeia alimentar, podendo afetar tanto a salde humana
guanto os demais organismos aquaticos (RANA et al., 2017; Ll et al., 2019).

A Metformina (MET) é um antidiabético de via oral utilizado para o tratamento do
Diabetes Mellitus Tipo I1, sendo o farmaco mais prescrito mundialmente, devido a sua excelente
capacidade de diminuir os niveis de glicose plasmatica (LV; GUO, 2020; MARTIN et al.,
2012), no entanto, ainda é pouco investigado em termos de destino ambiental e relevancia para
0 meio aquatico. Em humanos, a captacdo de metformina pelos hepatdcitos é catalisada pelo
Transportador de Cations Organicos 1 (OCT1) e interfere diretamente no balanco energético
por inibir o complexo | da cadeia transportadora de elétrons e, consequentemente, a Adenosina
Monofosfato Quinase (AMPK) € ativada. Essa enzima é crucial para o controle metabdlico,
pois induz uma cascata de eventos intracelulares em resposta a mudanca na carga elétrica da
celula (GIANARELLI et al., 2003; RENA et al., 2017).

Devido ao consumo massivo da MET em todo o mundo, seu metabolismo incompleto
pelo organismo e excrecao principalmente pela urina, as estacfes de tratamento detectam niveis
crescentes do farmaco em aguas residuais e em diferentes concentragdes (DE JESUS
GAFFNEY et al.,, 2017). Além disso, a maioria das Estacbes de Tratamento (ETAR)
convencionais ndo elimina completamente varios produtos farmacéuticos, incluindo o MET
(ZHU et al., 2017), levando a presenca deste composto nos efluentes das ETAR, que séo
descarregados no ambiente aquatico (ORTI1Z DE GARCIA et al., 2014). Apesar do crescente
namero de pesquisas que estejam empenhadas a descrever as consequéncias toxicoldgicas da
MET, o estudo de seu mecanismo de acdo em organismos ndo-alvo permanece inexplorado
(GODOQY et al., 2018). Embora algumas fontes literarias ainda argumentam que esse farmaco

ndo apresenta risco para organismos selvagens nas concentracdes ja relatadas (Health and
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Medical Care Administration, 2021), estudos demonstraram que a MET induz efeitos adversos
em organismo aquaticos dependendo dos niveis de concentracdes e do organismo alvo, como
por exemplo, a interferéncia no sistema endocrino/reprodutivo e nos organismos em
crescimento (NIEMUTH e KLAPER, 2015; JACOB et al., 2018; USSERY et al., 2018).

Os biomarcadores fisioldgicos, como a contagem de células sanguineas e a avaliacéo de
pardmetros hematologicos, sdo essenciais para entender o impacto ambiental e a exposicéo a
substancias xenobidticas (VENTURA et al., 2015; FATHY et al., 2019). A glicose é um
indicador importante do metabolismo em situacdes de estresse, enquanto o glicogénio hepatico
fornece energia adicional em circunstancias adversas (KURNIAJI et al., 2021; CAMARGO et
al., 2007). A bilirrubina plasmética e o indice hepatossomatico também s&o indicadores cruciais
da satde do figado, uma vez que estdo relacionados ao seu funcionamento (PAL et al., 2015;
AL-GHAIS, 2013; IGHWELA et al., 2014), bem como a histopatologia é fundamental para
examinar lesbes em 6rgdos, revelando efeitos visiveis a niveis microscépico quanto a estrutura
do tecido (HINTON et al., 1992; YANCHEVA et al., 2016) ajudando a distinguir lesdes
causadas por poluentes de outras causas, contribuindo para compreender a resposta ao estresse
em niveis bioldgicos mais baixos (SCHWAIGER et al., 1997). Os biomarcadores bioquimicos
sdo uns dos primeiros indicios de mudancas bioldgicas detectaveis, muitas vezes em resposta a
presenca de poluentes. Além disso, eles sdo sensiveis a varias categorias de poluentes,
demonstram alta especificidade e oferecem insights sobre os efeitos metabdlicos provocados
por substancias estranhas ao organismo (VAN DER OOST et al., 2003).

O uso de peixes em estudos de biomonitoramento de poluicdo aquatica tem sido
destaque devido as suas peculiaridades bioldgicas intimamente especificas. Além disso, podem
transferir micro poluentes aos demais organismos da cadeia alimentar superior e prejudica-los,
0 que implica maior interesse (ZHOU et al., 2008; LINS et al., 2010). Desse modo, o0 objetivo
desta pesquisa foi avaliar os efeitos da metformina no metabolismo e parametros hematoldgicos

do teledsteo Colossoma macropomum apos exposicdo por 48h a diferentes concentragoes.



31

2 MATERIAL E METODO

2.1 Animais

Exemplares juvenis da espécie Colossoma macropomum (massa corporal = 120,9 + 6,1¢g
e comprimento = 19 + 0,3cm) foram obtidos no setor de piscicultura do Instituto Federal do
Tocantins — Campus Araguatins - TO. Posteriormente, conduzidos ao Laboratorio de
Morfofisiologia e Bioquimica de Peixes Neotropicais, do Centro de Ciéncias Agréarias (CCA)
da Universidade Federal do Norte do Tocantins (UFNT), Araguaina - TO, e aclimatados por 30
dias em tanques de 3000 L, mantidos em fotoperiodo natural, constante aeracdo artificial,

temperatura controlada de + 26°C, pH 6,5 + 0,5 e alimentacédo diaria com racdo comercial.

2.2 Farmaco e determinacao das concentracgdes de tratamento

O farmaco Metformina (Purifarma, India, 99%) foi adquirido na farmécia de
manipulacéo localizada na cidade de Araguaina -TO.

As concentragdes 10 pg L™ e 80 pg L™ de MET foram estabelecidas de acordo com
concentragdes encontradas em aguas superficiais e residuais, bem como ja testadas em outros
bioensaios (MACLAREN, et al., 2018; AMBROSIO-ALBUQUERQUE et al., 2021,
LITTLEJOHN et al., 2023; SIBIYA, et al., 2023). A maior concentracdo utilizada de 400 ug
L foi baseado no aumento desse composto em aguas residuais devido ao grande consumo
(NIEMUTH et al., 2015; JACO et al., 2018; WILLIAMS, 2022).

2.3 Delineamento experimental e coleta de amostras

Exemplares juvenis de tambaqui (massa corporal = 120,9+6,1g e comprimento=
19+0,3cm) foram separados aleatoriamente em quatro grupos (n=10), sendo: controle, grupo
livre do contaminante e expostos a 10 pug L™ (M10), 80 pg L™t (M80) e 400 pg L (M400) de

metformina.

A exposicao ocorreu de modo agudo por 48h, em sistema estatico, commonitoramento
e controle das propriedades fisico-quimicas da agua, como pH, temperatura e O dissolvido,
utilizando medidor Multiparametro (modelo HANNA, H198194). Apos exposicdo, os peixes
foram anestesiados (benzocaina 0,1 g L™?) e, com o auxilio de seringas heparinizadas foram

coletadas amostras de sangue (1 mL) para avaliagdo das variaveis hematologicas e
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plasmaticas. Em seguida, os animais foram sacrificados via seccdo medular para coleta de

figado e musculo branco para analise bioquimicas e morfolégicas.

O protocolo experimental foi conduzido apos aprovagio Comité de Etica de Uso de
Animais (CEUA) da Universidade Federal do Tocantins e certificado sob o n°
23.101.001.345/22-12.

2.4 Analises dos parametros hematolégicos

As amostras sanguineas foram utilizadas para determinacdo do hematocrito (Hct),
numero total de eritrécitos (RBC) e hemoglobina (Hb). A partir das variaveis hematoldgicas,
foram estabelecidos os indices hematimetricos, Volume Corpuscular Médio (VCM),
Hemoglobina Corpuscular Média (HCM) e Concentracdo de Hemoglobina Corpuscular Média
(CHCM) de acordo com Sadauskas-Henrique et al. (2011).

Para a determinacdo do Hct, capilares sanguineos foram levados a centrifuga de micro
hematocrito e, posteriormente, a leitura foi determinada com auxilio de um cartdo padréo
especifico para leitura de hematdcrito. O RBC foi determinado em solugdo com 10 pL de sangue
diluido em 2 mL de formol-citrato, e seguidamente analisado em camara de Neubauer no
microscopio de luz (aumento de 400x), cujos valores foram expressos em 108 células mm?®. A
quantificacdo da concentracdo da hemoglobina (Hb) foi determinada com a dilui¢ao de 10 pL
de sangue em 2 mL de solucdo de Drabkin.

Extensdes sanguineas foram confeccionadas no ato da retirada do sangue, secas em
temperatura ambiente, seguidamente fixadas e coradas com um Kit Panético Répido e
posteriormente utilizadas para contagem de leucdcitos, trombdcitos totais e analise diferencial
de leucdcitos, observados em 5.000 células sanguineas em microscopio Optico (aumento
1000x). Para a determinacao plasmatica, amostras de sangue foram centrifugadas para obtencéo

do plasma, o qual foi utilizado para analises bioquimicas.

2.5 Analises bioquimicas

Os metabolitos dos extratos foram obtidos através da homogeneizacédo tecidual ou da
diluicdo em plasma em uma solucdo contendo 10% de &cido tricloroacético (para o extrato
acido) ou agua destilada (para o extrato neutro). Em seguida, os extratos foram centrifugados
por 3 minutos a 3000 rpm. O sobrenadante resultante foi utilizado para as analises subsequentes

de glicose, aminoacidos livres, proteinas total, lactato, piruvato e amonia.
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A quantificacdo de glicose foi determinada fotometricamente em extratos neutros,
utilizando uma luz com comprimento de onda (A) de 505 nm. Foi usado um kit comercial
Labtest® (ref. 133) seguindo as instru¢des do fabricante.

A concentracao de aminodcidos livres foi determinada pela reacdo dos aminoacidos em
2 mL de nihidrina 0,1% (em alcool isopropilico). Os extratos foram incubados por 30 min a
40°C; e centrifugados a 3000 rpm, e posteriormente lidos em espectrofotometro de placas (Asys
UVM 340) a uma A de 570 nm, utilizando glicina como padrdo (1 mM), seguindo o método de
Copley (1941).

Para determinacdo de lactato, os homogeneizados de figado, musculo branco e plasma,
foram adicionados 20 pL de CuSO4 4% e 3,5 mL de H2SO4, incubando a 100°C por 5 minutos.
Apos o resfriamento em banho de gelo, 80 pL de p-fenilfenol foi adiconado e incubados por 1
hora. Apds uma segunda incubacdo por 1 mim e 30 seg a 100°C e resfriamento das amostras, a
absorbancia foi medida em A = 570 nm, comparando com um padrao de lactato (1 mM), e
acordo com o método de Harrower e Brown (1972).

A quantificacdo do piruvato seguiu 0 método descrito por Lu (1939). Extratos de figado,
musculo branco e plasma, foram adicionamos 250 pL de dinitrofenilhidrazina 0,1% (em HCI 2
N). Apds incubacdo por 30 minutos em banho-maria a 37°C, adicionou-se 3 mL de NaOH 1,3
N. As concentracdes de piruvato foram determinadas medindo a absorbancia da amostra a A =
440 nm e comparando com um padrdo de piruvato (1 mM).

A concentracdo de proteina total presente nos extratos foi analisado de acordo com
método de Bradford, que utiliza coomassie brilliant blue G-250 (BRADFORD, 1976). Essa
técnica foi adaptada para leitura em microplaca conforme detalhado por Kruger (1994), e
utilizando albumina bovina (1 mg mL™) como padréo de referéncia. A absorbancia das amostras
foi registrada a A = 595 nm.

A determinacdo da amonia (umol g tecido-1) seguiu 0 método de Gentzkow e Masen
(1942). Nos sobrenadantes dos homogeneizados de figado, musculo branco e plasma,
adicionou-se agua destilada até alcancar um volume final de 2 mL, seguido pela adi¢éo de 0,5
mL de reagente de Nessler. As leituras foram feitas em espectrofotémetro de placas (Asys UVM
340) auma A = 420 nm e comparadas com um padrdo de amonia (1 mM).

A determinac&o de glicogénio foi seguida de acordo com a metodologia de Bidinotto et
al. (1997) quantificada pelo total da concentragéo de agucares redutores na amostra. Para isso,
50 mg de tecido hepatico foram preparados em KOH 6N e aquecidos em banho-maria a 100°C

por 3 minutos. Em um tubo com 250 pL de amostra, foi adicionado 3 mL de etanol P.A e 100
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uL de sulfato de potassio (K2SOa) e, posteriormente centrifugado a 3.000 rpm por 3 minutos, o
sobrenadante foi descartado e o precipitado foi diluido em agua destilada. Em seguida, foram
adicionados 0,5 mL de fenol e 2 mL de H2SOs. A leitura foi feita em espectrofotometro a A =
480 nm, utilizando um padrdo de glicose (1ImM).

As concentracdes de bilirrubina total (BT) e bilirrubina direta (BD) foram quantificadas
utilizando kit comercial Labtest® (ref. 31) e comparados com um padréo de bilirrubina (10 mg
dLY) Labtest® (ref. 32). A quantificacdo da bilirrubina no plasma ¢ realizada através da
diazotizacdo, levando a formacdo de azobilirrubina vermelha. Enquanto a bilirrubina direta
(BD) é dosada em meio aquoso, a bilirrubina total (soma da direta e indireta) é medida com a
ajuda de um solubilizador catalitico. As absorbancias das amostras foram registradas utilizando
um espectrofotometro de microplacas (Asys UVM 340) a uma A de 525 nm, e os resultados

expressos em mg dL™.

2.6 Analises morfoldgicas de figado

Para determinar o Indice Hepatossomatico (IHS), os animais foram pesados e,
posteriormente, o figado fresco foi retirado para medir a massa. Os valores obtidos de ambos
foram utilizados para calcular o IHS de acordo com a seguinte equacdo: IHS (%) = [Massa
6rgdo (g) x 100] / Massa corpérea (g) (RATTON et al., 2003).

Apos fixacdo em Bouin por 48h, sub-amostras de figados foram desidratas em séries
crescente de etanol (70-100%) e incluidas em parafina histoldgica. Seguidamente, foram
confeccionadas sec¢des histoldgicas (5 um) em micrétomo Leica RM 2125RT. As laminas
foram coradas com hematoxilina e eosina e finalizadas com Entellan®.

As analises histopatoldgicas foram realizadas em microscopio de luz (magnificacdo
de 400x), seguindo a metodologia de Paulino et al. (2020). Para tal, cinco campos amostrais
foram selecionados aleatoriamente em 5 sec¢fes histoldgicas, totalizando 25 campos de
amostragem analisados para cada animal. As alteraces histopatoldgicas receberam
atribuicbes de escore numérico (Sc), o qual representa a frequéncia que as patologias
aparecem nos campos observados, e um fator de importancia (Fi), que indica o grau de
severidade da lesdo, ou seja, como determinada lesdo afetaria a funcdo do o6rgéo e a
sobrevivéncia do animal. O escore depende da distribui¢do da lesdo no 6rgéo, sendo que: (1)
aponta lesdo inexistente; (2) lesdo eventualmente presente; (3) lesdo ndo muito frequente; (4)
lesdo moderadamente presente, (5) lesdo muito comum. Para as representacdes de Fi: (1) leséo

totalmente reversivel, com pouca relevancia patologica; (2) lesdo reversivel apos a remogao
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do agente estressor, apresentando moderada importancia patolégica; (3) lesdes irreversiveis e
com alta importéncia patoldgica. Deste modo, o indice de alteracdo individual do 6rgédo (lar)
é determinado multiplicando os valores de Sc e Fi (lat=Fi x Sc). O indice de comprometimento
morfofisiologico do 6rgédo (lorg) Seré baseado na somatoria dos valores de laite expresso como
média do grupo (lorg = ZlLa).

2.7 Anélise estatistica

Os resultados obtidos foram expressos como média + erro padrdo da média (EPM). Foi
aplicado teste de normalidade ao teste D’Agostino & Pearson. As diferencas entre o grupo
controle e os grupos tratados foram identificadas por meio de analise de variancia (ANOVA)
One-way, seguida de pds-teste de Bonferroni (n>8), além do teste ndo paramétrico de Kruskal-
Wallis e pos-teste Dunns. Todos os testes estatisticos foram realizados utilizando o software

GraphPad Prisma 5.0 e considerando diferencas de p <0,05.
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4 RESULTADOS
Durante 48h de exposicao a diferentes concentracfes ao farmaco metformina nao foi
observado mortalidade ou quaisquer anormalidades comportamentais entre 0s grupos tratados

e o controle.

4.1 Parametros hematologicos

A Tabela 1 descreve os valores dos parametros hematoldgicos ap6s exposicdo a MET.
N&o houve interferéncia do contaminante nas variaveis eritrocitarias, tampouco dos indices
hematimétricos. Por outro lado, houve um aumento do nimero de mondcitos entre 0s grupos
controle e os tratados, com 73% em M10, 131% em M80 e 142% e M400, entretanto paraas
demais variaveis leucocitarias ndo houve-diferencas significativas entre os grupos.
Tabelal - Valores médios (+ E.P.M.) dos pardmetros hematol6gicos de Colossoma
macropomum apos exposi¢do aguda de 48 horas ao hipoglicemiante metformina.

PARAMETROS HEMATOLOGICOS

C M10 M80 M400
Variaveis eritrocitarias
Hct (%) 248+1,3 21,1+ 1,27 226+1,0 21,1+1,8
RBC (10* células mm?) 4556 £+253 583,8+30,1 506,2+383 4234+219
Hb (g dL ™) 19,8+1,9 20,7 +1,7 19,2+ 1,8 179+1,1
Indices Hematimétricos
VCM (um?3) 51,2 3,7 39 +3,7 47,7+4,9 40+26
HCM (pg célula™) 41,4 £5.2 38+3,9 36+2,7 39+6,2
CHCM (gdL™?) 879+9,1 100 £ 10,1 779+54 86,9+8,1
Variaveis leucocitarias
Leucdcitos totais (10%) 7,2+0,9 11,1+2,0 75+0,1 75+15
Trombdcitos totais (10%) 16,4+2,0 11,1+11 144+15 116+1,3
Linfdcitos (%) 81,8+3,3 78,6 £3,8 77+3,3 754 +27
Mondcitos (%) 1,9+0,3 3,3+0,4% 4,4 +0,9% 4,6 £0,8*
Neutrofilos (%) 96+12 15,3+2,6 11,7+2,0 142+19
Eosindfilos (%) 05+0,3 02+0,1 04+0,1 02+04
Basofilos (%) 1,8+0,7 1,0+1,0 2,7+0,7 1,8+0,8
LG — PAS (%) 23+05 1,4+0,5 1,3+0,2 15+13

C = controle; M10 = metformina 10 pg L*; M80 = metformina 80 pg L*; M400 metformina 400 pg L

- (*) Indica diferenca (p<0,05) entre 0s grupos.
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4.2 Metabolismo

Os valores médios do metabolismo proteico sdo demostrados na Tabela 2. Em
musculo branco, houve aumento na concentragdo de aminoacidos livres em todos 0s grupos
expostosem relacdo ao controle. No plasma houve diminui¢do dos aminoacidos livres no
grupo M400 em relacdo aos gruposcontrole e M80. Por outro lado, em figado ndo houve
diferencas significativas entre os grupos. Nao houve alteragdo significativa na
concentracdo de aménia em figado, porém foi observada no grupo M400 diminuigdo da
concentracdo em musculo e aumento na concentracdo plasmatica em relacdo ao grupo
controle. A concentracdo de proteinas totais em figado, musculo e plasma néo apresentou

diferenca significativa entre 0s grupos tratados e expostos.

Tabela 2 - Valores médios (£ E.P.M.) do metabolismo proteico de Colossoma macropomum
apos exposicao aguda de 48 horas ao hipoglicemiante metformina. (*) Indica diferenca (p<0,05)
entre o grupo controle, e (#) indica diferenca entre tratados.

METABOLISMO PROTEICO

C M10 M80 M400
Figado 80,6+55 84,1+53 84,6 £3,4 76,745
Aminoacidos
Livres Mdusculo 15,8+0,9 30,0+6,1* 35,9+6,1* 29,6 +4,8*
(umol g tecido™
ou

pmol mL plasma?) Plasma  4,4+02 43+0,2 45+0,2 35+0,3*

Figado 13,1+09 123%11 116+11 12,6 +0,7

Amonia
(umol g tecido Musculo 135+09 11,8+1.2 12,4+ 0,6 11,0 £ 0,5*
ou
pumol mL Plasma 59+02 6,47%0.2 6,63+0,2 7,36 £ 0,2*
plasma)

Figado 148+0,8 152+0,7 15,0+0,5 15,0+ 0,6
Proteinas Totais
(wmol g tecido* Mdsculo  54+04 52%05 552 0,4 52%0,3
ou pmol mL
plasma®)

Plasma 145+12 12,7+0,8 122+1,0 146+1,0

C = controle; M10 = metformina 10 pg L*; M80 = metformina 80 pg L; M400 metformina 400 ug L.

N&o houve alteracdo na glicose plasmatica, muscular e hepética entre os grupos tratados
quando comparados aos respectivos controles. Houve diminuigdo do glicogénio hepatico no
grupo M10 em ralacdo ao grupo controle, ndo houve significancia nos valores medios de

glicogénio muscular entre os animais expostos e controle. As diferentes concentracdes de MET
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ndo interferiram no indice hepatossomatico (IHS) dos grupos tratados em relacdo ao grupo

controle (Figura 1).

Figura 1: Valores médios (x E.P.M.) de glicose em musculo (A), figado (B) plasma (C);
Glicogénio muscular (D) e hepatico (E); e indice hepatossomatico (IHS) (F) de Colossoma
macropomum apds 48h de exposicdo em diferentes concentraces ao metformina. (*) Indica
diferenca (p<0,05) entre os grupos.
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Os resultados de lactato e piruvato estdo representados na Figura 2. Ndo houve

alteracdo nas concentracfes de piruvato em musculo (Figura 2B), figado (Figura 2D) e

plasma (Figura 2F). Em musculo, os grupos M80 e M400 apresentaram diminui¢do

significativamente na concentragdo de lactato comparados aogrupo M10 (Figura 2A). Em
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figado, a concentracdo de lactato diminuiu significativamente no grupo M10 em relacédo ao
controle (Figura 2C), e no plasma a concentracdo de lactato reduziu em M80 comparado ao
grupo M400 (Figura 2E).

Figura 2: Valores médios (+ E.P.M.) de lactato em musculo (A), figado (B) plasma (C);
piruvato muscular (D) e hepatico (E); e indice hepatossomatico (IHS) (F) de Colossoma
macropomum apos 48h de exposicdo em diferentes concentragGes ao metformina. (*) Indica
diferenca (p<0,05) entre 0s grupos.
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4.3 Histopatologia de figado
O indice de alteractes individual (lat) ndo apresentou diferencas significativas entre 0s

grupos expostos as diferentes concentra¢fes de MET, se comparados ao grupo controle (Tabela
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3). O indice de lesdo no orgéo (lorg) dos grupos ndo expressaram comprometimento quanto a

funcédo ocasionada pelas lesdes (Figura 3).

Tabela 3 — Indice de alteragéo individual (lar) no tecido do figado de Colossoma macropomum
apos serem expostos a metformina por 48h em diferentes concentracées.

Indice de Lesdo Histopatoldgica Individual (lar)

Alterac6es em figado Fi

C M10 M80 M400

Acumulos de substancias intracelulares

Alteracdes nucleares

1
2
Alteracdo da arquitetura hepatica 1
Atrofia dos hepatocitos 2

1

Degeneracéo citoplasmatica
Hipertrofia dos hepatdcitos 1

01+01 01+01 01+01 0,1%01
06+03 04%+02 06%+03 0,2%0,0
40+00 36+04 36+x04 3604
02+02 02+02 00%x00 0,0%0,0
0,7+01 04+01 04%01 05%01
0,7+01 08+02 05%+01 08%0,1

C = controle; M10 = metformina 10 pg L*; M80 =

! Fi = Fator de importancia.

metformina 80 pg L*; M400 metformina 400 pg L

Figura 3: Indice de lesdo no 6rgéo (lorg) em figado de tambaqui (Colossoma
macropomum) em exposic¢ao aguda por 48h a metformina.
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4.4 Analise Hepatobiliar

M80 M400

Nos parametros hepatobiliares, as concentracGes plasmaticas de bilirrubina total e

direta (Figura 4), ndo demonstraram diferencas significativas entre 0s grupos expostos a

metformina e o grupo controle.
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Figura 4: Valores médios (x E.P.M.) plasmaticos de bilirrubina total (A) e bilirrubina direta
(B) em Colossoma macropomum apds 48h de exposi¢do em diferentes concentragdes ao

metformina.
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5 DISCUSSAO

Os parametros hematoldgicos fornecem informagdes que sdo fundamentais para avaliar
a saude e o estado fisioldgico dos peixes, assim como as condi¢des de alimentacédo e a qualidade
do ambiente aquatico em que habitam (FAZIO et al., 2013). Neste estudo, as analises dos
parametros hematologicos ndo revelaram anemia ou deficiéncia no transporte degases pelos
glébulos vermelhos causado pela exposicdo de modo agudo a MET. Nao ha evidéncias que
demostre mudancas nos parametros hematoldgicos para o tempo de exposicdo, as
concentracdestestadas e espécie utilizada neste estudo, diferentemente dos estudos conduzidos
com a MET por BARBIERI et al. (2024) que observaram anormalidades nos glébulos
vermelhos de Danio rerio quando expostos por um longo periodo em concentragdes de 50, 100,
150 e 10.000 pg L.

Os leucocitos desempenham um papel importantissimo no controle da atividade
imunoldgica de muitos animais monitorando infeccdes e lesbes teciduais através do sangue
(SARAVANAN et al., 2017). O aumento de mondcitos observados em todos 0s grupos
expostos a MET, indica que o sistema imunoldgico foi ativado de modo dependente da
concentracdo, considerando que estas células desempenham um papel crucial no sistema
imunoldgico ao agir como primeira linha no sistema de defesa do organismo, principalmente
durante respostas a inflamacao ou infec¢do, aumentando sua producéo e liberagdo na corrente
sanguinea. Esses mondcitos em transito no sangue migram para o tecido e, ao diferenciarem-se
em macrdfagos, ajudam a combater a infec¢do, fagocitando microrganismos invasores,
eliminando células danificadas e participando na regulacdo da resposta imunoldgica
(MITCHELL; JOHNS, 2008; D’ALOIA et al., 1994). Taher et al. (2022) demostraram que a
MET nas concentra¢des de 10 mg L™ e 50 mg Lt induz estresse oxidativo celular e aumento
de glébulos brancos em Clarias gariepinus, incluindo mondcitos, sugerindo que o sistema
imunoldgico dos peixes expostos é acentuado pela superproducéo das celulas de defesa.

A glicose desempenha um papel fundamental como fonte priméaria de energia para
muitos organismos, incluindo peixes (ENES et al., 2009). O glicogénio é uma forma de
armazenamento de glicose nos organismos, funcionando como uma reserva energética adicional
para suprir demandas metabolicas elevadas. (CAMARGO et al., 2007). Neste estudo,
observamos que a diminuigio do glicogénio hepatico no grupo 10 pg L™ ndo refletiu na
manutencdo glicidica dos organismos. Entretanto, a deplecéo do glicogénio no grupo de menor

concentracdo pode ter ocorrido para que haja o ajuste fisiologico da glicose. Algumas pesquisas
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evidenciaram que os produtos farmacéuticos, podem causar a diminuicdo do estoque de
glicogénio devido ao aumento da necessidade de energia para processos de biotransformacao
(SCHRAMM et al., 1998; TRIEBSKORN et al., 2004). Nestas circunstancias, ocorre a
liberacdo de hormonios como adrenalina, noradrenalina e cortisol. O cortisol ajuda na liberacao
de reservas de energia, estimulando processos como glicogenolise e gliconeogénese (VIJAYAN
etal., 1997). Peixes expostos normalmente adaptam o metabolismo para garantir a estabilidade
glicémica e o suprimento continuo de energia (PAULINO et al., 2017).

O IHS é utilizado para estimar os niveis de reserva energética no figado de peixes
expostos a xenobidticos, onde é armazenada em forma de glicogénio (AL-GHAIS, 2013;
IGHWELA et al., 2014), além disso, varia¢gdes no IHS podem ser um indicativo de disfungédo
hepética (ELIZALDE et al., 2023). Embora o grupo 10 ug L™ tenha apresentado diminuig&o no
glicogénio hepatico, o IHS ndo foi proporcionalmente diminuido, o que sugere um aumento do
peso do figado por outros fatores, como por exemplo pelo armazenamento de energia pela via
lipidica. Durante periodos de estresse, as demandas metabolicas podem aumentar
significativamente, exigindo mais energia para manter as fungdes celulares essenciais e para
reparar ou mitigar os danos causados pelo estresse. Juntamente com o glicogénio, os lipidios
fornecem uma fonte eficiente de energia, que pode ser rapidamente mobilizada para atender a
essas demandas crescentes (NAGARAJU et al., 2018).

A alteracéo da concentracéo de lactato e do glicogénio pode ter ocorrido para compensar
a glicose, pois pode ser fonte energética primaria do organismo (BARBOSA et al., 2003), o que
explica o Ciclo de Cori. Nesse processo, durante a gliconeogénese, o figado converte lactato
em glicose a partir de uma série de reacBes enzimaticas e entdo € liberada na corrente sanguinea
para ser utilizada pelos tecidos que necessitam de energia. Para compensar a producgédo de
glicose sérica pelo figado, o musculo esquelético capta a glicose e armazena em forma de
glicogénio pela glicolise. O lactato produzido nesse processo € transportado hovamente para o
figado e usado como substrato para converter de volta em glicose através da gliconeogénese,
completando entéo o ciclo (DA SILVEIRA et al., 2009; NELSON; COX, 2014). O piruvato é
um composto intermediério importantissimo no metabolismo de carboidratos, e também esta
envolvido no Ciclo de Cori, uma vez que pode ser convertido em lactato e vice-versa
(NELSON; COX, 2014). Embora piruvato ndo tenha sido alterado, pode-se inferir que a MET
interfere no balango de reserva energeética ao alterar substancialmente lactato e glicogénio.

Ao contrario de outros vertebrados, os peixes tendem a utilizar primariamente proteinas

para a producdo de energia. Isso significa que, em vez de dependerem principalmente de
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carboidratos, os peixes tém uma preferéncia por metabolizar proteinas como fonte de energia
em suas atividades metabdlicas e de manutencao. Essa adaptacdo reflete as diferentes demandas
metabdlicas e fisioldgicas associadas ao ambiente aquatico em que vivem (BALLANTYNE,
2001; THIPATHI e VERMA, 2003). Embora nédo tenha ocorrido alteracdo na concentragéo de
proteinas totais no figado, musculo e plasma, pode-se deduzir a ocorréncia de proteolise nos
tecidos devido a concentragdo de amdnia e aminoacidos livres terem sido alteradas nos grupos
expostos.

Alteracbes nos valores de bilirrubina plasmatica indicam disfuncdo hepatica, pois o
figado é responsavel por catabolizar e eliminar produtos da hemoglobina através da bile
(MATSOFF; OIKARI, 1987). Para que esse sistema funcione de forma eficiente, os ductos
biliares presentes no figado precisam estar integros (PAULINO, 2015). Neste estudo, as
analises hepato-biliares ndo apresentaram alteracGes na arquitetura ou desorganizacdo das
células dos ductos, portanto, a secre¢do de bilirrubina nao foi afetada. Nos estudos de Elizalde
et al. (2023) os niveis de bilirrubinas também permaneceram inalteradas quando expostas a 1,
40, 100 pg L™! de MET em sistema cronico. Isso sugere que a MET n&o € potencialmente toxica
para o sistema estrutura-fungéo hepato-biliar nas concentragdes testadas de modo agudo.

O figado desempenha func@es cruciais no metabolismo energético, bem como atua na
linha de frente nos processos de biotransformacdo e excrecdo de substancias no organismo
(HINTON et al., 2008). Além disso, 0 metabolismo hepatico exerce influéncia na toxicidade de
xenobioticos, seja pelo acimulo nos tecidos ou pela formacgdo de metabdlitos por meio das vias
de desintoxicacdo de diferentes compostos (SCHULTZ & HAYTON, 1999; PAULINO, 2020).
Desse modo, o tecido hepatico pode apresentar alteracGes a nivel microscopico e revelar efeitos
visiveis (HINTON et al., 1992; YANCHEVA et al., 2016). No presente estudo, as analises
histopatoldgicas de figado ndo apresentaram lesOes estatisticamente significativas que
comprometessem a funcionalidade do 6rgdo hepatico do peixe tambaqui, sugerindo que para as
concentragOes testadas ndo tem acdo maléfica sob o tecido. Do mesmo modo, outro estudo
demostrou que a metformina ndo afeta o tecido hepatico em Salmo trutta f. fario em
concentracdes de 1, 10, 100 e 1000 pg L ! quando ainda em estagio larval (JACOB et al., 2018).
Mudancas na estrutura do figado, séo indicativas de estresse por xenobidticos, por estarem
relacionados ao metabolismo de substancias (FANTA et al., 2003; PARURUCKUMANI et al.,
2015; PAULINO, 2015). Segundo Hana et al. (2015), a gravidade do dano depende da
toxicidade e da concentracdo de uma substancia acumulada nos tecidos, determinando o

potencial de danos ao organismo afetado. Embora apresente um potencial de acimulo no figado
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(ELIZALDE et al., 2023), os poucos estudo indicam que a MET néo tem efeitos deletérios sob
o tecido hepético.
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6 CONCLUSAO

Ao examinar os efeitos da metformina em concentragbes ambientalmente relevante em
C. macropomum, observamos ser potencialmente toxica ao induzir alteragdes fisiol6gicas em
48h, interferindo significativamente no ajuste do metabolismo proteico e nas reservas
energéticas, assim como ativando o sistema imunoldgico em concentracao-dependente. No
entanto, a MET ndo apresentou ser hepatotoxica para a estrutura do figado, ao passo que 0s
processos metabolicos puderam ser ajustados normalmente durante o tempo de exposicéo. Vale
ressaltar que, devido ao uso continuo e a ndo remoc¢ado do farmaco em aguas residuais, ha uma
possibilidade maior dessas substancias serem liberadas no ambiente aquatico. Esse ciclo
continuo de introducdo de produtos farmacéuticos no meio ambiente pode levar a sua
acumulacdo ao longo do tempo, aumentando sua disponibilidade e potencializando os efeitos

adversos sobre a vida aquatica.
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