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RESUMO

Foram avaliados o0s efeitos toxicos do metavanadato de sédio (MV), pentdxido de vanéadio (PV) e sulfato
de oxovanadio (SV), potenciais fA&rmacos antidiabéticos, em embrides e adultos de zebrafish (Danio
rerio). Os embriGes foram expostos a concentragdes de 10-1000ug/mL para avaliacdo da CLs, 96h e seus
efeitos teratogénicos. Os adultos foram expostos a 10 e 20ug/mL dos mesmos compostos para se
avaliarem alteracGes comportamentais relacionadas a exposi¢cdo quimica e a mortalidade. A CLsy 96h foi
de 22,48, 53,62 e 74,14ug/mL para MV, SV e PV, respectivamente. Houve 100% de mortalidade nas
concentracdes de 400-1000ug/mL dos trés compostos. Os efeitos teratogénicos mais observados (P<0,05)
nos embrides foram edemas de pericardio e saco vitelinico. Foram constatados, nos animais adultos
expostos aos compostos de vanadio, maior batimento opercular e congestdo nos arcos branquiais. A
exibicdo dos comportamentos Flutuar e Descansar nos adultos expostos foi significativa (P<0,05), como
também a exibicdo do comportamento Respiragdo Aérea. Pode-se concluir que a exposi¢do quimica aos
compostos de vanadio causou efeitos toxicos em embrides e adultos de zebrafish com alta mortalidade.
Diante disso, 0 seu uso como potencial farmaco antidiabético deve ser mais bem estudado em razédo do
efeito toxico dessas substancias.

Palavras-chave: teste de toxicidade, efeitos teratogénicos, comportamento animal
ABSTRACT

The toxic effects of sodium metavanadate (MV), vanadium pentoxide (PV) and oxovanadium sulfate (SV),
potential antidiabetic drug, on embryos and adults of zebrafish (Danio rerio) were evaluated. Embryos
were exposed to concentrations of 10-1000ug/mL for evaluation of 96-h LCs, and their teratogenic
effects. Adults were exposed to 10 and 20ug/mL of the same compounds to evaluate behavioral changes
related to chemical exposure and mortality. The 96-h LCsy were 22.48, 53.62, and 74.14pug/mL for MV,
SV, and PV, respectively. Mortality of 100% was observed at the concentrations of 400-1000xg/mL of the
three compounds. The teratogenic effects most observed (P<0.05) were pericardial and yolk sac edemas.
Adult animals exposed to the vanadium compounds had higher opercular beats and congestion in the gill
arches. The exhibition of behaviors Floating and Resting in the exposed adults was significant (P<0.05),
as well as the Air breathing behavior. Chemical exposure to vanadium compounds caused toxic effects in
embryos and adults of zebrafish with high mortality. In conclusion, its use as a potential antidiabetic drug
should be better studied due to the toxic effect.
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INTRODUCAO

O vanadio tem recebido uma atencéo especial da
area farmacéutica, pois pode ter agdo como
agente terapéutico alternativo, diminuindo os
niveis de glicose sanguinea em pacientes
diabéticos (Pathak e Lahkar, 2015; Goc, 2006).
Esse metal transicional apresenta as valéncias
mais comuns de +3, +4 e +5, e as formas
tetravalentes (V'Y), como sulfato de oxovanadio,
as formas pentavalentes (VY), como o
metavanadato de sédio e o pentdxido de vanadio,
apresentaram reducdo nos niveis de glicose
sanguinea em animais (Barceloux, 1999; Willsky
et al., 2001; Cheta et al., 2003; Pathak e Lahkar,
2015). Mesmo sendo proposto como alternativa
para o tratamento do diabetes, recentemente foi
estabelecido como poluente ambiental e téxico
aos seres humanos, provocando alteracOes
fisiologicas e anatdbmicas quando administrado
por via oral (Ghosh et al., 2015). Pode ser
encontrado no ambiente em concentragdes de 10
a 220pg/L e em dosagens superiores, como
farmaco para o tratamento do diabetes
(Barceloux, 1999; Ghosh et al., 2015). As formas
pentavalentes sdo mais toxicas, porém os efeitos
toxicos do vanadio ndo sdo bem conhecidos em
modelos animais como peixes.

Diante disso, os testes de toxicidade sdo de
importdncia para a avaliagdo dos efeitos
causados por produtos quimicos (Scholz et al.,
2013), e 0s peixes sdo 0s principais vertebrados
utilizados na avaliacdo de toxicidade (Braunbeck
et al., 2015). O zebrafish (Danio rerio) foi
estabelecido, em 2013, pela OCDE (Organizagdo
para a Cooperacdo e Desenvolvimento
Econbmico), como modelo para avaliagdo de
testes de toxicidade agudos e cronicos causados
por produtos quimicos (OECD, 2013). Diante do
exposto, o objetivo deste trabalho foi avaliar os
efeitos toxicos de trés compostos de vanadio,
potenciais farmacos antidiabéticos, para a
determinacdo da CLs, 96h, mortalidade e estudo
dos efeitos teratogénicos e cardiovasculares em
embries, bem como para alteracGes
comportamentais em adultos de D. rerio.

MATERIAL E METODOS
Os  experimentos foram  realizados no
Laboratério de Ecofisiologia Animal — Leca.

Todas as metodologias utilizadas no projeto
foram previamente aprovadas pela Comisséo de

1878

Etica no Uso de Animais (Ceua-UFRPE), licenca
028/2016. Os compostos de vanadio utilizados
foram o sulfato de oxovanadio (V') (OsSV)
(Lote # MKBV2295V), 0 metavanadato de sodio
(VY) (NavO;) (Lote # MKCBO0474V) e o
pentoxido de vanadio (VV) (V,0s) (Lote #
MKBZ4641V) (SIGMA, EUA). Os outros
reagentes utilizados foram de grau analitico.

Os testes de toxicidade aguda dos compostos de
vanadio em embrides de D. rerio seguiram as
recomendacdes da OCDE 236 (2013). Os
embrides de D. rerio foram obtidos mediante
aplicacdo do protocolo de Westerfield (2000),
sendo utilizados machos e fémeas na propor¢do
de 2:1 em aquéarios de reproducdo, com
fotoperiodo de 14/10 horas de claro e escuro,
respectivamente. Apds a desova, 0s ovos foram
recolhidos e observados por meio de microscépio
optico de luz (com lampada LED) 1hpf. Aqueles
que demonstraram desenvolvimento do embrido
foram acondicionados em reservatorios estéreis
de poliestireno de 80mL (n=10), com pH 7,0£0,5
e temperatura ambiente de 26+1°C; ja 0s que ndo
apresentaram desenvolvimento embrionario ou
lesbes no corion foram descartados. Os embribes
foram expostos as diferentes concentragdes dos
compostos sulfato de oxovanadio (SV) (V'),
metavanadato de sédio (MV) (VY) e pentoxido
de vanadio (PV) (VY), além do grupo controle
(em triplicatas auténticas) em teste de toxicidade
aguda, de acordo com OECD 236 (2013). As
concentragBes aplicadas foram 10, 50, 100, 200,
400, 600, 800 e 1000ug/mL, baseadas nas
concentracdes utilizadas com esses compostos
para o tratamento do diabetes (Ghosh et al.,
2015). Os efeitos teratogénicos observados
foram: edema de pericardio, edema do saco
vitelinico, deformacdo na coluna, deformacéo na
cauda e coagulacdo (Jonas et al., 2015),
frequéncia cardiaca (Yang, 2016) e mortalidade,
avaliados nos intervalos de 24, 48, 72 e 96hpf.
Para a determinagéo da CLsy 96h, foi utilizado o
método de Probit, por meio do software Biostat
Pro 5.9.9.2.

As concentracdes dos compostos de vanadio para
0s ensaios com os adultos foram indicadas apds
avaliagdo da CLsg 96h dos embrides, resultando
em valores de 10 e 20ug/mL, correspondente a
50% e 100% CLsy 96h do composto mais tdxico,
respectivamente. Os adultos de D. rerio foram
obtidos comercialmente, aclimatados por cinco
dias em aquarios de 20 litros aerados, com
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temperatura ambiente de 26+1°C e fotoperiodo
natural. A &gua utilizada foi tratada com
tiossulfato de sodio para reducgdo do cloro e com
hidréxido de sdédio para ajuste do pH para
7,0+£0,5. O pH da 4gua foi mantido neutro em
todos os experimentos, a fim de evitar processos
oxidativos nos compostos de vanadio, o que
poderia alterar a sua toxicidade. Durante o
periodo de aclimatacdo, os animais foram
alimentados com racdo extrusada (45% de
proteina bruta) uma vez ao dia. Apds o periodo
de aclimatacdo, os animais foram divididos em
sete grupos (n=10) em aquarios (8 litros), onde
foram expostos aos trés compostos de vanadio
diluidos na &gua, nas concentragdes nominais de
10 e 20pg/mL, além de um grupo controle por 30
dias. Para a avaliagdo comportamental, foi
construido um etograma para D. rerio pelo
método ad libitum (Altmann, 1974) baseado nas
informacdes comportamentais fornecidas por
Kalueff et al. (2013). 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 por
30min, sendo intercalado um minuto de
observagdo com um minuto de intervalo, para

cada aquéario. Adicionalmente, foi observada a
mortalidade diaria dos animais; aqueles que
foram a Obito tiveram a regido opercular
dissecada para a averiguagdo da causa mortis.

Os efeitos teratogénicos dos embrifes e o0s
comportamentos dos adultos foram
estatisticamente avaliados por meio da analise de
variancia simples (One Way ANOVA). Quando
o resultado foi significativo, as médias foram
comparadas pelo teste de Tukey. As diferencas
foram consideradas significativas quando
P<0,05. As andlises estatisticas foram realizadas
utilizando-se o Origin Pro Academic 2015
(Origin Lab. Northampton, MA, USA).

RESULTADOS

Os resultados da CLsy 96h 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 CLsg 96h, indicando que
ele possui maior toxicidade. J4 o MV apresentou
a maior CLsy 96h, indicando que ele foi 0 menos
toxico.

Tabela 1. Concentracdo letal (ug/mL) dos compostos de vanadio para exposi¢do aguda de embriGes de
Danio rerio em 96 horas. CLs, ou CLgg (IC 95%) — concentracdo letal e intervalo de confianga em 95%.
GL — grau de liberdade. 2 — qui-quadrado. N= 150 animais por teste

CL s (Metavanadato de sodio - MV)

96 Horas GL 2
CLso (ic 95%) CLoo (1c 95%) X
74,14 38,02 _ 110.25) 200,85 3 4,197
CL s, (Pentdxido de vanadio - PV)
96 Horas 2
GL
CLso (ic 95%) CLoo (1c 95%) X
22,48(.11.37_56.33) 168,97 3 0,21
CLs (Sulfato de oxovanadio - SV)
96 Horas GL P
CLSO (IC 95%) CL9O (1C 95%)
53,62(.1.14 108.38) 186,53 3 2,82
Apo6s 96h de exposicdo aos compostos de 200pg/mL  (Tab. 2), foi observada maior

vanadio, foram observados 100% de mortalidade
nos animais expostos as concentraces de 400 a
1000pg/mL. Em concentragbes abaixo de
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sobrevivéncia dos animais e, consequentemente,
os efeitos subletais.
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Tabela 2. Efeitos teratogénicos avaliados em embrides de Danio rerio expostos a diferentes
concentragdes de metavanadato de sodio, pentoxido de vanadio e sulfato de oxovanadio, durante os
periodos de 24, 48, 72 e 96hpf. Siglas: EP — edema de pericardio; Esv — edema de saco vitelinico; DC —
deformacédo na coluna; DCau — deformacdo na cauda; Coag — coagulacdo; FC — frequéncia cardiaca;
bpm/min — batimentos por minuto/minuto

" - Sulfato de
Composto Controle Metavanadato de sédio (MV) (V") P 13)’,?”&(“0 %) oxovanadio (SV)
(%)
Concentragoes 10 50 100 200 10 50 100 10 50
(ng/mL)
Tempo Efeito (%)
Mortalidade

(%) 0 0 0 0 50 0 0 0 0 0
EP (%) 0 6,3§ 2,3f 4,3f 1,3+ 4,7f 2,7J;r 2,3+ 4,7J;r 5,3f

2,3 0,6 0,6 15 1,2 0,6 15 0,6 25
3,7 3,3+ 2,3+ 3,0+ 2,7+ 4,3+ 4,7+ 3,3
24h ESV (%) 0 0 2,1* 1,5* 15 1,0* 1,5* 0,6* 31 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

1314 120,7+ 1532+ 1551+ 1189+ 130,3+ 169,1+ 1316+ 1285+ 1285+

FC(bpm/min) 153 125+  206% 144 170 150 147 124 206 206

Mortalidade

o) 0 0 0 0 533 0 33 0 0 33
P (%) o 53t 40r 476 208 33 37k 63t 27¢ 63
06* 17 0.6* 26 23 21%  25* 15 12+
17+ 13+ 03+ 03+ 30+ 13+ 03+  50¢ 23+
48h ESV (%) 0 15  06* 06 0,6 17 15 0.6 10x  12%
0.3+ 0.7+
DC (%) 0 0 by 0306 0 0 0 10817 0 o
0.3+ 0.3+
DCau (%) 0 0 ¥ 0 0 0 0 0 0 bs
Coag (%) 0 0 06361 0 0 0 0 0 0 0

172,7+ 1792+ 190,1+ 190,9+ 1411+ 1761+ 188,66+ 163,3+ 164,3+ 1799+

FClpm/min) - 501 160  85* 138+  131* 210  112*  76* 109 153

Mortalidade

o) 333 0 67 467 933 0 13,3 10 0 10
30+ 47+ 23+ 20+ 13+ 20+ 27+ 47+
EP (%) 0 17%  15%  12* 0 00* 23 26 25 1o
72h ESV (%) 0 0 0306 0 0 Odsai 0 0 0636i 0,741,2
23+ 23t 03t 07+ 07+ 07+ 07+
DC (%) 0 21 06* 06 0 0.6 12 0 0,6 12
10+ 10+ 03+ 0.3+ 07+ 07+
DCau (%) 0 00* 10 0,6 0 0 0,6 0 0,6 0,6
Coag (%) 0 0 0 0 0 0 0 0 03%06 0

1943+ 1850+ 199,1+ 1725+ 1720+ 190,0+ 197,8+ 173,6+ 1851+ 177,5%

FC(bpm/min) - “po's™  “ja2x 139 233* 17,0 240 159  175*  139*  16,3*

Morzﬁ‘/:")dade 0 67 334 90 96,6 6 70 90 67 50
2064 17+ 07+ 2,0+ 37+ 1,0+
EP (%) 0 20 15 12 0 0.0% 0 0 25 1,0
96h ESV (%) 0 0 0 0 0 06361 0 0 0 0
07+ 13+ 03+ 03+ 07+ 03+
. : : : : : :
DC (%) 0 06 23 0,6 0 0,6 12 0 0 0,6
23+ 07+ 03+ 03+ 07+
DCau (%) 0 0o 19 0 0 0 iy 0 iy o
Coag (%) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
FCopmiminy 2045t 1879+ 2034: 1867+ 2120+ 1038+ 1729 2147t 2004x 1771%
P 204  268* 316 129 0,0 7.8 269* 234 95  171*
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A Tab. 2 apresenta os efeitos teratogénicos para
cada concentragdo (0 - 200pg/mL) dos
compostos de vanadio em razdo da hora pods-
fertilizagdo (hpf). Em 24hpf, foi observado o
edema de pericardio (EP) (P<0,05) na maioria
dos animais expostos aos compostos de vanadio,
exceto nos animais expostos a0 MV em
200ug/mL (P>0,05) ¢ ao PV em 100pg/mL
(P>0,05). O edema de saco vitelinico (ESV) foi
observado (P<0,05) em todos os animais
expostos, nas concentracdes de 50 e 100ug/mL
de MV, de 10 e 50ug/mL de PV e de 50ug/mL
de SV. Esses resultados indicam que o0s
compostos de vanddio podem causar alteracdes
cardiovasculares, mas esse efeito ndo é
dependente da dose. J& em relacdo a frequéncia
cardiaca, foram observadas  alteragdes
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 48hpf, o edema de pericérdio foi observado
(P<0,05) na maioria dos animais expostos aos
compostos de vanadio, exceto nos animais
expostos as menores concentracBes de PV e SV
(10pg/mL). O edema de saco vitelinico foi
observado (P<0,05) em todos o0s animais
expostos as concentracGes de 50ug/mL de MV,
de 10pg/mL de PV e em todas as concentragdes
de SV. Assim como em 24hpf, esses efeitos ndo
foram dependentes da dose e a frequéncia com
que ocorriam nos animais foi semelhante. Foram
observadas (P<0,05) alteracBes na frequéncia
cardiaca em todos 0s animais expostos as
maiores concentracfes (acima de 50ug/mL) dos
compostos de vanaddio (Tab. 2) sem relagdo
direta com a dose utilizada.

Em 72hpf, o edema de pericérdio foi observado
(P<0,05) nos animais expostos as concentrages
10 — 100pg/mL de MV, 10pug/mL de PV e
50pg/mL de SV sem relagdo com a dose
utilizada. Ja o edema de saco vitelinico nao foi
observado (P>0,05) nos animais expostos aos
compostos de vanadio. Diante disso, observa-se
que, com o desenvolvimento dos animais, houve
uma reducdo na frequéncia de aparecimento dos
edemas. Apenas apds 72hpf foram observadas
deformac0es relacionadas & cauda e a coluna. O
efeito deformacdo na coluna (DC) foi observado
(P<0,05) apenas nos animais expostos a
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concentracdo de 50ug/mL de MV. Ja em relacdo
ao efeito deformacéo na cauda (DCau), este foi
constatado (P<0,05) nos animais expostos ao
MV na concentracdo de 10pg/mL. As alteracdes
na frequéncia cardiaca foram observadas, sem
relagdo com a dose, nos animais expostos ao
MV. Ja em relagdo ao PV e SV, foi notada uma
reducdo da frequéncia cardiaca com o aumento
da concentracdo dos compostos (P<0,05), sendo
esse efeito mais evidente no SV (Tab. 2).

Em 96hpf, o edema do pericardio (EP) foi
observado (P<0,05) nos animais expostos a
concentragdo de 10ug/mL de PV. Esse resultado
indica, como mencionado acima, uma reducao no
aparecimento de edemas com o desenvolvimento
do animal. J& em relacdo & deformacgdo na cauda
(DCau), esta foi constatada (P<0,05) apenas nos
animais expostos a concentracdo de 10ug/mL de
MV. J& em relacdo a frequéncia cardiaca, o efeito
de reducédo de modo dependente da dose ndo foi
mais observado em PV e SV. Adicionalmente, a
Fig. 1 apresenta os efeitos teratogénicos que
ocorreram nos embrides de D. rerio submetidos
as diferentes concentracbes dos trés compostos
de vanadio em 24, 48, 72 e 96hpf.

Durante o periodo de exposicdo aos trés
compostos de vanadio (concentragdo de 20ug/L)
nos adultos submetidos a teste de toxicidade
cronica, foi possivel observar um aumento
qualitativo do batimento opercular e da natagdo
proximo a linha d’agua. Esses individuos
também apresentaram hemorragias nas regides
do opérculo e nas nadadeiras peitorais e, apés
dissecacdo da regido opercular, foi possivel
observar 0s arcos branguiais com congestao

(Fig. 2).

Para os estudos comportamentais, dentre 0s
dados obtidos por meio do método ad libitum
(Altmann, 1974) para a elaboracdo do etograma,
foram observados 10 comportamentos extraidos
de Kalueff et al. (2013), agrupados nas
categorias: Locomogdo, Alimentacdo, Social e
Resposta ao Estresse, 0s quais podem ser
observados na Tab. 3. Esse etograma se
apresenta de forma mais simples que o relatado
por Kalueff et al. (2013), enfatizando
comportamentos que podem ser afetados em
testes de toxicidade.
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Figura 1. Efeitos subletais observados em embries de Danio rerio apbs exposicdo aos compostos de
vanadio. Al e A2: Embribes expostos por 24hpf. B1 e B2: Embrides expostos por 48hpf. C1 e C2:

EmbriGes expostos por 72hpf. D1 e D2: EmbriGes expostos por 96hpf. Siglas: EP — edema de pericardio;
ESV - edema de saco vitelinico; DC — deformag&o na coluna; DCau — deformag&o na cauda.

C

Figura 2. Danio rerio expostos aos compostos de vanadio: (A e C) arcos branquiais apresentando
congestdo, (B e D) hemorragias na regido opercular e nadadeiras peitorais.
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Tabela 3. Etograma comportamental de zebrafish (Danio rerio)

Evento Sigla Descricao
Categoria Locomogéo

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. Esse 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.
Natacéo inclinada NI

Natagdo em um angulo diferente de 90° em relagdo a superficie d'agua

Categoria Alimentagao

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 respiracdo aérea, mesmo sob condi¢fes de aeragdo.

Com a constru¢do do etograma, foi possivel a
realizacdo das observacdes comportamentais dos
animais expostos aos compostos de vanadio pelo
método de varredura instantanea (Altmann,
1974). A Tab. 4 apresenta 0 nimero de eventos
comportamentais nos animais expostos aos
compostos de vanadio. Na categoria Locomocéo,
foi possivel observar uma redugdo (P<0,05) do
nimero de eventos dos comportamentos Nadar
Lento, Nadar Rapido e Natacdo Inclinada. Apos
a analise dos resultados, observa-se uma redugéo
da exibi¢do de comportamentos ativos por parte
dos animais expostos, 0 que pode estar
relacionado a intoxicagdo com os compostos de
vanadio.

Ja em relacdo aos comportamentos Flutuar e
Descansar, foi observado um aumento (P<0,05)
do nimero de eventos nos animais expostos. 1sso
indica um aumento da exibicio de
comportamentos inativos e pode estar também
relacionado com uma possivel intoxicagdo pelos
compostos de vanadio.

Ainda na Tab. 4, na categoria Alimentacdo, 0s
animais expostos aos trés compostos de vanadio,
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em suas diferentes concentragdes, apresentaram
uma reducdo (P<0,05) do nimero de eventos no
comportamento  Forragear em relagdo ao
controle. 1sso indica uma redugdo na procura por
alimento. Ja para a categoria Social, foi
observada uma reducdo (P<0,05) do nimero de
eventos dos comportamentos Perseguir e Fuga
dos animais expostos aos compostos de vanadio.
Os comportamentos das categorias Alimentacdo
e Social também sdo comportamentos ativos que
podem ser afetados pela exposicdo aos
compostos de vanéadio.

Para a categoria Resposta ao Estresse, foi
observado um aumento (P<0,05) do nimero de
eventos do comportamento Respiragdo Aérea nos
animais expostos aos trés compostos de maior
concentragdo  (20pg/L). Isso  pode  estar
relacionado a apresentacdo de hemorragias e
congestdo, conforme mencionado anteriormente,
porém o0s animais expostos ao PV, MV e SV na
concentragdo de 10ug/L ndo apresentaram um
aumento ou exibicdo de tal comportamento,
apesar de apresentarem hemorragias na regido
opercular e nadadeiras peitorais.
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Tabela 4. NUmero de eventos comportamentais exibidos por Danio rerio adultos

Controle Metavanadato de sodio Pent6xido de vanadio Sulfato de oxovanadio
10pg/L 20pg/L 10pg/L 20pg/L 10pg/L 20pg/L
NL 5,4+2.4 1,9+1,7* 4,3+2,7 2,1+1,5* 2,5+2,8* 1,3+1,5 1,9+2,1*
NR 14+2,1 0,1+0,4* 0,3+0,8* 0,0* 0,1+0,3* 0,2+0,6* 0,8+2,1
FL 0,4+1,0 3,6+2,1* 0,9+1,2 0,3+0,9 1,2+1,6* 4,442 2* 1,3+1,5*
DE 0,5+1,2 0,4+0,5 1,9+1,2* 1,2+1,6* 1,2+1,4* 0,2+0,6 0,6+0,8
NI 0,3+0,6 0,0* 0,0* 0,0* 0,0* 0,0* 0,0*
FO 1,4+1,2 0,0* 0,0* 0,0* 0,0* 0,0* 0,0*
CA 0,0+0,0 0,0 0,0+0,2 0,0 0,0 0,0 0,0
PE 0,3+0,5 0,0* 0,0* 0,0* 0,0* 0,0* 0,0*
FU 0,3+0,5 0,0* 0,0* 0,0* 0,0* 0,0* 0,0*
RA 0,0+0,2 0,0 1,1+£1,1% 0,1+0,4 0,5+0,5* 0,0 1,74£3,0*

Siglas: NL — Nadar Lento; NR — Nadar Rapido; FL — Flutuar; DE — Descansar; NI — Natagdo Inclinada; FO —
Forragear; CA — Capturar; PE — Perseguicao; FU — Fuga; RA — Respiragdo Aérea.

DISCUSSAO

Os trés compostos de vanadio utilizados no
estudo apresentaram efeitos téxicos tanto nos
embriGes como nos adultos de D. rerio. A CLsg
96h dos trés compostos, metavanadato de sodio
(VY), pentoxido de vanadio (VV) e sulfato de
oxovanadio (V"), foram, respectivamente,
74,14pg/mL, 22,48ug/mL e 53,62pg/mL, sendo
o pentéxido de vanadio (VY) o composto de
maior toxicidade. Ainda, observa-se que o efeito
letal ndo foi dependente do grau de oxidagéo do
vanadio. Esses valores sdo similares aos
apresentados nos estudos de Taylor et al. (1985),
com metavanadato de amodnio (VV), e de
Hohreiter (1980), com sulfato de oxovanadio
(VY) e pentoxido de vanadio (VV), mesmo com
diferenca em relagdo aos estadgios de
desenvolvimento do animal. Quanto as
mortalidades apresentadas, estas corroboram as
apresentadas por Ghosh et al. (2015), em cujo
estudo concentracbes acima de 200pg/mL
provocaram mortalidade em mamiferos. Como o
D. rerio tem similaridade genética de 70% com
os mamiferos (Zorzetto e Guimarées, 2013), isso
poderia explicar a relacdo de mortalidade com as
concentragdes acima de 200pg/mL.

Os efeitos teratogénicos mais evidentes,
independentemente da forma de oxidagdo, nos
periodos de 24 e 48hpf, foram os edemas de
pericardio e saco vitelinico. Embrides de D.
rerio, nas  primeiras 48 horas  de
desenvolvimento, sdo capazes de manter o
equilibrio osmético antes mesmo do surgimento
do rim, por uma barreira de permeabilidade a
agua na superficie do embrido (Hill et al., 2004).
Uma vez que o vanadio tem efeito inibitorio
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sobre o funcionamento da Na*K*ATPase (Akera
et al., 1983; Searle et al., 1983), isso pode levar
ao acumulo de liquido, provocando os edemas.
Com o desenvolvimento do animal e o
aparecimento do rim pronefro (Hill et al., 2004),
esse efeito pode ter sido minimizado apds 48hpf,
como evidenciado nos resultados do presente
estudo (Tab. 2). J& os resultados do efeito tdxico
dos compostos de vanadio sobre a frequéncia
cardiaca demonstraram que 0S animais
apresentaram variacdo dessa frequéncia, sem
relacdo com a dose. As alteracbes de frequéncia
cardiaca podem estar relacionadas com
alteracbes na pressdo arterial. Coderre e
Srivastava (2004) demonstraram que a pressao
arterial diminuiu em ratos diabéticos com a
administracdo de compostos de vanadio; ja
Akera et al. (1983) observaram que o
ortovanadato de sédio (V) elevou ou reduziu a
pressdo arterial em animais higidos. Isso pode
indicar que o resultado encontrado no presente
estudo sobre a frequéncia cardiaca pode ter
relacdo com as variacGes de pressdo arterial, o
que justificaria o observado na Tab. 2.

As deformacbes na coluna e na cauda mais
observadas ocorreram apenas nos animais
expostos ao metavanadato de sodio (V). fons
vanadato sdo conhecidos por inibirem a
Ca’*ATPase  transmembrana do  reticulo
sarcoplasmatico, o que dificulta a recaptacdo de
Ca®* e, por conseguinte, pode levar ao acimulo
deste (Aureliano e Crans, 2009), provocando
contracOes tetdnicas (Jones et al., 2000). Isso
poderia justificar as deformagdes na coluna e na
cauda observadas no presente estudo.
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Efeitos toxicos...

A observacdo de parametros comportamentais €
importante para o entendimento dos processos
fisioldgicos e ecoldgicos que ocorrem nos
animais submetidos a testes de toxicidade (Scott
e Sloman, 2004). Na categoria Locomocdao, 0s
adultos de zebrafish expostos aos compostos de
vanadio apresentaram alteracGes quanto ao
comportamento natatério, mantendo-se, em boa
parte das observacdes, em estado inativo. Quanto
a categoria Resposta ao Estresse, 0s animais em
exposicdo aos compostos de vanadio na
concentracdo de 20ug/L apresentaram aumento
significativo (P<0,05) na frequéncia de exibicéo
do comportamento Respiracdo Aérea. Os
resultados desses pardmetros indicam que o
efeito toxico dos trés compostos de vanadio
nessa concentragdo comprometeu 0 consumo
energeético do zebrafish, pois ha uma dificuldade
respiratéria por parte do animal. Goc (2006)
indicou que valores de ingestdo diaria acima de
10ug de vanadio causam efeitos tdxicos as
membranas da mucosa do ducto respiratorio
superior, ocasionando fadiga, tosse e depressao.
Ainda, Ghosh et al. (2015) mostraram que o
tratamento com pentéxido de vanadio (VV) em
ratos causou irritacdo no trato respiratério
superior desses animais. Por fim, a inalagdo
continua do pentéxido de vanadio (V") causou o
surgimento de neoplasias alveolares e
bronquiolares (Technical..., 2002). Taylor et al.
(1985) observaram que a espécie Limanda
limanda apresentou dificuldade respiratoria
durante o0 seu experimento. Esses efeitos
descritos para o vanadio podem ter alterado o
consumo energético dos animais utilizados no
presente estudo, o que justifica o aumento da
frequéncia de exibicdo dos comportamentos
inativos e a Respiracdo Aérea. Ainda, ocorreu
avaliagdo macroscopica dos arcos branquiais
(Fig. 2), onde ha uma congestdo dessas regides,
que pode confirmar os resultados obtidos neste
experimento.

CONCLUSOES

Pode-se concluir que a exposi¢cdo quimica aos
compostos de vanadio propostos como terapia
alternativa para o tratamento do diabetes,
independentemente do grau de oxidacdo, causou
efeitos teratogénicos em embriGes, como
edemas, deformagdes fisicas e variagBes na
frequéncia cardiaca, com alta mortalidade. Nos
adultos, houve aumento de comportamentos
inativos e relacionados ao estresse. Entre os trés
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compostos estudados, o que apresentou maior
toxicidade foi o pentéxido de vanadio (VV). As
concentragBes utilizdas neste estudo foram
propostas como terapia alternativa para o
tratamento do diabetes. Diante disso, 0 seu uso
como um potencial produto antidiabético em
animais e em humanos deve ser mais bem
estudado em razdo do efeito tdxico desses
COmMpostos.
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