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RESUMO

DEMARCO, N.R. Efeitos do cloridrato de metformina sobre atividade da
colinesterase, sistema antioxidante e acdo mutagénica em Danio rerio
(cypriniformes: cyprinidae). 81 péaginas. Dissertacdo (Mestrado). Programa de
Pos-Graduacao em Biociéncias e Saude, Centro de Ciéncias Bioldgicas e da Saude,
Campus Cascavel, Unioeste, 2019.

O cloridrato de metformina € um medicamento utilizado principalmente no tratamento
do Diabetes Mellitus, sendo um composto quimico derivado da guanidina. Este
produto quimico é parcialmente metabolizado no organismo humano e, ao ser
eliminado pela urina, atinge os ambientes aquaticos sem que haja sua devida
biorremediacdo. Diante de tal fato, bem como o0 escasso conhecimento sobre 0s
potenciais efeitos do cloridrato de metformina sobre biomarcadores, o objetivo deste
trabalho foi avaliar os efeitos desta droga sobre os sistemas antioxidante e
colinérgico, bem como seu potencial mutagénico por meio do bioindicador Danio
rerio. Os procedimentos experimentais aqui apresentados foram aprovados pelo
Comité de Etica de Uso Animal (CEUA-Unioeste). Os animais foram aclimatados em
temperatura (24+1°C), pH (7,0+0,5) e oxigenagdo (5,0+0,5) constantes, por um
periodo de sete dias. Em seguida, em um delineamento inteiramente casualizado, o0s
peixes foram separados em seis grupos expostos a diferentes concentracdes (0,25
g/L; 0,5 g/L; 0,75 g/L; 1,25 g/L) do cloridrato de metformina para a determinagéo da
CL50 e efeito agudo do medicamento por um periodo de 96 horas. Apos
determinada a concentracdo né&o-letal (0,45 g/L), foram separados outros seis
grupos (n=10 por grupo): quatro grupos para avaliacdo do efeito crénico de cloridrato
de metformina eutanasiados em diferentes tempos (15, 30, 45 e 60 dias), um grupo
controle negativo e um grupo controle positivo (tratados com ciclofosfamida). Ao final
dos periodos experimentais, os animais foram anestesiados em eugenol (30 mg/L) e
realizada a retirada dos materiais biolégicos (masculo e sangue). Na matriz muscular
foram realizados estudo da acdo do medicamento sobre o sistema antioxidante
(Superéxido dismutase - SOD, Catalase - CAT, Lipoperoxidacao - LPO e Glutationa
transferase - GST), atividade da enzima colinesterase (ChE) e na matriz sanguinea
foram avaliadas acdes mutagénicas (Teste do Micronucleo - MN). No periodo de
avaliacdo aguda até 96h, foi observada a ativacdo do sistema antioxidante,
considerando-se um processo de defesa contra uma alteragdo metabdlica do
organismo. Durante a exposicao cronica ao cloridrato de metformina, em 15 dias de
tratamento os animais apresentaram efeitos citotoxicos, observando-se necrose em
seus eritrocitos, bem como ativagdes do sistema antioxidante, com elevagdo da
atividade enzimatica da SOD, CAT e GST. Ao longo do periodo experimental (30, 45
e 60 dias), foi observada a elevacdo da frequéncia de MN, bem como ativagdo dos
sistemas de reparo, mas verificada a adequacao do sistema antioxidante de forma
similar ao controle, indicando a estabilizagdo do metabolismo diante da exposi¢cao ao
medicamento. Diante do exposto, considera-se que o cloridrato de metformina tem
potencial acdo aguda sobre o sistema antioxidante, bem como potencial mutagénico



ao longo de um periodo de 15 dias de tratamento, havendo uma adequacédo
metabdlica apds este periodo até 60 dias de tratamento.

Palavras-Chaves: Estresse Oxidativo; Mutagenicidade; Zebrafish.



ABSTRACT

DEMARCO, N.R. Effects of metformin hydrochloride about cholinesterase
activity, antioxidant system and mutagenic action in Danio rerio
(cypriniformes: cyprinidae). 81 péaginas. Dissertacdo (Mestrado). Programa de
Pos-Graduacao em Biociéncias e Saude, Centro de Ciéncias Bioldgicas e da Saude,
Campus Cascavel, Unioeste, 2019.

Metformin hydrochloride is a medicine used primarily in the treatment of Diabetes
Mellitus, a chemical compound derived from guanidine. This chemical is partially
metabolized in the human organism and eliminated by urine, being incorporated into
aguatic environments without its due bioremediation. In view of this fact, as well as
the limited knowledge about the potential mutagenic, cholinergic and antioxidant
effects of metformin hydrochloride, the objective of this study was to evaluate the
effects of metformin hydrochloride on the antioxidant and cholinergic systems, as well
as its mutagenic potential of the bioindicator Danio rerio. The experimental
procedures presented here were approved by the Animal Use Ethics Committee
(AUEC-Unioeste). The animals were acclimatized at temperature (24 + 1°C), pH (7.0
+ 0.5) and oxygenation (5.0 + 0.5) constants, for a period of seven days. Then, in a
completely randomized design, the fishes were separated into six groups exposed to
the different concentrations of metformin hydrochloride for the determination of the
LC50 and acute effect of the drug for a period of 96 hours. Then, after determining
the non-lethal concentration of 0.45 g / L, six other groups (n = 10 per group) were
separated: four groups for evaluation of the chronic effect of metformin hydrochloride
euthanasia at different times (15, 30, 45 and 60 days), a negative control group and a
positive control group (treated with cyclophosphamide). At the end of the
experimental periods, the animals were anesthetized in eugenol (30 mg / L) and the
biological materials (muscle and blood) were removed. In the muscular matrix, the
action of the drug on the antioxidant system (Superoxide dismutase - SOD, Catalase
- CAT, Lipoperoxidation - LPO and Glutathione transferase - GST), cholinesterase
enzyme activity (ChE) and mutagenic Micronucleus Test - MN). It was noticed that
during chronic exposure to metformin hydrochloride, in 15 days of treatment the
animals had cytotoxic effects showing levels of necrosis in their erythrocytes.
Activations of the antioxidant system were also observed, with elevation of the
enzymatic activity of SOD, CAT and GST. Throughout the experimental period (30,
45 and 60 days), chronic effects were observed with elevation of MN frequency, as
well as activation of repair systems, such as programmed cell death. Demonstrating
the potential antioxidant and mutagenic effects triggered by the drug. Believing to
treat a period of adaptation to the use of metformin.

Key words: Oxidative stress; Mutagenicity; Zebrafish.
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1. INTRODUCAO

Utilizado clinicamente na Europa e no Egito desde 1970, o cloridrato de
metformina foi aprovado para uso pela “Food and Drug Administration” (FAO), no
final do ano de 1994 (DE PINHO; STORPITS, 2001). Este € um medicamento de uso
oral prescrito para pacientes portadores de diabetes tipo 2, doenca caracterizada
pela elevacao do nivel de glicose no sangue, promovendo um estado hiperglicémico;
€ também prescrito para diabetes tipo 1, que € a deficiéncia absoluta de insulina,
assim como no tratamento da Sindrome de ovarios policisticos, que se caracteriza
pela irregularidade menstrual e anovulacdo cronica, entre outros sintomas (DE
ANGELIS et al., 2006; KUBA et al., 2006). Outro motivo de procura desta droga se
d& em razdo do efeito colateral anorexigeno, promovendo a perda de peso (DE
PINHO; STORPITS, 2001), sendo capaz de diminuir as taxas de triglicerideos e
colesterol, e diminuicdo significativa das complicacbes cardiovasculares em
pacientes com sobrepeso (TROVO; TIYO, 2014).

Considerando, portanto, que o cloridrato de metformina € um medicamento
adquirido em grandes quantidades por se tratar de uma droga de uso continuo e que
nao necessita de prescricdo médica, bem como ser utilizado muitas vezes sem a
devida recomendacdo médica devido aos seus efeitos colaterais (DE PINHO;
STORPITS, 2001), um eficiente modelo de teste para descobertas de efeitos de
drogas é o peixe Zebrafish (KARI et al., 2007), podendo ser utilizado como
alternativa ao uso de roedores ou como teste complementar. Conhecido como peixe
zebra ou paulistinha, o Danio rerio, pertencente a familia dos ciprinideos, sendo
original da India. Vivem em habitats como rios, canais de irrigacdo e lagoas
(ZORZETTO; GUIMARAES, 2013). S&o animais de facil manipulacdo, pequenos,
baratos, possuindo uma fisiologia e neuroanatomia paralela aos humanos, sendo
evolutivamente conservados e parecidos com espécies de mamiferos, em respostas

comportamentais robustas (KALUEFF et al., 2013). Segundo um experimento
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realizado por Niemuth et al. (2015), a presenca da metformina na agua causou 30
vezes mais a inducdo da expressdo génica de um disruptor enddcrino, no figado de
machos do Zebrafish, sendo tal fato identificado pela Agéncia de Protecdo Ambiental
dos EUA (USEPA).

Ainda h& pouca informacdo sobre a acao deste medicamento como fatores
qgue influenciam a morfofisiologia organica das populacfes, em especial sobre seus
efeitos sobre a atividade dos sistemas antioxidante e colinérgico, e seu potencial
efeito mutagénico sobre bioindicadores. Desta forma, torna-se extremamente
relevante a realizacdo de estudos com estes objetivos. Diante do exposto, a
pergunta do presente estudo é: o cloridrato de metformina pode apresentar efeitos
deletérios sobre o sistema antioxidante e colinérgico, bem como mutagénico? Com
isso, testaremos a hipétese de trabalho de que o cloridrato de metformina é um
causador dos possiveis danos sobre os sistemas acima citados, avaliando-se o
peixe Danio rerio, potencial bioindicador de alteragdes em organismos vertebrados,

que simulam a alteracéo a saude humana.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar potenciais efeitos do cloridrato de metformina sobre os sistemas

antioxidante e colinérgico, bem como riscos de mutacao celular em Danio rerio.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Determinar a concentracdo letal de 50% (CL50) dos animais expostos ao
cloridrato de metformina;

b) Avaliar os efeitos agudos do cloridrato de metformina sobre o sistema
antioxidante e colinérgico, e efeitos mutagénicos de peixes expostos a diferentes
concentragcbes do medicamento;

C) Avaliar a dindmica do sistema antioxidante e colinérgico, além dos potenciais
efeitos mutagénicos em peixes expostos a uma concentracdo subletal do cloridrato

de metformina em um periodo crénico de tratamento com o cloridrato de metformina.



20

3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 INDICACAO DE USO DE CLORIDRATO DE METFORMINA

O cloridrato de metformina € um composto quimico derivado da guanidina,
guimicamente denominado de dimetilbiguanidina, extraido da planta medicinal
Galega officinalis (RODRIGUES NETO et al., 2015). E um produto solGvel em agua,
apresenta forma cristalina, coloracdo branca e carater basico, devido a presenca de
seus grupamentos amina, o que lhe permite realizar ligacbes de hidrogénio,
explicando sua alta solubilidade e hidrofilicidade (DE PINHO; STORPIRTIS, 2001;
HERNANDEZ, et al., 2015). As principais indicacdes deste composto sdo para 0s
tratamentos do Diabetes Mellitus (DM) e da Sindrome do Ovério Policistico (SOP).

O Diabetes Mellitus € uma doenga cronica considerada como um grande
problema de salde publica enfrentado no Brasil e principalmente em paises
desenvolvidos. Esta condicdo ocupa um percentual de 30% a 40% das causas de
mortalidade entre adultos (GUIMARAES; TAKAYANAGUI, 2002). Estudos
demonstram que as maiores causas do aumento desta prevaléncia sao: interagcéo
genética, maior taxa de urbanizacdo, aumento da expectativa de vida,
industrializacdo, maior consumo de alimentos hipercaloricos, obesidade, entre outros
fatores (FRANCO et al., 1998; GRILLO; GORINI, 2007).

Esta doenca acontece devido a fatores metabdlicos capazes de elevar os
niveis de glicose no sangue, decorrentes de defeitos na secrecéo de insulina ou na
acdo da mesma (FERREIRA; CAMPOS, 2014), promovendo a hiperglicemia crénica,
decorrente de disturbios no metabolismo dos carboidratos, gorduras e proteinas,
oferecendo um risco de mortalidade trés vezes maior a seus portadores do que a
populacdo em geral (FRANCHI et al.,, 2012). Segundo a Sociedade Brasileira de
Diabetes (2015/2016), a DM pode ser dividida em duas:
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a) diabetes tipo 1 (DM1) - resultado da destruicdo imunomediada
total ou parcial das células beta pancreaticas, sendo autoimune e idiopatica,
resultando na incapacidade de produzir insulina.

b) diabetes tipo 2 (DM2) — caracterizada pela producéo insuficiente
de insulina, pelo pancreas, ou pela incapacidade do organismo de utilizar a
insulina produzida. Sendo desencadeada por varios outros tipos de condi¢cdes
(e.g. ambientais ou genéticas), como obesidade, sedentarismo,
envelhecimento, dietas ricas em gorduras, diabetes gestacional, entre outras.
Outra doenca tratada com o cloridrato de metformina é a Sindrome do Ovario

Policistico (SOP), com prevaléncia de 5% a 10% das mulheres em idade reprodutiva
(COSTA et al.,, 2010). Esta sindrome € caracterizada por alteracbes no ciclo
menstrual, anovulacao crénica e hiperandrogenismo clinico, o que pode ocasionar
aumento na secrecdo de andrégenos adrenais e ovarianos ou em uma acgao
estimuladora da insulina, aumentando significativamente o risco de suas portadoras
em adquirirem a DM2, hipertensdo arterial sistémica, obesidade central e de
desenvolverem casos de infertilidade (KUBA et al., 2006).

Tal sindrome é decorrente de uma desordem complexa e multigénica, na qual
ocorrem aumentos nas expressfes de genes, além de anormalidades no eixo
hipotalamo-hipdéfise-ovarios, sendo mais recorrente em pessoas que nasceram com
baixo peso e possuiram uma menarca precoce (SILVA et al., 2006). Além dos
fatores genéticos ja citados, fatores ambientais como o estilo de vida sdo grandes
desencadeadores deste tipo de sindrome, como a obesidade, que atinge 50% das
mulheres portadoras de SOP. A resisténcia a insulina e a hiperinsulinemia
compensatoéria, também sdo fatores que podem estimular o aparecimento desta
sindrome (SANTANA et al., 2008).

Outro efeito que promove ainda mais 0 uso deste medicamento esta
relacionado a sua capacidade de moderar o apetite. A anorexia e a interferéncia com
a absorcdo intestinal de glicose sdo as principais hipéteses de perda de peso
corporal (STORPIRTIS; PRESTES, 2001) tornando ainda maior a procura por este

medicamento.
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3.2 MECANISMOS DE AC;AO DO CLORIDRATO DE METFORMINA

O cloridrato de metformina é um medicamento de uso oral, usado
principalmente como tratamento da DM2, em doentes cujo disturbio ndo pode ser
controlado apenas com dieta e atividades fisicas (BASAK et al., 2008; PALOMBA et
al., 2005). Esta droga possui propriedades anti-hiperglicEmicas, sendo seu principal
mecanismo de acdo reduzir a gliconeogénese hepatica e aumentar a captacao
periférica de glicose nos diferentes orgaos, principalmente no figado e muasculos
(SARTORI et al., 2009). A gliconeogénese ocorre via supressao da enzima glicerol-
3-fosfato desidrogenase, o que leva a diminuicdo da conversao do lactato e glicerol
em glicose (MADIRAJU et al., 2014). Acredita-se que a metformina proporciona
alteracdes nas funcdes basicas por meio de fosforilacdo da AMP quinase (AMPK) e
da proteina receptora X alfa (LRXa), localizada no figado, atuando, respectivamente,
sobre a regulacdo de lipidios e glicose, e da administracdo dos reguladores de
macrofagos locais (CHO et al., 2015). Sua acéo sobre o metabolismo lipidico se da
pela inibicdo da lipolise, 0 que promove a diminuicdo dos triglicerideos plasmaticos e
acidos graxos livres, resultando na diminuicdo do colesterol total e do LDL, e o
aumento do HDL, causando reducdo de peso em seus usuarios (RODRIGUES
NETO et al., 2015; MATOS; BRANCHTEIN, 2006).

O uso do cloridrato de metformina para o tratamento de SOP é proposto para

a regulacdo do distarbio menstrual e correcdo das desordens metabdlicas, sendo
muito eficiente na restauracdo dos ciclos ovulatorios e na regulacdo dos niveis de
testosterona (RODRIGUES NETO et al., 2015). Tal medicamento tem se mostrado
competente também para a inducédo de ovulacdo em mulheres com baixo indice de
massa corporea (IMC), porém ndo existem evidéncias suficientes para o uso deste
medicamento para este tipo de tratamento, necessitando de novos estudos que
comprovem sua eficacia e seguranca (SANTANA et al., 2008).

Apresenta como efeitos colaterais sintomas como diarreia, gosto metélico e
nauseas, e é contraindicado em situacdes de insuficiéncia cardiaca, doencas
cronicas no figado, insuficiéncia respiratoria e renal, ndo devendo ser usado por

pacientes maiores de 80 anos, etilistas, gestantes e lactantes (ARAUJO et al., 2000).
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3.3 AUTOMEDICACAO, DESCARTE E CONTAMINACAO AMBIENTAL

No Brasil, cerca de 80 milhdes de pessoas sdo adeptas a automedicacao.
Em uma pesquisa realizada em Porto Alegre - RS, a maior influéncia do uso de
medicamentos, que ndo necessitam de prescricdo médica, acontece pela influéncia
de amigos que ja fizeram a utilizacdo do mesmo (VITOR et al., 2008). Outros
problemas relacionados aos medicamentos sem receita seria o horario de
administracdo, quantia e o motivo do uso, pois a maioria dos individuos parte do
principio que nenhuma substéncia € nociva a saude, tornando a automedicagdo um
problema a saude individual e coletiva (CHEHUEN NETO et al., 2007).

Um problema mundial enfrentado atualmente é o descarte inadequado dos
medicamentos. Em um estudo realizado em varios paises, somente na Alemanha
foram identificados 36 farmacos diferentes, dentre eles analgésicos, antilipidémicos,
anti-inflamatérios em diversos rios. A consequéncia direta destes farmacos ao meio
ambiente ainda € desconhecida, porém sua presenca em agua potavel € muito
preocupante em relagdo a saude humana e dos demais seres vivos. Dentre as
principais causas de medicamentos descartados de forma erronea estdo: a compra
de medicamentos além do necessario, amostras gratis distribuidas por laboratorios e
gerenciamento inadequado por parte das farméacias (JORGE, 2011). Outro fator que
pode influenciar a aquisicdo de medicamentos sem necessidade € o incentivo da
midia e a facilidade de aquisicdo dos mesmos (BUENO et al., 2009).

Desta forma, o descarte inadequado pode promover a contaminacao
ambiental, gerando efeitos sobre duas condi¢cdes que estdo intimamente ligadas: a
salude humana e a ambiental. Este problema vem acontecendo principalmente por
causa da grande capacidade de solubilidade, mobilidade aquética e sinergismo que
os farmacos podem apresentar, resultando em diversos efeitos, que vao desde
toxicidade, mutagenicidade a interrupcdes enddcrinas e atividades antimicrobianas
(BRADLEY et al., 2016).

Tanto o cloridrato de metformina quanto seus metabdlitos sdo considerados
guimicos polares, o que além de facilitar sua solubilidade em agua, dificulta sua
remocao durante o processo de saneamento. Em uma pesquisa realizada por
Scheurer et al. (2012), varios mecanismos foram testados para eliminar este produto

da agua, porém apenas 56% foi removido com unidades de floculacdo e filtracao.
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Em 2013, a Associagdo Internacional de Armazenamento de Agua na Area de
Captacdo no Reno (IAWR), propdés valores Ilimitrofes para compostos
antropogénicos, referenciando valores até 100 ng/L. TRAUTWEIN et al. (2014)
demonstraram que na maioria de seus pontos de amostragem, a presenca de
cloridrato de metformina foi 50% superior ao valor estabelecido, demonstrando seu
alto potencial de contaminacdo ambiental. Os mesmos autores ainda mencionaram
gue mesmo que o cloridrato de metformina apresente efeitos secundarios menores
em humanos, existem relatos contraditorios citando seus potenciais negativos, como
promogdo da deficiéncia de vitamina B12 e aumento da formagao de placas
amiloides em pacientes diagnosticados com Mal de Alzheimer.

Por ser uma molécula altamente solavel em agua, é facilmente eliminada na
urina e nas fezes. No sistema de esgoto urbano, por um processo de
biorremedicacéo, este farmaco é transformado em guanilureia. Tanto o cloridrato de
metformina, como a guanilureia, sdo estaveis na agua, ndo sendo passiveis de
remediacdo por técnicas como irradiacdo por luz UV, ozonizacdo e/ou carvao
ativado. Desta forma, quantidades ainda maiores, desses dois compostos, estédo
sendo cada vez encontrados em ambientes aquaticos (TRAUTWEIN;
KUMMERER, 2011).

3.4 EFEITOS SECUNDARIOS DO USO DE CLORIDRATO DE METFORMINA

Atualmente, um dos grandes problemas oriundos do excesso de
automedicacao, ou da exposicao excessiva aos medicamentos sdo os efeitos ndo
sintométicos. Muitos destes produtos quimicos podem promover alteracdes na
dindmica do sistema antioxidante dos organismos, mudancas na transmissdo de
neurotransmissores, bem como efeitos cumulativos que podem desencadear acdes

mutagénicas. Sendo assim, esta revisao abordara estes aspectos a seguir.

3.4.1 Sistema Antioxidante

Usado pela primeira vez de maneira precoce para relatar a quimica da

borracha, o termo estresse oxidativo, s foi empregado de maneira correta a partir
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de 1985, relatando a reacdo de danos oxidativos a 6rgédos e células (SIES et al.,
2017). Este evento desencadeado pelo excesso de radicais livres ou aumento de
espécies reativas de oxigénio (EROs) da-se o nome de estresse oxidativo. O
estresse oxidativo € proveniente de desequilibrios entre os sistemas pro-oxidantes e
antioxidantes, de modo que o sistema pré-oxidante forme espécies reativas de
de oxigénio, aumentando significativamente o namero de radicais livres (PERES,
1994; NETO et al., 2008).

As EROs sdo moléculas que podem, ou ndo, serem radicais livres. Quando
as EROs contém atomos de oxigénio com numero impar de elétrons, e portanto,
elétrons desemparelhados, sdo chamadas de radicais livres (GARCEZ et al., 2004).
Desta forma, quando ocorre a formacéo de radicais livres in vivo por meio da acgao
catalitica de enzimas durante o processo de transferéncia de elétrons via
metabolismo celular ou fatores exdgenos, podem ocorrer danos ou morte celular,
além de danos teciduais e producédo de agentes toxicos (BIANCHI; ANTUNES, 1999;
SCHNEIDER; OLIVEIRA, 2004). Estes danos oxidativos causados pelos radicais
livres s&o capazes de causar diversas doencas, assim como mutagénese e
carcinogénese (BIRBEN et al., 2012; POULSEN et al., 1998). Ja as EROs néo
radiculares sdo moléculas altamente reativas e tdo prejudiciais quanto os radicais
livres, porém nao apresentam elétrons desemparelhados. O oxigénio pode dar
origem a diversas espécies reativas, seja por absorcdo de energia ou por
transferéncia de elétrons. Outra via de formacdo de EROs, consiste na reducéo
unieletrénica do oxigénio a agua, na qual a entrada de quatro elétrons na molécula
de oxigénio promove o0 aparecimento do radical superéxido (O,-.), peréxido de
hidrogénio (H,0,) e do radical hidroxila (-OH), intermediarios parcialmente reduzidos
do oxigénio molecular (PERES, W. 1994; ROVER JUNIOR et al., 2001).

As principais fontes endodgenas geradoras de EROs incluem as mitocéndrias
e a atividade de algumas enzimas como: xantina oxidase, citocromo P450- oxidase,
monoaminooxidases, as enzimas envolvidas na via de producéo de prostaglandinas
e tromboxanos e a NADPH-oxidase da membrana plasmatica de macréfagos, que
produzem uma grande quantidade de EROs em resposta ao estimulo fagocitario
(BLAKE; WINYARD, 1995).



26

O sistema antioxidante é ativado devido ao desequilibrio entre os niveis dos
compostos oxidantes e antioxidantes, causados pelo excesso de radicais livres.
Esse desiquilibrio pode promover desde perda das funcbes bioldgicas e/ou
desequilibrio homeostatico, ocasionando danos em células e tecidos, além de poder
gerar instabilidade do genoma, aumentando significativamente os niveis de
mutacBes espontaneas nas fitas de DNA, podendo, em longo prazo, ser o
desencadeador de processos carcinogénicos (BARBOSA et al., 2010; BIRBEN et al.,
2012; SIES et al., 2017).

Os sistemas antioxidantes sao responsaveis por diminuir as concentracoes
de espécies reativas desencadeadas pelo processo de estresse oxidativo, podendo
agir de duas formas: via enzimatica e via ndo enzimatica, diminuindo ou inibindo a
formacdo de EROs. Este mecanismo ocorre de maneira natural pelo organismo, por
meio de processos metabdlicos oxidativos, sendo estimulados pela ativacdo do
sistema imune (NETO et al., 2008).

O sistema antioxidante por processo nao enzimatico é composto por
moléculas que neutralizam a acdo de espécies reativas, atuando principalmente
como quelantes dos radicais livres, sem a participacdo de enzimas. Dentre as
principais moléculas estdo: vitamina C; vitamina E; glutationa; melatonina;
compostos fenolicos e carotenoides (ROVER JUNIOR et al., 2001). Ja o sistema
enzimatico é composto por catalase, superoxido dismutase, glutationa transferase,
glutationa peroxidase e glutationa redutase, que sao as principais enzimas capazes
de proteger a célula do estresse oxidativo (GOTH; VITAI, 1995) (Fig. 1).
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Figura 1 - Principais defesas enddgenas antioxidantes da célula. As defesas antioxidantes estéo
representadas em retangulos escuros e as enzimas antioxidantes representadas em itélico. EROs:
anion superoxido (02 «-), peroxido de hidrogénio (H,0O,), radical hidréxido (HO-), lipidios de
membrana (LH), radical lipidico (L), radical peréxido (LOOQO¢) e lipideo hidroperdxido (LOOH), 6xido
nitrico (NO-), alcoois (LOH). Defesas antioxidantes: superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT),
glutationa peroxidase (GSH-Px), glutationa redutase (GSH-R), glutationa (GSH), glutationa dissulfito
(GS-SG), a- tocoferol ou vitamina E (vit. E), radical de vitamina E (vit. E¢), vitamina C (vit. C), radical
de vitamina C (vit. C¢), ndo radical (R), radical (Re), S-nitrosoglutationa (GSNO). (Modificado de
FERREIRA; ABREU; 2007).

A enzima Superéxido Dismutase (SOD) age realizando a dismutacdo de
superéxido (O,) em peréxido de hidrogénio (H.O,) (CATANEO et al., 2005). O
radical superoxido é o mais comum e abundante na célula, sendo gerado por meio
de reacOes de oxidacao e reacdes enzimaticas em diversas organelas (GARCEZ et
al., 2004).

A catalase € a principal enzima reguladora da concentracdo de peroxido de
hidrogénio, que é uma espécie reativa de oxigénio, cujo efeito € toxico quando em
altas concentracbes em algumas células. O peroxido de hidrogénio é produzido
naturalmente pelas células, e quando em altas concentracbes € um fator
desencadeador de estresse oxidativo, possuindo efeitos toxicos que causam danos
ao DNA, a proteinas e a membrana celular. Com isso, o aumento na producédo da
enzima catalase reduz a concentracdo de H,O, e, consequentemente, evita que
desencadeie processos inflamatorios e de desregulacdo da proliferacdo celular
(GOTH; VITAI, 1995; GOTH et al., 2004).

Glutationa, um tripeptideo (y-L-glutamil-L-cisteinil-glicina), existe no
organismo em suas formas: reduzida (GSH) e oxidada (GSSG). Esta molécula atua

direta ou indiretamente em muitos processos biolégicos importantes, incluindo a
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sintese de proteinas, metabolismo e protecéo celular (ROVER JUNIOR et al., 2001).
Para que a constante oxidacdo da GSH a glutationa dissulfeto (GSSG) seja mantida,
a GSH precisa ser regenerada por meio do ciclo catalitico. Nesse ciclo, estédo
presentes a acao de trés grupos de enzimas: a glutationa oxidase (GO), a glutationa
peroxidase (GSH-Px) e a glutationa redutase (GR). As duas primeiras enzimas, GO
e GSH-Px, catalisam a oxidacdo de GSH a GSSG e GR é a responsavel pela
regeneracdo de GSH, a partir de GSSG, na presenca de NADPH (HUBER;
ALMEIDA, 2008) (Fig. 2).

A GSH-Px € uma importante enzima que também auxilia na regulacdo dos
niveis de peréxido de hidrogénio, sendo que a GSH reduz o H,O, a H,O em
presenca da enzima. Encontrada em muitos dos tecidos de origem animal, a GSH-
Px, apresenta uma importante caracteristica que € um residuo de cisteina contendo
selénio covalentemente ligado ao restante da enzima. Estudos sugerem que
auséncia de selénio esta associada a alteracdes no metabolismo celular (HUBER,;
ALMEIDA, 2008).

Outra enzima que age juntamente com a GSH-Px é a glutationa redutase
(GR). Esta ndo age diretamente removendo espécies ndo radicais, porém é a
responsavel pela reducdo da GSSG a GSH, ou seja, age mantendo a regeneracao
da glutationa em sua forma reduzida (GSH) (ROVER JUNIOR et al., 2001; HUBER;
ALMEIDA, 2008).
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Figura 2 - Conversao de glutationa nas suas formas reduzida (GSH) e oxidada (GSSG) pela a¢éo das
enzimas glutationa peroxidase (GSH-Px), glutationa oxidase (GO) e glutationa redutase (GR)
(ROVER JUNIOR et al., 2001).

Outra atuacdo do sistema antioxidante é sobre os xenobidticos organicos.
Estes sdo geralmente biotransformados por meio do sistema de citocromos P450
(Fase 1) e por reacdes conjugadas (Fase Il), as quais produzem derivados
hidrofilicos que sdo rapidamente excretados na urina. A conjugacdo com a GSH é
uma rota extremamente importante de

detoxificacdo de  produtos

farmacologicamente ativos, sendo que a catdlise da GSH é necessariamente
realizada pela familia de enzimas glutationa transferase (GST) (AWASTHI et al.,
1981; LAWRENCE; HEMINGWAY, 2003; BIRBEN et al., 2012). As GST's
compreendem uma familia de enzimas multifuncionais que catalisam o ataque
nucleofilico de GSH a compostos que apresentam um carbono, um nitrogénio ou
atomo de enxofre eletrofilico. Os substratos mais comuns para este tipo de enzima
sdo: aldeidos, cetonas, lactonas e estéres, participando ativamente das etapas do
catabolismo de aminoacidos como fenilalanina e tirosina (HUBER et al., 2008). A
enzima GST € encontrada em maior concentracao no figado de mamiferos, e torna

0s produtos da reacéo de conjugacdao menos toxicos e mais sollveis em agua, o que
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facilita a excrecdo dos mesmos e, consequentemente, auxiliando na prevencédo de
danos tissulares (LAM et al., 1992; BOUWMAN et al., 1996).

A formacéo dos conjugados da glutationa/Xenobiéticos € denominada como
Fase lll. Estes conjugados s&o reconhecidos por transportadores especificos e
transferidos para o meio intercelular, na qual sédo clivados pela agado das enzimas y-
glutamil transpeptidase e dipeptidases. ApoOs varias clivagens, dependendo das
caracteristicas da porcdo derivada do xenobidtico, o correspondente acido
mercapturico sera diretamente excretado na urina ou passard por metabolizacdo
para ser posteriormente eliminado (HUBER et al., 2008).

Além das enzimas do sistema antioxidante, ha reacdes ndo enzimaticas
desencadeadas por radicais livres. A formacdo destes radicais estd diretamente
associada a processos intracelulares, como fagocitose, regulacdo do crescimento
celular, sinalizacdo intracelular e sintese de substancias biolégicas importantes,
porém seu excesso desencadeia reacdes como a de peroxidacao lipidica, também
chamada de lipoperoxidacdo (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1990; BROINIZI et al.,
2008). A lipoperoxidacao consiste na incorporacao de oxigénio molecular a um acido
graxo poliinsaturado para produzir um hidroperoxido lipidico como produto primario
inicial. Nos sistemas biologicos, esse processo pode ocorrer principalmente por duas
vias: uma via enzimatica envolvendo as ciclooxigenases e lipoxigenases na
oxigenacao dos acidos graxos poliinsaturado e a via da peroxidacdo ndao enzimética,
que envolve desde a participacdo de metais de transicdo e até radicais livres (LIMA,;
ABDALLA, 2001).

O processo de lipoperoxidacdo pode ser dividido em trés etapas: iniciacao,
propagacao e terminacdo. A fase de iniciacdo representa o inicio da peroxidacéo,
em que o &cido graxo poliinsaturado sofre atague de uma espécie que é
suficientemente reativa para abstrair um atomo de hidrogénio a partir de um grupo
metileno, formando um radical de carbono. Este radical é estabilizado por um
rearranjo molecular para formar um dieno conjugado. Em meio aerdbio, o radical
alquila inicialmente formado se combina com o oxigénio formando o radical peroxila,
o qual pode abstrair um hidrogénio alilico de um outro acido graxo, gerando outro
radical de carbono e promovendo a etapa de propagacdo. A reacdo do radical
peroxila com o atomo de hidrogénio abstraido gera um hidroperéxido lipidico. J& a

terceira etapa da reacao, a fase de terminacado, da-se pela aniquilagdo dos radicais
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formados originando produtos néo radicalares sendo a velocidade do processo de
lipoperoxidacao limitada pelas fases de iniciacdo e propagacao (LIMA; ABDALLA,
2001).

Todo esse processo faz com que &cidos graxos poli-insaturados sejam
capazes de alterar a permeabilidade, fluidez e integridade da membrana celular,
podendo levar a destruicdo de sua estrutura, faléncia dos mecanismos de troca de
metabodlitos e, numa condicdo extrema, a morte celular (HALLIWELL,;
GUTTERIDGE, 1990; BROINIZI et al., 2008).

Com isso, as consequéncias sofridas vao desde perda da seletividade na
troca idnica e liberacdo do conteudo de organelas, como enzimas hidroliticas dos
lisossomas e formacdo de produtos citotoxicos como o malondialdeido, levando até
a morte celular (RUSSELL et al., 2003). Desta forma, a reacédo de lipoperoxidacéo
pode estar associada a mecanismos de envelhecimento, canceres e a toxicidade de
xenobidticos (FERREIRA; MATSUBARA, 1997), além de resisténcia insulinica no
musculo, contribuindo assim, para o desenvolvimento de diabetes (KOPPRASCH et
al., 2016), e sendo a principal indicacdo de ocorréncia de estresse oxidativo nas
células.

De acordo com os estudos realizados em ratos por Zamin Jr. et al. (2010),
altas concentracdes de metformina foram capazes de aumentar 0s niveis de
lipoperoxidacdo no figado. J& em um experimento realizado por Bojkova et al.
(2009), apresentaram niveis mais baixos da reacdo de lipoperoxidacdo, quando
comparados aos demais grupos de ratos. Mostafa et al. (2016) também apresentou
um dado semelhante, no qual os ratos foram induzidos a ter déficit de memaria por
escopolamina e, consequentemente, tendo um aumento significativo de
malondialdeido tanto no hipotalamo quanto no cértex, porém quando tratados com
duas doses diferentes de metformina houve reducdo significativa da reacdo de

lipoperoxidacdo em ambos tecidos.
3.4.2 Sistema Colinérgico
Responsavel por fungdes vitais como de aprendizado, memdria, organizagédo

cortical do movimento (MESULAM et al.,, 2002), o sistema de neurotransmissao

colinérgica € constituido por acetilcolina, seus receptores e aparato enzimatico, o
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que em conjunto fazem com que a sintese e a degradagédo desse neurotransmissor
ocorram. A Acetilcolina € um neurotransmissor responsavel pelas sinapses do
sistema nervoso central, sistema nervoso periférico e na jungcdo neuromuscular
(VENTURA et al., 2010). Quando sintetizada, a acetilcolina é transportada e
armazenada em vesiculas sindpticas, sendo liberada por exocitose e interagindo
especificamente com os receptores colinérgicos presentes nas membranas pré e
pos-sinaptica (FUJII et al., 2008).

A colinesterase pertence ao grupo das hidrolases, sendo capazes de
catalisar a hidrélise dos ésteres em colina (SIQUEIRA et al., 1978). Esta, esta
presente na fenda sinaptica e cliva acetilcolina em grupamentos colina e acetato, 0s
quais sao reabsorvidos pela célula (BIRKS, 2006; TALIB, 2014). Existem dois tipos
de colinesterases, aquela que possui maior afinidade com a acetilcolina ligada a
membrana neural e presentes nas sinapses colinérgicas (Acetilcolinesterase),
conhecida como a verdadeira colinesterase, encontrada nos dendritos, pericardio e
axbnios dos neurdnios colinérgicos (FANTONI; CORTOPASSI, 2002) e as enzimas
com alta afinidade para a butirilcolina (Butirilcolinesterase), presente em todos os
tecidos (JOSE et al., 2009), agem em baixa velocidade, sendo encontrada em
células gliais, no plasma e figado (FANTONI; CORTOPASSI, 2002).

A hidrdlise do substrato de acetilcolina processa-se através da formacéo do
complexo enzima-substrato, a molécula de colina € liberada e a enzima acetilada é
formada, sendo rapidamente hidrolisada por acido acético, e a enzima livre é
liberada por meio de reacéo das colinesterases com os inibidores organofosforados
(NUNES, 1996).

Existem dois receptores colinérgicos, o nicotinico, encontrado nos ganglios e
na medula adrenal, é constituido de proteinas pentaméricas, formando um canal
ibnico que é controlado por ligantes, causando rapido aumento da permeabilidade
celular ao sédio e calcio, despolarizacdo e excitacdo. E os receptores muscarinicos,
encontrado nos ganglios e em varias glandulas secretoras (FANTONI,
CORTOPASSI, 2002), estes, medeiam o0s principais efeitos comportamentais
associados a acetilcolina, principalmente efeitos sobre vigilia, aprendizado e
memoria recente (ANDRADE, 2002).

De acordo com Ventura et al. (2010), existem também varias doencas

relacionadas a disfuncdo do sistema colinérgico, como a Doencga de Alzheimer,
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Epilepsia, Esquizofrenia, dentre outras. Em um estudo realizado com ratos que
sofreram inducéo a déficit de memoria, ou seja, possuiam alta atividade da enzima
colinesterase, a metformina ndo foi capaz de gerar qualquer tipo de alteracao,
alegando-se que a metformina pode aumentar a geragédo de amiloides e acelerar o
progresso da Doenca de Alzheimer em pacientes com diabetes tipo Il (MOSTAFA et
al., 2016). Em um experimento feito por Bhutada et al. (2011), ratos diabéticos
tratados com metformina tiveram as atividades de colinesterase diminuidas tanto no
cortex, quanto no hipotalamo, quando comparados aos ratos controles diabéticos,
demonstrando o efeito de inibigdo provocado pela administracdo do medicamento.

-
"ol %
Acetylcholine 5
Ch o
& Synaptic vesticle ?rc
\&h/ e
>
Synaptic Knob
s
Choline —aAERN Synaptic Cleft 5?
<
h L
Acetate 5
W@ Acetyicholinesterase [l g
, P 5
[
&

/ ACh receptor 25 o

o

Figura 3 — Principio bioguimico do procedimento de avaliacdo da atividade da enzima colinesterase
(SOBJAK et al., 2016).

3.4.3 Mutagenicidade

MutacBes sdo decorrentes de alteracdes espontaneas e/ou herdaveis na
estrutura do DNA, sendo de grande importancia para a variabilidade genética de
populacdes e seres vivos. Porém, acontecendo em curto prazo e de maneira
desregulada, s&do capazes de alterar a fiel transmissdo da informacéo
genética (SNUSTAD; SIMMONS, 2015). Porém, apesar destes erros ocorrerem, as
células possuem varios mecanismos de seguranca a fim de tentar garantir a

integridade e estabilidade da molécula de DNA. Estes mecanismos sdo chamados
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de mecanismos de reparo do DNA e podem agir desde correcdo de nucleotideos
adicionados de forma errdnea até formacdo de dimeros produzidos por outros
agentes (IYAMA; WILSON, 2013; ALBERTS et al., 2006).

Franca (2006) menciona que tais alteracées podem ser decorrentes de
compostos mutagénicos, e que estes ndo estdo somente relacionados ao cancer,
mas também com alteracbes nas células somaticas e germinativas do individuo,
podendo acarretar varias doencas hereditarias, cardiovasculares, anemias,
disturbios reprodutivos, neurocomportamentais e varias outras. Muitos destes
compostos sdo encontrados de forma esporadica no meio ambiente, ocasionando
mudancas no genoma ou na estrutura do cromossomo, sendo chamadas de
alteracdes aneugénicas e clastogénicas. As alteracbes aneugénicas sdo aquelas
gue geram aneuploidias, alteragcdes na distribuicdo dos cromossomos durante o
processo de divisdo celular com perda cromossémica, ja as alteracfes clastogénicas
sdo aquelas que geram quebras na estrutura do cromossomo.

Uma das formas de evidenciar o efeito mutagénico de substancias é através
da visualizacdo de micronucleos (MN) e de aberracbes cromossémicas (AC)
(ARAUJO et al., 2008). Os MN possuem um tamanho menor quando comparado
com o nucleo principal, podendo chegar até 1/3 do tamanho deste nucleo (FENECH,
2000). Segundo Holland et al. (2008), o teste do MN pode ser utilizado em diferentes
tipos de células, como os eritrocitos, linfécitos e células do epitélio esfoliado,
podendo identificar a frequéncia de mutacao presente naquele substrato.

3.5 MODELOS PARA AVALIACAO DE EFEITOS DE CONCENTRACOES DE
CLORIDRATO DE METFORMINA

Uma das formas de se estudar os efeitos de produtos quimicos em
organismos, é por meio de experimentos em espécies animais. Uma das espécies
utilizada como modelo experimental é o peixe Zebrafish ou Paulistinha, com nome
cientifico Danio rerio, sendo muito utilizado em experimentos de genética e
pesquisas biomédicas (GERLAI et al., 2000). E também utilizado para identificacdo
de genes relativamente importantes, possuindo baixo custo e facilidade de
manuteng¢éo (SCHNEIDER et al., 2009).
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A espécie D. rerio habita pequenos rios e riachos com aguas mais calmas e

limpas, de pH préximo a 7 e temperaturas entre 27°C e 34°C, com profundidades

variando entre 16 cm a 57 cm. Alimentam-se principalmente de mosquitos, larvas e

pequenos insetos (ENGESZER et al., 2007) (Fig. 4).

Figura 4 — Peixe Danio rerio (zebrafish). (Imagem da internet).

D. rerio possui um elevado grau de semelhanca com mamiferos, em relacéo

aos mecanismos moleculares do desenvolvimento e fisiologia celular, possuindo

uma rapida resposta quando em contato com alguma droga testada. Sendo um

animal evolutivamente préximo ao ser humano, por se tratar de um vertebrado,

torna-se um eficiente modelo teste (KARI et al., 2007) (Fig. 5).

DROSOFILA ZEBRAFISH CAMUNDONGO
FECUNDACAO Interna Externa Interna
D VOLYMENTD Externo Externo Interno
DO EMBRIAO
EMBRIAO N3o transparente transparente N&o transparente
PRODUCAO DE . .
FILHOTES 100 ovos/dia 100 ovos/dia 10 filhotes/ 2 meses
TEMPO ATE A IDADE A A :
REPRODUTIVA 20 dias 60 a 90 dias 85 dias
MANUTENCAO
DIARIA R$ 0,60 R$ 8,00
Invertebrado, Vertebrado, Vertebrado,
PLANO CORPORAL 6 patas e asas sem patas 4 patas

FONTE JOSE XAVIER NETO / LNBIO, MONICA RYFF VIANNA / PUC.RS E DENIS ROSEMBERG | UNCHAPECO

Comparagdo com o ser humano

85%

70%
60%

semelhanca genética

° o .
L 2 * *

100 milhGes 500 milhdes 900 milhdes
de anos de anos de anos

Tempo de separacdo evolutiva

Figura 5 — Comparacéo entre o ser humano e diferentes modelos experimentais, como o Zebrafish

(ZORZETTO; GUIMARAES, 2013).
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O Zebrafish tem se mostrado um excelente biomonitor de aguas, sendo
capaz de avaliar o potencial mutagénico (RAMIREZ; GARCIA, 2005) e genotdxico
(VELEZ; ROCIO, 2013), e de alteracbes sobre o sistema colinérgico e oxidante
(ROSEMBERG et al., 2010). Como o estudo de Choi et al. (2010), que induziu, por
meio de nanoparticulas de prata, estresse oxidativo e apoptose em figado de
Zebrafish adulto. Ja Jin et al. (2010), se utilizou do animal em questao, para observar
suas respostas ao estresse oxidativo e expressao génica de fémeas expostas ao
pesticida “atrazina”. Outro estudo realizado por Bony et al. (2009) também expondo
peixes adultos a dois pesticidas diferentes, revelou um potencial genotoxico e
mutagénico, por meio dos testes do cometa e micronicleo em eritrécitos,
respectivamente. A exposicdo destes animais a metais pesados, também foi capaz
de demonstrar sua sensibilidade quanto ao sistema colinérgico, apresentando
alteracéo da atividade da acetilcolinesterase e no sistema antioxidante do cérebro de
peixes zebras expostos a tais compostos (RICHETTI et al.,, 2011), todos estes
trabalhos apresentando a grande sensibilidade deste peixe quando acondicionado

com diferentes substancias e com respostas a diferentes testes.
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4. METODOLOGIA

Esta pesquisa foi de carater experimental com delineamento inteiramente
casualizado. A amostra foi constituida por 120 exemplares adultos de peixes D.
rerio, obtidos de criadouros, sendo transportados dentro de sacos plasticos com
oxigenacao (GTA em Anexo). Do total de animais, 60 foram utilizados para obtencéo
da CL50 e efeito agudo do cloridrato de metformina e os demais, utilizados em
experimento de avaliacdo do efeito cronico do cloridrato de metformina. O material
biolégico coletado foi analisado por meio de técnicas de avaliacdo de
mutagenicidade, de estresse oxidativo e de neurotoxicidade.

Esse projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Animais
(CEP) da Universidade Estadual do Oeste do Parana (UNIOESTE).

4.1 PERIODO DE ACLIMATACAO E TROCA DE AGUA

Os animais eram machos, adultos, adquiridos de piscicultores devidamente
regulamentados pelo Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais
Renovaveis (IBAMA). Os aquarios para acondicionamento dos animais foram
abastecidos com agua proveniente do poco artesiano que abastece a UNIOESTE,
porém com periodo de 3 dias de descanso para declorificacdo. Todos os espécimes
foram aclimatados em aquarios com aeracao e temperaturas constantes (24+0,5 °C)
por no minimo 7 dias, sendo respeitada a densidade de 1 g de peixe/L de agua. O
peso corporal dos espécimes da amostra variou entre 0,2 e 1 g, sendo diariamente
alimentados com racdo comercial com 45% de proteina bruta, duas vezes ao dia, em
uma propor¢ao de 5% da biomassa total dos aquarios.

Ao longo dos experimentos, toda a agua dos aquarios foi trocada
semanalmente, incluindo os controles, e adicionado novo tratamento a cada aquario.

Além de adicionado novo tratamento, a agua do controle negativo era redistribuida
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em todos os aquarios com o intuito de conservar o ambiente j4 aclimatado aos

animais, minimizando a condicéo de estresse.

4.2 AVALIACAO DA CONCENTRACAO LETAL DE 50% (CL50) E EFEITO AGUDO
DO CLORIDRATO DE METFORMINA

Para a obtencao da CL50, os peixes foram acondicionados em seis aquarios
de 10 L (n=10 por aquario). Nos aquérios foram administradas as seguintes
concentracdes de cloridrato de metformina por 96 horas: A—-0,25g/L; B-0,5¢/L; C
- 0,75 g/L; D — 1,25 ¢g/L; E — Controle negativo (animais apenas aclimatados); F —
Controle positivo (animais tratados com 0,2 mg/L de Metilmetano Sulfonado — MMS,
um quimioterapico, de acordo com o trabalho de FafRRbender; Braunbeck, 2013),

utilizado para comparagéo na analise mutagénica (Fig. 6).

Controle positivo (CP)

0,25g/L CM 0,5g/LCM 0,75g/LCM 1,25g/LCM

é‘ é ‘f Controle negativo (CN)
= | PRSI S B S S

— — —— - - — - 4 — — — H —— — — H - a— — B
= = =

96 horas

Ry

Figura 6 — Delineamento experimental para calculo da CL50 e experimentacdo de teste agudo em
Zebrafish com cloridrato de metformina.

Ao longo do experimento, diariamente foram registradas as frequéncias de
mortalidade por tratamento. O calculo de CL50 foi estimado de modo néo linear, por
meio de calculos de probitos (Probit regression), aplicando-se o método de
estimacao de Quasi-Newton. A predicdo da CL50 foi definida por meio da analise de
regressao multipla, a partir das probabilidades previstas (U.S.EPA, 2011).

Apoés o periodo experimental, os animais foram anestesiados em eugenol
(30 mg/L) e realizada a coleta do musculo e sangue, os quais foram devidamente

acondicionados para a realizagdo das andlises a seguir descritas.
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4.3 AVALIACAO DOS EFEITOS CRONICOS DO CLORIDRATO DE METFORMINA

Ap0s obtida a CL50, os demais 60 animais foram pesados e mensurados 0s
comprimentos total e padrdo. Apos a biometria inicial, estes foram acondicionados
em seis aquarios de 10 L (n=10 por aquario). Nos aquarios foi administrada a
concentracdo subletal de 0,45 ¢g/L de cloridrato de metformina (obtida no
experimento anterior), os quais foram subdivididos de acordo com o tempo de
exposicdo ao medicamento: T15: animais expostos por 15 dias; - T30: animais
expostos por 30 dias; - T45: animais expostos por 45 dias; - T60: animais expostos
por 60 dias. Dois aquarios tiveram acondicionados animais considerados como
controles: E — Controle negativo (animais apenas aclimatados); F - Controle Positivo
(CP): animais expostos a 4 ug/L de ciclofosfamida, um quimioterapico, conforme
proposto por Gokce et al. (2016), utilizado para comparacao na analise mutagénica,
sendo mantidos por 60 dias (Fig. 7).

Controle negativo (CN)

0,45g/LCM 0,45g/L CM 0,45g/LCM 0,45g/LCM + el aEes ﬂl

f Controle positivo (CP)
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15 dias (T15) 30 dias (T30) 45 dias (T45) 60 dias (T60) 60 dias
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Figura 7 — Delineamento experimental para experimentacdo de teste crénico em Zebrafish com
cloridrato de metformina (0,45 g/L).

Apds os tempos experimentais descritos anteriormente, 0os animais foram
novamente pesados e anestesiados em agua contendo 30mg de eugenol por litro,
de acordo com a metodologia sugerida por Honczaryk e Inoue (2009), e
posteriormente tiveram seus comprimentos padréo e total mensurados. Em seguida,
ainda anestesiados, ocorreu a coleta de sangue para posterior realizacdo do teste
do MN, através da secc¢do da nadadeira caudal. Além da retirada de sangue,
também foi retirado o musculo caudal, com auxilio de bisturi, para a realizagdo das

analises relativas ao sistema antioxidante e atividade da colinesterase.
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Apébs a coleta de material, os animais foram eutanasiados por saturacdo de

eugenol e descartados dentro de um saco em lixo hospitalar para fim apropriado.
4.4 ANALISE DO SISTEMA ANTIOXIDANTE

O musculo de cada animal, de ambos experimentos descritos anteriormente,
foi acondicionado em microtubo, contendo 1 mL de Tampéo TRIS HCI pH 7,4, e

congelados a -20°C até realizacdo das analises descritas a seguir:

Preparacdo das amostras: Primeiramente as amostras foram descongeladas em
gelo moido por pelo menos duas horas, e em seguida homogeneizadas em solucéo
tampéo TRIS HCI pH 7,4 por 5 minutos. O material foi centrifugado & 13.680 g, a
4°C, durante 10 minutos, e o sobrenadante acondicionado em um novo microtubo e

novamente congelado a -20°C.

Quantificacdo de proteina: A quantificacdo de proteina das amostras foi
determinada pelo método de Bradford, utilizando albumina de soro bovino como
padrao (BRADFORD, 1976). As amostras foram analisadas por meio de
espectrofotometria em microplaca, utilizando comprimento de onda de 595 nm.

Todas as amostras foram posteriormente normalizadas em 1 mg de proteina.mL™.

Superoxido dismutase: A dosagem desta enzima seguiu o protocolo proposto por
Crouch et al., (1981), cujo principio consiste em quantificar o azul de tetrazolium
(NBT). Foram adicionados 100 pl de etanol 100% em 300 pl das amostras
normalizadas, e centrifugadas a 13.680 g, a 4°C, por 10 minutos. Em microplaca de
96 pocos, foram pipetados 30 pl do sobrenadante da amostra em triplicata, para o
branco forma pipetados 30 ul de etanol 25% em tampéao Tris-HCI 200 mM, e 100 pl
da solucéo de hidroxilamina. A mensuragcao da absorbancia foi realizada em 560 nm,
por 90 minutos, em intervalos de 1 minuto. A expressao da unidade de SOD foi dada

a atividade da enzima capaz de inibir em 50% a oxidacdo do NBT.mg™ de proteina
(Fig. 8).
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SOD
20, + 2H30+_) O, + HO, + 2H,0

Figura 8 - Principio bioquimico do procedimento de avaliacao da
atividade da enzima superdxido dismutase.

Catalase: O processo de dosagem da enzima catalase aconteceu de acordo
com o protocolo proposto por Aebi et al.,, (1984), que tem como principio a
dismutacéo do peréxido, cujo coeficiente de extingdo molar é de 40 Mt.cm™. 3 pL
das amostras normalizadas foram pipetadas em microplacas para leitura em
espectrofotometria em ultravioleta, e adicionados 297 ul do sistema de reacédo (2,5
ml de Tampao Tris-HCI 1,0 M, EDTA 5,0 mM, pH 8,0; 47,32 ml de agua deionizada e
70 pl de H;0,). Posteriormente, a absorbancia foi mensurada a 240 nm, por 2
minutos em intervalos de 10 segundos. A unidade foi expressa em mmol de H,0,

degradado.min™.mg de proteina™ (Fig. 9).
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Figura 9 - Principio bioguimico do procedimento de avaliacao da

atividade da enzima catalase. (Disponivel em: <https://fineartamerica.com/featured/action-of-catalase-
on-hydrogen-peroxide-mikkel-juul-jensen.htmi>. Acesso em: 01 mai. 2019).

Glutationa s-transferase: O principio da analise da atividade da Glutationa
transferase (GST) é de que a enzima catalisa a conjugacdo da glutationa reduzida
(GSH) com o substrato sintético CDNB (HABIG et al., 1974). 20 yuL das amostras
normalizadas/branco foram pipetados em triplicata, e adicionados 20 yl de tampao
fosfato de potassio e 180 ul do sistema de reacdo (0,94 mM CDNB/GSH), em
temperatura ambiente (25°C). A mensuracdo da absorbéncia foi realizada em
comprimento de onda de 340 nm, por 5 minutos em intervalos de 30 segundos. A
unidade foi expressa em nmol de tioéter formado.min™.mg de proteina™ (Fig. 10).


https://fineartamerica.com/featured/action-of-catalase-on-hydrogen-peroxide-mikkel-juul-jensen.html
https://fineartamerica.com/featured/action-of-catalase-on-hydrogen-peroxide-mikkel-juul-jensen.html
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Figura 10 - Principio bioguimico do procedimento de avaliacéo da
atividade da enzima glutationa s-transferase (SOBJAK et al., 2016).

Lipoperoxidacdo: Para a quantificacdo indireta dos peréxidos, o protocolo seguido
foi o de Buege e Aust (1978). Para a preparacdo da amostra, um meio contendo
aliquota de 0,33 mg/mL de proteina, foi adicionado a um meio contendo &cido
tricloroacético 6,7% (TCA) com volume final de 180 pL e agitada em vortex. Em
seguida, o material foi acondicionado em banho de gelo por 5 minutos e centrifugado
por 5 minutos a 13.680 g a 4 °C. Foram pipetados 40 pL do sobrenadante e
concentracbes-padrdao de Malonaldeido (MDA), em triplicata, a meio de reacao
contendo 21,42 mM de TBA, 17,86 mM de NaOH, 0,73 M de TCA, 0,032 mM de
BHT, etanol 3% em PBS. A leitura da reacao foi realizada a 22°C, apés 60 minutos
de incubacdo a 60°C, em uma absorbancia de 535 nm. A peroxidacao lipidica foi
estimada a partir das concentracbes-padrdao de MDA e os resultados foram
expressos como nmol de MDA.mg de proteina™ (Fig. 11).
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Figura 11 — Principio bioguimico do procedimento de avaliacdo da atividade da Reacdo de
lipoperoxidacgéo. (Disponivel em:
<https://biblioteca.unilasalle.edu.br/docs_online/artigos/revista la_salle/Aguardando_liberacao_direito
S autorais/2009 vi14 n2/pmbock.pdf>. Acesso em: 01 mai. 2019).

4.5 ATIVIDADE DA ENZIMA COLINESTERASE

Com finalidade de determinar a atividade enziméatica da colinesterase foram
utilizadas as amostras normalizadas, aplicando-se a técnica de Ellman (ELLMAN et
al., 1961) adaptado para microplaca por Herbert et al. (1995). A acetiltiocolina (ATC)
foi utilizada como substrato a uma concentracdo de 9 uM e o acido 5,5-ditil-bis (2-
nitrobenzédico) (DTNB), como reagente de cor. A leitura de absorbéancia foi realizada
em um comprimento de onda de 405 nm. A atividade das ChE foi expressa em nmol
acetilcolina hidrolisada.min™.mg de proteina™ (Fig. 12). Esta parte do trabalho foi
realizada, porém ndo apresentada no artigo cientifico devido a uma melhor

coeréncia de explicacdo dos dados.


https://biblioteca.unilasalle.edu.br/docs_online/artigos/revista_la_salle/Aguardando_liberacao_direitos_autorais/2009_v14_n2/pmbock.pdf
https://biblioteca.unilasalle.edu.br/docs_online/artigos/revista_la_salle/Aguardando_liberacao_direitos_autorais/2009_v14_n2/pmbock.pdf
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Figura 12 — Principio bioquimico do procedimento de avaliagdo da atividade da enzima colinesterase
(SOBJAK et al., 2016).

4.6 AVALIACAO DE MUTAGENICIDADE

Para o teste do micronucleo seguimos o protocolo para confeccao de
laminas de acordo com o proposto por Hooftman e de Raat (1982) com adaptacdes.
Apds a anestesia do animal, o sangue foi retirado por meio da remocdo da
nadadeira caudal com o auxilio de um bisturi. Apds este procedimento, o sangue foi
gotejado em uma lamina e realizado o esfregaco, confeccionando-se uma lamina
para cada animal. Em seguida, as laminas foram mantidas em secagem por 24
horas, posteriormente fixadas em metanol absoluto por 10 minutos e mais 24 horas
de secagem a temperatura ambiente. As mesmas foram entdo coradas por 10
minutos com solucdo Giemsa diluida com tampéo fosfato 0,06M (pH 6,8) na
proporcdo de 1 mL de corante para 20 mL de tampé&o, lavadas em agua destilada e
postas novamente para secagem. Foram analisados 1000 eritrocitos por lamina, em
microscopio de luz em aumento de 1000x para a contagem de MN, e sempre
comparados estatisticamente aos controles negativo (baixo potencial mutagénico) e

controle positivo (quimioterapico, ou seja, alto potencial mutagénico).
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4.7 AVALIACAO DA QUALIDADE DA AGUA

Com o intuito de garantir que a qualidade da agua nao pudesse ter
interferido nos resultados encontrados, um terceiro experimento com as mesmas
condi¢cdes e manipulacbes de trocas de agua, peixes e tempos foi realizado. A
avaliacdo da agua era realizada duas vezes por semana, sendo avaliados o pH, por
meio de um pHmetro e as contracdes de oxigénio dissolvido, com o auxilio de um
oximetro.

Para as avaliagbes das concentragoes de amonia e nitrito, foram utilizados
kits especificos (ALFAKIT®). Apds realizada a coleta das amostras de agua dos
aguarios, as mesmas eram pipetadas em microplacas e adicionados 0s reagentes
especificos para cada composto, presentes nos kits, sendo realizada a leitura, por
meio de espectrofotbmetro, em comprimentos de onda de 620 nm e 490 nm,

respectivamente.
4.8 ANALISES ESTATISTICAS

Para cada experimento (avaliacdo aguda e cronica), para todas as variaveis
respostas analisadas, foram construidos graficos “violin plot” com o intuito de
visualizacdo dos dados para remocao de “outliers”, em seguida foram testados os
dados de normalidade e homocedasticidade. Apés testados 0s pressupostos, 0s
grupos foram comparados por meio do teste de Kruskal Wallis ou pelo teste de
ANOVA e, em caso de significancia estatistica (p<0,05), realizado o teste de
acompanhamento de Dunn com auxilio do pacote Dunn.test ou teste de Tukey,
respectivamente, por meio do programa estatistico R (R Core Team, 2017).
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ABSTRACT

Metformin hydrochloride is an oral medication prescribed for patients with diabetes, little is
known about its mutagens and antioxidants potential, that can be detected through the
evaluation of biological models such as Danio rerio. Thus, the objective of this study was to
test the potential acute and chronic effects of metformin hydrochloride on the antioxidant and
mutagenic system in the bioindicator D. rerio. The animals were acclimatized at temperature,
pH and constants oxygenation, for a period of seven days. Then, the fishes were separated
into six groups exposed to different concentrations for determination of the LC50 over a 96
hour period. In another experiment, six groups of ten animals were separated: four groups for
evaluation of the chronic effect of 0.45 g/L of metformin hydrochloride up to 60 days. A
negative control group and a positive control, the methylmethane sulfonate (MMS), group
were present in both experiments. The antioxidant system of the muscle samples was
evaluated by: Superoxide dismutase (SOD), Catalase (CAT), Glutathione transferase (GST),
and Lipoperoxidation reaction (LPO). The mutagenicity was performed in the blood samples
by means of the Micronucleus Test, analyzing: micronucleus frequency, necrosis, fragmented
nucleus, bud, lobed nucleus and binucleate cells. With this, the presence of oxidative stress
and cellular damage, together with the activation of the antioxidant system, can be visualized
up to 45 days of treatment, with a stabilization of the physiological system in 60 days. What is
believed to be from a physiological adaptation to the use of metformin hydrochloride.

Keywords: Zebrafish; Metformin; Oxidative stress; Micronucleus.
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1. Introducéo

O cloridrato de metformina € um medicamento derivado da guanidina, prescrito para
o tratamento de diabetes mellitus e ovario policistico (Witters, 2001). Quando somente a
mudanga no estilo de vida ndo é suficiente para o controle dos niveis de glicose, sdo indicadas
doses diarias de cloridrato de metformina, entre 500 e 2500 mg (Korolkovas, 1995). Esse
medicamento é capaz de diminuir a producéo de glicose basal, suprimindo a gliconeogénese e
a glicogenolise no figado, fazendo com que ocorra uma maior captacdo de glicose do tecido
muscular (Bodmer et al., 2008), diminuindo, assim, as taxas de triglicerideos e colesterol,
bem como a diminuicdo significativa das complicacdes cardiovasculares em pacientes com
sobrepeso (Trovo; Tiyo, 2014).

Com o aumento do nimero de casos de diabetes tipo 2, principalmente nos paises
desenvolvidos, tem ocorrido o0 aumento do uso de tal medicamento. Pouco é conhecido sobre
as consequéncias da utilizacdo deste medicamento em periodos prolongados em experimentos
in vivo (Martin-Montalvo et al., 2013) e, em especial, a saide humana. Um eficiente modelo
de teste para descobertas de doencas e efeitos de drogas em humanos é o peixe Danio rerio,
conhecido como Zebrafish (Kari et al., 2007). Este modelo biolégico ¢ muito utilizado em
experimentos de genética e pesquisas biomédicas (Gerlai et al., 2000), fazendo deste, um
competente modelo devido suas similaridades genéticas, celulares, anatémicas e fisioldgicas
aos mamiferos, tornando-o um 6timo bioindicador para a exploracdo também da toxicologia,
sendo essa, uma ciéncia fortemente envolvida na compreensdo da etiologia de doencas
humanas (Tanguay, 2018).

Visto como um dos mecanismos mais comuns em uma condicdo toxica, 0 estresse
oxidativo € considerado como uma série ativacdes enzimaticas e reacfes que levam a
diminuicdo do estado homeostatico da célula. Este estado € consequéncia da elevagdo de
espécies reativas ao oxigénio (EROS) e do aumento de moléculas oxidadas (Samet; Wages,
2018). O aumento de tais moléculas desencadeia em reacfes de lipoperoxidacdo, além de
infligir danos as biomoléculas de DNA (Czarny et al., 2018), levando a instabilidade
genbmica, promovendo desde danos oxidativos a mutacdes, e podendo desencadear até
processos carcinogénicos (Fayh et al., 2018).

Como jé referido, ha pouca informacéo ainda existente sobre 0s potenciais efeitos do
cloridrato de metformina, sobre sistemas bioldgicos de um modelo experimental, simulando

possiveis alteragdes a saude, decorrente de diferentes concentracbes em exposicdo aguda e
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concentracdo ndo-letal em exposicdo cronica do medicamento. Desta forma, torna-se
importante a realizacdo de estudos com este escopo, sendo que o objetivo do presente trabalho
foi avaliar os potenciais efeitos do medicamento cloridrato de metformina sobre o sistema
antioxidante, bem como o sistema colinérgico e mutagénico por meio da avaliacdo do

bioindicador Danio rerio.
2. Metodologia

2.1 Aclimatag&o e procedimentos experimentais

A amostra foi constituida por 120 exemplares machos, adultos, de peixes D. rerio
obtidos de piscicultores devidamente regulamentados pelo Instituto Brasileiro do Meio
Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA), distribuidos em um delineamento
inteiramente casualizado. Destes, 60 foram utilizados para obtengdo da CL50 e efeito agudo e
os demais foram utilizados em experimento de avaliagdo do efeito crénico do cloridrato de
metformina. Esse projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Animais (CEP)
da Universidade Estadual do Oeste do Parana (UNIOESTE).

Todos os animais foram aclimatados em aquérios com aeracdo e temperaturas
constantes (24+0,5 °C) por no minimo sete dias, sendo respeitada a densidade de 1 g de
peixe.L™ de 4gua. Os animais foram alimentados com racdo comercial com 45% de proteina
bruta, duas vezes ao dia, recebendo 5% da biomassa total dos aquarios.

No experimento de avaliacdo do efeito cronico, a dgua total dos aquérios foi trocada
semanalmente em todos os recipientes, incluindo os controles, e adicionados novos
tratamentos a cada aquério, caracterizando em experimentos de pressdo (Gotelli; Ellison,
2011). Além de adicionado novo tratamento, a agua do controle negativo era redistribuida em
todos os aquarios com o intuito de conservar o ambiente cujo animal estava acondicionado,
reduzindo assim o estresse do procedimento. Todos os aquarios eram abastecidos com agua
proveniente do pogo artesiano que abastece a Universidade.

De acordo com Tincani et al. (2017), experimentos em ecotoxicologia que avaliem
biomarcadores e que ndo apresentem replicacdo verdadeira (ou seja, varios animais por
aquario) apresentam resultados equivalentes e com 0 mesmo valor de erro tipo | e tipo Il que
um experimento com replicacdo (ou seja, um animal por aquario).

Com o intuito de garantir a qualidade da agua ao longo das experimentagdes, foram

realizadas avaliagbes da dgua em um experimento paralelo e com as mesmas condicGes. As
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avaliacOes foram realizadas duas vezes por semana, sendo avaliados o pH e as contragdes de
oxigénio dissolvido, por meio de um pHmetro e de um oximetro, respectivamente, e avaliadas
as concentracbes de amonia e nitrito. Para as avaliacbes das concentracdes de amoénia e
nitrito, foram utilizados kits especificos (ALFAKIT®), adaptados para microplacas, sendo
realizadas as leituras por meio de espectrofotdmetro, em comprimentos de onda de 620 nm e

490 nm, respectivamente.

2.2 Avaliacdo da concentracdo letal de 50% (CL50) e efeito agudo do cloridrato de
metformina

Para a obtencdo da CL50, os peixes foram acondicionados em seis aquarios de 10 L
(n=10 por aquario). Nos aquarios foram administradas as seguintes concentracdes de
cloridrato de metformina por 96 horas: A —0,25¢g/L; B-0,5¢/L; C-0,75¢/L; D - 1,25 g/L
e mais dois aquérios utilizados como controles: E — Controle negativo (animais apenas
aclimatados); F — Controle positivo (animais tratados com 0,2 mg/L de Metilmetano
Sulfonado — MMS, um quimioterapico, de acordo com o trabalho de Falbender; Braunbeck,
2013), utilizado para comparagdo na andlise mutagénica. Ao longo do experimento,
diariamente foram registradas as frequéncias de mortalidade por tratamento. O célculo de
CL50 foi estimado de modo nao linear, por meio de calculos de probitos (Probit regression),
aplicando-se 0 método de estimacao de Quasi-Newton. A predicdo da CL50 foi definida por
meio da analise de regressdo multipla, a partir das probabilidades previstas (U.S.EPA, 2011).
Apb6s o periodo experimental, os animais foram anestesiados em eugenol (30 mg/L) e
realizada a coleta do mdsculo e sangue, sendo este material bioldgico devidamente
acondicionado para a realizacdo das andlises de atividade do sistema antioxidante e efeitos

mutagénicos.

2.3 Avaliacao dos efeitos cronicos do cloridrato de metformina

Apds obtida a CL50, foram mensurados 0s comprimentos total e padréo, dos demais
animais, e 0s mesmos foram pesados tanto no periodo inicial do tratamento, quanto no
momento que antecedia a eutanasia, sendo acondicionados em quatro aquarios de 10 L (n=10
por aquério) apods a pesagem inicial. Nos aquérios foi administrada a concentracdo subletal de
0,45 ¢/L de cloridrato de metformina (obtida no experimento anterior), os quais foram
subdivididos de acordo com o tempo de exposi¢cdo ao medicamento: T15: exposi¢do por 15

dias; - T30: exposicao por 30 dias; - T45: exposi¢do por 45 dias; - T60: exposicdo por 60 dias.
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Mais dois aquérios tiveram animais acondicionados e considerados como controles, foram
mantidos por 60 dias: E — Controle negativo (animais apenas aclimatados); F - Controle
Positivo (CP): animais expostos a 4 pg/L de ciclofosfamida, um quimioterapico, conforme
proposto por Gokge et al. (2016), utilizado para comparagao na anélise mutagénica.

Nos tempos experimentais descritos anteriormente, os animais foram anestesiados
em agua contendo 30mg de eugenol por litro, de acordo com a metodologia sugerida por
Honczaryk e Inoue (2009) e novamente pesados. Em seguida, ainda anestesiados, ocorreu a
coleta de sangue para posterior realizacdo do teste do MN, através da seccdo da nadadeira
caudal. Também foi retirado o musculo caudal, com auxilio de bisturi, para a realizagdo das
analises relativas ao sistema antioxidante. Apos a coleta de material, os animais foram
eutanasiados por saturacdo de eugenol, de acordo com a mesma metodologia citada acima e

descartados dentro de um saco em lixo hospitalar para fim apropriado.

2.4 Analises laboratoriais

2.4.1 Preparo das amostras

O musculo de cada animal, de ambos experimentos descritos anteriormente, foi
acondicionado em microtubo, contendo 1 mL de Tampéao TRIS HCI pH 7,4, e congelados a -
20°C até realizagdo das anélises descritas a seguir:

As amostras foram descongeladas em gelo moido por pelo menos duas horas, e em
seguida homogeneizadas em solugdo tampédo TRIS HCI pH 7,4 por 5 minutos. O material foi
centrifugado a 13.680 g, a 4°C, durante 10 minutos, e o sobrenadante acondicionado em um
novo microtubo e novamente congelado a -20°C. A quantificacdo de proteina das amostras foi
determinada pelo método de Bradford, utilizando albumina de soro bovino como padrdo
(Bradford, 1976). As amostras foram analisadas por meio de espectrofotometria em
microplaca, utilizando comprimento de onda de 595 nm. Todas as amostras foram

posteriormente normalizadas em 1 mg de proteina.mL™.

2.4.2 Analise do sistema antioxidante

A dosagem da enzima superdxido dismutase seguiu o protocolo proposto por Crouch
et al., (1981), cujo principio consiste em quantificar o azul de tetrazolium (NBT). Foram
adicionados 100 pl de etanol 100% em 300 pl das amostras normalizadas, e centrifugadas a

13.680 g, a 4°C, por 10 minutos. Em microplaca de 96 pogos, foram pipetados 30 pul do
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sobrenadante da amostra em triplicata, para o branco foram pipetados 30 pl de etanol 25% em
tampdo Tris-HCI 200 mM, e 100 pl da solugdo de hidroxilamina. A mensuracdo da
absorbancia foi realizada em 560 nm, por 90 minutos, em intervalos de 1 minuto. A expressao
da unidade de SOD foi dada a atividade da enzima capaz de inibir em 50% a oxidagdo do
NBT.mg™ de proteina.

O processo de dosagem da enzima catalase aconteceu de acordo com o protocolo
proposto por Aebi et al., (1984), que tem como principio a dismutacdo do perdxido, cujo
coeficiente de extingdo molar é de 40 M™*.cm™. 3 pL das amostras normalizadas foram
pipetadas em microplacas para leitura em espectrofotometria em ultravioleta, e adicionados
297 ul do sistema de reagdo (2,5 ml de Tampao Tris-HCI 1,0 M, EDTA 5,0 mM, pH 8,0;
47,32 ml de agua deionizada e 70 ul de H,O,). Posteriormente, a absorbancia foi mensurada a
240 nm, por 2 minutos em intervalos de 10 segundos. A unidade foi expressa em mmol de
H,0, degradado.min™.mg de proteina™.

O principio da andlise da atividade da Glutationa transferase (GST) é de que a enzima
catalisa a conjugacéo da glutationa reduzida (GSH) com o substrato sintético CDNB (Habig et
al.,, 1974). 20 pL das amostras normalizadas/branco foram pipetados em triplicata, e
adicionados 20 ul de tampdo fosfato de potassio ¢ 180 pul do sistema de reag¢do (0,94 mM
CDNB/GSH), em temperatura ambiente (25°C). A mensuracdo da absorbancia foi realizada
em comprimento de onda de 340 nm, por 5 minutos em intervalos de 30 segundos. A unidade
foi expressa em nmol de tioéter formado.min™.mg de proteina™.

Para a quantificacdo indireta dos perdxidos, o protocolo seguido foi o0 de Buege e Aust
(1978). Para a preparacdo da amostra, um meio contendo aliquota de 0,33 mg/mL de proteina
da mesma, foi adicionado a um meio contendo acido tricloroacético 6,7% (TCA) com volume
final de 180 pL e agitada em vortex. Em seguida, o material foi acondicionado em banho de
gelo por 5 minutos e centrifugado por 5 minutos a 13.680 g a 4 °C. Foram pipetados 40 pL do
sobrenadante e concentracdes-padrdo de Malonaldeido (MDA), em triplicata, a meio de
reacdo contendo 21,42 mM de TBA, 17,86 mM de NaOH, 0,73 M de TCA, 0,032 mM de
BHT, etanol 3% em PBS. A leitura da reacdo foi realizada a 22°C, ap6s 60 minutos de
incubacdo a 60°C, em uma absorbancia de 535 nm. A peroxidacéo lipidica foi estimada a
partir das concentragdes-padrdo de MDA e os resultados foram expressos como nmol de

MDA.mg de proteina™.
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2.4.3 Avaliagdo de mutagenicidade

Para o teste do micronucleo seguimos o protocolo para confeccdo de laminas de
acordo com o proposto por Hooftman e de Raat (1982) com adaptacdes. O sangue retirado de
cada espécime foi gotejado em uma ldmina e realizado o esfregago, uma por animal. As
laminas foram mantidas em secagem por 24 horas, posteriormente fixadas em metanol
absoluto por 10 minutos e mais 24 horas de secagem a temperatura ambiente. As mesmas
foram entdo coradas por 10 minutos com solucdo Giemsa diluida com tampéo fosfato 0,06M
(pH 6,8) na proporcao de 1 mL de corante para 20 mL de tampéo, lavadas em agua destilada e
postas novamente para secagem. Foram analisados 1000 eritrécitos por lamina, em
microscopio de luz em aumento de 1000x para a contagem de MN, sempre comparados
estatisticamente aos controles negativo (baixo potencial de mutagénico) e positivo

(quimioterapico, ou seja, alto potencial mutagénico).

2.5 Andlises estatisticas

Para cada experimento (avaliacdo aguda e cronica), para todas as variaveis respostas
analisadas, foram construidos graficos “violin plot” com o intuito de visualizagdo dos dados
para remocdo de ‘“outliers”, em seguida foram testados os dados de normalidade ¢
homocedasticidade. Apos testados os pressupostos, os grupos foram comparados por meio do
teste de Kruskal Wallis ou pelo teste de ANOVA e, em caso de significancia estatistica
(p<0,05), realizado o teste de acompanhamento de Dunn com auxilio do pacote Dunn.test ou
teste de Tukey, respectivamente, por meio do programa estatistico R (R Core Team, 2017).

3. Resultados
3.1 CL50 e exposicao aguda ao cloridrato de metformina

3.1.1 Concentragéo letal de 50% (CL50)

Foi verificado que os grupos expostos a 0,25 g/L (0%), 0,5 g/L (8%) e controle
negativo (8%) ndo apresentaram diferencas estatisticas significativas quanto a mortalidade
(p>0,05), observando-se diferencas a partir da concentragéo de 0,75 g/L (13%) e 1,25 g/L
(70%) (p<0,05).

A partir dos dados observados, aplicacdo do metodo de estimacdo e expressando 0S
resultados em um modelo polinomial de segunda ordem, foi possivel estimar que a
concentragdo letal de 50% dos individuos (CL50) foi de 1,15 g/L em 96 horas (Fig. 1A).
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O mesmo célculo de CL50 foi também realizado para 48 e 72 h, definindo-se 0s
valores de 2,55 e 1,26 g¢/L, respectivamente. Estes dados foram avaliados por meio de anélise
de regressdo, definindo-se um modelo exponencial negativo (Fig. 1B). A partir do presente
modelo, foi possivel inferir que o valor de CL50 para sete dias de exposicéo € de 0,51 g/L de
cloridrato de metformina. O célculo deste valor foi necessario uma vez que 0 mesmo teria que
ser reposto semanalmente no experimento de exposicdo crbnica, sendo definido uma

concentracdo nao-letal de 0,45 g/L de cloridrato de metformina.
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Figura 1. A) % de mortalidade de D. rerio submetido a diferentes concentragdes de Cloridrato
de Metformina, em exposi¢do por 96 horas. B) CL50 estimada de cloridrato de metformina
para D. rerio em relagéo aos dias de exposigéo.

3.1.2 Sistema antioxidante

Ao observar os resultados encontrados no experimento agudo (96h), pode-se avaliar
qgue houve elevacdo gradual da atividade da enzima SOD (H=9,589; p=0,047; Fig. 2A)
apresentando diferenca estatistica do tratamento de maior concentracdo (1,25g) em relacao
aos demais tratamentos, mas sem alteracdo da atividade da CAT (H=4,584; p=0,333; Fig. 2B).
Foi também constatada elevacdo gradual da atividade da enzima GST, sendo observado
principalmente a partir de 0,75 g/L de exposicdo ao medicamento, sendo gque 0s tratamentos
de 0,75 g/L e 1,25 g/L apresentaram atividade de GST estatisticamente mais elevada do que o
grupo controle negativo (H=18,487; p<0,001; Fig. 2C). A formacdo de MDA, decorrente da
reacdo de lipoperoxidacdo, tambem foi elevada, estando possivelmente relacionada ao
aumento da concentracdo de exposicdo de cloridrato de metformina, bem como elevacdo da
atividade da SOD. Contudo, as diferencas estatisticas ndo foram significativas em relacéo ao
controle negativo (H=5,131; p=0,274; Fig. 2D).
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3.1.3 Agdo mutagénica

Em relacdo a acdo mutagénica da exposicdo aguda de cloridrato de metformina, foi
possivel verificar uma maior frequéncia de danos a molécula de DNA, sendo o aumento na

frequéncia de MN observado principalmente na concentracdo de 1,25 g/L do medicamento

quando comparado ao controle negativo (H=11,814; p=0,037; Fig. 2E).
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Figura 2 — Medianas, intervalos interquartilicos e interpercentilicos das variaveis em D. rerio,
expostos a 0,25 g/L; 0,5 g/L; 0,75 g/L; 1,25 g/L de Cloridrato de Metformina e os Controles
Negativo (CN) e Positivo (CP-MMS), por 96 horas. A- SOD; B- CAT; C- GST, D- LPO; E -
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frequéncia de micronucleos (MN) em células sanguineas.

3.2 Exposicéo cronica ao cloridrato de metformina

3.2.1 Qualidade da agua

Quanto a qualidade da agua, foi possivel verificar que ao longo do experimento nao
houve diferencgas estatisticas significativas de pH (F=0,989; p=0,435) e OD (H=0,534;
p=0,749) entre os tratamentos, permanecendo em valores considerados adequados para o

1,25g/L

1,26g/L
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acondicionamento de D. rerio (Tab. 1). Contudo, foi verificada diferenca estatistica na
avaliacdo de amonia, indicando elevacao significativa dos valores nos tempos de 15, 30, 45 e
60 dias de exposicdo ao cloridrato de metformina quando comparados com 0s controles
negativo e positivo (H=28,74; p<0,0001; Fig. 3A). Ja para o nitrito, ndo se pode observar
resultados significativos (H=8,567; p=0,127; Fig. 3B), indicando a similaridade dos

tratamentos com o controle negativo.

Tabela 1 — Médias e erros padrdo das varidveis de qualidade da &gua.

Tratamentos Ph 02 Dissolvido (mg/L)
CN 7,87 £0,02 7,90 £0,10
CP 7,89 £ 0,02 8,12+0,11
15 dias 7,87 +0,03 7,82 +£0,32
30 dias 7,91 +£0,02 7,87 £0,20
45 dias 7,90 £ 0,02 7,84 £0,13
60 dias 7,91 +£0,01 7,91+£0,10
p-valor 0,435 0,749
*CN: Controle negativo; CP: Controle positivo.
A b i b B
0.15 1
b
1.0
£0.10 — g
o 1 £
g Z
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000- | 0.0 == =
CHN CP 15 dias 30 dias 45 dias 60 dias CN CP 15dias 30 dias 45 dias 60 dias
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Figura 3 — Medianas, intervalos interquartilicos e interpercentilicos das variaveis de qualidade
de agua (mg/L), em D. rerio expostos a 0,45 g/L de Cloridrato de Metformina e Controles
Negativo (CN) e Positivo (CP-MMS), por 60 dias. A- Amonia; B- Nitrito.

3.2.2 Comprimento e peso dos animais

Ao observar o comprimento total (H=42,389; p=0,202; Tab. 2) e padrdo (H=42,803;
p=0,182; Tab. 2) dos animais, pode-se observar que ndo houve diferenga estatistica entre 0s
tratamentos (p>0,05), para nenhuma das variaveis relacionadas a comprimento. Ja em relagéo
a variavel peso, quando comparado os tratamentos, ndo h& diferenca estatistica referente a
peso inicial (H=55,813; p=0,406; Tab. 3) e peso final (H=46,743; p=0,400; Tab. 3), porém ao
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realizar a comparacdo entre o peso inicial e final de todos os animais, pode-se observar uma

perda de peso significativa dos mesmos (V=909,5; p= 0,008; Tab. 3).

Tabela 2 — Médias e erros padrdo das varidveis referentes ao comprimento dos peixes em centimetro.

Tratamentos Comprimento total Comprimento padréo

CN 3,57+0,29 2,96 £ 0,27
CP 3,42 +0,30 2,71+£0,22

15 dias 3,18+ 0,30 2,63 0,30

30 dias 3,37+£0,40 2,77 £ 0,49

45 dias 3,32+ 0,66 2,72 +£0,54

60 dias 3,33+£0,32 2,64+0,31

p-valor 0,182 0,202

*CN: Controle negativo; CP: Controle positivo.

Tabela 3 — Médias e erros padrdo das variaveis referentes ao peso dos peixes em gramas.

Tratamentos Peso inicial Peso final (Peso final — Peso inicial)

CN 0,57 £ 0,26 0,44 0,11 -0,14

CP 0,39+£0,11 0,34 + 0,06 -0,05
15 dias 0,35+0,12 0,33+0,13 -0,02
30 dias 0,47 £ 0,27 0,40 £ 0,22 -0,07
45 dias 0,42 £ 0,24 0,40 £ 0,26 -0,02
60 dias 0,38+0,13 0,23+0,07 -0,16
p valor 0,406 0,400 0,008

*CN: Controle negativo; CP: Controle positivo.

3.2.3 Sistema antioxidante

Foi possivel observar elevacdo significativa dos valores de atividade de SOD

(H=12,067; p=0,016) entre os animais expostos ao cloridrato de metformina e os animais do

grupo CN, por um periodo de 30 dias (Fig. 4A). Nao foi observada diferenca estatistica

significativa em relacdo a atividade de CAT, quando realizada a comparacao entre 0s grupos

(F=5,566; p=0,234) (Fig. 4B). Em relacdo a GST, foi verificada a reducéo significativa de sua

atividade em 15 e 30 dias de exposicdo ao medicamento quando comparadas ao controle

negativo (H=16,565; p=0,002; Fig. 4C). Nesta andlise foi observado que a reacdo de LPO se

manteve elevada nos trés primeiros periodos de tratamento (15, 30 e 45 dias) apresentando

diferencas significativas quando comparado aos valores observados em CN (H=29,457;

p<0,0001; Fig. 4D).
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Figura 4 — Medianas, intervalos interquartilicos e interpercentilicos das variaveis relativas ao
sistema antioxidante analisadas em musculo de D. rerio, expostos a 0,45 g/L de Cloridrato de
Metformina em diferentes tempos: 15 dias; 30 dias; 45 dias; 60 dias; e o Controle Negativo
(CN). A- SOD; B- CAT; C- GST; D- LPO.

3.2.5 A¢do mutagénica

Foi observado um aumento significativo no numero de células em necrose
(H=24,505; p<0,001; Fig. 5A) e na frequéncia de MN (H=18,251; p=0,002; Fig. 5B) no
periodo de 15 dias em relacdo aos demais tratamentos, sendo estes estatisticamente diferentes
de CN. Em 30 e 45 dias de tratamento, houve mais evidéncias do potencial mutagénico do
cloridrato de metformina, observando-se maior frequéncia de anomalias celulares do tipo
nacleo lobado (H=12,536; p=0,028; Fig. 5C), apresentando diferencas estatisticas, em relacdo
ao CN, no periodo de 30 e 45 dias. Células com broto (H=5,768; p=0,329; Fig. 5D) e células
binucleadas (H=5,441; p=0,364; Fig. 5E) ndo apresentaram diferencas estatisticas
significativas. Aos 60 dias, pdde ser visto um aumento da frequéncia de apoptose celular em
relacdo aos demais grupos, porém com frequéncias estatisticamente iguais ao CN, diferindo-
se apenas do periodo de 15 e 30 dias de exposi¢do ao medicamento (H=40,808; p<0,001; Fig.
5F).
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Figura 5 — Medianas, intervalos interquartilicos e interpercentilicos das variaveis analisadas
em 1000 eritrocitos (Mutagenicidade) de D. rerio exposto a 0,45 g/L de Cloridrato de
Metformina em diferentes tempos: 15 dias; 30 dias; 45 dias; 60 dias; e os Controles Negativo
(CN) e Positivo (CP- Ciclofosfamida). A- Necrose; B- MN; C- Nucleo Lobado; D- Broto; E-
Binucleada; F- Apoptose.
4. Discussao

Nos ultimos 20 anos, 0 sequenciamento gendmico e perfis de expressdo génica,
demostraram a correlacao existente entre o zebrafish e mamiferos, sendo relevante e crescente
a utilizacdo de tal modelo para pesquisas toxicoldgicas voltadas a saide humana (Tanguay,
2018). No intuito de observar os efeitos de doses de farmacos sobre a salde humana, no

presente estudo foram utilizadas as concentracdes entre 0,25 g/L e 1,25 g/L de cloridrato de
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metformina para testes de CL50, e posterior utilizacdo de uma concentragdo subletal de 0,45
o/L para avaliacdo de efeitos crénicos utilizando este modelo animal.

Uma das principais interferéncias em experimentos desta natureza e com espécies
aquaticas esta relacionada a qualidade da agua. Os presentes resultados indicam que o
protocolo utilizado para renovacao de agua foi adequado para a manutencgdo das varidveis pH
e OD, que segundo Harper et al. (2016), cujo estudo € referente a qualidade de dgua especifica
para zebrafish, os valores adequados sdo de pH entre 6,8 e 8,5 e oxigénio dissolvido (OD)
superiores a 4 mg/L. Contudo, os mesmos autores mencionaram que os valores de amonia
(NHs3) e nitrito (NO,) devem ser proximos a zero. Para nitrito, ndo foi observada nenhuma
diferenca quando comparados os tratamentos. Mas para amonia foi verificada a elevacgédo
guando comparada ao controle negativo, possivelmente decorrente da administracdo do
farmaco em &gua. Os efeitos esperados no animal sdo quando ha elevacdo dos valores de
amonia sdo: reducdo da producdo e absorcdo de glicose e acidose latica em funcdo da
oxidacdo de glicose na via glicose anaerébica (Chang et al., 2002; Bodmer et al., 2008;
Lalau, 2018; Qi et al., 2018).

Ao longo da exposicdo aguda ao medicamento, observou-se a ativacdo do sistema
antioxidante de maneira dose dependente, sendo principalmente representado pelo aumento da
atividade da enzima SOD, elevacgdo de GST, reducdo ténue da atividade da CAT e aumento na
reacdo da LPO (apesar de ndo significativa). Os mesmos comportamentos de ativacdo do
sistema antioxidante, bem como elevacdo da reacdo de lipoperoxidacdo, também foram
observados no periodo inicial do tratamento cronico (15 e 30 dias), assim como aumento de
células em estado de necrose, seguido de uma estabilizacdo do sistema de forma similar aos
espécimes do grupo controle. Em cultivo celular, durante um periodo de 24 a 36 horas, 0
cloridrato de metformina promoveu o aumento da concentracdo de espécies reativas ao
oxigénio (EROs), o que gerou 0 estresse oxidativo e, por conseguinte, o efeito
guimiossensibilizante deste medicamento, atenuando assim, os efeitos citotoxicos (Wandee et
al., 2019), o que pode ser corroborado pelos dados apresentados no presente estudo, por meio
da observacao do aumento das enzimas antioxidantes e de células em necrose.

Outro fato que corrobora com os presentes resultados esta associado a reacdo de
lipoperoxidacdo. A LPO é uma das principais reacdes decorrentes da ativagdo do sistema
antioxidante, sendo que o aumento dos produtos desta reacdo (eg. MDA) ja foram observados
em estudos com ratos portadores de esteatose hepatica ndo alcodlica induzida por dieta e

tratados com o cloridrato de metformina por trés meses (Zamin Jr. et al., 2010). Estes autores
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demonstraram o comportamento longitudinal das reacGes de lipoperoxidagédo, indicando a
elevacdo em um periodo ate 45 dias de tratamento seguido pelo decaimento em um periodo de
60 dias, igualando-se a uma condicdo estavel similar ao do grupo controle. A reducdo da
reacdo de LPO observada corrobora também com os dados apresentados por Bojkova et al.
(2009), na qual ratos com inducdo de carcinomas mamarios foram tratados com metformina
durante 18 semanas. Vale ressaltar que Zamin Jr. et al. (2010) e Bojkova et al. (2009)
demonstraram a perda de peso corporal associada ao uso de metformina quando comparados
aos controles, assim como também apresentado no presente estudo.

As reacOes de LPO sdo um dos principais mecanismos de lesdo celular relativo ao
estresse oxidativo. De acordo com Ji e Fu (1992), a elevagdo da reacdo de LPO esta associada
ao aumento de atividade das enzimas SOD e CAT. Em nossos resultados, pudemos observar,
um aumento da atividade da SOD dose dependente no experimento agudo, bem como uma
elevacdo da mesma até o periodo de 30 dias, sendo diretamente relacionada a reacdo de LPO.
A SOD é a primeira enzima do sistema antioxidante, geralmente encontrada em quantidades
elevadas nas células de mamiferos e agindo como uma das primeiras nas reacdes de defesa do
organismo (Schneider; Oliveira, 2004; Ighodaro; Akinloye, 2018). O aumento da atividade da
SOD descrito em nosso estudo, com peixes D. rerio tratados com metformina por até 30 dias,
também foi descrito em um experimento realizado com ratos diabéticos, na qual a metformina
era administrada uma vez ao dia, durante 28 dias (Zubaidah et al., 2018). Zou et al. (2004)
também demonstraram a maior expressao de proteinas responsaveis pela expressdo da enzima
SOD em camundongos tratados por trés dias com metformina.

No presente estudo foi observada uma ténue elevacdo da atividade da CAT em
concentracdes de 0,5 g/L em exposi¢do aguda, com posterior reducdo, assemelhando-se a
atividade enzimatica observada no controle negativo. Apesar do presente resultado ser pouco
conclusivo, parece que tal contradicdo também € apresentada na literatura especifica sobre o
assunto. Em um estudo realizado por Kurhaluk et al. (2018), em um modelo de carcinogénese
mamaria com dieta rica em gordura em ratos, com administracdo de cloridrato de metformina
12 dias antes e 16 dias ap0s a aplicacdo do carcindgeno, o medicamento foi capaz de diminuir
0s niveis de estresse oxidativo. Ja em um estudo in vitro realizado por De Queiroz et al.
(2015), em células cancerosas MCF-7 tratadas com cloridrato de metformina por até 72 horas,
relataram a ativacdo do sistema antioxidante (SOD e CAT), juntamente com parada do ciclo

celular e apoptose, corroborando com os resultados do presente estudo.
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Ainda em avaliagéo do sistema antioxidante, foi observado um aumento gradual de
GST, em funcdo das doses administradas em periodo agudo. Sua atividade manteve-se
elevada no periodo cronico de 45 dias, ja quando SOD e CAT comecgavam a apresentar queda
de sua atividade. Tal fato pode ter resultado em uma consequente diminuigdo da reacdo de
lipoperoxidacdo e das taxas de mutacdo celular, apds 45 dias devido a queda de compostos
considerados toxicos a célula, desempenhando seu papel de detoxificacdo a exposicdo de
xenobidticos (Van der oost et al., 2003). Em um estudo realizado com ratos diabéticos, na
qual eram administrados 100 mg/kg de cloridrato de metformina por dia, em 30 dias, houve
um aumento significativo da atividade de GST, quando comparados aos ratos controle
diabéticos (Tripathi; Chandra, 2009). Ha relatos do aumento significativo da atividade de
GST quando peixes sdo expostos a sedimentos coletados de locais poluidos ou de peixes
presentes em locais impactados (Almeida et al., 2005; Camargo; Martinez, 2006), porém de
acordo com Gallagher et al. (2001), a atividade de GST aumentada pode estar associada a um
processo adaptativo a presenca de compostos xenobioticos.

Possivelmente, a presenca do cloridrato de metformina pode ter sido capaz de induzir
a formacéo de radicais livres e espécies reativas de oxigénio, como mencionado por Wandee
et al. (2019). As EROs sdo produzidas naturalmente pelo organismo, muitas vezes sendo
necessarias para que ocorra a ativacao do sistema imunolédgico, mas também se elevando em
situacOes de intoxicagbes com drogas (Schneider; Oliveira, 2004). As EROs possuem alta
reatividade por outras biomoléculas, principalmente lipidios e proteinas de membranas, sendo
o principal mecanismo de lesdo do estresse oxidativo. Além de gerar diversos danos a
proteinas e ao DNA, o mecanismo de estresse oxidativo desestabiliza a membrana celular e
sua permeabilidade, dando acesso de moléculas reativas a dupla fita (Schneider; Oliveira,
2004; Ighodaro; Akinloye, 2018). Tal fato, permite, a interpretacdo sobre nossos resultados de
que o aumento na frequéncia de mutacdes celulares, observado principalmente na exposicdo
aguda da concentracdo mais elevada de cloridrato de metformina (1,25 g/L), bem como nos
periodos iniciais do experimento crénico (15 dias), pode estar associado ao aumento de
reacOes de lipoperoxidacdo. Além disso, 0 aumento de estresse oxidativo pode também elevar
as concentracdes de Ca*? intracelular, aumentando o niimero de endonucleases, o que causa,
consequentemente, um aumento ainda maior das quebras de fitas de DNA, o que pode ser
observado pelo aumento do nimero de MN e/ou aberragBes cromossomicas (Peres, 1994;
Barreiros et al., 2006; Ferreira et al., 2011). Wandee et al. (2019) afirma ainda, que 0 aumento

de EROs e a sobrecarga de Ca?*, desencadeado pelo aumento do estresse oxidativo, causa
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uma desregulagdo do sistema redox de GSH e, consequentemente, uma disfungédo
mitocondrial, resultando assim, no aumento de morte celular programada, quando comparados
aos grupos controles.

Entretanto aos 60 dias, observa-se uma reducdo de todos os parametros antioxidantes,
juntamente com a reducdo de mutacdes celulares e da reacdo de lipoperoxidacao, indicando,
possivelmente, uma reducdo no nimero de EROS e radicais livres, possuindo uma taxa mais
elevada, apenas de células em apoptose. Sendo assim, no periodo de 60 dias, j& pode ser
notada uma estabilidade no metabolismo celular do animal, igualando-se aos animais do
grupo controle negativo. Os dados aqui apresentados corroboram a discussdo de um efeito de
adaptacdo fisiologica dos organismos tratados com cloridrato de metformina, apresentada por
Martin-Montalvo et al. (2013). Neste estudo relata-se a reducdo do estresse oxidativo e 0
aumento das defesas antioxidantes em modelos in vivo em longo prazo, contudo sem
compreenderem 0s processos exatos e, portanto, encorajam a realizacdo de estudos sobre este
tema. Em sintese, podemos propor o seguinte comportamento em seres tratados com 0.45 g/L

de cloridrato de metformina (Fig. 6).

Mutagenicidade

— Dose-dependente

SOD
CAT
GST

| o o .l | | LPO |
| 1 | 1 | 1

96h 15 dias 30 dias 45 dias 60 dias
AGUDO CRONICO

Figura 6 — Esquema do comportamento do sistema antioxidante e potencial mutagénico nos
experimentos agudo (96h) e cronico (60 dias).

Acredita-se que os dados aqui obtidos, apresentaram uma resposta de adaptacdo no

metabolismo celular a curto e médio prazo em organismos tratados com cloridrato de
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metformina. Porém, o presente estudo ainda levanta a questdo sobre até que ponto essa
adaptacdo decorrente do tratamento ndo seria prejudicial aos organismos saudaveis. O
excesso deste principio quimico pode promover um efeito deletério tanto a saide humana
como a saude ambiental, uma vez que este medicamento é permanentemente encontrado em
dejetos, ndo sendo passivel de remoc¢do durante o tratamento de esgoto e sendo descartado
diretamente em ambientes aquaticos (Jorge, 2011; Trautwein; Kimmerer, 2011; Scheurer et
al., 2012).

Com isso, infere-se que novos estudos de experimentos cronicos in vivo, testando tais
fatos devem ser realizados, em especial no que remete a ativacdo génica das enzimas do
sistema antioxidante. A obtencdo destas respostas, tanto para avaliacdo do efeito do cloridrato
de metformina quanto para qualquer outro medicamento recomendado para 0 uso do diabetes
e ovario policistico, em especial em pequenas doses também encontradas no ambiente, pode

ser a garantia de manutencdo da qualidade da satide humana e da satide ambiental.

5. Concluséo

Com isso, conclui-se que o cloridrato de metformina foi capaz de ativar o sistema
antioxidante nos periodos iniciais do tratamento, desencadeando reagBes como a de
lipoperoxidacdo, a médio prazo, e danos mutagénicos, como o aumento de MN e aberracdes
cromossémicas, além do aparecimento de morte celular. Porém, tais danos foram evidentes
apenas nos primeiros 45 dias de tratamento, retornando as condi¢des normais da célula,
quando comparados ao controle negativo. Sugerindo um processo de adaptacdo fisioldgica ao
uso do medicamento, porém incentivando a realizacdo de novos experimentos in vivo de

longo prazo, que possam garantir a seguranca do mesmo.
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