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RESUMO

Hemigrammus caudovittatus e Danio rerio foram expostos aos hipoglicemiantes orais (HOs) cloridrato de
metformina a 40ug/L e 120ug/L e glibenclamida a 0,13ug/L e 0,39ug/L durante 100 dias. Foram avaliados 0s
efeitos toxicos dos farmacos em relacdo ao peso, ao comportamento animal, a glicemia e a mortalidade. H.
caudovittatus expostos & menor concentracdo dos farmacos apresentaram aumento significativo (P<0,05) no
evento Respiracdo Aérea. Ainda, foi observado aumento no comportamento Descansar quando 0s animais
foram expostos a glibenclamida a 0,39ug/L. Em D. rerio expostos ao cloridrato de metformina a 120ug/L, foi
observado aumento (P<0,05) no comportamento Descansar. A glibenclamida provocou redugdo (P<0,05) na
glicemia de H. caudovittatus. Ambos os farmacos causaram efeito letal na espécie D. rerio, contudo a
glibenclamida foi mais toxica, causando 100% de mortalidade em 30 dias de exposi¢do. Os animais que vieram
a Obito apresentaram congestdo nos arcos branquiais e hemorragia. Os HOs foram desenvolvidos para
apresentarem efeitos fisiologicos em mamiferos, entretanto efeitos toxicos foram encontrados nas duas
espécies de peixe estudadas. 1sso levanta a preocupacdo sobre possiveis efeitos toxicos de HOs e sobre quais
métodos serdo utilizados para a sua degradagdo no ambiente aquatico.

Palavras-chave: peixe, comportamento animal, hipoglicemiante oral, ecotoxicologia
ABSTRACT

Hemigrammus caudovittatus and Danio rerio were exposed to oral hypoglycemic drugs (HOs) metformin
hydrochloride at 40ug/L and 120ug/L and to glibenclamide at 0.13ug/L and 0.39xg/L during 100 days. Toxic
effects of the drugs were evaluated based on weight, animal behavior, blood glucose and mortality. H.
caudovittatus exposed to lowest concentration of the drugs showed significant increase (P< 0.05) in the Air
breathing event. Furthermore, increase in Rest event was observed when animals were exposed to
glibenclamide at 0.39ug/L. An increase (P< 0.05) in the frequency of Rest behavior in the D. rerio exposed to
metformin hydrochloride at 120ug/L was observed. Glibenclamide caused decrease (P< 0.05) in the blood
glucose of H. caudovittatus. Both drugs caused lethal effect against D. rerio. Nevertheless, glibenclamide was
more toxic causing 100% of mortality after 30 days of exposure. The animals that died showed congestion on
the branchial arches and hemorrhage. The HOs were developed to have physiological effects in mammals.
However, toxic effects were found in both species of fish studied. This raises concerns about possible toxic
effects of HOs and what methods will be used for their degradation in the aquatic environment.
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INTRODUCAO

Os gastos com o tratamento do diabetes no Brasil
irdo dobrar até 2030 segundo previsdo de
Bommer et al. (2018), sendo os hipoglicemiantes
orais (HOs) a principal escolha para o tratamento
de pacientes que ndo tiveram respostas a medidas
ndo farmacolégicas isoladas (Martinez-Viveros
et al., 2018). Entre os HOs comercializados que
estdo presentes na lista de medicamentos
essenciais da Organizacdo Mundial da Salde
(2017), ha o cloridrato de metformina, do grupo
das biguanidas, que age aumentando a
sensibilidade da insulina e reduzindo a taxa de
gliconeogénese hepética (Pryor e Cabreiro,
2015), e a glibenclamida, do grupo das
sulfonilureias de segunda geragdo, que estimula a
secrecdo de insulina e reduz a producdo hepatica
de glicose (Silva et al., 2009).

Devido ao grande uso dos HOs, ocorre a
liberacdo desses compostos no meio ambiente,
seja pela urina, seja pelas fezes, somada ao
tratamento inadequado da dgua, o que resulta em
concentragdes de farmacos residuais, oriundos de
hospitais e industrias farmacéuticas (Li e Lin,
2015). Com isso, concentragdes relevantes de
cloridrato de metformina e de glibenclamida
foram encontradas em corpos d'agua (Ternes et
al., 2001; Niemuth et al., 2015). O cloridrato de
metformina ndo é metabolizado, sendo liberado
em sua forma inalterada no meio ambiente, por
meio da urina humana (Niemuth et al., 2015).
Também possui tempo de meia-vida no ambiente
de cerca de 28 dias (Zielinski et al., 2002). Ja em
relagdo a glibenclamida, apenas 45% delas sdo
absorvidas no trato gastrintestinal quando
ingeridas por via oral (Obaidat e Ababneh,
2009), sendo o restante eliminado nas fezes. Um
possivel aumento nos gastos com o tratamento
do diabetes no Brasil (Bommer et al., 2018) pode
significar um aumento no uso desses farmacos, o
que ocasionaria concentracbes cada vez mais
relevantes deles no meio ambiente. Isso gera
preocupacdo sobre os efeitos tdxicos para 0s
seres humanos e outros animais, incluindo os
peixes, uma vez que a metformina pode atuar
como um disruptor endécrino (Niemuth e
Klaper, 2018). Substancias que tenham acéo de
desregulacdo enddcrina podem causar alteracdes
comportamentais e reprodutivas, podendo levar a
desequilibrios  populacionais em ambiente
aquatico (Santos et al., 2016).

Arg. Bras. Med. Vet. Zootec., v.71, n.5, p.1582-1590, 2019

Diante disso, testes toxicolégicos utilizando
peixes como modelo animal sdo de importancia
para o entendimento dos efeitos da exposigdo a
produtos quimicos, devido a sua semelhanca
fisiolégica com modelos tradicionais, ao baixo
custo de manutencdo e a alta fecundidade
(Planchart et al., 2016). Danio rerio (zebrafish) é
um excelente e conhecido modelo animal para o
estudo de doencas humanas, como diabetes
(Connaughton et al., 2016) e ecotoxicidade
(Planchart et al., 2016). Porém o Danio rerio ndo
é encontrado nativamente na Ameérica do Sul, o
que levanta a questdo da importancia do uso de
espécies nativas de clima tropical para avaliar se
a exposi¢do a produtos quimicos afeta de forma
diferente essas espécies. Para ndo se limitar a
uma unica espécie de peixe, novos teleGsteos
comuns nas aguas sul-americanas surgem para
inovar a pesquisa em laboratério, como
Hemigrammus caudovittatus (Tetra Buenos
Aires), que, apesar de ser um peixe popular na
aquicultura (Kucharczyk et al., 2008), foi pouco
utilizado em testes toxicologicos. Diante do
exposto, o presente trabalho teve como objetivo
avaliar os efeitos toxicos causados pela
exposicdo em concentragBes encontradas no
ambiente dos hipoglicemiantes orais (HOs)
cloridrato de metformina e glibenclamida no
comportamento e na fisiologia de Hemigrammus
caudovittatus, uma espécie endémica na América
do Sul, e Danio rerio, uma espécie comum em
testes toxicologicos.

MATERIAL E METODOS

Os  experimentos foram  realizados no
Laboratdrio de Ecofisiologia e Comportamento
Animal — Leca da Universidade Federal Rural de
Pernambuco, sendo previamente aprovados pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais (Ceua-
UFRPE), licenca 042/2017. Individuos das
espécies Hemigrammus caudovittatus (n=60) e
Danio rerio (n=60), adultos higidos, foram
adquiridos em criadouros comerciais e com
proporcdo igual de machos e fémeas.
Posteriormente, foram aclimatados por 30 dias,
para garantir a auséncia de patégenos ou
doencas, em aquéarios de 60 litros, oxigenado
com canister JEBO 835 (11mg/L de oxigénio
dissolvido), com fotoperiodo  14/10h e
temperatura ambiente de 27+1°C. A 4gua foi
tratada com adicédo de tiossulfato de sodio para a
reducdo do cloro e de hidroxido de sédio para a
manutengdo do pH em 7,0+0,5, sendo essa

1583



Souza et al.

condicdo mantida durante todos os experimentos.
Os animais foram alimentados ad libtum com
racdo comercial extrusada (45% de proteina
bruta), uma vez ao dia, de acordo com a
metodologia de Roubach et al. (2002), que
estabelece a quantidade de 2% a 5% (p/g) de
racéo para animais adultos.

Posteriormente, H. caudovitattus e D. rerio
foram divididos em trés grupos (n= 10 por grupo
com replicata auténtica), em aquarios de oito
litros, totalizando 120 animais. Os animais
foram submetidos a um teste de toxicidade
crbnica por exposicdo quimica aos farmacos
cloridrato de metformina a 40ug/L (Niemuth el
al., 2015) e glibenclamida a 0,13ug/L (Ternes et
al., 2001) por 50 dias e grupo controle para cada
espécie. Essas concentragfes foram encontradas
em aguas residuais nos Estados Unidos e em rios
da Alemanha. Apos isso, houve um aumento da
concentragdo para 120pg/L e 0,39ug/L de
cloridrato de metformina e de glibenclamida,
respectivamente, nos mesmos grupos, ocorrendo
exposicdo por mais 50 dias. As concentracdes
foram triplicadas de forma arbitréria, levando em
consideragdo um possivel cenario de aumento de
incidéncia de diabetes (Bommer et al., 2018) e
consequente maior liberacdo desses farmacos no
ambiente. As concentracdes dos farmacos foram
renovadas a cada semana, com a troca completa
da agua dos aquarios, e 0s residuos gerados
durante o experimento passaram por tratamento
por processo oxidativo avancado (POA) em
reator utilizando foto-oxidagdo UV e H,0, antes
do descarte. Os parametros bioldgicos avaliados
foram peso inicial e peso final, comportamento
animal, glicemia e mortalidade.

Para mensurar o peso dos animais estudados, 0s
pesos médios inicial e final de H. caudvitattus e
D. rerio foram avaliados segundo metodologia
descrita por Soares et al. (2016). Para a avaliagdo
comportamental, foi utilizado um etograma para
D. rerio, descrito previamente pelo presente
grupo de pesquisa em Bittencourt et al. (2018) e
modificado para 0 uso em ambas as espécies.
Em H. caudovittatus foram adicionados
comportamentos na categoria Locomogdo:
Natacdo Circular — NC (Natacdo em direcdo
circular) e Nadar no Fundo — NF (Nadar proximo
ao substrato); na categoria Social: Agregar — AG
(Agregar-se aos demais peixes), Atacar — AT
(Ataque com a boca no corpo do oponente) e
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Afastar — AF (Afastar-se dos demais peixes); e
na categoria Resposta ao Estresse: Emergir e
Submergir — ES (Movimento rapido e repetitivo
da superficie ao substrato). Ao etograma de
Danio rerio foram adicionados 0s mesmos
comportamentos, com excecdo de Afastar e
Emergir e Submergir, ndo observados nesses
animais. A coleta dos dados comportamentais foi
realizada pelo método de varredura instantanea
(Soares et al., 2016; Altmann, 1974) duas vezes
por semana, no periodo da tarde (14h), em uma
distancia fixa dos aquarios (1,5m) para nao
provocar estresse nos animais. Cada sesséo teve
duracéo de 30 minutos, alternando um minuto de
observacdo e um minuto de intervalo para cada
aquério. Nos dias de avaliagdo, o alimento
permaneceu durante toda a andlise para se
verificarem comportamentos relacionados a
alimentacéo, e posteriormente foi retirado.

Ao final de 100 dias de exposi¢do, foi avaliada a
glicemia dos animais. Para isso, os individuos
foram submetidos a 24 horas de jejum
(Connaughton et al., 2016) e anestesiados com
eugenol 60mg/L (Grush et al., 2004). Com
auxilio de seringa (1mL), tiveram o sangue
coletado ao longo do eixo do corpo e posterior ao
anus na regido da aorta caudal (Zang et al.,
2013). Para aferir a glicemia, utilizou-se um
glicosimetro portatil (Gleeson et al., 2007) da
marca G-Tech Free Lite, SD Biosensor inc.
(Coreia do Sul). A mortalidade dos animais foi
verificada diariamente, e os que foram a 6bito
tiveram a regido opercular dissecada e analisada
macroscopicamente em estereomicroscépio, para
a averiguacdo da causa mortis. As analises
estatisticas foram realizadas utilizando-se o
Origin Pro Academic 2015 (Origin Lab.
Northampton, MA USA). Quando o resultado foi
significativo, as médias foram comparadas pelo
teste de Tukey (P<0,05). Os dados foram
apresentados na forma de médiatdesvio-padrao
(DP).

RESULTADOS

Os resultados de pesos médios inicial e final de
Hemigrammus caudovittatus e Danio rerio sdo
apresentados na Tab. 1. Observa-se que ndo
houve diferenca significativa (P>0,05) no peso
final dos animais submetidos & exposi¢do
quimica ao cloridrato de metformina e a
glibenclamida.

Arg. Bras. Med. Vet. Zootec., v.71, n.5, p.1582-1590, 2019
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Tabela 1. Efeito da exposicdo ao cloridrato de metformina e a glibenclamida nos pesos inicial e final
(ap6s 100 dias de exposigdo quimica) de Hemigrammus caudovittatus e Danio rerio

Cloridrato de

Controle - Glibenclamida
metformina
H. caudovitattus Peso inicial (g) 3,39+0,79 3,08+0,50 3,12+0,69
' Peso final () 3,75+0,83 3,56+0,95 3,66+0,89
D rerio Peso inicial (g) 0,43+0,07 0,46+0,09 0,53+0,11
' Peso final (g) 0,43+0,10 0,41+0,17 ND*

" NDF Os animais vieram a 6bito antes do fim do experimento.

Os resultados da analise comportamental de
Hemigrammus caudovittatus sdo apresentados na
Tab. 2. Com relagdo aos animais expostos ao
cloridrato de metformina na concentragdo de
40ug/L, houve um aumento (P<0,05) na exibicao
do comportamento Nadar Rapido. Na categoria
Resposta ao Estresse, também houve um
aumento (P<0,05) na exibicdo do comportamento
Respiragdo Aérea. Quando a concentragdo foi
aumentada para 120pg/L, observou-se um
aumento (P<0,05) na exibi¢do do comportamento
Nadar Lento e uma redugdo em comportamentos
da categoria Social (Agregar, Perseguir e Fugir).
No entanto, 0 comportamento Respiracdo Aérea

Com relagdo a glibenclamida, na concentragéo
0,13pg/L, H. caudovittatus apresentaram maior
frequéncia  (P<0,05) de exibicdio do
comportamento Nadar Rapido, um
comportamento ativo, e na categoria Resposta ao
Estresse, houve um aumento (P<0,05) do
comportamento Respiracdo Aérea. Entretanto,
quando a concentracdo foi triplicada para
0,39ug/L, ocorreu um aumento (P<0,05) no
comportamento Descansar, um comportamento
inativo (Tab. 2). Na categoria Social, também
houve uma reducéo (P<0,05) no comportamento
Agregar e Afastar, e o0 comportamento
Respiracdo Aérea ndo diferiu do grupo controle.

ndo diferiu do grupo controle, porém houve
aumento (P<0,05) no comportamento Emergir e
Submergir.

Tabela 2. Eventos comportamentais de Hemigrammus caudovittatus expostos ao cloridrato de metformina
e a glibenclamida em diferentes concentragGes. Legenda: C — controle (0-100 dias); M — cloridrato de
metformina a 40ug/L (0-50 dias de exposic¢ao); M3 — cloridrato de metformina a 120ug/L (50-100 dias de
exposicao); G — glibenclamida a 0,13ug/L (0-50 dias de exposi¢do); G3 — glibenclamida a 0,39ug/L (50-
100 dias de exposi¢éo)

Hemigrammus caudovittatus

Comportamentos c M M3 G G3
(40pg/L) (120pg/L) (0,13pg/L) (0,39ug/L)
NL 32,249,7 33,1+7,8 55,8+17,1* 28,3+14,7 39,3+20,5
NR 2,3+2,2 11,949,5* 1,2+1,9 8,8+4,1* 1,7+1,2
NC 0,2+0,2 0,1+0,1 0,1£0,1 0,1+0,2 0,3+0,6
NF 0,6£0,9 0,0 0,0£0,1 0,240,3 0,1+0,1
FL 22,7+10,5 27,8+17,2 23,7£16,5 16,2+10,1 17,6+9,2
DE 7,645,6 3,0£2,9 9,746,1 15,3+19,6 31,1+19,7*
FO 0,1+0,1 0,0+0,1 0,1+0,1 0,1+0,1 0,0+0,1
CA 1,6+1,4 1,0+0,7 3,1+2,7 0,8+0,6 0,6+0,5
AG 19,1+12,1 12,8+7,8 2,3+3,5* 16,4+9,3 1,4+2,3*
PE 5,1+2,6 3,612,1 1,7¢1,3* 4,912 3 3,3+2,8
FU 5,629 4,3+2,4 1,8+1,4* 5,3+2,3 3,8+3,0
AT 0,5%0,6 0,7£0,7 0,1+0,1 0,4+0,3 0,4+0,4
AF 1,941,0 1,4+0,9 0,9+1,1 1,2+0,6 0,2+0,3*
ES 0,0 1,4+3,3 3,4+3,9* 0,0+0,0 0,0
RA 0,1+0,1 0,6+0,6 * 0,1+0,2 0,8+0,9* 0,2+0,3

Para os comportamentos exibidos na categoria Locomogdo: NL — Nadar Lento; NR — Nadar Rapido; NC — Natagao
Circular; NF — Nadar no Fundo; FL — Flutuar; DE — Descansar. Na categoria Alimentacdo: FO — Forragear; CA —
Capturar. Na categoria Social: AG — Agregar; PE — Perseguir; FU — Fugir; AT — Atacar; AF — Afastar. Na categoria
Resposta ao Estresse: ES — Emergir e Submergir; RA — Respiracdo Aérea. *Médias com diferenca significativa
(P<0,05) pelo teste de Tukey.
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Com relacdo a analise comportamental da
espécie D. rerio (Tab. 3) exposta ao cloridrato de
metformina, a exibico do comportamento Nadar
Lento ndo diferiu (P>0,05) do grupo controle
quando utilizada na concentragdo ambiental
(40ug/L), contudo, quando a concentragdo foi
triplicada (120pg/L), foi observada uma reducéo
(P<0,05) nesse comportamento (Tab. 3). Nessa

mesma concentracdo (120ug/L), houve um
aumento (P<0,05) da exibi¢do do comportamento
Descansar e de comportamentos agonisticos
(Perseguir e Fugir) (Tab. 2). Adicionalmente, D.
rerio expostos ao cloridrato de metformina a
40ug/L e 120ug/L e a glibenclamida a 0,13ug/L
apresentaram uma reducdo (P<0,05) na
frequéncia do comportamento Capturar (Tab. 3).

Tabela 3. Eventos comportamentais de Danio rerio expostos ao cloridrato de metformina e a
glibenclamida em diferentes concentracdes. Legenda: C — controle (0-100 dias); M — cloridrato de
metformina a 40ug/L (0-50 dias de exposicdo); M3 — cloridrato de metformina a 120ug/L (50-100 dias de
exposicao); G — glibenclamida a 0,13ug/L (0-50 dias de exposi¢do); G3 — glibenclamida a 0,39ug/L (50-
100 dias de exposi¢édo)

Danio rerio
Comportamento Cc M M3 G G3
S (40pg/L) (120ug/L) (0,23ug/L) (0,39ug/L)
NL 78,9453 70,8456 43,2+16,2* 71,4+17,1 ND*
NR 3,7+4,9 3,6+15 1,0+1,1 5,5+4,3 ND*
NC 0,0 0,1+0,2 0,2+0,4 0,0 ND*
NF 0,0 0,0 0,0 0,0 ND*
FL 2,142,3 2,4+2.9 3,9+2,7 4,9+73 ND*
DE 0,3+0,4 0,7+0,9 11,8+9,0* 4,7+47.8 ND*
FO 6,5+3,7 12,2459 9,1+6,8 6,9+8,8 ND*
CA 3,0+1,3 0,9+0,8* 0,0* 0,2+0,3* ND*
AG 0,2+0,4 0,3+0,6 0,0 2,238 ND*
PE 2,5+1,4 2,725 14,449 4* 0,5+0,9* ND*
FU 2,5+14 2,725 14,648,7* 0,7+1,2 ND*
AT 0,2+0,2 0,0 0,4+0,5 0,2+0,3 ND*
RA 0,2+0,6 3,746,6 1,3+1,1 2,9+5,0 ND*

Para os comportamentos exibidos na categoria Locomogdo: NL — Nadar Lento; NR — Nadar Rapido; NC — Natacgéo
Circular; NF — Nadar no Fundo; FL — Flutuar; DE — Descansar. Na categoria Alimentacdo: FO — Forragear; CA —
Capturar. Na categoria Social: AG — Agregar; PE — Perseguir; FU — Fugir; AT — Atacar. Na categoria Resposta ao
Estresse: RA — Respiracdo Aérea. *Médias com diferenca significativa (P<0,05) pelo teste de Tukey. ND* Os animais
vieram a Obito antes do fim do experimento.

Os resultados da afericho da glicemia nos
animais ap0s os 100 dias de exposi¢do quimica
sdo apresentados na Tab. 4. Com relacdo a
avaliacdo da glicemia de H. caudovittatus, foi
observada uma reducdo significativa (P<0,05)

nos animais expostos a glibenclamida. J& em
relagdo ao D. rerio, 0s animais vieram a 6bito
antes do fim do experimento, ndo sendo possivel
a afericdo da glicemia em 100 dias de
experimento.

Tabela 4. Efeitos da exposi¢do quimica por 100 dias de cloridrato de metformina e de glibenclamida na
glicemia (mg/dL) de Hemigramus caudovitattus e Danio rerio em teste de toxicidade crdnica

Controle Cloridrato de metformina Glibenclamida
H. caudovittatus 94,2+295 89,7+19,5 68,8+19,9*
D. rerio 50,8+15,8 ND* ND*

*Médias com diferenca significativa (P<0,05) pelo teste de Tukey. ND* Os animais vieram a 6bito antes do fim do

experimento.

Com relagdo a mortalidade de H. caudovittatus,
foi observado resultado inferior a 10% em todos
0S grupos experimentais, indicando baixa
letalidade dos farmacos nessa espécie. J& na
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espécie D. rerio, nos animais expostos ao
cloridrato de metformina a 40ug/L, foi observada
mortalidade de 20% dos animais a partir de 28
dias, e, ao aumentar a concentracdo para
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120ug/L, foi observada mortalidade em 75% dos
animais no final da exposic¢do (100 dias). Ainda,
em D. rerio, a partir de 24 dias, observou-se
mortalidade no grupo exposto a glibenclamida a
0,13pg/L com 100% de mortalidade em 30 dias
de exposicdo quimica. Nos animais (D. rerio)
expostos ao cloridrato de metformina, apés a
dissecacdo, foi possivel observar congestdo nos

Metformina

Glibenclamida

arcos branquiais, sendo em maior grau nos
animais que foram expostos a maior
concentragdo (120pg/L). Nos animais expostos a
glibenclamida a 0,13ug/L, foi possivel observar,
além da congestdo nos arcos branquiais,
hemorragia na regido opercular, segmento medial
e proximo da linha lateral (Figura 1).

Figura 1. Danio rerio expostos ao cloridrato de metformina a 40ug/L (A) e a 120ug/L (B) e
glibenclamida a 0,13ug/L (C, D e E). A, B e C também representam congestdo nos arcos branquiais. D e
E também representam hemorragia na regido opercular e segmento medial, respectivamente.

DISCUSSAO

Os resultados obtidos indicaram que a exposi¢édo
quimica ao cloridrato de metformina e a
glibenclamida provocou efeitos téxicos em H.
caudovittatus e D. rerio em relacdo ao
comportamento animal, a glicemia e a
mortalidade. Entretanto, em rela¢do ao ganho de
peso dos animais, ndo foram observadas
diferencas significativas (P>0,05). Niemuth el al.
(2015) observaram uma redugdo no ganho de
peso em machos de Pimephales promelas jovens
expostos ao cloridrato de metformina (40ug/L)
por 320 dias, diferindo do presente estudo. Isso
provavelmente ocorreu devido ao fato de que
foram utilizados H. caudovittatus e D. rerio
adultos e em um tempo de exposi¢do menor (100
dias).

Uma vez que o comportamento serve de ligacdo
entre os processos fisioldgicos e ecoldgicos,
pode ser ideal para estudar os efeitos de
poluentes ambientais em baixas concentracgdes,
utilizando peixes como modelo animal, ja que
comportamentos sdo facilmente observados e
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quantificados nesses animais (Scott e Sloman,
2004; MacLaren et al., 2018). Devido ao fato de
o cloridrato de metformina ser considerado um
disruptor endécrino que interfere com a
expressao de genes relacionados ao metabolismo
de hormdnios esteroides, como o 17p-estradiol,
em peixes (Niemuth e Klaper, 2018), j& eram
esperadas alteracfes em comportamentos sociais
nos resultados do presente estudo, como
observado nas Tab. 2 e 3. Ainda, MacLaren et al.
(2018) também observaram alteracfes em
comportamentos sociais em Betta splendens
expostos a concentracbes ambientais de
cloridrato de metformina (40pg/L).
Adicionalmente, Santos et al. (2016) relataram
aumento de letargia (comportamentos inativos)
em Betta splendens expostos ao 17p-estradiol e a
outros esteroides, o que poderia justificar, no
presente estudo, o aumento da frequéncia de
exibicdo do comportamento Nadar Lento em
ambas as espécies e do comportamento
Descansar em D. rerio (Tab. 2 e 3). Também
foram observados comportamentos associados ao
estresse, como Respiragdo Aérea e Emergir e
Submergir, em H. caudovittatus expostos a 40 e
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a 120ug/L. Sabe-se que o cloridrato de
metformina pode alterar o0 metabolismo
mitocondrial em peixes (Niemuth e Kilaper,
2018), consequentemente 0  metabolismo
aerébico, o que poderia justificar a interferéncia
nesses comportamentos.

Em relacdo a afericdo de glicemia, ndo foram
observadas alteragdes em H. caudovittatus
expostos ao cloridrato de metformina (Tab. 4). A
metformina ndo estimula a secrecdo de insulina,
ndo tendo, por isso, acdo hipoglicemiante
{Metformina, 2015} (Pryor e Cabreiro, 2015) em
individuos higidos, o que poderia justificar o
observado no presente estudo. O cloridrato de
metformina pode alterar o metabolismo
mitocondrial em peixes (Niemuth e Klaper,
2018), reduzindo o metabolismo aerébico e
tendo relagdo com a mortalidade. Isso poderia
justificar a  mortalidade dependente da
concentragdo e congestdo nos arcos branquiais
encontrada durante a necropsia de D. rerio (Fig.
1). Ainda, é possivel inferir que H. caudovittatus
foi mais resistente a exposi¢cdo quimica a esse
poluente do que D. rerio, jA que foram apenas
observadas alteracGes comportamentais,
incluindo comportamentos associados ao estresse
(Respiracéo Aérea). D. rerio, além das altera¢6es
comportamentais, também exibiu alta
mortalidade (75%).

A exposi¢do quimica a glibenclamida também
provocou alteragBes comportamentais em ambas
as espécies. Em H. caudovittatus foi observada,
na concentracdo ambiental (0,13pg/L), uma
relagdo entre o aumento da frequéncia de
exibicdo do comportamento Nadar Rapido e
Respiragdo Aérea (Tab. 2). Glibenclamida
aumentou a deposic¢do de glicogénio no musculo
esquelético do peixe Puntius conchonius
(Khanna e Singh, 1983), o que poderia levar a
um aumento da atividade locomotora e a maior
procura por oxigénio. Com o0 aumento da
concentragdo (0,39pg/L), houve um efeito
inverso, em que se observou um aumento
acentuado do comportamento Descansar (Tab.
2), um comportamento inativo. Martinez-Viveros
et al. (2018) observaram um aumento da
oxidacdo proteica, dependente da concentracdo
de glibenclamida na &gua, no mdasculo de
Cyprinus carpio. Esse efeito téxico pode reduzir
a atividade muscular, o que poderia justificar o
aumento do comportamento inativo encontrado
no presente estudo. A glibenclamida reduziu a
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glicemia de H. caudovittatus (Tab. 4), assim
como também observado por Martinez-Viveros
et al. (2018) em Cyprinus carpio. As
sulfonilureias, das quais a glibenclamida faz
parte, sdo substincias secretagogas da insulina
que alteram o equilibrio de secrecao da insulina
enddgena  pela  célula  betapancreatica,
aumentando a sua secrecdo (Elo et al., 2007). Os
mesmos autores observaram esse  efeito
hipoglicemiante em glipzida, uma sulfonilureia
com 0 mesmo mecanismo de acdo da
glibenclamida, por via endovenosa, em adultos
de D. rerio. No presente estudo, observou-se o
efeito hipoglicemiante em H. caudovittatus, com
a glibenclamida presente na &gua, em
concentragdo ambientalmente relevante.

D. rerio se mostrou um organismo mais sensivel
a exposicdo quimica a glibenclamida do
que H. caudovittatus. A  concentragdo
ambiental (0,13pg/L) provocou alteragdes em
comportamentos sociais de D. rerio (Tab. 3),
entretanto a literatura cientifica ndo descreve
acdes de disruptor enddcrino para a
glibenclamida, portanto esse efeito toxico pode
ter relagdo com algum mecanismo ainda néo
conhecido. Assim, estudos posteriores sdo
necessarios. Ademais, ap6s 24 dias de exposicdo
quimica, ocorreu mortalidade e, com 30 dias,
houve 100% de mortalidade em D. rerio. Isso
alerta para o fato de que a concentragdo
ambiental pode ser letal para organismos mais
sensiveis, levando a desequilibrios
populacionais. Khanna e Singh (1983) ja
relatavam que a glibenclamida provocava em
peixes mudancas nas concentragbes de
metabolitos em tecidos como figado e rins e no

sangue, como hipocolesterolemia,
hipoaminoacidemia, queda das concentra¢@es de
acidos  graxos livres e  fosfolipidios.

Adicionalmente, Martinez-Viveros et al. (2018)
relataram estresse oxidativo em Cyprinus carpio
em diversos tecidos nas concentracdes
ambientais. Essas alteracfes = metabolicas
poderiam ter contribuido para a alta mortalidade
observada em D. rerio no presente estudo.
Ainda, durante a necropsia de D. rerio, foi
observada congestdo nos arcos branquiais e
hemorragia na regido opercular. Martinez-
Viveros et al. (2018) observaram estresse
oxidativo no sangue e nas branquias de Cyprinus
carpio, e Khanna e Singh (1983), mais de 20
anos antes, ja relatavam efeitos toxicos no
sangue de peixes, como ja descrito acima. Esses
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desequilibrios somados podem ter contribuido
para o aparecimento dos efeitos toxicos relatados
no presente estudo.

Por fim, existem poucos estudos sobre a espécie
H. caudovittatus, apesar de sua ampla
distribuicdo na América do Sul. Comparado a D.
rerio, este se mostrou menos sensivel aos testes
toxicolégicos com o0s hipoglicemiantes orais
(HOs), entretanto H. caudovittatus apresenta
tamanho um pouco maior que D. rerio, 0 que
facilitou 0 manejo e a coleta de sangue durante
0s experimentos no presente estudo. Aliado ao
baixo custo de aquisicdo em criadouros
comerciais e ao manejo simples em biotério, a
espécie se mostrou adequada para testes
toxicoldgicos cujo objetivo seja a avaliacdo de
efeitos de poluentes em animais aquéaticos
encontrados no Brasil.

CONCLUSOES

Pode-se concluir que os hipoglicemiantes orais
(HOs) cloridrato de metformina e glibenclamida
apresentaram efeitos toxicos no que se refere a
comportamento, glicemia e mortalidade em
Hemigrammus caudovittatus e Danio rerio. O D.
rerio se mostrou uma espécie mais sensivel para
estudos com HOs do que o H. caudovittatus.
Entretanto, recomenda-se 0 uso desta Ultima
espécie em testes toxicolégicos. Os HOs foram
desenvolvidos para apresentar efeitos
fisiologicos em mamiferos, no entanto efeitos
téxicos foram encontrados em peixes. Como
existem muitos compostos classificados como
HOs que podem chegar até a biota aquética, isto
levanta a preocupacdo sobre seus possiveis
efeitos tdxicos e sobre quais métodos serdo
utilizados para promover sua degradagdo anterior
a chegada ao meio ambiente.
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