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RESUMO
Foram avaliados os efeitos toxicos do metavanadato de sédio (MV), pentoxido
de vanadio (PV) e sulfato de oxovanadio (SV) em embrides e adultos de
zebrafish (D. rerio). Os embrides foram expostos a concentragbes de 10-1000
pg/mL para avaliagdo da CLso 96 h e seus efeitos teratogénicos. Os adultos
foram expostos a 20 pg/mL para avaliar alteragbes comportamentais
relacionadas a exposicao dos compostos de vanadio e sobrevivéncia diaria. Os
embrides apresentaram uma ClLso 96 h de 74,14 para o PV e 100% de
mortalidade nas concentracdes de 400-1000 pg/mL dos trés compostos. Os
efeitos teratogénicos mais significativos foram edemas de pericardio e saco
vitelinico (p < 0,05). Os adultos expostos aos compostos de vanadio
apresentaram maior batimento opercular e escurecimento dos arcos
branquiais. A exibicdo dos comportamentos Flutuar e Descansar nos adultos
expostos foram significativos (p < 0,05), como também a exibicdo do
comportamento Respiracdo aérea. Pode-se concluir que nos testes com 0s
embrides o pentoxido de vanadio é o composto mais toxico e que edemas de
pericardio e saco vitelinico foram os efeitos teratogénicos mais significativo e
que a exposicdo dos adultos aos compostos de vanadio promoveram um
aumento na frequéncia dos comportamentos inativos e de resposta ao

estresse.

Palavras-chave: Vanadio, Zebrafish, Teste de toxicidade aguda e cronica,

Efeitos teratogénicos, Comportamento animal



ABSTRACT
The toxic effects of sodium metavanadate (MV), vanadium pentoxide (PV) and
oxovanadium sulfate (SV) on embryos and adults of zebrafish (D. rerio) were
evaluated. Embryos were exposed to concentrations of 10-1000 ug/mL for
evaluation of 96-h LCso and their teratogenic effects. Adults were exposed to 20
pg/mL to evaluate behavioral changes related to vanadium compounds exposure
and daily survival. Embryos showed a 96-h LCso of 74.14 for PV and 100% mortality
at the concentrations of 400-1000 ug/mL of the three compounds. The most
significant teratogenic effects were pericardial edema and yolk sac (p < 0.05). The
adults exposed to the vanadium compounds presented higher opercular beating
and darkening of the gill arches. Floating and Resting behaviors in exposed adults
were significant (p < 0.05), as well as the behavior of air breathing behavior. It can
be concluded that in tests with the embryos the vanadium pentoxide is the most
toxic compound and that pericardial edema and yolk sac were the most significant
teratogenic effects and that the exposure of adults to vanadium compounds

promoted an increase in the frequency of behaviors Inactive and stress response.

Keywords: Vanadium, Zebrafish, Acute and chronic toxicity test, Teratogenic

effects, Animal behavior
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1. INTRODUCAO

A diabetes é uma sindrome do metabolismo causada pela auséncia de
secrecdo de insulina ou pela diminui¢cdo da sensibilidade dos tecidos a insulina.
Ha trés tipos de diabetes, a tipo 1, causada geralmente por fatores hereditarios,
que acarreta na destruicdo das células B, responsaveis pela producdo de
insulina. A diabetes tipo 2, também denominada como diabetes adquirida, esta
associada a obesidade, a falta de exercicios fisicos e uma alimentacéo rica em
acucares e gordura, acarretando em uma resisténcia dos tecidos a insulina e a
diabetes gestacional, que ocorre geralmente a partir da 24° semana de
gravidez, a partir dos hormoénios produzidos pela placenta (GUYTON, 2006).

As tipo 1 e 2, em longo prazo, causam complicacdes, pelo fato de
modificarem estruturalmente os vasos sanguineos (GUYTON, 2006). As mais
comuns sao retinopatias, nefropatias, neuropatias, nefropatias e ulceracdes
nos membros inferiores. Estas sequelas resultam em uma diminuicdo na
qualidade de vida do individuo acometido, que o0 compromete
economicamente, e um gasto extra nas politicas publicas de saude (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2016).

No fim dos anos 80, foi descoberta a importancia do vanadio para o
tratamento da diabetes, causando uma diminuicdo na glicose livre no sangue
(HEYLIGER et al., 1985). O vanadio € um metal, de importancia bioldgica, pois
atua em varias funcbes metabdlicas (POUCHERET et al., 1998). Por ser
transicional, possui varias camadas de valéncia, tendo a possibilidade de
formar compostos complexos (BADMAEYV et al., 1999). Porém, devido a sua
natureza metdlica, a utilizacdo deste metal em tratamentos com pacientes
diabéticos, humanos ou nédo, acarreta em danos, principalmente de carater
gastrointestinal nos individuos (DOMINGOS; GOMEZ, 2016).

Mesmo sendo indicado como farmaco para terapia alternativa,
recentemente o vanadio foi estabelecido como poluente ambiental e téxico aos
seres humanos, provocando ndo apenas alteracdes fisiolégicas, como
anatdmicas, inclusive em o6rgaos sexuais (GOSH et al., 2015). Os testes de
toxicidade aguda em animais vertebrados s&o de extrema importancia na
avaliacdo do perigo que compostos quimicos podem causar risco ao ambiente
e a biota presente, principalmente a aquatica (SCHOLZ et al., 2013). Por isto, a
utilizacdo de peixes nestes testes é bem difundida (BRAUNBECK et al., 2015).
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O Danio rerio, comumente conhecido como zebrafish, foi implementado em
2013 como principal vertebrado em testes agudo e crénico para avaliagao de
toxicidade de compostos quimicos(OECD, 2013).

As principais vantagens em utilizar o zebrafish adulto é seu tamanho
diminuto, acarretando em uma diminuicdo na quantidade de compostos
utilizados nos testes, que origina uma pequena quantidade de residuos, além
de sua facil e barata manutencdo (HILL et al., 2005). J& seus embrides, além
do tamanho, tém um rapido desenvolvimento embrionario e seus ovos sao
transparentes (ZORZETTO; GUIMARAES, 2013), permitindo a visualizacéo de

efeitos subletais causados pela toxicidade aguda.

2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. Diabetes

A diabetes € um grupo de doencas metabdlicas caracterizadas pela
hiperglicemia causada por uma ineficiéncia na agédo da insulina, na sua
producdo, ou em ambos. A fase crénica da hiperglicemia causa em longo prazo
danos e disfuncbes a diversos o6rgdos, especialmente olhos, rins, nervos,
coracao e vasos sanguineos (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2010).

Ha trés tipos de diabetes, a tipo 1, causada por uma rea¢do do sistema
autoimune, que acarreta na lesdo das células B, que sao responsaveis pela
producdo de insulina, infec¢bes virais e distdrbios autoimunes podem estar
relacionados a destruicdo destas células, porém a hereditariedade também
desempenha um papel importante na degeneracéao celular, podendo até haver
uma tendéncia hereditaria. A diabetes tipo 2, esta relacionada ao aumento da
glicose plasmatica, ocasionando em uma producdo deficiente de insulina ou
uma resisténcia do organismo a mesma, é causada por uma resposta
compensatoria das células B a diminuicdo da sensibilidade dos tecidos-alvo aos
efeitos metabdlicos da insulina. Por fim ha a diabetes gestacional, que ocorre
geralmente na 24° semana de gravidez e possivelmente é causada pelos
horménios produzidos na placenta (GUYTON, 2006; INTERNATIONAL
DIABETES FEDERATION, 2013).

Cerca de 90% dos casos de diabetes em adultos no mundo é causada
pelo tipo 2, afetando, em geral, a populagéo presente nos paises ricos, porque

esta relacionada a um alto consumo de agucar, uma dieta rica em gordura e



15

menor atividade fisica (SCULLY, 2012). Estas condi¢cbes acarretam em uma
reducdo da sensibilidade a insulina, prejudicando o armazenamento e
utilizacdo dos carboidratos. Esta resisténcia insulinica adquirida faz parte de
uma cascata de disturbios chamada de “sindrome metabdlica” que tem como
caracteristicas a obesidade, com acumulo de gordura abdominal, resisténcia a
insulina, hiperglicemia de jejum, anormalidades lipidicas, como o aumento de
triglicerideos no sangue, e a hipertensao (GUYTON, 2006).

Cerca de 422 milhdes de pessoas vivem com diabetes, e a prevaléncia
mundial quase dobrou, em 1980 era de 4,7%, e em 2014 passou para 8,5%.
Também causa um impacto econémico para o individuo, aos sistemas de
salude e economias nacionais atraves de um aumento significativo nos custos
médicos, a perda de trabalhos e possivel diminuicdo de salérios. E uma das
quatro principais doencas nao-transmissiveis reconhecidas por causar
incapacidade e morte prematura (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2016).
Estima-se que o nimero de individuos acometidos pela diabetes atinja cerca
de 600 milh6es em 2035 (INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION, 2013).

Aproximadamente 50% dos acometidos por algum tipo de diabetes
sofrem das principais complicacdes relacionadas a doengca, como
cardiomiopatias, nefropatias, neuropatias, retinopatias e ulceracbes nos
membros inferiores (ISLAM et al., 2013). Ha também um aumento da incidéncia
para doengas vasculares, como a cerebrovascular e a arteriosclerose
cardiovascular, e disfuncdo sexual (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION,
2013). Isto ocorre devido ao funcionamento anormal de vasos sanguineos
presentes nestes tecidos, pois a presenca da glicose sanguinea causa
alteracdes estruturais nos vasos, ocasionando em um aporte de sangue
inadequado aos tecidos (GUYTON, 2006).

Em relacdo as cardiomiopatias, a diabetes aumenta o risco de doenca
cardiaca coronaria em relacdo aos principais subtipos de AVC e mortes
relacionadas a outras causas vasculares. Devido as lesdes nas coronarias as
chances de um infarto agudo do miocardio aumentam em trés vezes (THE
EMERGING RISK FACTORS COLLABORATION, 2010).

Cerca de 159 milhdes de individuos com diabetes sdo acometidos por
algum tipo de complicagdo visual, como a retinopatia diabética proliferativa ou

nao-proliferativa e o edema macular diabético (YAU et al., 2012).
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No caso das neuropatias, estas possuem diversas manifestacdes clinicas,
onde as mais comuns sdo as autdbnomas, podendo afetar o sistema
gastrointestinal, cardiovascular e genitourinario, como também causar
neuropatias periféricas sensitivo-motora (BOULTON et al., 2005).

Uma das principais neuropatias periféricas sdo as ulceracbes nos
membros inferiores, uma complicacdo multissistémica que afeta a
vascularizacdo (PAPA et al., 2011) e acarreta em amputagdes, procedimentos
realizados em cerca de 8.000 individuos nos paises representados pela
Organizacdo para a Cooperacdo e Desenvolvimento Econdmico (OECD)
(CARINCI et al., 2016).

2.2. Vanadio

Pertencente a familia 5B da tabela peridodica (MUKHERJEE et al., 2004),
este metal foi descoberto em 1813 pelo mineralogista espanhol Del Rio, que o
denominou pancrémio, devido a sua mudanca de coloragdo de acordo com o
estado de oxidacdo, s6 em 1831, o quimico suico Nils Gabriel o intitulou de
vanadis.

O vanadio é um metal transicional, existindo em diferentes formas de
valéncia (-3, -1, 0, +1 a +5), sendo estas formas altamente dependentes do pH
(POUCHERET et al., 1998), e esta capacidade o torna importante
biologicamente, pois possui a tendéncia de formar ions complexos (BADMAEYV;
PRAKASH; MAJEED, 1999).

Esta presente no ar, através da combustdo do petréleo e carvao, no solo
surge na forma de metal traco e é considerado o 21° elemento mais abundante
na crosta terrestre e apesar de encontrado em baixas concentragbes nos
alimentos (<1 V ng/g), esta é a principal fonte de obtencdo para populacdo
geral (BARCELOUX, 1999).

Na forma de pentdxido de vanadio (V20s) é absorvido através do sistema
respiratorio (GOC, 2006). Uma vez presentes no organismo, oS compostos de
vanadio podem penetrar nos eritrocitos através de difusdo passiva, interagindo
com a membrana a fim de estabilizar os complexos e realizar um processo de
oxidacdo espontanea, com o objetivo transforma-los de ions catidnicos para
ions aniénicos (YANG et al., 2003). ApoOs isto, penetra nas células atraveés dos
canais anibnicos e é reduzido a forma de vanadil (VO?*), ap6s a reducéo

interage com diversos oxidantes e redutores metabdlicos, como por exemplo, o
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catecol, NADPH, NADH e cisteina, com o objetivo de manter sua concentracéo
(GOC, 2006).

A sua presenca é importante nos organismos devido a sua agdo em
diversas funcdes, como o armazenamento e transporte de oxigénio, fazendo
parte do complexo heme-férrico na hemoglobina, atuando na transferéncia de
elétrons, no complexo heme-ferrico dos citocromos, realizando catalises,
transformando o cobalto em cobalamina e tendo papel na fotossintese, atuando
na formacéao de clorofila em conjunto com o magnésio (BADMAEV, PRAKASH,
MAJEED, 1999).

2.2.1. A acdo do vanadio contra diabetes

O efeito do vanadio foi diagnosticado em testes realizados com ratos
induzidos a diabetes, através de estreptozoticina, onde os elevados niveis de
concentracdo de glicose no plasma destes animais foram reduzidos
(HEYLIGER et al., 1985; THOMPSON, 1999).

A terapia com este metal também atua de maneira positiva nos danos
causados pela fase crbnica da hiperglicemia, como as lesdes teciduais, e
restaurando a capacidade do figado realizar ligacbes com a insulina nas
primeiras duas semanas de administragéo oral (GOLDWASER et al., 2000).

A atuacdo do vanadio no organismo acometido por diabetes ainda é
incerta, ha indicacdes de que ele age como um auxiliar da insulina, exercendo
aumento de afinidade aos receptores de insulina e de sensibilidade deste
hormonio (FANTUS et al., 1990), como também ha indicios que sua atuacao é
a nivel de pds-recepc¢édo da insulina na célula (CAM et al., 2000).

Devido a sua eficiéncia no combate a diabetes, varios compostos de
vanadio foram avaliados (TOTAN; GREABU, 2002; JACQUES-CAMARENA et
al., 2008; SOVEID et al.,2013; PATHAK; LAHKAR, 2015; SHAH et al., 2016;
TREVINO et al., 2016), com a finalidade de se encontrar um destes compostos
gue seja menos toxico ao organismo, ja que Domingo (2000) indica este fator
cComo preocupante, pois por se tratar de um metal, ocorre acumulacdo destes
em tecidos como testiculos e baco. Também podem ocorrer danos a
hepatocitos, epiteliais renais e epiteliais e da mucosa dos intestinos, bem como
apoptose e interrupcéo do ciclo celular (IMURA et al., 2013; CUI et al., 2015).

Sua administragdo em longo prazo torna-se inviavel, jA que os testes em

animais e pacientes humanos foram realizados durante curtos periodos e



18

apresentaram efeitos adversos, principalmente de carater gastrointestinal
(DOMINGOS; GOMEZ, 2016).
2.3. Testes de toxicidade em peixes

Os testes de toxicidade aguda em vertebrados sdo importantes para a
identificacdo de riscos ambientais, também como a avaliacdo de riscos de
produtos quimicos, fitofarmacéuticos, biocidas, farmacos, aditivos alimentares
para animais e efluentes (SCHOLZ et al., 2013). Da mesma maneira, peixes
sado utilizados na avaliacdo da qualidade de efluentes e aguas superficiais,
tendo como consequéncia a aplicacdo destes como principais vertebrados nos
testes de toxicidade aguda (BRAUNBECK et al., 2015). Em 2013, os testes de
toxicidade aguda em embrides de peixe foram estabelecidos pela OECD como
uma diretriz a fim de avaliar a toxicidade aguda e cronica de produtos quimicos
nos estagios embrionarios, estabelecendo o D. rerio como modelo (OECD,
2013).

2.4. Danio rerio

Séo teledsteos de pequena proporcéo, cerca de 3 cm de comprimento,
nativos da india e comumente utilizados na ornamentacdo de aquarios. Os
machos diferem das fémeas por serem fusiformes e possuirem listras pretas
longitudinais com uma coloragdo dourada no ventre e barbatanas. Sua
utilizacdo em laboratérios de pesquisa se iniciou no final dos anos 60, com o
bidlogo Streisinger, que o consolidou como modelo animal no inicio dos anos
80. Sua similaridade genética com seres humanos, sua facil e barata
manutenc¢dao, o rapido desenvolvimento dos embrides, sua fecundagéo externa
e transparente, foram vitais para esta consolidacdo (WIXON, 2000;
ZORZETTO; GUIMARAES, 2013).

O zebrafish demonstrou ser um modelo util para o estudo de diversos
sistemas complexos, como sistema Optico (SASZIK et al., 1999), o sistema
olfatério (ARDOUIN et al., 2000), os rins (WINGERT; DAVIDSON, 2008), o
ritmo circadiano (ZHAOet al., 2015), a proliferacdo de cardiomiécitos
(MATRONEset al., 2016) e o sistema dopaminérgico (NADERI et al., 2016), bem
como estudo com antidepressivos (PITTMAN, HYLTON, 2015).

O D. rerio, devido a sua similaridade genética, também é implementado
como modelo animal para o estudo de diversas doengas que acometem 0s

humanos, como o0s carcinomas, leucemia (SQUIBAN; FRAZER, 2014),
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hepatocarcinoma (LU et al., 2015), mieloma (LIN et al., 2016), e as de origem
genética, como a doenca de Batten (WAGER et al.,, 2016), e a miopatia
miofibrilar (BUHRDEL et al., 2015)

Sdo utilizados amplamente em testes de toxicidade aguda, pois
apresentam uma série de vantagens como tamanho, criacdo e morfologia
precoce. Além disto, em contraste com as espécies de maior porte, suas
pequenas dimensdes, tanto na fase embrionaria quanto na adulta, permitem o
uso de uma quantidade menor de doses de solu¢des, como produtos quimicos
experimentais, drogas e poluentes, resultando na criacdo de um volume
limitado de residuos que serdo eliminados apés as avaliagdes, além de uma
quantidade menor de fixadores e inclusdo, no caso de andlises histologicas
(HILL et al., 2005).
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3. OBJETIVOS
3.1. OBJETIVO GERAL
Avaliar o efeito toxico de trés compostos de vanadio de uso comercial nos
parametros biolégicos de embrides e adultos de zebrafish (Danio rerio).
3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Determinar a CLso 96h da exposicdo de metavanadato de sodio,
pentdxido de vanadio e sulfato de oxovanadio em embrides de D. rerio.
e Indicar os principais efeitos subletais, efeitos teratogénicos e frequéncia
cardiaca, causados pela exposicdo aos compostos de vanadio em
embrides de D. rerio.
e Submeter adultos de D. rerio a concentracdes, baseada na CLso 96 h,
dos compostos de vanadio para avaliacdo comportamental e

sobrevivéncia diaria.
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Capitulo 1

Artigo que sera submetido a Arquivos Brasileiros de Medicina Veterinéaria e
Zootecnia (Qualis A2)

Efeitos toxicos de compostos de vanadio utilizados no tratamento do diabetes sobre 0s

parametros biolégicos de embrides e adultos de zebrafish (Danio rerio)

[Toxic effects of vanadium compounds used to treat diabetes on biological parameters

of embryos and adults of zebrafish (Danio rerio)]

Resumo

Foram avaliados os efeitos toxicos do metavanadato de sodio (MV), pentoxido de
vanadio (PV) e sulfato de oxovanadio (SV) em embrides e adultos de zebrafish (D.
rerio). Os embrides foram expostos a concentracfes de 10-1000 pug/mL para avaliacdo
da CLso 96 h e seus efeitos teratogénicos. Os adultos foram expostos a 20 e 10 pg/mL
para avaliar alteracfes comportamentais relacionadas a exposicdo dos compostos de
vanadio e sobrevivéncia diaria. Os embrides apresentaram uma CLso 96 h de 74,14 para
0 PV e 100% de mortalidade nas concentracdes de 400-1000 pg/mL dos trés compostos.
Os efeitos teratogénicos mais significativos foram edemas de pericardio e saco
vitelinico (p < 0,05). Adultos expostos aos compostos de vanadio apresentaram maior
batimento opercular e congestdo nos arcos branquiais. A exibicdo dos comportamentos
Flutuar e Descansar nos adultos expostos foram significativos (p < 0,05), como também
a exibicdo do comportamento Respiracao aérea. Pode-se concluir que nos testes com 0s
embrides o pentoxido de vanadio é o composto mais tdxico e que edemas de pericardio
e saco vitelinico foram os efeitos teratogénicos mais significativo e que a exposicao dos
adultos aos compostos de vanadio promoveu um aumento na frequéncia dos
comportamentos inativos e de resposta ao estresse.

Palavras-chave: Vanadio, Zebrafish, Teste de toxicidade aguda e cronica, Efeitos
teratogénicos, Comportamento animal

Abstract

The toxic effects of sodium metavanadate (MV), vanadium pentoxide (PV) and
oxovanadium sulfate (SV) on embryos and adults of zebrafish (D. rerio) were
evaluated. Embryos were exposed to concentrations of 10-1000 pg/mL for evaluation of

96-h LCso and their teratogenic effects. Adults were exposed to 20 and 10 pg/mL to
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evaluate behavioral changes related to vanadium compounds exposure and daily
survival. Embryos showed a 96-h LCso of 74.14 for PV and 100% mortality at the
concentrations of 400-1000 ug/mL of the three compounds. The most significant
teratogenic effects were pericardial edema and yolk sac (p < 0.05). Adults exposed to
the vanadium compounds presented higher opercular beating and congestion in the gill
arches. Floating and Resting behaviors in exposed adults were significant (p < 0.05), as
well as the behavior of air breathing behavior. It can be concluded that in tests with the
embryos the vanadium pentoxide is the most toxic compound and that pericardial edema
and yolk sac were the most significant teratogenic effects and that the exposure of adults
to vanadium compounds promoted an increase in the frequency of behaviors Inactive
and stress response.
Keywords: Vanadium, Zebrafish, Acute and chronic toxicity test, Teratogenic effects,
Animal behavior
1. Introducéo
A diabetes € uma importante doenca enddcrina que afeta tanto seres humanos

como animais domesticos incluindo cées e gatos. A obesidade € um dos principais
fatores para a diabetes mellitus em animais, pois a acumulacdo de tecido adiposo traz
uma série de adversidades metabolicas, como alteracdes no metabolismo de lipidios e
carboidratos, bem como na regulacdo energética (Clark e Hoening, 2016). Além das
dietas comerciais, oferecidas em abundancia a estes animais, as faltas de exercicios,
pelo confinamento em suas residéncias, contribuem para o surgimento da diabetes
(Ohlund et al., 2017). Complicag@es clinicas oriundas da diabetes causam alteracdes em
diferentes orgaos, podendo induzir complicagdes, como as neuropatias, as nefropatias e
as retinopatias (Neumann et al., 2017).

Dentre os farmacos usados para o tratamento da diabetes em humanos, o vanadio
é um importante metal traco, amplamente distribuido na natureza (Imtiaz et al., 2015),
que tem recebido uma atencdo especial da area farmacoldgica devido a sua agdo como
agente terapéutico alternativo, diminuindo eficazmente os niveis de glicose sanguinea
em pacientes diabéticos (Goc, 2006). Porém, testes com pacientes, humanos ou ndo
(ratos), demonstraram problemas de carater gastrointestinal, mesmo durante curtos
periodos de administragdo (Domingo e Gomez, 2016). O vanadio mesmo sendo
utilizado como farmaco, recentemente foi estabelecido como poluente ambiental e
toxico aos seres humanos, provocando ndo apenas alteracBes fisiologicas, como

anatdmicas, inclusive em 6rgédos sexuais (Ghosh et al., 2015). Porém estes efeitos ndo
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sdo bem conhecidos em animais. Diante disto, os testes de toxicidade s&o de
importéncia para a avaliacdo dos efeitos causados por produtos quimicos (Scholz et al.,
2013), onde o0s peixes sdo 0s principais vertebrados utilizados na avaliacdo de
toxicidade (Braunbeck et al., 2015) sendo o zebrafish (Danio rerio) estabelecido em
2013 pela OECD, como modelo para avaliacdo de testes agudos e cronicos de
toxicidade causados por produtos quimicos (OECD, 2013). Diante do exposto, o
objetivo deste trabalho foi avaliar a LCso 96 h, os efeitos subletais e cronicos de trés
compostos de vanadio em relacdo aos efeitos teratogénicos e cardiovasculares de
embrides e alteragdes comportamentais de adultos de D. rerio.

2. Material e métodos

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Ecofisiologia Animal —
ECA da UFRPE. Biotério de experimentacdo cadastrado na plataforma CIUCA-
CONCEA. Todas as metodologias utilizadas no projeto foram previamente aprovadas
pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA-UFRPE), licenca 028/2016. Os
compostos de vanadio utilizados foram o metavanadato de sédio (NaVOs) (Lote #
MKCBO0474V), o pentoxido de vanadio (V20s) (Lote # MKBZ4641V) e o sulfato de
oxovanadio (OsSV) (Lote # MKBV2295V) (SIGMA — EUA). Os outros reagentes
utilizados foram de grau analitico.

Os testes de toxicidade aguda dos compostos de vanadio em embrides de D.
rerio seguiu as recomendacdes da (OECD 236). Os embribes de D. rerio foram obtidos
através da utilizacdo do protocolo de Westerfield (2000), utilizando machos e fémeas na
proporcao de 2:1 em aquarios de reproducdo, com fotoperiodo de 14/10 horas de claro e
escuro, respectivamente. Apos a desova, os ovos foram recolhidos e observados através
de microscopio 6ptico de luz (com lampada LED) 1 hpf. Os que demonstraram
desenvolvimento da blastula foram acondicionados em reservatorios estéreis de
poliestireno de 80 mL (n=10), com pH 7,0 + 0,5 e temperatura ambiente de 26 + 1°C, os
que ndo apresentaram desenvolvimento ou lesbes no cérion foram descartados. Os
embrides foram expostos as diferentes concentracdes dos trés compostos, metavanadato
de sodio (MV), pentdxido de vanadio (PV) e sulfato de oxovanadio (SV), além do
grupo controle (em triplicatas auténticas) em teste de toxicidade aguda de acordo com
Ghosh et al. (2015). As concentragdes utilizadas foram 10, 50, 100, 200, 400, 600, 800 e
1000 pg/mL. Os efeitos teratogénicos observados foram: edema de pericéardio, edema
do saco vitelinico, deformacdo na coluna, deformacdo na cauda e coagulagéo (Jonas et

al., 2015), frequéncia cardiaca (Yang, 2016) e mortalidade avaliados nos intervalos de
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24, 48, 72 e 96 hpf. Para a determinacdo da CLso 96 h, foi utilizado o método de
PROBIT com qui-quadrado, utilizando o Software Biostat Pro 5.9.9.2.

As concentracfes dos compostos de vanadio para 0s ensaios com os adultos
foram indicadas ap0ds avaliagdo da CLso 96h dos embrides, resultando em valores de 20
e 10 pg/mL correspondente a 100% e 50% CLso 96h do composto mais toxico,
respectivamente. Os adultos de D. rerio foram obtidos comercialmente, aclimatados por
cinco dias em aquarios de 20 litros aerados, com temperatura ambiente de 26 + 1°C e
fotoperiodo natural. A agua utilizada foi tratada com tiossulfato de sdédio para reducéo
do cloro e com hidroxido de sédio para ajuste do pH (7,0 + 0,5). Durante o periodo de
aclimatacdo, os animais foram alimentados com ragdo extrusada (45% de proteina
bruta) uma vez ao dia. Ap6s o periodo de aclimatacdo os animais foram divididos em 7
grupos (n=10) em aquaérios (8 litros), onde foram submetidos aos trés compostos de
vanadio diluidos na 4gua nas concentragdes de 20 e 10 pug/mL, além do grupo controle.
Foi construido um etograma para D. rerio pelo método ad libitum (Altmann, 1974)
baseado nas informacBes comportamentais fornecidas por Kalueff et al. (2013) para as
avaliacBes comportamentais. O comportamento dos animais expostos aos compostos de
vanadio foi avaliado pelo método de varredura instantanea (Altmann, 1974) em um
ponto fixo, para ndo influenciar no comportamento dos animais. Foi determinado um
minuto de observacdo seguido com um minuto de intervalo por 30 min para cada
aquario durante as observacbes. Adicionalmente, foi observado a sobrevivéncia diaria
dos animais, os que foram a Obito tiveram a regido opercular dissecada para a
averiguacdo da causa mortis.

Os efeitos teratogénicos dos embrides e os comportamentos dos adultos foram
estatisticamente averiguados através da andlise de variancia unidirecional (ANOVA)
seguido pelo teste de Tukey. As diferencas foram consideradas significativas quando p
< 0,05. As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o Origin Pro Academic 2015
(Origin Lab. Northampton, MA USA).

3. Resultados

Os resultados da CLso 96 h em embrides de Danio rerio expostos aos trés
compostos de vanadio seguindo a norma da OCDE 236 (2013) sdo mostrados na Tab. 1.
Observa-se que PV apresentou a menor CLso 96 h indicando que 0 mesmo possui maior
toxicidade. Ja o MV apresentou a maior CLso 96 h indicando que o mesmo foi 0 menos

téxico.
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Tabela 1. Concentracédo letal (ug/mL) dos compostos de vanadio para exposi¢cdo aguda de embrio de D.
rerio em 96 horas. CL50 ou CL90 (IC95%) — Concentracdo letal e intervalo de confianga em 95%. G.L. —
Grau de liberdade. x2— Qui-quadrado. N = 150 animais por teste.

CLso (Metavanadato de sédio -MV)

96 Horas )
CLso (i1c 95%) CLoo (ic 95%) GL. £
74,14 (3802 — 110,25) 200,85 3 4,197
CLso (Pentéxido de vanadio - PV)
96 Horas )
CLso (i1c 95%) CLoo (ic 95%) GL. £
22,48 (11,37 -56,33) 168,97 3 0,21
CLso (Sulfato de oxovanadio - SV)
96 Horas G.L. 7
CLso (1c 95%) CLgo (1c 95%)
53,62(-1,14 - 108,38) 186,53 3 2,82

Apds 96 h de exposicdo aos compostos de vanadio foi observado 100% de
mortalidade nos animais expostos as concentracdes de 1000, 800, 600 e 400 upg/mL
(Tab. 2). Em concentracOes abaixo de 200 pug/mL foi observado maior sobrevivéncia
dos animais e consequentemente os efeitos subletais.

A Tab. 2 apresenta os efeitos teratogénicos para cada concentracdo (0 — 200
pg/mL) dos compostos de vanadio em razdo da hpf. Em 24 hpf, foi observado o edema
de pericardio (Ep.) (p < 0,05) em todos 0s animais expostos aos compostos de vanadio,
exceto aos animais expostos ao MV em 200 ug/mL (p > 0,05) e ao PV em 100 pug/mL
(p > 0,05). O edema no saco vitelinico (Esv.) foi observado (p < 0,05) em todos os
animais expostos as concentracdes de 50 e 100 pg/mL de MV, de 10 e 50 pg/mL de PV
e 50 pg/mL de SV. Estes resultados indicam que os compostos de vanadio podem
causar alteracfes cardiovasculares, mas este efeito ndo é dependente da dose. J& em
relacdo a frequéncia cardiaca, foi observado alteracdes significativas (p < 0,05) em
todos os animais expostos as concentracdes de MV e 50ug/mL de PV, novamente sem
relacdo direta com a dose utilizada.

Em 48 hpf, o edema de pericardio foi observado (p < 0,05) em todos 0s animais
expostos aos compostos de vanadio, exceto nos animais expostos as menores
concentragOes de 10 pg/mL de PV e SV. O edema de saco vitelinico foi observado (p <
0,05)em todos os animais expostos as concentra¢fes de 50 pug/mL de MV, de 10 pg/mL
de PV e em todas as concentracGes de SV. Assim como em 24 hpf, estes efeitos ndo
foram dependentes da dose e a frequéncia com que ocorriam nos animais foi

semelhante. Foram observados (p < 0,05) altera¢Ges na frequéncia cardiaca em todos o0s
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animais expostos as maiores concentracdes dos compostos de vanédio (Tab. 2) sem
relagdo direta com a dose utilizada.

Em 72 hpf, o edema de pericardio foi observado (p < 0,05) nos animais expostos
as concentragbes 10 - 100pug/mL de MV, de 10 pg/mL de PVe 50 pg/mLSV sem
relacdo com a dose utilizada. J& o edema de saco vitelinico ndo foi observado (p > 0,05)
nos animais expostos aos compostos de vanadio. Diante disto, observa-se que com o
desenvolvimento dos animais houve uma reducdo na frequéncia de aparecimento dos
edemas. Apenas apos 72 hpf foram observadas deformacdes relacionadas a cauda e a
coluna. O efeito deformacdo na coluna (Dc.) foi observado (p < 0,05) apenas nos
animais expostos a concentracdo de 50 pg/mL de MV. Ja em relacdo ao efeito
deformacéo na cauda (Dcau.), foi observado (p < 0,05) nos animais expostos ao MV na
concentracdo de 10 pg/mL. Foram observadas alteracdes na frequéncia cardiaca sem
relacdo com a dose nos animais expostos ao MV. Ja em relacdo ao PV e SV, foi
observado uma reducdo da frequéncia cardiaca com o aumento da concentracdo do
composto (p < 0,05). Sendo este efeito mais evidente no SV (Tab. 2).

Em 96 hpf, o edema do pericardio (Ep.) foi observado (p < 0,05) nos animais
expostos a concentracdo de 10 pg/mL de PV. Este resultado indica, como mencionado
acima, uma reducéo no aparecimento de edemas com o desenvolvimento do animal. J&
em relacdo a deformacédo na cauda (Dcau.), foi observado (p < 0,05) apenas nos animais
expostos a concentracdo de 10 pg/mL de MV. Ja em relacdo a frequéncia cardiaca, o
efeito de reducdo da mesma dependente da dose observado em 72 hpf ndo foi mais
observado.

Adicionalmente, a Fig. 1 apresenta os efeitos subletais que ocorreram nos
embribes de D. rerio submetidos as diferentes concentracdes dos trés compostos de
vanadio em 24, 48, 72 e 96 hpf.
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Tabela 2. Efeitos teratogénicos avaliados em embrides de Danio rerio expostos a diferentes concentracdes de metavanadato de sodio, pentoxido de vanadio e sulfato de

oxovanadio durante os periodos de 24, 48, 72 e 96 hpf. O sombreamento enfatiza os efeitos significativos. Siglas: Ep — Edema de pericardio; Esv — Edema de saco vitelinico;

Composto Controle Metavanadato de sédio (MV) Pento6xido de vanadio (PV) Sulfato de oxovanadio (SV)
Concentragdes (ug/mL) 0 10 | 50 100 | 200 10 50 100 10 50
Tempo Efeito (%)
Mortalidade (%) 0 0 0 0 50 0 0 0 0 0
Ep. (%) 0 6,3 +2,3* 2,3+0,6* 4,3 +0,6* 1,3+15 47 +1,2* 2,7+0,6* 23+15 4,7 +0,6* 53 +25*
24 h Esv. (%) 0 0 37+2,1* 3,3+15* 23+15 30+1,0* 2,7+15* 4,3 +0,6* 47+31 33+1.2*
Dc. (%) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Dcau. (%) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Coag. (%) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
FC (bpm/min) 131,4 + 23,2 120,7 +12,5* 1532+ 20,6* 1551+144* 1189+17,0* 130,3+150 1691+ 14,7* 1316+ 12,4 128,5+20,6 128,55+ 20,6
Mortalidade (%) 0 0 0 0 53,3 0 33 0 0 33
Ep. (%) 0 5,3 +0,6* 40+1,7* 4,7 +0,6* 20+26 33+23 3,7+2,1* 6,3 +2,5* 2,7+15 6,3+1,2*
48h Esv. (%) 0 17+15 1,3 +0,6* 0,3+0,6 0,3+0,6 30+1,7* 13+15 0,3+0,6 50+1,0* 23+1.2*
Dc. (%) 0 0 0,3+0,6 0,3+0,6 0 0 0 1+17 0 0,7+0,6
Dcau. (%) 0 0 0,3+0,6 0 0 0 0 0 0 03+0,6
Coag. (%) 0 0 0,3+0,6 0 0 0 0 0 0 0
FC (bpm/min) 172,7 + 20,1 179,2 + 16,0 190,1 + 8,5* 190,9 +13,3* 141,1+13,1* 176,1+21,0 188,6+112* 163,3 + 7,6* 164,3+10,9 179,9+ 153
Mortalidade (%) 3,33 0 6,7 46,7 93,3 0 13,3 10 0 10
Ep. (%) 0 3,0+ 1,7* 477 +1,5* 2,3+1.2* 0 2,0+0,0* 1,3+23 20+26 2,7+25 47 +1,2*
72h Esv. (%) 0 0 0,3+0,6 0 0 0,3+0,6 0 0 0,3+0,6 07+172
Dc. (%) 0 23+21 2,3+0,6* 0,3+0,6 0 0,7+0,6 07+1,2 0 0,7+0,6 07+12
Dcau. (%) 0 1,0+ 0,0* 1,0+1,0 0,3+0,6 0 0 0,3+0,6 0 0,7+0,6 0,7+0,6
Coag. (%) 0 0 0 0 0 0 0 0 0,3+0,6 0
FC (bpm/min) 1943+ 12,8 185,0 + 14,2* 199,1 +13,9 172,5+23,3* 172,0+17,0* 190,0 +24,0 197,8 + 15,9 173,6 +17,5* 1851+ 13,9* 1775+ 16,3*
Mortalidade (%) 0 6,7 334 90 96,6 6 70 9 6,7 50
Ep. (%) 0 2,0+20 1,7+15 0,7+1.2 0 2,0+0,0* 0 0 37+25 1,0+1,0
96 h Esv. (%) 0 0 0 0 0 0,3+0,6 0 0 0 0
Dc. (%) 0 0,7+0,6 13+23 0,3+0,6 0 0,3+0,6 07+1,2 0 0 03+0,6
Dcau. (%) 0 2,3+0,6% 0,7+172 0 0 0 0,3+0,6 0 0,3+0,6 07+172
Coag. (%) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
FC (bpm/min) 2045 + 20,4 187,9 + 26,8* 203,4 + 31,6 186,7 + 12,9 212,0+0,0 193,8+7,8 1729 + 26,9* 2147 + 23,4 201,4+95 1771+171*
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Figura 1. Efeitos subletais observados em embrides de Danio rerio apds exposi¢do aos compostos de
vanadio. Al e A2: Embrides expostos por 24 hpf. B1 e B2: Embrides expostos por 48 hpf. C1 e C2:
Embribes expostos por 72 hpf. D1 e D2: Embribes expostos por 96 hpf.

Durante o periodo de exposicdo aos trés compostos de vanadio nos adultos
submetidos a teste de toxicidade cronica foi possivel observar um aumento qualitativo
do batimento opercular e natagdo proximo a linha d’agua. Os peixes expostos ao MV e
PV também apresentaram hemorragias nas regifes do opérculo e nas nadadeiras
peitorais e apos dissecacdo da regido opercular foi possivel observar os arcos branquiais

com congestdo (Fig. 2).

Figura 2. Danio rerio expostos aos compostos de vanadio: (A e C) arcos branquiais apresentando
congestéo, (B e D) hemorragias na regido opercular e nadadeiras peitorais.

Para os estudos comportamentais, dentre os dados obtidos a partir do método ad
libitum (Altmann, 1974) para a elaboracdo do etograma, foram observados 10
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comportamentos extraidos de Kalueff et al. (2013): Nadar lento, Nadar rapido, Flutuar,
Descansar, Natacdo inclinada, Capturar, Forragear, Afugentar, Fuga e Respiracdo aérea,
agrupados nas Categorias: Locomocao, Alimentacéo, Social e Resposta ao Estresse que

podem ser observados na Tab. 3.

Tabela 3. Etograma comportamental de zebrafish (Danio rerio).

Evento | sSigla | Descricdo
Categoria Locomocgéo
Nadar lento NL | O animal movimenta sua nadadeira caudal lentamente de modo que seu
deslocamento ocorra normalmente.
Nadar rapido NR | O animal movimenta sua nadadeira caudal rapidamente de modo que

se desloque rapidamente no corpo d'agua. Este comportamento pode
ser seguido por qualquer ataque.

Flutuar FL | O animal mantém-se sem movimento, no corpo d'agua, com as
nadadeiras laterais fechadas.
Descansar DE | Os animais mantém-se sem movimento, no substrato, com as

nadadeiras laterais fechadas.
Natacdo inclinada| NI Natacdo em um angulo diferente de 90° em relacdo a superficie d'dgua

Categoria Alimentagdo

Capturar CA | O animal nada em dire¢do ao alimento e faz um movimento rapido
com a boca.
Forragear FO | O animal nada préximo ao substrato a procura de alimento.
Categoria Social
Afugentar AG | O animal nada em direcdo ao oponente, podendo ou ndo haver contato,
causando ou ndo fuga do outro.
Fuga FU | O animal se afasta do oponente que o afugenta ou ataca.

Categoria Resposta ao Estresse

Respiracdo aérea | RA | O animal utiliza respiracio &erea, mesmo sob condicées de aeracéo

Com a construcdo do etograma, foi possivel a realizacdo das observacdes
comportamentais dos animais expostos aos compostos de vanadio. A Tab. 4 apresenta
0s comportamentos mais significativos (p < 0,05) em relacdo ao controle. Na Categoria
Locomocdo foi possivel observar uma reducdo significativa (p < 0,05) do
comportamento Nadar lento nos animais expostos exceto no composto MV (20 ug/L).
No comportamento Nadar rapido também ha uma reducéo significativa (p < 0,05) para
todos os compostos, exceto no composto SV (20 pg/L). Foi observado também no
comportamento Natacdo inclinada uma reducdo significativa (p < 0,05) na frequéncia de
exibicdo deste comportamento diante das seis concentraces de composto de vanadio.
Apbs a analise dos resultados, observa-se uma reducédo da exibigdo de comportamentos
ativos por parte dos animais expostos 0 que pode estar relacionado a intoxicagdo com 0s
compostos de vanadio.

Ja em relagdo ao comportamento Flutuar, foi observado um aumento significativo

(p < 0,05) na frequéncia de exibicdo dos animais expostos, exceto no MV (20 ug/L) e
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no PV (10 pg/L). Para o comportamento Descansar também foi observado um aumento
significativo (p < 0,05) na frequéncia de exibi¢cdo dos animais expostos ao MV (20
ug/L), PV (20 pg/L) e PV (10 pg/L). Isto indica um aumento da exibicdo de
comportamentos inativos principalmente nos animais expostos a PV e também pode
estar relacionado com uma possivel intoxicagéo.

Ainda na Tab, 4, na Categoria Alimentacdo, 0s animais expostos aos trés
compostos de vanadio apresentaram uma reducdo significativa (p < 0,05) no
comportamento Forragear em relacdo ao controle. Isto indica uma reducédo na procura
por alimento. J& para a Categoria Social, foi observado uma reducéo significativa (p <
0,05) na frequéncia de exibicdo dos comportamentos Perseguir e Fuga dos animais
expostos aos compostos de vanadio. Os comportamentos das categorias Alimentacao e
Social também sdo comportamentos ativos onde foi observado uma reducao na exibicéo
da frequéncia destes comportamentos da mesma forma que ocorreu com 0S
comportamentos ativos da categoria Locomocao.

Para a Categoria Resposta ao Estresse, foi observado um aumento (p < 0,05) da
frequéncia de exibicdo do comportamento Respiracdo aérea nos animais expostos aos
trés compostos de maior concentragdo (20 pg/L), isto pode estar relacionado a
apresentacdo de hemorragias e congestdo conforme mencionado anteriormente, porém,
0s animais expostos ao PV, MV e SV na concentracdo de 10 pg/L ndo apresentaram um
aumento ou exibicdo de tal comportamento, apesar de apresentarem hemorragias na

regido opercular e nadadeiras peitorais.

Tabela 4. Eventos comportamentais exibidos por Danio rerio adultos. O sombreamento enfatiza os efeitos

significativos.

Controle Metavanadato de sodio Pentéxido de vanadio Sulfato de oxovanadio

10 pg/L 20 pg/L 10 ng/L 20 pg/L 10 pg/L 20 pug/L

NL | 54+24 19+17* 4,3+27 21+15* 25+28* 13+15 19+21*
NR | 1,4+21 01+04* 0,3+0,8* 0,0* 0,1+03* 0,2+0,6* 08+21
FL | 04+10 3,6+21* 09+1.2 0,3+0,9 1,2+1,6* 4,4+22* 1,3+15*
DE | 05+1.2 0,4+0,5 1,9+1,2* 12+16* 12+14*% 0,2+0,6 06+08

NI 03+0,6 0,0* 0,0* 0,0* 0,0* 0,0* 0,0*
FO | 14+12 0,0* 0,0* 0,0* 0,0* 0,0* 0,0*
CA | 0,0+00 0,0 00+0,2 0,0 0,0 0,0 0,0
PE | 03+05 0,0* 0,0* 0,0* 0,0* 0,0* 0,0*
FU | 0,3+05 0,0* 0,0* 0,0* 0,0* 0,0* 0,0*

RA | 0,0+0,2 0,0 11+11* 0,1+04 0,5+ 0,5* 0,0 1,7+ 3,0*
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Siglas: NL — Nadar Lento; NR — Nadar Rapido; FL — Flutuar; DE — Descansar; NI — Natacdo Inclinada;
FO — Forragear; CA — Capturar; PE — Perseguicdo; FU — Fuga; RA — Respiracdo Aérea.
4. Discussao

A CLso 96 h dos trés compostos, metavanadato de sddio, pentoxido de vanadio e
sulfato de oxovanadio, foram respectivamente, 74,14 pg/mL, 22,48 pg/mL e 53,62
png/mL sendo o pentdxido de vanadio o composto de maior toxicidade. Taylor et al.
(1985) submeteram adultos da espécie Limanda limanda a exposicdo de metavanadato
de amonio, obtendo uma CLso 96 h de 27,8221 - 330) Hg/mL. Adultos das espécies
Pimephales promelas e Lepomis macrochirus foram submetidas a exposi¢do de sulfato
de oxovanadio e pentdxido de vanadio, obtendo uma CLsg 96 h entre 33 e 55ug/mL
(Tarzwell e Henderson, 1960 citado por Hohreiter, 1980). Estes valores sdo similares
aos apresentados em nosso estudo mesmo com diferenca em relacdo aos estagios de
desenvolvimento do animal. Quanto as taxas de mortalidade apresentadas, estas
corroboram com as apresentadas por Ghosh et al. (2015), onde concentracdes acima de
200 pg/mL provocaram mortalidade em mamiferos. Como o D. rerio tem similaridade
genética de 70% com os mamiferos (Zorzetto e Guimaraes, 2013), isto poderia explicar
a relagéo de mortalidade com a concentragéo de 200 pg/mL.

Os efeitos teratogénicos mais evidentes, no periodo de 24 e 48 hpf, foram os
edemas de pericardio e saco vitelinico. Em embrides de dourado do mar (Coryphaena
hippurus) expostos ao cloreto de cobre e de tributilestanho também foram observados o
edema de saco vitelinico (Adema-Hannes e Shenker, 2008). Os mesmos autores
correlacionam este efeito com retardo da funcdo circulatéria levando ao acumulo de
liquido. Talvez este efeito também tenha ocorrido nos animais expostos aos compostos
de vanadio justificando o aparecimento tanto do edema de pericardio como o de saco
vitelinico.

As deformagfes na coluna e na cauda mais observadas ocorreram apenas nos
animais expostos ao metavanadato de sédio. Adema-Hannes e Shenker (2008) também
observaram deformac@es na coluna de C. hippurus. Os autores atribuiram este efeito as
contragdes tetanicas do musculo esquelético devido a um efeito neurotdxico causado
pela exposicdo aguda aos metais. A exposicdo a metais pode causar danos ao sistema
nervoso central, devido a sua sensibilidade a privagdo de oxigénio, resultando em uma
encefalopatia andxica que pode resultar em contracées tetanicas (JONES et al., 2000).

Ja o estudo do efeito toxico dos compostos de vanadio sobre a frequéncia cardiaca

demonstrou que os animais durante a exposi¢ao aguda apresentaram variacao sobre esta
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frequéncia. Estas variagcdes sao mencionadas na literatura, mas sabe-se pouco sobre 0s
mecanismos que envolvem as disfuncbes cardiovasculares (Barjhoux et al., 2012).
Porém, as oscilacdes sem relacdo direta com a dose ndo sao comuns, Johnson et al.
(2007) observaram que embribes de zebrafish expostos ao cobre tiveram um aumento
significativo na sua frequéncia cardiaca. J& na exposicao de embriGes de zebrafish ao
cadmio, foi observado uma diminuicdo na frequéncia cardiaca (Hallare et al., 2005).

A observacao de parametros comportamentais é importante para o entendimento
dos processos fisiologicos e ecoldgicos que ocorrem nos animais submetidos a testes de
toxicidade (Scott e Sloman, 2004). Na categoria Locomocao, os adultos de zebrafish
expostos aos compostos de vanadio apresentaram alteragdes quanto ao comportamento
natatério, mantendo-se em boa parte das observacdes em estado inativo. Quanto a
categoria Resposta ao Estresse, 0s animais em exposi¢do aos compostos de vanadio na
concentracdo de 20 pg/L apresentaram aumento significativo (p < 0,05) na frequéncia
de exibicdo do comportamento respiracdo aérea. Os resultados destes parametros
indicam que o efeito toxico dos trés compostos de vanadio nesta concentracao
compromete o consumo energético do zebrafish, onde ha uma dificuldade respiratdria
por parte do animal. Goc (2006) indicou que valores de ingestdo diaria acima de 10 pg
de vanadio causam efeitos toxicos as membranas da mucosa do ducto respiratorio
superior, ocasionando fadiga, tosse e depressdo. Ghosh et al. (2015) indica que o
tratamento com pentéxido de vanadio em ratos causou irritacdo no trato respiratorio
superior destes animais. Ainda, a inalacdo continua do pentéxido de vanadio causou o
surgimento de neoplasias alveolares e bronquiolares (National Toxicology Program,
2002). Taylor et al. (1985) indicaram que a espécie L. limanda apresentava dificuldade
respiratoria durante o seu experimento. Estes efeitos descritos para o vanadio podem ter
alterado o consumo energético dos animais utilizados em nosso estudo justificando o
aumento da frequéncia de exibicdo dos comportamentos inativos e a respiracdo aérea.
Ainda, ocorreu avaliagdo macroscépica dos arcos branquiais (Fig. 2), onde ha uma
congestdo destas regides que podem confirmar os resultados obtidos no nosso
experimento.

5. Conclusfes

Foi possivel avaliar nos embrides a CLso 96 h de trés compostos de vanadio, onde
0 pentoxido de vanadio apresentou maior toxicidade. Os efeitos teratogénicos mais
observados foram os edemas de pericardio e saco vitelinico. Os adultos expostos aos

compostos de vanadio apresentaram um aumento do batimento opercular e congestéo
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dos arcos branquiais, também foi possivel observar uma alteragdo comportamental,
onde eles apresentaram uma frequéncia de comportamentos inativos e também
realizaram respiracao aerea.
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E ZOOTECNIA

Brouik
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ISSN 1678-4162 versdo online

Atualizado: 09/08/2016

Politica Editorial

O periédico Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinaria e
Zootecnia (Brazilian Journal of Veterinary and Animal Science), ISSN
0102-0935 (impresso) e 1678-4162 (on-line), é editado pela FEPMVZ
Editora, CNPJ: 16.629.388/0001-24, e destina-se a publicagdo de
artigos cientificos sobre temas de medicina veterindria, zootecnia,
tecnologia e inspegdo de produtos de origem animal, aquacultura e
areas afins.

Os artigos encaminhados para publicagdo sdo submetidos a aprovacdo

do Corpo Editorial, com assessoria de especialistas da area (relatores).

Os artigos cujos textos necessitarem de revisdes ou corregdes serdo
devolvidos aos autores. Os aceitos para publicagdo tornam-se
propriedade do Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinaria e
Zootecnia (ABMVZ) citado como Arq. Bras. Med. Vet. Zootec. Os

autores sdo responsaveis pelos conceitos e informagdes neles contidos.

Sdo imprescindiveis originalidade, ineditismo e destinacdo exclusiva ao
ABMVZ,

Reproducgdo de artigos publicados

A reprodugdo de qualquer artigo publicado é permitida desde que seja
corretamente referenciado. Ndo é permitido o uso comercial dos
resultados.

A submissdo e tramitacdo dos artigos é feita exclusivamente on-line,
no enderego eletrénico <http://mc04.manuscriptcentral.com/abmvz-
scielo>.

N&o serdo fornecidas separatas. Os artigos encontram-se disponiveis
no endereco www.scielo.br/abmvz.

Orientagdes Gerais

« Toda a tramitacdo dos artigos é feita exclusivamente pelo
Sistema de publicagdo online do Scielo - ScholarOne, no

endereco http://mc04. manuscri ntral.com/abmvz-scielo sendo

necessario o cadastramento no mesmo.

e Leia" =
POR INTERMEDIO DO SCHOLARONE"

« Toda a comunicagdo entre os diversos autores do processo de
avaliacdo e de publicacdo (autores, revisores e editores) serd

http:/Awww.scielo.br/revistas/abmvz/pinstruc.htm
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feita apenas de forma eletrénica pelo Sistema, sendo que o autor
responsavel pelo artigo serd informado automaticamente por e-
mail sobre qualquer mudanca de status do mesmo.

« Fotografias, desenhos e gravuras devem ser inseridos no texto e
quando solicitados pela equipe de editoragdo também devem ser
enviados, em separado, em arquivo com extensdo JPG, em alta
qualidade (minimo 300dpi), zipado, inserido em “Figure or
Image” (Step 6).

+ E de exclusiva responsabilidade de quem submete o artigo
certificar-se de que cada um dos autores tenha conhecimento e
concorde com a inclusdo de seu nome no texto submetido.

« O ABMVZ comunicara a cada um dos inscritos, por meio de
correspondéncia eletrénica, a participagdo no artigo. Caso um
dos produtores do texto ndo concorde em participar como autor,
o artigo serd considerado como desisténcia de um dos autores e
sua tramitacdo encerrada.

Comité de Etica

E indispensavel anexar copia, em arquivo PDF, do Certificado de
Aprovacdo do Projeto da pesquisa que originou o artigo, expedido pelo
CEUA (Comité de Etica no Uso de Animais) de sua Instituicdo, em
atendimento a Lei 11794/2008. O documento deve ser anexado em
“Ethics Conmitee” (Step 6). Esclarecemos que o numero do Certificado
de Aprovagdo do Projeto deve ser mencionado no campo Material e
Métodos.

Tipos de artigos aceitos para publicacao
Artigo cientifico

E o relato completo de um trabalho experimental. Baseia-
se na premissa de que os resultados sdo posteriores ao
planejamento da pesquisa.

Secgdes do texto: Titulo (portugués e inglés), Autores e
Afiliagdo (somente na "Title Page" — Step 6), Resumo,
Abstract, Introducdo, Material e Métodos, Resultados,
Discussdo (ou Resultados e Discussdo), Conclusdes,
Agradecimentos (quando houver) e Referéncias.

O nimero de paginas ndo deve exceder a 15, incluindo
tabelas, figuras e Referéncias.

O nimero de Referéncias ndo deve exceder a 30.
Relato de caso

Contempla principalmente as dreas médicas em que o
resultado é anterior ao interesse de sua divulgacdo ou a
ocorréncia dos resultados ndo é planejada.

Secdes do texto: Titulo (portugués e inglés), Autores e
Afiliagdo (somente na "Title Page" - Step 6), Resumo,
Abstract, Introducdo, Casuistica, Discussdo e Conclusdes
(quando pertinentes), Agradecimentos (quando houver) e
Referéncias.

O nimero de pdginas ndo deve exceder a dez, incluindo
tabelas e figuras.

O nimero de Referéncias ndo deve exceder a 12.
http:/Awww.scielo.br/revistas/abmvz/pinstruc.htm
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Comunicagado

E o relato sucinto de resultados parciais de um trabalho
experimental digno de publicagdo, embora insuficiente ou
inconsistente para constituir um artigo cientifico.

Secdes do texto:Titulo (portugués e inglés), Autores e
Afiliacdo (somente na "Title Page" - Step 6). Deve ser
compacto, sem distingdo das secdes do texto especificadas
para "Artigo cientifico", embora seguindo aquela ordem.
Quando a Comunicagado for redigida em portugués deve
conter um "Abstract" e quando redigida em inglés deve
conter um "Resumo".

O ndmero de paginas ndo deve exceder a oito, incluindo
tabelas e figuras.

O numero de Referéncias ndo deve exceder a 12.

Preparacao dos textos para publicacdo

Os artigos devem ser redigidos em portugués ou inglés, na forma
impessoal.

Formatacdo do texto

« O texto NAO deve conter subitens em nenhuma das se¢des do
artigo, deve ser apresentado em arquivo Microsoft Word e
anexado como “Main Document” (Step 6), no formato A4, com
margem de 3cm (superior, inferior, direita e esquerda), na fonte
Times New Roman, no tamanho 12 e no espacamento de

entrelinhas 1,5, em todas as pdginas e segbes do artigo (do titulo

as referéncias), com linhas numeradas.

» N&o usar rodapé. Referéncias a empresas e produtos, por
exemplo, devem vir, obrigatoriamente, entre paréntesis no corpo
do texto na seguinte ordem: nome do produto, substancia,
empresa e pais.

Secobes de um artigo

Titulo: Em portugués e em inglés. Deve contemplar a esséncia do
artigo e ndo ultrapassar 50 palavras.

Autores e Filiagao: Os nomes dos autores sao colocados abaixo do
titulo, com identificagdo da instituicdo a qual pertencem. O autor e o
seu e-mail para correspondéncia devem ser indicados com asterisco
somente no “Title Page” (Step 6), em arquivo Word.

Resumo e Abstract: Deve ser o mesmo apresentado no cadastro
contendo até 200 palavras em um sé paragrafo. Ndo repetir o titulo e
ndo acrescentar revisdo de literatura. Incluir os principais resultados
numéricos, citando-os sem explica-los, quando for o caso. Cada frase
deve conter uma informagdo completa.

Palavras-chave e Keywords: No maximo cinco e no minimo duas*.
* na submissdo usar somente o Keyword (Step 2) e no corpo do artigo
constar tanto keyword (inglés) quanto palavra-chave (portugués),
independente do idioma em que o artigo for submetido.
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Introdugdo:Explanagdo concisa na qual os problemas serdo
estabelecidos , bem como a pertinéncia, a relevancia e os objetivos do
trabalho. Deve conter poucas referéncias, o suficiente para baliza-la.

Material e Métodos: Citar o desenho experimental, o material
envolvido, a descricdo dos métodos usados ou referenciar
corretamente os métodos ja publicados. Nos trabalhos que envolvam
animais e/ou organismos geneticamente modificados deverdo constar
obrigatoriamente o nimero do Certificado de Aprovacéo do
CEUA. (verificar o Item Comité de Etica).

Resultados: Apresentar clara e objetivamente os resultados
encontrados.

Tabela. Conjunto de dados alfanuméricos ordenados em
linhas e colunas. Usar linhas horizontais na separacgdo dos
cabecalhos e no final da tabela. O titulo da tabela recebe
inicialmente a palavra Tabela, seguida pelo nimero de
ordem em algarismo arabico e ponto (ex.: Tabela 1.). No
texto, a tabela deve ser referida como Tab seguida de
ponto e do nimero de ordem (ex.: Tab. 1), mesmo quando
referir-se a varias tabelas (ex.: Tab. 1, 2 e 3). Pode ser
apresentada em espagamento simples e fonte de tamanho
menor que 12 (o menor tamanho aceito € oito). A legenda
da Tabela deve conter apenas o indispensavel para o seu
entendimento. As tabelas devem ser obrigatoriamente
inseridas no corpo do texto de preferéncia apds a sua
primeira citagao.

Figura. Compreende qualquer ilustragdo que apresente
linhas e pontos: desenho, fotografia, grafico, fluxograma,
esquema etc. A legenda recebe inicialmente a palavra
Figura, seguida do nimero de ordem em algarismo ardbico
e ponto (ex.: Figura 1.) e é citada no texto como Fig
seguida de ponto e do numero de ordem (ex.: Fig.1),
mesmo se citar mais de uma figura (ex.: Fig. 1, 2 e 3).
Além de inseridas no corpo do texto, fotografias e
desenhos devem também ser enviados no formato JPG com
alta qualidade, em um arquivo zipado, anexado no campo
proprio de submissdo, na tela de registro do artigo. As
figuras devem ser obrigatoriamente inseridas no corpo do
texto de preferéncia apds a sua primeira citacdo.

Nota: Toda tabela e/ou figura que ja tenha sido publicada
deve conter, abaixo da legenda, informagdo sobre a fonte
(autor, autorizagdo de uso, data) e a correspondente
referéncia deve figurar nas Referéncias.

Discussdo: Discutir somente os resultados obtidos no trabalho. (Obs.:
As secOes Resultados e Discussdo poderdo ser apresentadas em
conjunto a juizo do autor, sem prejudicar qualquer uma das partes).

Conclusodes: As conclusdes devem apoiar-se nos resultados da
pesquisa executada e serem apresentadas de forma objetiva, SEM
revisdo de literatura, discussdo, repeticdo de resultados e
especulagdes.

Agradecimentos: Ndo obrigatério. Devem ser concisamente
expressados.

Referéncias: As referéncias devem ser relacionadas em ordem
alfabética, dando-se preferéncia a artigos publicados em revistas
nacionais e internacionais, indexadas. Livros e teses devem ser
referenciados o minimo possivel, portanto, somente quando
indispensdveis. Sdo adotadas as normas gerais da ABNT, adaptadas
para o ABMVZ, conforme exemplos:
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Como referenciar:
1. Citacdes no texto

A indicagdo da fonte entre parénteses sucede a citagdo
para evitar interrupgdo na sequéncia do texto, conforme
exemplos:

e autoria Unica: (Silva, 1971) ou Silva (1971);
(Anuario..., 1987/88) ou Anudrio... (1987/88);

« dois autores: (Lopes e Moreno, 1974) ou Lopes e
Moreno (1974);

e mais de dois autores: (Ferguson et al., 1979) ou
Ferguson et al. (1979);

¢ mais de um artigo citado: Dunne (1967); Silva
(1971); Ferguson et al. (1979) ou (Dunne, 1967;
Silva, 1971; Ferguson et al., 1979), sempre em
ordem cronoldgica ascendente e alfabética de autores
para artigos do mesmo ano.

Citacdo de citacdo. Todo esforco deve ser empreendido
para se consultar o documento original. Em situacdes
excepcionais pode-se reproduzir a informacdo ja citada por
outros autores. No texto, citar o sobrenome do autor do
documento ndo consultado com o ano de publicagdo,
seguido da expressao citado por e o sobrenome do autor
e ano do documento consultado. Nas Referéncias deve-se
incluir apenas a fonte consultada.

Comunicacdo pessoal. Ndo faz parte das Referéncias. Na
citacdo coloca-se o sobrenome do autor, a data da
comunicacdo, nome da Instituicdo a qual o autor é
vinculado.

2. Periédicos (até quatro autores citar todos. Acima de
quatro autores citar trés autores et al.):

ANUARIO ESTATISTICO DO BRASIL. v.48,
p.351, 1987-88.

FERGUSON, 1.A.; REEVES, W.C.; HARDY, J.L.
Studies on immunity to alphaviruses in foals.
Am. J. Vet. Res., v.40, p.5-10, 1979.

HOLENWEGER, J.A.; TAGLE, R.; WASERMAN, A.
et al. Anestesia general del canino. Not. Med.
Vet., n.1, p.13-20, 1984.

3. Publicagdo avulsa (até quatro autores citar todos.
Acima de quatro autores citar trés autores et al.):

DUNNE, H.W. (Ed). Enfermedades del cerdo.
México: UTEHA, 1967. 981p.

LOPES, C.A.M.; MORENO, G. Aspectos
bacterioldgicos de ostras, mariscos e
mexilhdes. In: CONGRESSO BRASILEIRO DE
MEDICINA VETERINARIA, 14., 1974, Sdo Paulo.
Anais... Sdo Paulo: [s.n.] 1974. p.97.
(Resumo).

MORRIL, C.C. Infecciones por clostridios. In:
DUNNE, H.W. (Ed). Enfermedades del cerdo.
México: UTEHA, 1967. p.400-415.

NUTRIENT requirements of swine. 6.ed.
Washington: National Academy of Sciences,
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1968. 69p.

SOUZA, C.F.A. Produtividade, qualidade e
rendimentos de carcaga e de carne em bovinos
de corte. 1999. 44f, Dissertacdo (Mestrado em
Medicina Veterindria) — Escola de Veterinaria,
Universidade Federal de Minas Gerais, Belo
Horizonte.

4. Documentos eletrdénicos (até quatro autores citar
todos. Acima de quatro autores citar trés autores et al.):

QUALITY food from animals for a global
market. Washington: Association of American
Veterinary Medical College, 1995. Disponivel

em: <http://www.org/critcal6.htm>. Acessado
em: 27 abr. 2000.

JONHNSON, T. Indigenous people are now more
cambative, organized. Miami Herald, 1994,
Disponivel em:
<http://www.summit.fiu.edu/MiamiHerld-
Summit-RelatedArticles/>. Acessado em: 5
dez. 1994.

Taxas de submissdo e de publicagcdao

« Taxa de submissdo: A taxa de submissdo de R$50,00 deverd
ser paga por meio de boleto bancdrio emitido pelo sistema
eletrénico do Conveniar
http://conveniar.fepmvz.com.br/eventos/#servicos
(necessario preencher cadastro). Somente artigos com taxa paga
de submissdo serdo avaliados.

Caso a taxa ndo seja quitada em até 30 dias sera considerado
como desisténcia do autor.

« Taxa de publicagdo:. A taxa de publicacdo de R$150,00 por
pagina, por ocasido da prova final do artigo. A taxa de publicagdo
deverd ser paga por meio de depdsito bancario, cujos dados
serao fornecidos na aprovacdo do artigo.

OBS.: Quando os dados para a nota fiscal forem diferentes
dos dados do autor de contato deve ser enviado um e-mail

para abmvz.artigo@abmvz.org.br comunicando tal
necessidade.

SOMENTE PARA ARTIGOS INTERNACIONAIS

+« Submission and Publication fee. The publication fee is of
US$100,00 (one hundred dollars) per page, and US$50,00 (fifty
dollars) for manuscript submission and will be billed to the
corresponding author at the final proof of the article. The
publication fee must be paid through a bank slip issued by the
electronic article submission system. When requesting the bank
slip the author will inform the data to be intle invoice issuance.

Recursos e diligéncias
« No caso de o autor encaminhar resposta as diligéncias solicitadas
pelo ABMVZ ou documento de recurso o mesmo devera ser
anexado em arquivo Word, no item “Justification” (Step 6), e
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também enviado por e-mail, aos cuidados do Comité Editorial,
para abmvz.artigo@abmvz.org.br.

« No caso de artigo ndo aceito, se o autor julgar pertinente
encaminhar recurso o0 mesmo deve ser feito pelo e-mail
abmvz.artigp@abmvz.org.br.
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