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RESUMO

As atividades antidiabética, antibacteriana, antiflingica, anticancer, antiparasitaria, cardio e
neuroprotetora do vanadio (V) tém sido extensamente documentadas. Entretanto, a toxicidade
dos compostos limita o uso terapéutico. Neste sentido, a sintese de novos compostos de V que
preservem os efeitos terapéuticos com reducdo da toxicidade ¢ importante para o
desenvolvimento de novas terapias farmacologicas para o combate a doengas de alta
prevaléncia, como o diabetes e o cancer. O objetivo deste trabalho foi avaliar a toxidade oral
aguda e de doses repetidas por 28 dias, de um novo composto a base de vanadio, o
(MesN)s[V15036Cl] ou V15 em camundongos. Camundongos Swiss fémeas, entre 06 ¢ 09
semanas de vida, massa corporal (30 + 3g), foram utilizados para avaliagao da toxidade oral
aguda. Os animais foram divididos em grupo controle (C, n=3) tratado com salina 0.9%
(1ml/100g), tratados com dose unica oral de 50mg/kg de V15 (V1550, n=3), tratados com dose
unica oral de 300mg/kg de V15 (V15300, n=3) e dose unica oral de 2000mg/kg de V15 (V152.000,
n=3). A massa corporal, o consumo hidrico e alimentar foram quantificados diariamente
durante 14 dias. Ao término deste experimento, os animais foram eutanasiados para coleta
sanguinea para andlise do perfil bioquimico e quantificacdo do peso dos 6rgaos. Camundongos
Swiss fémeas (n=5 por grupo) e machos (n=5 por grupo), entre 06 ¢ 09 semanas de vida, massa
corporal (30 + 3g) foram utilizados para avaliacdo da toxidade oral de doses repetidas por 28
dias. Os animais foram distribuidos em grupo controle (C, n=10) tratado somente com salina
0.9%, (1ml/100g), por via oral, por gavagem, diariamente. E tratados diariamente com V15,
nas doses de 25mg/kg (V1525, n=10), 50mg/kg (V1550, n=10) e 300mg/kg (V15300, n=10), por
via oral, por gavagem, dissolvida em salina 0,9% (Iml/100g). A massa corporal, o consumo
hidrico e alimentar foram quantificados diariamente por 28 dias. Ao término deste experimento,
os animais foram eutanasiados para coleta e quantificacdo do peso de 6rgaos e tecidos, coleta
de sangue para dosagem de parametros hepaticos e renais, perfil bioquimico e hematologico. A
cada 7 dias, a temperatura retal e a glicemia pds-prandial foram monitoradas. Amostras de
tecido hepatico e renal foram coletados e armazenadas em formalina para andlise
histopatologica. Os dados foram analisados por andlise de varidncia de uma via. Os ensaios de
toxidade oral aguda, ndo indicaram alteragdes comportamentais ou toxicidade nos animais nas
doses avaliadas. Na toxidade oral de doses repetidas por 28 dias, o V15 provocou,
transitoriamente, alteracdes na massa corporal, ingestdo hidrica e alimentar. A exposicao ao
V15 provocou alteragdes estruturais a nivel hepatico e renal, também levou a alteragdes nos
parametros bioquimicos com elevacao de ALT (48,1% p=<0,05) e (115% p=<0,05) nos grupos de
machos e fémeas tratados com a dose de 50mg/kg. Ademais, o V15 induziu mortalidade e sinais
de toxidade em todas as doses administradas no estudo de toxicidade por doses repetidas por
28 dias. Em conclusdo, o composto a base de vanadio -V 15, apesar de agudamente parecer ser
toleravel para o animal, no estudo de doses repetidas, mostrou-se toxico. Em doses >25mg/kg
foram observados efeitos colaterais, mortalidade e prejuizos a fun¢do hepatica nos animais em
decorréncia ao tratamento.

Palavras-chave: vanadio; toxicidade oral aguda; toxicidade por doses repetidas por 28 dias;
polioxovanadatos; compostos de vanadio.



ABSTRACT

The antidiabetic, antibacterial, antifungal, anticancer, antiparasitic, cardio and neuroprotective
activities of vanadium(V) have been extensively documented. However, the toxicity of the
compounds limits the therapeutic use. In this sense, the synthesis of new V compounds that
preserve the therapeutic effects with reduced toxicity is important for the development of new
pharmacological therapies to combat highly prevalent diseases such as diabetes and cancer. The
objective of this work was to evaluate the acute oral toxicity and repeated doses for 28 days of
a new vanadium-based compound, (Me4N)6[V15036Cl] or V15 in mice. Female Swiss mice,
between 06 and 09 weeks of age, body mass (30 + 3g), were used to assess acute oral toxicity.
The animals were divided into a control group (C, n=3) treated with 0.9% saline (1ml/100g),
treated with a single oral dose of 50mg/kg of V15 (V1550, n=3), treated with a single oral dose
of 300mg/kg of V15 (V15300, n=3) and a single oral dose of 2000mg/kg of V15 (V152,000,
n=3). Body mass, water and food consumption were quantified daily for 14 days. At the end of
this experiment, the animals were euthanized for blood collection for analysis of the
biochemical profile and quantification of the weight of the organs. Female (n=5 per group) and
male (n=5 per group) Swiss mice, between 06 and 09 weeks of age, body mass (30 + 3g) were
used to assess oral toxicity of repeated doses for 28 days. The animals were assigned to a control
group (C, n=10) treated only with 0.9% saline (1ml/100g), orally, by gavage, daily. And treated
daily with V15, at doses of 25mg/kg (V1525, n=10), 50mg/kg (V1550, n=10) and 300mg/kg
(V15300, n=10), orally, by gavage, dissolved in 0.9% saline (1ml/100g). Body mass, water and
food consumption were quantified daily for 28 days. At the end of this experiment, the animals
were euthanized for collection and quantification of the weight of organs and tissues, blood
collection for measurement of hepatic and renal parameters, biochemical and hematological
profile. Every 7 days, rectal temperature and postprandial blood glucose were monitored. Liver
and kidney tissue samples were collected and stored in formalin for histopathological analysis.
Data were analyzed by one-way analysis of variance. Acute oral toxicity tests did not indicate
behavioral changes or toxicity in animals at the doses evaluated. In oral toxicity of repeated
doses for 28 days, V15 transiently caused changes in body mass, water and food intake.
Exposure to V15 caused structural changes at the hepatic and renal level, also led to changes in
biochemical parameters with elevation of ALT (48.1% p<0.05) and (115% p<0.05) in the male
and females treated with a dose of 50mg/kg. In addition, V15 induced mortality and signs of
toxicity at all doses administered in the 28-day repeat dose toxicity study. In conclusion, the
vanadium-based compound -V15, despite acutely appearing to be tolerable for the animal, in
the repeated dose study, V15, proved to be toxic, at doses >25mg/kg side effects, mortality and
harm were observed. to liver function in animals as a result of treatment.

Keywords: vanadium; acute oral toxicity; twenty-eight days repeated dose toxicity;
polyoxovanadates; vanadium compounds.
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1 INTRODUCAO

Os efeitos bioldgicos do vanadio (V), um metal de transi¢do amplamente distribuido na
natureza, sao estudados desde o século XIX. Entretanto, apos a descoberta da capacidade
inibitoria do V sobre diferentes classes de proteinas fosfatases em meados da década de 1980,
as pesquisas biomédicas sobre os possiveis efeitos deste metal no tratamento do diabetes
mellitus (DM) se intensificaram (LEVINA; LAY, 2017).

O V estimula a captacdo e a utilizagdo de glicose em adipocitos isolados, assim como
aumenta a glicogénese em diafragma e figado de ratos, além de reduzir a neoglicogénese
hepatica em modelos murinos (SCHECHETER; KARLISH 1980), o que sugere um efeito
semelhante a insulina (TOLMAN et al., 1979). Além disso, animais diabéticos tipo II (DM2)
tratados com V e insulina mostraram que o metal potencializa o efeito da insulina na melhora
do perfil metabdlico e no estado inflamatério (BIN-JALIAH et al., 2018), assim como
camundongos diabéticos tipo I tratados com oxovanddio melhoraram o perfil metabdlico e
previnem comorbidades induzidas pelo estresse glico-oxidativo tipico do DM (BAYRAK et
al., 2021). Além destas acdes, os efeitos antivirais, antiparasitarios, antifingicos,
antibacterianos, antineoplasticos, cardio e neuroprotetores tem sido documentado em
compostos derivados do vanddio, como os polioxovanadatos (POVs) (SCIBIOR et al., 2020;
AURELIANO; GUMEROVA; SCIORTINO et al., 2021). Avaliagdes in vitro com linhagens
tumorais como MGC803 (linhagem de tumor gastrico), MCF7 (linhagem de tumor de mama)
e HepG2 (linhagem de hepatocarcinoma humano) incubadas com complexo de V mostraram
efeito antitumorais animadores deste metal (LU ef al., 2019). Os efeitos antitumorais se
correlacionam com a intensa producao de espécies reativas de oxigénio induzida pelo V, o que
por sua vez estimula vias intracelulares responsaveis pela ativagao das caspases e apoptose
(KORBECKL et al., 2012, PESSOA et al., 2015, CUNHA-DE-PADUA et al., 2017). Em
conjunto, os compostos de V parecem promissores para o tratamento de doencas de alta
prevaléncia como DM e céancer.

Infelizmente, o uso terapéutico do V e seus derivados ¢ limitado pela toxidade
naturalmente presente nestes compostos. O primeiro relato de toxidade em animais induzido
pelo V ¢ de 1876 (SCIBIOR et al., 2020). Em determinadas condi¢des, o V atua como uma
agente fortemente oxidante, contribuindo para o aumento do estresse oxidativo e desintegragao

de membranas celulares, desnaturacdo de proteinas e degradagdo do DNA (SCIBIOR et al.,



14

2020). Além disso, o V pode reduzir o conteudo de tidis e, portanto, prejudicar o estado
antioxidante celular determinando alterag¢des na disponibilidade de outros metais de transi¢ao
que podem se acumular em o6rgdos como figado e rins gerando hepato e nefrotoxidade
(SCIBIOR et al., 2019). Além disso, sao claras as demonstragdes dos efeitos toxicos deste metal
de transicdo sobre as fung¢des reprodutivas, como atrofia de testiculos, epididimos e vesicula
seminal de animais tratados com metavanadato de aménio (200mg/kg) ou metavanadato de
sodio (Img/kg) (MORGAN; EL-TAWIL, 2003; VIJAYA et al., 2015). Nas fémeas essas
repercussdes sao menos conhecidas, entretanto, Shirastava et al (2011) demonstraram que o
uso de vanadio por ratos fémeas lactantes causou degeneragdes importantes no utero € ovarios.

Em altas concentragdes, o V pode induzir apoptose celular (EVANGELOU et al., 2002).
Embora se compreenda que diferentes condi¢des como composi¢ao da dieta, tipo de composto
de V (inorgénico ou organico), ligantes associados, valéncia, dose e tempo de exposi¢ao, além
de sensibilidade individual influenciam a toxidade do V (SCIBIOR et al., 2020), os mecanismos
da toxidade deste metal ainda ndo s@o totalmente conhecidos. Desta forma, ¢ limitante para o
desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas baseadas na quimica do V, o conhecimento
da possivel toxicidade do complexo de V proposto.

Considerando o potencial farmacoterapéutico dos compostos de vanadio, busca-se
desenvolver novos compostos a base de vanadio com maior poténcia terapéutica e menor efeito
adverso e/ou toxico possivel. Diante disto, o presente estudo busca avaliar a toxicidade oral
aguda e de doses repetidas por 28 dias em camundongos, de um novo composto a base de
vanadio, pertencente a classe dos polioxovanadatos, o (Me4N)6[V15036Cl1] ou V15, um
vanadato de valéncia mista com possivel potencial bioldgico como agente antineoplasico, mas

de toxicidade ainda desconhecida.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Vanadio: um breve historico

O vanadio foi descoberto pela primeira vez em 1801, no mineral vanadinita, pelo
quimico e mineralogista espanhol Don Andrés Manuel Del Rio, no México (DEL CARPIO et
al.,2018; TRIPATHI; MANI; PAL, 2018; REHDER, 2016). Del Rio, nomeou o metal recém
encontrado de Pancromio, pelo aspecto policromatico de seus compostos, mais tarde passou a
chama-lo, Eritonio, pela coloragdo vermelha de seus sais quando aquecido. Apesar de sua
descoberta, o vanadio ndo foi identificado em 1801, pois, acreditava-se que, aquele metal era
uma forma impura do cromo ¢ n3o um novo elemento, como Del Rio havia relatado (DEL
CARPIO et al., 2018; CINTAS, 2004).

Trinta anos depois, em 1831, foi redescoberto e identificado pelo quimico sueco Nils
Gabriel Sefstrom (IMTIAZ et al., 2015; CINTAS 2004). Sefstrom, observou que quando
estavam em solu¢do, os compostos do metal apresentavam belissimas cores, diante de tamanha
beleza, foi lhe dado o nome de Vanadis, uma homenagem a deusa escandinava da juventude,
beleza e fertilidade (PEIXOTO, 2006; CRANS; GAMBINO; ETCHEVERRY, 2019). O
vanadio foi isolado pela primeira vez, em 1867, pelo quimico inglés Henry Enfield Roscoe, que
reduziu o dicloreto de vanadio (VClz) com hidrogénio. Alguns anos depois, em 1925, foi a vez
dos quimicos americanos John Wesley Marden e Malcolm N. Rich que conseguiram reduzir o
pentoxido de vanadio (V20s) com o célcio, obtendo o vanadio considerado puro, cerca de 99,7%

(MOTTA, 2006).

2.2 Propriedades Quimicas do vanadio

O vanadio, numero atomico 23, peso atomico 50,94, pertence ao grupo 5 da tabela
periddica, € um metal de transi¢do amplamente distribuido na natureza, sendo considerado o
22° elemento mais abundante na crosta terrestre (PESSOA et al., 2015; ROY et al., 2015;
SHECHTER et al., 2003). Os compostos de vanadio classificam-se em cinco categorias, as
quais incluem os sais (como os metavanadatos, ortovanadatos e o sulfato de oxidovanadio),
compostos de coordenagdo de oxidovanadio, complexos de peroxovanddio, compostos de
coordenacdo conjugados e polioxovanadatos (TRIPATHI; MANI; PAL; 2018; LIMA ef al.,
2021).

Segundo Lima et al (2021), os sais de vanadio, sdo compostos simples, formados por

ligagdes i0nicas entre si. Ja os compostos de coordenagdo de oxidovanadio sdo mais complexos,


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0010854502003028#!
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possuem o numero de oxidacdo +IV e uma ligacdo de oxidovanadio ou vanadila (V=0) na
estrutura. Os complexos de peroxovanadio (V), por sua vez, sdo compostos que possuem um
numero de oxidagdo +V. E por fim, os polioxovanadatos, ions poliatdmicos carregados
negativamente, que consistem em trés ou mais oxoanions de vanadio ligados por oxigénio em
ponte, geralmente, sdo provenientes das polimeriza¢des entre os monovanadatos em meio acido
(LIMA et al., 2021).

Os polioxovanadatos (POVs) sao um subgrupo de polioxometalatos (POMs) que
contém oOxidos de vanadio. Os compostos POV de valéncia mista (MV-POV) expandem a
quimica observada desta classe, apoiando especificamente a quimica redox que também pode
facilitar uma gama mais ampla de efeitos biolégicos (ALTHUMAIRY et al., 2020). Os POVs
podem ser homopolioxovanadatos com apenas 6xidos de vanadio ou heteropolioxovanadatos
nos quais os 6xidos de vanadio sdo combinados com outros elementos (ALTHUMAIRY et al.,
2020; NUNES et al., 2012). Em solu¢des aquosas, os POVs sdo formados em reagdo de
condensagdo dependentes do pH, onde pequenos fragmentos [VO ,] ¢~ sdo agregados para
formar variadas estruturas de cluster de alta e baixa nuclearidade com diversas geometrias de
coordenagao dos cations de vanadio (MONAKHOV; BENSCH; KOGERLER, 2015). Os POVs
possuem atividades antibacteriana, antiviral, antineoplasica e antidiabética. Os mecanismos
envolvidos nestes efeitos ainda s3o completamente compreendidos, mas acredita-se que
alteragcdes na morfologia da célula, ativagao de vias de apoptose, inibi¢do da sintese de mRNA
estejam envolvidas nesse processo (AURELIANO; GUMEROVA; SCIORTINO et al., 2021).

O (Me 4N) 6[V 150 36(Cl)] ou V15 pertence a classe dos polioxovanadatos, ¢ descrito
como um polioxoanion de coloragdo verde escura, soluvel em 4gua, apresenta um cloreto
encapsulado no centro do anion e 15 centros de vanadio de cinco coordenadas, em trés arranjos
espaciais distintos ligados a 36 ions de 6xido (NUNES et al., 2012). Cada centro de vanadio tem
uma geometria piramidal quadrada distorcida com um grupo vanadilo terminal na posi¢do

apical, como mostrado na figura 1 (NUNES et al., 2012).



17

Figura 1 - Representagdo da estrutura da molecular de (Me 4 N) 6 [V 15 O 36 (Cl)] — V15.

Fonte: G.G. Nunes et al. / Journal of Inorganic Biochemistry 108 (2012) 3646

Nas ultimas décadas, o vanddio tem se destacado devido a ampla gama de potenciais
aplicagdes de seus compostos, sua quimica de coordenagao e variedade de suas valéncias (ROY
etal.,2015). Esse metal pode ser encontrado em diferentes estados de oxidacao, podendo variar
do—Tao+V, dentre os quais, as valéncias + III, + [V e + V, sdo as mais comumente encontradas
(FATOLA et al., 2018; IMTIAZ et al., 2015; MANNAZZU et al., 1997). O pH e o estado de
oxidagdo determinam as caracteristicas quimicas do vanddio, como a estabilidade e a
solubilidade (DEL CARPIO et al., 2018). Em pH acido, o vanadio, ocorre na forma de vanadil
(VO™), no estado + IV, sendo considerada sua forma mais estivel. J4 em solugdes basicas, o
metal ocorre na forma de ortovanadato (VO4), no estado trivalente (+ III), considerado um
forte agente redutor (DEL CARPIO et al., 2018; BARCELOUX, 1999).

A forma mais comum existente e utilizada do vanadio ¢ o pentéxido de vanadio (V205),
além desta, o Metavanadato de amonio (NH4VOs3), metavanadato de sodio (NaVOs) e
ortovanadato de sodio (NazVO 4), cujas estruturas estdo representadas na figura 2, também sao

consideradas comuns (IMTIAZ et al., 2015; MUKHEERIJEE et al., 2004).
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Figura 2 - Representagdo das formas mais comuns existentes de vanadio (V).
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Fonte: Adaptado da Royal Society of Chemistry ©

2.3 Distribuicao do vanadio na natureza

O vanadio esté distribuido ubiquamente no solo, na 4gua, ar e organismos vivos, nestes,
participa como constituinte enddgeno de tecidos e 6rgaos (PESSOA et al., 2015; ROY et al.,
2015). No solo, o vanadio, esta presente naturalmente em cerca de 65 minerais, dentre os quais
a bravoita, carnotita, davidita, patronita, roscoelita e vanadinita, sdo considerados os mais
importantes (PESSOA et al., 2015; BAROCH, 2006). Tendo suas principais fontes mundiais
localizadas na Australia, Brasil, China, Finlandia, India, Nova Zelandia, Russia, Africa do Sul,
Suécia, EUA e Venezuela (DEL CARPIO ef al., 2018).

Na agua, o vanadio esta presente principalmente na forma de vanadato soluvel (H2VO4
) (REHDER, 2016). Com concentragdes que podem variar entre 10 nM e 2,5 uM, na agua
potavel e em dguas subterraneas de areas vulcanicas, e cerca de 35nM na 4gua do mar (PESSOA
et al., 2015; REHDER, 2016). No ar, 6xidos insoluveis como V205, V204 ¢ V203, podem ser
absorvidos e transportados pelo ar acoplados a particulas de poeira, o vanadio esta presente
especialmente nas cinzas volantes de emissdes vulcanicas, nas proximidades de industrias de
processamento de carvao e petroleo bruto (REHDER, 2016).

O vanadio também pode ser encontrado naturalmente em uma ampla gama de alimentos,
como o oleo de soja e oliva, frutos do mar, cogumelos, cereais e leguminosas que contém entre
0,05 e 1,8ug de vanadio/g (ROY et al., 2015; REHDER, 2013). Os alimentos sao considerados
a principal fonte de exposi¢do de V para os humanos, seu consumo didrio através da
alimentacdo pode ser estimado em cerca de 10 pg a 20 mg/dia dependendo dos niveis

ambientais de cada regido (BISHAYEE et al. 2010; ROY et al., 2015).
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2.4 Absorcao e metabolismo dos compostos de vanadio

O trato gastrointestinal (TGI) e respiratério, sdo considerados as principais vias de
absor¢ao de V, essa absorcao ¢ diretamente afetada pela forma em que os compostos se
encontram, vanadato (V; VO4*, V") e Vanadil (IV; VO**, V#"), os dois estados biologicamente
mais estaveis do vanadio. A absor¢do também ¢ afetada pela presencga de cromo, proteinas, ion
ferroso, cloreto e hidroxido de aluminio (TRIPATHI; MANI; PAL, 2018;
VENKATARAMAN; SUDHA, 2005). Em humanos e animais apenas cerca de 10% de vanadio
¢ absorvido pelo TGI, o vanadato ¢ parcialmente reduzido no estdmago, € em meio levemente
alcalino dos intestinos precipita na forma de V'V O(OH) ,. Assim, a maior parte do vanadio
ingerido por fontes dietéticas e ndo absorvidos € eliminado nas fezes na forma de hidroxido de
vanadil, considerado pouco solivel (VENKATARAMAN; SUDHA, 2005; PESSOA et al,
2015).

Além disso, os compostos de vanddio também podem entrar na corrente sanguinea
através de inje¢do ou infusdo, de forma intencional por via intravenosa e intraperitoneal ou de
forma acidental quando presentes em solu¢des de infusao contaminadas (PESSOA et al., 2015).
Apbs absorgdo, os compostos de V sdo transpotados no sangue, ligados a proteinas como
albumina e transferrina, passam por especiagdo e seguem rotas distintas para serem
armazenados nos 0rgdos alvo, como rins, figado, testiculos, baco, cerébro, coragdo, musculos e
ossos. Ou excretados, nas fezes e urina como mostrado na figura 3.

Figura 3 - Representacdo da captagio e distribuigdo de compostos de vanadio no organismo.
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2.5 Aplicacoes e Efeitos Biologicos dos Compostos de Vanadio

Devido as suas caracteristicas fisico-quimicas, o vanadio ¢ extensamente utilizado na
industria, seu principal uso comercial ¢ na fabricacdo de ligas de aco, com o objetivo de
aumentar a dureza e a resisténcia a corrosao, além disso, seu uso também se aplica na fabricagao
de pesticidas, pigmentos e tintas (FATOLA et al., 2019; SCHLESINGER; KLEIN;
VENGOSH, 2017). Recentemente, uma aplicacdo crescente ¢ o uso do vanadio no
desenvolvimento e produ¢ao de tecnologias verdes e baterias de fluxo redox, como alternativa
ao uso das baterias de ions de litio, para armazenar energia limpa, produzida a partir de fontes
renovaveis (ZWOLAK, 2020; SCHLESINGER; KLEIN; VENGOSH, 2017).

O vanadio ¢ um oligoelemento, que pode ser benéfico e possivelmente essencial em
humanos (CRANS et al., 2004). Tem sido amplamente estudado por seus potenciais efeitos
terapéuticos, principalmente no tratamento do diabetes mellitus (DM), estudos in vitro em
sistemas livres de células mostraram os efeitos dos derivados de vanadio na atividade de muitas
enzimas, principalmente aquelas relacionadas as rea¢des de fosfato. E bem conhecido que os
ions de vanadio VO 2" e VO » © em concentragdes fisioldgicas e pH de 7,15 sio eletronicamente
e estruturalmente analogos ao fosfato, o que seria responsavel pelos efeitos miméticos a
insulina (HERNANDEZ et al., 2021; THOMPSON et al., 2009; KORBECKI et al., 2012).

Além das propriedades antidiabéticas, seu uso também possui efeitos antitumorais,
antidislipidémicos e antivirais (ZWOLAK, 2020; ROY et al., 2015). Ademais, o uso do vanadio
pode ser benéfico no tratamento da cérie dentaria, anemia, desnutri¢do, sifilis e tuberculose
(FATOLA et al., 2019; MUKHEERIJEE et al., 2004; SCIBIOR et al., 2020). Além disso
Segundo Pessoa et al (2015) o vanadio possui efeitos sobre a proliferacdo e diferenciacio
celular. Estimulo a sintese de DNA em fibroblastos, comportando-se como um agente mimético
do fator de crescimento levando a transicdo das células da fase GO para G1 no ciclo
celular (PESSOA et al., 2015). Contudo, o uso clinico dos compostos a base de vanadio ¢

limitado por sua toxicidade.

2.6 Efeitos Toxicos dos Compostos de Vanadio

A toxicologia € a ciéncia estuda os efeitos nocivos das substancias quimicas e seus
efeitos fisioldgicos ou comportamentais em organismos vivos (LANGMAN; KAPUR, 2006).
Através da toxicologia desenvolve-se métodos qualitativos e quantitativos para analise de

substancias toxicas, em materiais biologicos € nao biologicos, além do desenvolvimento de
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procedimentos para o tratamento de envenenamento (LANGMAN; KAPUR, 2006). A
toxicidade, ¢ a capacidade inerente de uma substancia para causar prejuizos, que estd
diretamente relacionada a dose administrada e duragao da exposicao a determinada substancia
(CLARK, 2013).

E bastante conhecido que os metais tem a capacidade de causar uma variedade de
doencas e agravos a saide e os mecanismos de sua toxicidade tem sido constantemente
investigado (RANA, 2014). O vanadio ¢ um metal naturalmente toxico, que possui diferentes
estados de oxidagao (-I at¢ +V) (REHDER, 2013). Esse metal entra em contato com o
organismo através da inalacdo de suas particulas, através da pele, ou ingestdo pelo trato
gastrointestinal (WILK et al., 2017). A principal fonte de exposi¢do ao vanadio se da através
da alimentagdo, contudo, a intoxicagdo por V ¢ improvavel de acontecer em condig¢des
nutricionais normais (REHDER, 2016). A partir dai, os compostos de vanadio podem seguir
rotas distintas para serem absorvidos e excretado através das fezes e da urina (PESSOA et al.,
2015).

Entretanto o uso crescente do vanddio pela indastria, tem contribuido para a
contaminacdo da agua potdvel e do solo (ZWOLAK, 2020). Como também, tem sido
responsavel pelo aumento da exposi¢do ocupacional aos compostos desse metal (FATOLA et
al., 2019). De acordo com WOODIN et al (2000) essa exposicdo aumentada a particulas de
vanadio pode trazer prejuizos a saide humana, como o desenvolvimento de sintomas
respiratorios agudos observados em fabricantes de caldeiras, além de disfungdes pulmonares
como bronquite, pneumonia e asma (REHDER, 2013).

Segundo Tsiani, (1997) a suplementagdo oral e intraperitoneal em modelos animais
mostrou acimulo de vanadio no cérebro, pancreas, pulmao, testiculos, coragdo, bago, figado,
rins e 0sso. Na literatura existem registros que V e seus compostos podem induzir lesdes em
orgdos e tecidos, toxicidade sanguinea, estresse ou dano oxidativo, toxicidade
reprodutiva (IMURA et al., 2013; JIANG et al., 2017).

A toxicidade pode ser identificada a partir de sinais e sintomas como anorexia,
desidratagdo, perda de massa corporal, hemorragia pulmonar, nefrotoxidade e hepatoxidade
(WEI et al., 1982; IMURA et al., 2013; ROY et al., 2015; WILK et al., 2017). Também sao
descritos os comprometimentos neurologicos como déficits de memoria a depender da dose,
via de contaminac¢do e do tempo de exposicao (AZEEZ et al., 2016; FOLARIN et al., 2016;
FATOLA et al., 2019).

Embora seja excretado pelo sistema urinario (WILK et al., 2017), uma parte do vanadio

se acumula em diversos 0rgaos e tecidos, principalmente no figado, rim, bago, ossos € pulmdes
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(VALKO et al., 2005). O acumulo do vanadio no organismo pode levar a efeitos toxicos tais
como: lesdes e inflamagdes gastrointestinais, diarreia, desidratagdo, perda ponderal, além dos
efeitos nefro e hepatotoxico (IMURA et al., 2013; ROY et al., 2015). O que geralmente ocorre
apo6s a administracao de altas doses e/ou exposi¢des prolongadas a esses compostos (WILK et
al., 2017). Desse modo, os efeitos toxicos do vanadio estdo relacionados ao seu estado de
oxidacdo ou valéncia, a dose administrada, a rota e a duracao da exposi¢cao (ALLOWAY, 2013;
ADEBIYT et al., 2015).

Diversos estudos tem associado a exposi¢do experimental ao vanadio com lesdes
estruturais nos pulmoes, testiculos e figado de ratos neonatos (FATOLA et al., 2019;
MORGAN; EL-TAWIL, 2013; ROY et al., 2015; WILK et al., 2017). Como também, déficits
comportamentais e danos aos oligodendrécitos em camundongos e ratos expostos ao vanadio
durante a gestacdo e lactacdo (AZEEZ et al., 2016). De acordo com Wilk et al (2017) o vanadio
também parece afetar a fertilidade de camundongos e ratos machos e fémeas, através da atrofia
de estruturas reprodutivas, com consequente redu¢do no numero de gestagao e na viabilidade

fetal (MORGAN; EL-TAWIL, 2003).



23

3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Investigar a toxicidade oral aguda e de doses repetidas por 28 dias do composto a base de

vanadio (MesN)s[V15036Cl] — V15 em camundongos.

3.2 Especificos

e Avaliar o ganho ponderal, ingestao alimentar e hidrica;

e Determinar os marcadores bioquimicos de fung¢ao hepatica e renal,
e Quantificar os principais marcadores hematologicos;

e Avaliar os marcadores de estresse oxidativo no figado;

e Realizar analise histopatoldgica do figado e rim.
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4 HIPOTESE

O novo composto a base de vanadio (MesN)s[ V15036Cl] — v15 —ndo tem efeitos toxicos agudos

e em doses repetidas por 28 dias em camundongos.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 Composto a base de Vanadio

O composto a base de vanadio (MesN)s[V15036Cl], foi obtido do laboratorio da
professora Debbie C. Crans — Chemistry Departament - Colorado State University - EUA. A
escolha das doses administradas e as andlises toxicoldgicas foram realizadas de acordo com as
recomendacoes das diretrizes 423 e 407 da Organizagdo para Cooperagdo e Desenvolvimento
Economico (OECD) para o ensaio de toxicidade oral aguda e por doses repetidas por 28 dias

respectivamente.

5.2 Animais e aspectos éticos

Foram utilizados camundongos machos e fémeas (30 £ 3g) da linhagem Swiss entre 06
e 09 semanas de vida, provenientes do biotério do departamento de fisiologia e farmacologia
da Universidade Federal de Pernambuco. Os animais foram mantidos em sala climatizada, sob
ciclo claro-escuro de 12h12 horas e acesso livre a agua. Todos os procedimentos experimentais
envolvendo animais de biotério foram realizados de acordo com o Conselho Nacional de
Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA), e o protocolo experimental foi aprovado pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais da UFPE (CEUA) sob o niimero 0021/2021 (Anexo A).

Em todos os procedimentos cirurgicos necessarios a coleta de material biologico, os
principios da bioética e bem-estar animal foram empregados. De modo geral, antes do inicio da
cirurgia, os reflexos dos animais foram verificados através de leve preensdo da pata traseira,
com o auxilio de uma pinga. Quando ainda havia resposta, foi utilizado algoddao embebido em
isoflurano, para auxiliar no aprofundamento da anestesia do animal. Os reflexos do animal
foram monitorados no decorrer do procedimento e sempre que houve necessidade, o
aprofundamento anestésico com isoflurano foi repetido para que ndo houvesse sofrimento, dor
ou estresse do animal.

O manejo dos animais foi realizado em horario previamente fixado, durante o periodo
da manhd. Apds a eutanasia, a carcaga foi colocada em saco plastico branco identificado e
armazenado em freezer proprio para este fim. Posteriormente, esse material foi recolhido por
empresa especializada e incinerado fora das dependéncias da universidade em local protegido.

Os pesquisadores fizeram uso dos equipamentos de prote¢ao individual (EPIs) necessarios para
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sua prote¢do e do animal durante todo o experimento, a saber: luva, touca, jaleco, 6culos e

mascara.

5.3 Desenho experimental toxidade oral aguda

A avaliagdo da toxicidade oral aguda foi realizada com base nos métodos recomendados
pela Organizagao para a Cooperagdo e Desenvolvimento Econémico - Guideline 423, figura 4
(OECD, 2001). Camundongos (Mus musculus) da linhagem Swiss, fémeas (n=12) nuliparas e
ndo gravidas foram utilizadas. Os animais foram divididos em 4 grupos: controle (C, n=3);
tratado com 50mg/kg (V15s0, n=3), 300mg/kg (V15300, n=3) e 2.000mg/kg de V15 (V152.000,
n=3). O composto a base de vaniadio — V15 foi dissolvido em solucdo salina 0,9% e
administrado em dose Unica por via oral, por gavagem, nos animais do grupo tratado. Os
animais do grupo controle receberam solucdo salina 0,9% (1ml/100g). Os animais foram
mantidos em gaiolas padrdo de polipropileno e observados durante as quatro primeiras horas
apo6s a administragdo do composto e, diariamente durante 14 dias, para constatagdo de eventuais
alteracdes comportamentais, cardiorrespiratdrias e gastrintestinais. Os animais foram mantidos
em gaiola padrio individualizada para determinagdo do ganho ponderal, ingestdo hidrica e
alimentar.

No 14° dia os animais foram anestesiados (xilazina 8mg/kg e cetamina 150mg/kg, i.p.)
e mantidos sob anestesia profunda para coleta de sangue através do plexo orbital e pungdo
cardiaca para dosagem sérica da alanina (ALT) e aspartato aminotransferase (AST), albumina,
proteinas totais e ureia, de acordo com as recomendagdes do fabricante (Labetst®). Em seguida
coracao, pulmoes, figado, rins e musculo tibial anterior foram coletados e pesados em balanga
analitica (Shimadzu®) para a compara¢do do peso relativo dos 6rgidos entre os grupos. Os

resultados foram expressos em milimetros/miligramas (mm/mg) de animal.
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Figura 4 - Representagdo do desenho experimental da toxicidade oral aguda em

camundongos, baseado no Guideline 423 (OECD, 2001).
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Fonte: Autor, baseado no Guideline 423 (OECD, 2001).
5.4 Desenho experimental toxidade oral por doses repetidas durante 28 dias

5.4.1 Curva de sobrevivéncia

Os animais foram avaliados por 28 dias consecutivos. Alteracdes que sugerissem dor,
sofrimento ou estresse, o animal foi imediatamente eutanasiado com excesso de anestésicos €

necropsiado. A analise de sobrevivéncia foi realizada através da curva de Kaplan-Meier.
5.5 Avaliacao da toxicidade oral de doses repetidas por 28 dias

A avaliagdo da toxicidade oral por doses repetidas por 28 dias foi realizada com base na
métodos recomendados pela Organizagdo para a Cooperacdo e Desenvolvimento Econdémico -
Guideline 407, figura 5 (OECD, 2001). Camundongos (Mus musculus) da linhagem Swiss,
machos (n=20) e fémeas (n=20) nuliparas e ndo gravidas foram utilizadas. Os animais foram
divididos em 4 grupos, sendo 5 animais machos e 5 fémeas para cada grupo respectivamente, a
saber: controle (C, n=10); tratado com 25mg/kg (V1525, n=10), 50mg/kg (V15s50, n=10) e
300mg/kg (V15300, n=10). Os animais foram tratados por via oral, por gavagem, nas doses
previamente. Os animais do grupo controle receberam salina 0,9% (1ml/100g).

Os animais foram mantidos em gaiolas padrdo, de polipropileno e observados durante

as 4 primeiras horas no inicio do tratamento, para constatagdo de eventuais alteragdes
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comportamentais, cardiorrespiratorias e gastrintestinais. Apos esse periodo, os animais foram
mantidos individualmente durante todo o experimento e, a cada 7 dias, foram aferidas a
glicemia através de glicosimetro digital (método da glico-oxidase, On Call Plus®) ¢ a
temperatura retal como auxilio do termdmetro clinico digital ™' "M como também, o ganho
ponderal, ingestao hidrica e alimentar.

Apoés 28 dias de experimento, os animais foram anestesiados (xilazina 8mg/kg e
cetamiana 150mg/kg, i.p.) e mantidos sob anestesia profunda para coleta de 6rgdos, tecidos e
sangue através do plexo orbital e puncao cardiaca. Posteriormente, o coracao, pulmao, figado,
rins, testiculo e/ou ovario, Utero, musculo tibial anterior e gastrocnémio foram retirados e
pesados em balanga analitica (Shimadzu®). Uma por¢do do figado foi coletada e armazenada a
— 80 C° para posterior analise dos marcadores de estresse oxidativo, como também uma parte

do figado e rim foi separada e armazenada em formol tamponado a 10% para andlise

histologica.

Figura 5 - Representacdo do desenho experimental da toxicidade oral por doses repetidas por

28 dias em camundongos, baseado no Guideline 407 (OECD, 2001).
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5.6 Analise do perfil bioquimico

O sangue coletado através do plexo orbital e coragao foi acondicionado em microtubos
(Eppendorfs®) devidamente identificados e centrifugado a 2800 rpm por 20 minutos para
obtencao de soro. Apds obtengdo, o soro foi separado em aliquotas de 50ul para a analise das
transaminases hepaticas (alanina e aspartato aminotrasnferase). Para albumina, ureia, colesterol
total e triglicerideos foram utilizadas 10ul para cada analise. Ja para as dosagens de acido trico,
creatinina e proteinas totais reservou-se uma aliquota de 20ul para realizagdo de cada analise.
Para as analises bioquimicas foram utilizados kits de reagentes para bioquimica da Labtest®

seguindo-se o protocolo do fabricante.
5.7 Analise do perfil Hematolégico

Foi coletado 80ul de sangue pelo plexo-orbital e armazenado em microtubo de 0,5ml
para coleta sanguinea com 4&cido etilenodiaminotetracético (EDTA). O sangue foi
homogeneizado dentro do tubo para evitar possivel coagulacdo, os tubos ficaram sob
refrigeragdo até serem levados para andlise em laboratorio fora da Universidade. A
determinagdo hematologica incluiu hemoglobina (Hb), hematodcrito (Ht), contagem de globulos
vermelhos (RBC), contagem de plaquetas, amplitude de distribuicdo dos glébulos vermelhos
(RDW), volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM),
concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM), contagem de linfocitos (LYM) e

leucocitos (LE).
5.8 Analise dos Marcadores de Estresse Oxidativo

O tecido hepatico foi homogeneizado com adi¢do de tampao tris-base 50 mM e
antiproteases (PMSF e ortovanadato) na concentracdo de ImM. ApoOs esse processo foi
centrifugado a 0°c em 3600 rpm durante 10 minutos. Foram coletados 120ul do sobrenadante
para analisar superdxido dismutase (SOD) e catalase (CAT); para as andlises de glutationa
(GSH/GSSG) e nitrito foram utilizados 120ul e 100ul, respectivamente (WU et al., 2017). Além
disso, foram separados 200ul para analise do acido tiobarbittirico (TBARS) e 20 ul para anélise

de proteinas pelo método de Bradford.
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5.8.1 Determinacao da concentracao de malonaldeido (MDA)

A peroxidagdo lipidica nos homogenatos de figado foi estimada por colorimetria
através dos ensaios de TBARS, adaptado dos métodos de Ohkawa et al. (1979). Em resumo,
0,1 mL dos homogenatos foi misturado com 0,08 mL de SDS a 8,1%, 0,6 mL de acido acético
a 20% (pH 3,5), 0,6 mL de TBA a 0,8% e aquecida a 95 °C durante 60 minutos. Apos o
resfriamento até atingir temperatura ambiente, foram adicionados 0,6 mL de n-butanol
misturado e centrifugado a 2500 G durante 10 minutos. Coletou-se 0,3 ml do sobrenadante e
foram estimadas as absorbancias a 532 nm. Ja para a curva de calibrag¢do foi usado o padrao de

malonaldeido (MDA).
5.8.2 Determinagdo da Atividade da Superdxido Dismutase (SOD)

A atividade total da SOD foi determinada de acordo com o método de Misra e
Fridovich (1972). O figado foi centrifugado e homogeneizado, do seu sobrenadante coletou-se
0,06 mL, que foi incubado com 0,920 mL de carbonato de sédio 0,1M, EDTA 0,1mM (pH10,2)
a 37°C. Foi adicionado 30 milimoles por litro de epinefrina (em 4cido acético a 0,05%) e a
atividade de SOD a 37°C foi medida pela cinética de inibi¢ao da auto-oxidagdo de epinefrina a
480 nm, ja o decaimento da absorbancia foi acompanhado durante 90 segundos (MISRA E
FRIDOVICH, 1972). Uma unidade de SOD foi definida como a quantidade de proteina
necessaria para inibir a auto-oxidagdo de 1 umol de epinefrina por minuto. Os resultados sdo

expressos em U/mg de proteina.
5.8.3 Determinacao da Atividade da Catalase (CAT)

Para medir a atividade da CAT foi coletado 0,06 ml do homogeneizado dos tecidos
hepéticos de acordo com o método descrito por Aebi (1984). O qual se baseia na determinacao
da constante de velocidade (k) da decomposicio de H202, que em nossas condigdes de
temperatura e pH foi definida como 4,6 x 107. A constante de velocidade da enzima pdde ser
determinada medindo a variagao na absorbancia a 240 nm por minuto, durante 4 minutos a 30
°C (Aebi, 1984), em um meio de reagdo, contendo tampao fosfato S0mM (pH=7,0) amostra e
H202 (300mM). Uma unidade de CAT foi definida como a quantidade de proteina necessaria
para converter 1 pmol de H202 por minuto em H20. Os resultados sao expressos em U/mg de

proteina.
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5.8.4 Niveis de Glutationa Reduzida (GSH), glutationa oxidada (GSSG) e Razao glutationa
reduzida (GSH)/ glutationa oxidada (GSSG)

Foi adicionado 0,05 ml do homogeneizado do tecido hepatico ao tampao fosfato 0,1
M (pH 8,0) contendo EDTA 5 mM e incubado a temperatura ambiente com oftaldialdeido
(OPT, 1 mg/mL) durante 15 minutos. A intensidade de fluorescéncia foi medida com
excitacdo de 350 nm e comprimentos de onda de emissao de 420 nm, para a analise do GSSG
utilizou-se a N-etilmaleimida para evitar que ocorra interferéncias da GSH na medicao

(HISSIN E HILF, 1976). Os resultados foram expressos em nmol/mg de proteina.
5.8.5 Determinacgao dos Niveis de Nitrito

Os niveis de 6xido nitrico foram aferidos com base na estimativa de nitrito total obtida
através da reagdo de Greiss, adaptada do método de Tiwari et al. (2011). Adicionou-se 100 pL.
de reagente de Greiss a 100uL do homogenato do tecido hepatico e medidos em placas de 96
pocos a 570 nm utilizando um espectrofotometro. As concentragdes de nitrito foram
calculadas usando uma curva padrdo com variagdo de 100 a 1,56 uM de nitrito de sdédio

(NaNQ2), e os niveis de nitrito expressos como uM.

5.10 Analises Histopatologicas

Amostras de figado e rim de todos os grupos avaliados no experimento de doses
repetidas por 28 dias foram coletadas para avaliagdo histopatologica. Os tecidos foram
preservados em formalina a 10%, em seguida desidratados em alcool 70, 80, 90 e 100% e
incluidos em parafina de baixo ponto de fusdo. Ao término deste processo, as amostras foram
cortadas em micrétomo automatico (Laica®), em cortes de S5uM de espessura € montadas as
laminas. Os cortes foram corados com hematoxilina e eosina (HE) para avaliag@o histologica
por microscopia de luz. Com o auxilio do microscopio Eclipse Ni-U Nikon® foram feitas 5

fotografias de cada lamina nos aumentos de 10X e 40X.

5.11 Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média + erro padrio (M£EP). O teste de
normalidade selecionado foi o de Kolmogorov-Smirnov, em seguida foi aplicada a anélise

multipla de dados, a anélise de variancia (ANOVA), seguido do teste de Tukey e ANOVA de
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duas vias para parametros que variam ao longo do experimento como peso, ingestao alimentar
e hidrica e a glicemia. O nivel de significancia foi considerado maior ou igual a 95% (p<0,05).

Para a analise estatistica dos dados utilizou-se o software GraphPad Prism 6®.
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6 RESULTADOS
6.1 Efeito da Toxicidade Aguda do Composto a base de Vanadio - V15 em camundongos

Nao foi observada mortalidade ou sinais de toxicidade nos grupos tratados com
50mg/kg, 300mg/kg e 2,000mg/kg de V15 por via oral nas 4 primeiras horas de exposicao,
assim como apo6s 14 dias da administragdo. O V15 ndo alterou o ganho de massa corporal, assim
como a ingestdo alimentar total. J4 a ingestao hidrica total dos grupos V15300 € V152000
aumentou em (20%, p<0,05) e (21%, p<0,05) respectivamente (tabela 1), embora tenha elevado
estes parametros de ingestdo transitoriamente ao longo do experimento nas doses avaliadas

(Figura 6). O V15 provocou, somente na maior dose, aumento da massa hepatica (tabela 2).

Figura 6 — Ganho de peso corporal (A), ingestdo alimentar (B) e ingestao hidrica (C) em

camundongos fémeas tratados com V15 por via oral ao longo dos 14 dias de tratamento.
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Figura 6. Os valores sdo expressos como média =+ erro padrdo, com significancia estatistica valor de p<0,05. Onde
letras diferentes expressam resultados diferentes entre os grupos tratados vs. grupo controle.

‘b’ existe diferenca estatisticamente significante entre o grupo 50mg/kg vs. Controle (p<0,05).

‘¢’ existe diferencga estatisticamente significante entre 300mg/kg vs. Controle (p<0,05).

‘d’ diferenca estatisticamente significante entre 2.000mg/kg vs. Controle (p<0,05).
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Tabela 1 - Ganho de massa corporal, ingestao de alimentos e ingestdo hidrica totais em

camundongos fémeas tratados com V15 no 14° dia de tratamento.

Grupos Peso corporal (g)  Ingestdo alimentar (g) Ingestio hidrica (ml)
Controle 480,3 £ 17,5 96,5 + 3.8 194,0+9,9
V15s0 4843 +15,8 89,7 +4,1 169,3 + 3,7
V15300 463,0 £ 14,8 102,7 +4,2 234,0£4,5¢%¢
V152,000 503,0 + 14,8 103,3+1,9 235,0+£9,5 %€

Tabela 1. Ganho ponderal, ingestdo hidrica e alimentar total dos grupos controle, 50mg/kg, 300mg/kg e
2.000mg/kg.

‘b’ indica significancia estatistica entre o grupo 50mg/kg vs. o controle (p<0,05).

‘¢’ indica significancia estatistica entre o grupo 300mg/kg vs. o controle (p<0,05).

‘d’ indica significancia estatistica entre o grupo 2.000mg/kg vs. o controle (p<0,05).

‘e’ indica significancia estatistica entre o grupo 2.000mg/kg vs. 50mg/kg e 300mg/kg (p<0,05).

Tabela 2 - Pesos relativos dos o6rgdos (mm/mg de peso corporal) de camundongos fémeas

tratados com V15 no 14° dia.

Orgios Controle V15s0 V15300 V152000
Corag¢ao (mm/mg) 1,15+0,55 0,72 £ 0,03 1,29 +£ 0,31 1,12+0,07
Pulmdes (mm/mg) 1,02 +£0,01 1,04 £0,10 1,44 £0,25 1,33 +0,09
Figado (mm/mg) 11,42+0,4 9,21 + 0,09 10,25+0,34 13,18+ 043¢
Rins (mm/mg) 2,70 £ 0,08 2,31 £0,08 2,46+0,18 2,60+ 0,06
Tibial anterior (mm/mg) 0,24 + 0,03 0,27 +£ 0,02 0,21 £0,01 0,39+ 0,06

Tabela 2. Os valores sdo expressos como média + erro padrdo, com significancia estatistica valor de p<0,05.
‘b’ indica significancia estatistica entre o grupo 50mg/kg vs. o controle (p<0,05).

‘c’ indica significancia estatistica entre o grupo 300mg/kg vs. o controle (p<0,05).

‘d’ indica significancia estatistica entre o grupo 2.000mg/kg vs. o controle (p<0,05).

‘e’ indica significancia estatistica entre o grupo 2.000mg/kg vs. 50mg/kg e 300mg/kg (p<0,05).

Curiosamente, o V15 induziu aumento (40%, p<0,05) das aspartato aminotransferase
no grupo V1550 e na alanina aminotransferase (30%, p<0,05) somente no grupo V152000 (tabela
03), sem alteragdes das transaminases nas demais doses avaliadas. Houve aumento nos niveis
de proteinas totais (30%, p<0,05) nos grupos V15300 € V152000, €ntretanto nos grupos V1530 €
V152000 houve reducao nos niveis de albumina (30%, p<0,05), sem alteracdes nos niveis de

globulina e ureia (tabela 3).
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Tabela 3 - Parametros bioquimicos de camundongos fémeas tratados com V15 no 14° dia.

Orgios Controle V15s0 V15300 V152000
AST (U/L) 128,1+£7,0 180,5+521 117,9+154 139,7+ 19,4
ALT (U/L) 126,2 +£9,1 103,5 £ 1,1 141,6 £ 8,9 165,5+ 14,4 &¢
Proteinas Totais 39+0,3 4,1+0,1 50£0,7¢ 4,8 +£0,4°
(mg/dL)
Albumina (mg/dL) 2,1+0,3 2,5+0,03 1,6 £0,1 1,5+0,04 ¢
Globulina (mg/dL) 2,5+0,03 1,6 £0,1 33+0,2 33+£04°¢
Ureia (mg/dL) 67,50 £3,51 67,7+ 0,6 67,71 +4,43 63,3+2,6

Tabela 3. Os valores sdo expressos como média + erro padrdo, com significancia estatistica valor de p<0,05.
‘b’ indica significancia estatistica entre o grupo 50mg/kg vs. o controle (p<0,05).

‘¢’ indica significancia estatistica entre o grupo 300mg/kg vs. o controle (p<0,05).

‘d’ indica significancia estatistica entre o grupo 2.000mg/kg vs. o controle (p<0,05).

‘e’ indica significancia estatistica entre o grupo 2.000mg/kg vs. o 50mg/kg e 300mg/kg (p<0,05).

‘f” indica significancia estatistica entre o grupo 50mg/kg vs. o 300mg/kg (p<0,05).

6.2 Efeito da Toxicidade por doses repetidas durante 28 dias do V15 em camundongos

swiss machos e fémeas

A andlise de sobrevivéncia foi realizada através da curva de Kaplan-Meier. A letalidade
foi de 100%, 40% e 20% em camundongos fémeas tratados com 300mg/kg, 50mg/kg e
25mg/kg, respectivamente, em comparagao com aqueles que receberam apenas solucdo salina.
No macho a mortalidade foi de 20%, apenas na dose de 25mg/kg. Uma vez que todos os
camundongos fémeas tratados com 300mg/kg morreram, esta dose nao foi avaliada no macho
(figura 7).
Figura 7 - Curva de sobre vida dos animais tratados com V15 por gavagem

no 28° dia do tratamento.
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6.3 Efeito da toxicidade oral por doses repetidas durante 28 dias sobre a massa corporal,

ingestao alimentar e hidrica de camundongos tratados com V15

O tratamento com V15 nao produziu nenhum efeito sobre os pardmetros metabolicos
gerais de ganho de massa corporal e ingestao hidrica em nenhuma dose avaliada, embora tenha
reduzido a ingestdo alimentar total nos animais machos e fémeas do grupo V15s¢ (figura 08,
tabela 04). Os animais machos do grupo V15,5 reduziram a ingestdo alimentar transitoriamente
(36,67%, p<0,05) e o grupo V1559 elevou este parametro (16,6%, p<0,05) no mesmo periodo.
Ja o grupo de fémeas tratadas com a menor dose tiveram um aumento transitorio da ingestao
alimentar (57,1%, p<0,05), no 14° e (52,3%, p<0,05) no 28° dia de experimento, enquanto as
fémeas tratadas com a maior dose tiveram aumentou seu consumo alimentar (59,0%, p<0,05)
em relacdo aos demais grupos, no 21° dia de experimento (figura 8 e tabela 4). O V15 provocou
aumento (17,4% p<0,05) na massa cardiaca, no grupo dos machos tratados com 25mg/kg, e
reducdo (15% p<0,05) na massa renal do grupo tratado com 50mg/kg. J4 no grupo das fémeas,
houve redugdo na massa cardiaca (24,63 % p<0,05) e renal (21,32 % p<0,05) no grupo V1550
em relacdo ao controle, além disso, também houve redugdo (26,34% p<0,05) no peso dos
ovarios e utero no grupo V1525 e (35,2% p<0,05) no grupo V1550 vs. o controle ao final dos 28

dias de tratamento (Tabela 5).
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Figura 8 - Ganho de peso corporal (A, B), ingestdo alimentar (C, D) e ingestao hidrica (E, F)

em camundongos machos (A, C e E) e fémeas (B,D e F) tratados com V15 ao longo dos 28
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‘b’ existe diferenga estatisticamente significante entre o grupo 25mg/kg e o grupo controle (p=<0,05).
‘¢’ existe diferenca estatisticamente significante entre o grupo 50mg/kg e o grupo controle (p<0,05).
‘d’ existe diferenga estatisticamente significante entre o grupo 25mg/kg e o grupo 50mg/kg (p<0,05).



Tabela 4 - Ganho de massa corporal (g), ingestdo de alimentos (g) e ingestao hidrica (ml)

totais em camundongos machos e fémeas tratados com V15 ao longo dos 28 dias de
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tratamento.
Machos
Grupos Peso corporal (g) Ingestdo alimentar (g)  Ingestdo hidrica (ml)
Controle 1.071,80 + 21,8 177,0 £ 6,6 316,0 £ 5,89
V1525 1.080,00 + 12,1 170,8 +2.,8 3275+ 14,2
V1550 1.070,00 + 29,2 1556 £5,4¢ 3084, +10,5
Fémeas
Grupos Peso corporal (g) Ingestdo alimentar (g)  Ingestdo hidrica (ml)
Controle 941,20 + 28,7 146,8 = 6,9 303,6 £9,0
V1535 928,80+ 15,4 1642+ 5,7 303,2+ 18,1
V1550 912,70 + 15,5 136,3+ 5,44 322,7+3.,5

Tabela 4 - Ganho ponderal, ingestio hidrica e alimentar total dos grupos controle, 25mg/kg, 50mg/kg.

Tabela 5 - Pesos relativos dos 6rgaos (mm/mg de peso corporal) de camundongos Swiss

machos tratados com V15 no 28° dia.

Machos

Orgios Controle V1535 V15s0
Coragao (mm/mg) 8,99 £0,25 10,56 £2,37 P 7,43 +0,17
Pulmdes (mm/mg) 13,62 + 0,43 12,98 + 1,31 11,07 £ 0,56
Figado (mm/mg) 103,30 + 7,29 110,13 £ 1,26 107,12 £ 3,25
Rins (mm/mg) 30,90 0,53 29,18 £ 1,26 26,14+ 1,44°¢
Tibial anterior (mm/mg) 3,23 +0,12 2,78 £0,20b 2,71 +0,22
Gastrocnémio (mm/mg) 7,96 +0,15 7,29 +£ 0,30 7,26 £ 0,56
Testiculos (mm/mg) 16,15+ 1,47 13,10+ 1,04 12,96 + 0,28
Fémeas

Orgios Controle V1525 V1550
Coragao (mm/mg) 8,09 +0,54 7,66 £0,26 6,55+0,64 ¢
Pulmdes (mm/mg) 12,50 + 2,09 11,93+ 0,84 11,62 + 0,60
Figado (mm/mg) 91,96 + 4,23 99,39 £ 4,58 95,96 + 3,74
Rins (mm/mg) 24,44+ 0,76 21,71 £ 0,75 19,23 £1,67°¢
Tibial anterior (mm/mg) 4.31+0,98 2,56 +0,13 2,12+0,13
Gastrocnémio (mm/mg) 323+0,42 5,25+ 0,46 6,95 + 0,88



39

Ovdarios + ttero (mm/mg) 24,04 + 1,07 17,71 £ 1,03 ° 15,58 £2,14 ¢

Tabela 5 — Os valores sdo expressos como média + erro padrao, com significancia estatistica valor de p<0,05.
‘b’ existe diferenca estatisticamente significante entre o grupo 25mg/kg e o grupo controle (p<0,05).

‘c’ existe diferenca estatisticamente significante entre o grupo 50mg/kg e o grupo controle (p<0,05).

‘d’ existe diferenca estatisticamente significante entre o grupo 25mg/kg e o grupo 50mg/kg (p<0,05).

Ao final do estudo de toxicidade oral por doses repetidas de 28 dias, houve aumento
(48,1% p<0,05) na ALT, (179,4% p=<0,05) na creatinina e (52,3% p<0,05) 4cido turico, no grupo
de machos V1550, ja no grupo V1535, houve aumento (69,5% p<0,05) na globulina e redugao
(69,5% p=<0,05) na albumina desses animais (tabela 6). No grupo das fémeas, foi observado
aumento (56,6% p<0,05) e (115,6% p<0,05) na ALT nos grupos V155 e V155
respectivamente. no grupo V1525, houve elevagdo (16,7% p<0,05) nos niveis de ureia em
relacdo ao controle e (12,5% p<0,05) em relagdo ao grupo V15s0. Foi observada ainda, reducao
nos niveis de colesterol (13,4% p<0,05) e triglicerideos (28,3% p<0,05), nos grupos V1559 e

V1525 respectivamente.

Tabela 6 - Efeito da administracdo oral do V15 em doses repetidas por 28 dias nos pardmetros

bioquimicos de camundongos swiss machos e fémeas.

Machos

Controle V1525 V1550
AST 155,1+5,0 169,9 £ 6,0 145,4 £83
ALT (U/L) 82,7+ 7,0 103,7+5,4 122,5 +8,3¢
Proteinas Totais (mg/dL) 4,7+0,6 5,8+0,4 52+0,2
Albumina (mg/dL) 2503 1,8+0,1°d 2,7+0,2
Globulina (mg/dL) 23+09 3,9+0,3 b 24+0,2
Ureia (mg/dL) 72,1+1,4 80,6 +£0,9 69,9 + 4,7
Creatinina (mg/dL) 0,34 + 0,03 0,30 £ 0,03 0,95+ 0,2 ¢4
Acido Urico (mg/dL) 2,1+£03 3,1+£03 32+05°¢
Colesterol Total (mg/dL) 62,8+5,5 75,9+6,3 74,98 + 6,0
Triglicerideos (mg/dL) 143,6 £9,5 163,1 £11,7 116,1 £5,6
Fémeas

Controle V1525 V1550
AST 1252 £6,7 151,8 £9,7 1595+ 11,1
ALT (U/L) 734+55 114,9+6,5° 158,3+25,0°
Proteinas Totais (mg/dL) 42+0,5 4,8+0,6 5,1+0,1
Albumina (mg/dL) 1,8+£0,3 224024 3,3+£0,2°¢



Globulina (mg/dL) 35+0,3 2,6+0,7 1,7+0,4
Ureia (mg/dL) 69,2+ 1,1 80,8 + 1,74 70,7 + 2,0
Creatinina (mg/dL) 0,42 +0,1 0,41 + 0,04 0,39 + 0,02
Acido Urico (mg/dL) 1,9+0,3 2,9+0,7 34+1,1
Colesterol Total (mg/dL) 133,0+£ 12,5 107,4+ 11,0 >4 124,0 £ 6,3
Triglicerideos (mg/dL) 78,2+5.,6 56,1+6,7° 70,2+2.3
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Tabela 6 — Os valores sdo expressos como média £ erro padrdo, com significancia estatistica valor de p<0,05.

‘b’ indica significancia estatistica entre o grupo 25mg/kg vs. o controle (p<0,05).
‘c’ existe diferenca estatisticamente significante entre o grupo 50mg/kg e o grupo controle (p<0,05).
‘d’ existe diferenca estatisticamente significante entre o grupo 25mg/kg e o grupo 50mg/kg (p<0,05).

O tratamento com V15, induziu alteracdes no perfil hematoldégico dos animais,

promovendo aumento (61,9 % p<0,05) no CHCM, e redugdo (39,2% p=<0,05) no Ht e (18,5%

p<0,05) no VCM, no grupo dos machos tratados com a maior dose (Tabela 7). No grupo V1525
foi observada reducdo (20,2% p<0,05) no VCM e (9,3% p<0,05) no HCM. Nas fémeas, o V15
reduziu (69,5% p<0,05) no Ht, (25,4% p<0,05) no VCM e (46,3% p=<0,05) das RBC do grupo

tratado com a maior dose. Neste mesmo grupo ainda foi observado aumento (68,8% p<0,05)

no HCM e (123,6% p<0,05) no CHCM destes animais. O inverso ocorreu com o grupo V15»s,

onde houve reducao (27,88% p<0,05) e (14,8% p=<0,05) para os mesmos pardmetros.

Tabela 7 - Efeito da administracdo oral do V15 em doses repetidas por 28 dias nos pardmetros

hematologicos de camundongos swiss machos e fémeas.

Machos

Controle V1535 V15s0
Hb (g/dL) 152+1,3 12,5+0,5 14,4+ 0,6
HT (%) 43,4 +4.7 322+1,9 26,4+32¢
VCM (pg) 58,5+2,7 46,7+ 0,6 ® 47,7+0,4°¢
HCM (pg) 20,6 £0,7 18,7+0,74 27,4+32
CHCM (g/dL) 355+1,8 38,6 £1,1 574+68¢
RDW (%) 14,0 £0,7 13,3£0,1 14,5+ 0,4
RBC (Células/mm?) 6,8+0,5 6,9+ 0,5 5,5+0,7
Plaquetas (mm?>) 531600 + 778000 + 942750 +

86940,6 23357,6 173382,2
Mondcitos (%) 6,9+1,0 7,7£0,3 7,6 2,5
Linfécitos (%) 89,5+ 2,1 89,0+ 0,3 87,4+4,0



Leucécitos (%) 5020,0 £ 4100,0 £ 7780,0 +

1167,2 1046,4 8297
Fémeas

Controle V1525 V15s0

Hb (g/dL) 13,8 +£0,6 11,2+0,8 11,4 +0,7
HT (%) 373+ 1,6 353+2.4 11,4+58¢
VCM (pg) 56,8 +5.4 473408 42,4+04c¢
HCM (pg) 20,9+ 1,1 15,1 £ 0,4 bd 353+7,0¢
CHCM (g/dL) 373+2,3 31,8+£0,4Pd 83,5+17,5°¢
RDW (%) 14,8+ 0.5 13,9+ 0,2 152+0,2
RBC (Células/mm?) 6,7+0,6 7,4+0,4 3,6+0,9¢d
Plaquetas (mm?® 438825 + 499000 =+ 911666 +

138206 144721 162351
Monocitos (%) 3,5+0,6 4,9+0,6 6,1 +1,3
Linfoécitos (%) 88,3 +4,7 91,1 +0,6 90,4 +2.4
Leucécitos (%) 7450,0 + 6350,0 + 5333,3 +

2750,0 1283,5 2078,7

Tabela 7 — Os valores sdo expressos como média = erro padrao, com significancia estatistica valor de p<0,05.
‘b’ indica significancia estatistica entre o grupo 25mg/kg vs. o controle (p<0,05).

‘¢’ indica significancia estatistica entre o grupo 50mg/kg vs. o controle (p<0,05).

‘d’ indica significancia estatistica entre o grupo 25mg/kg e o grupo 50mg/kg (p<0,05).

Houve uma redugdo transitéria da glicemia (22,0% p<0,05) ¢ (30,1% p<0,05) nos
animais machos dos grupos V1525 e V1550, no 7° dia de tratamento (figura 9). No grupo das
fémeas, ndo houve altera¢do ao longo dos 28 dias de tratamento. Em relacdo a temperatura, o
V15 provocou aumento (5,5 % p<0,05) e (3,2% p=<0,05) no grupo de machos tratados com
25mg/kg e 50mg/kg de V15, apenas no 14° dia de tratamento. No grupo das fémeas, foi
observado um aumento de (5,1 % p<0,05) no 7°, 21° e 28° dia de tratamento, no grupo que

recebeu a maior dose, ndo houve alteragdo nos demais grupos.

Figura 9 — Efeito da administracdo oral do V15 em doses repetidas por 28 dias sobre a

glicemia (A, B) e temperatura (C, D) de camundongos swiss machos (A, C) e fémeas (B, D).
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Figura 9 — Os valores sdo expressos como média + erro padrdo, com significancia estatistica valor de p<0,05.
‘b’ indica significancia estatistica entre o grupo 25mg/kg vs. o controle (p<0,05).
‘¢’ indica significancia estatistica entre o grupo 50mg/kg vs. o controle (p<0,05).

‘d’ existe diferenca estatisticamente significante entre o grupo 25mg/kg e o grupo 50mg/kg (p<0,05).

O V15 provocou alteragdes nos marcadores do estresse oxidativo, nos animais machos
a redugdo foi apenas nos niveis de MDA (32,4 % p<0,05) no grupo V1525 e (33,9 % p=<0,05)
no grupo V1550, ao final do tratamento. J4 no grupo das fémeas houve aumento (103,1 %
p=<0,05) nos niveis de SOD, (108,3 % p<0,05) nos niveis de GSSG, no grupo V152s. Foi
observada ainda redug¢do (50,0 % p<0,05) e (42,9 % p<0,05) na relacado GSH/GSSG e (50,0 %
p<0,05) e (42,9 % p<0,05) nos niveis de nitrito dos grupos V1525 e V1550 respectivamente.

Tabela 8 — Efeito da administragdo oral do V15 em doses repetidas por 28 dias sobre os

parametros do estresse oxidativo de camundongos swiss machos e fémeas.

Machos

Controle V1525 V1550
GSH (nmol/mg ptn) 10,2+0,3 10,4 +0,4 10,1 £0,6
GSSG (nmol/mg ptn) 7,4+0,4 7,4+0,4 7,3+£0,6
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GSH/GSSG (nmol/mg ptn) 1,39+ 0,07 1,42 + 0,07 1,40 + 0,05
MDA (U/mg ptn) 7,1 +£0,3 48+0,7P 47+0,5"
Nitrito (uUM/mg ptn) 2,1+0,2 1,9+0,2 2,1+0,1
SOD (U/mg ptn) 19,9+32 12,0 £2,2° 15,7 +1,3°
CAT (U/mg ptn) 0,023 £ 0,005 0,027 £ 0,010 0,028 £0,010
Fémeas

Controle V1525 V15s0
GSH (nmol/mg ptn) 6,6 £0,2 72+0,2 6,9+0,2
GSSG (nmol/mg ptn) 24+04 50+03P 42+0,1°¢
GSH/GSSG (nmol/mg ptn) 2,8+0,5 1,4+0,11° 1,6 £0,10°¢
MDA (U/mg ptn) 0,9+0,1 1,0+0,2 1,0+0,2
Nitrito (UM/mg ptn) 2,8+0,1 1,4+0,1" 1,6£0,2°¢
SOD (U/mg ptn) 16,6 + 3,6 33,7+3,8" 243+473
CAT (U/mg ptn) 0,011 +0,003 0,029 £+ 0,008 0,026 + 0,004

Tabela 8 — Os valores sdo expressos como média + erro padréo, com significancia estatistica valor de p<0,05.
‘b’ indica significancia estatistica entre o grupo 25mg/kg vs. o controle (p<0,05).
‘¢’ indica significancia estatistica entre o grupo 50mg/kg vs. o controle (p<0,05).

6.4 Analise histopatologica de tecido Renal e Hepatico de camundongos Swiss machos e

fémeas tratados com V15

A andlise histopatologica foi realizada para identificar possiveis alteragdes
microscopicas no figado e rins. Os grupos controles machos e fémeas apresentaram estrutura
hepatica preservadas, sem alteragdo na veia centrolobular e capilares sinuséides (figura 10).
Nos grupos V1525 e V1550, machos e fémeas, foi observada arquitetura dos hepatdcitos
desorganizada, aumento do calibre dos capilares sinusdides e degeneracdo hidropica com
turvagdo no citoplasma de alguns hepatdcitos. Foi observado ainda acumulo de goticulas de
gordura no tecido hepatico, indicando esteatose hepatica, apenas no grupo de machos tratados
com 25mg/kg de V15.

No tecido renal dos animais controles machos e fémeas, a estrutura dos rins estavam
preservadas, sem alteragdes nos glomérulos, espaco capsular glomerular e tibulos renais (figura
11). Nos grupos V1525 e V1550, machos e fémeas, foi observado aumento do espago capsular
glomerular, reducao no volume dos tufos capilares, desorganizagdo da arquitetura dos tubulos

renais, além de descamagdo do nucleo de algumas células de revestimento dos tiibulos renais.



Figura 10 — Analise histopatoldgica do tecido hepatico de camundongos Swiss machos e

fémeas tratados com V15

Figura 10 — Efeito do V15 sobre o tecido hepatico de camundongos. (A e B) Figado dos
camundongos controles machos e fémeas (HE — 50 um). (C e D) Figado dos camundongos
machos e fémeas, tratados com 25mg/kg de V15 (HE — 50 pum). (E e F) Figado dos
camundongos machos e fémeas, tratados com 50mg/kg de V15 (HE — 50 pm).

= Aumento no calibre dos capilares sinusoides.
=2 = Auséncia de niicleo em alguns hepatocitos.
=% = Degeneragdo hidropica com turvagio do citoplasma.
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Figura 11 — Analise histopatologica do tecido renal de camundongos swiss machos e fémeas

tratados com V15.

Figura 11 — Efeito do V15 sobre o tecido renal de camundongos. (A e B) rins dos
camundongos controles machos e fémeas (HE — 50 um). (C e D) Rins dos camundongos
machos e fémeas, tratados com 25mg/kg de V15 (HE — 50 um). (E e F) Rins dos
camundongos machos e fémeas, tratados com 25mg/kg de V15 (HE — 50 pm).

= Descamacdo do nucleo de algumas células de revestimento dos tiibulos renais.
=% = Desorganizac¢do da arquitetura dos tiibulos renais.
=» = Aumento do espaco capsular glomerular.
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7 DISCUSSAO

O vanadio ¢ um oligoelemento, que pode ser benéfico e possivelmente essencial em
humanos (CRANS et al., 2004). Seus compostos tém atraido pesquisadores por seu potencial
terapéutico, bem documentado na literatura. Diversos estudos atribuem a esse metal
propriedades antihiperglicemiantes, com efeito mimético a insulina e tratamento de diferentes
doengas, como dislipidemia, cancer, sifilis e tuberculose (FATOLA et al.,
2019; MUKHEERIJEE et al. 2004; SCIBIOR et al., 2020). Entretanto o uso clinico ¢ limitado
pela toxicidade dos compostos de V. Até entdo nao conhecidos os possiveis efeitos toxicos do
V15. Portanto, estabelecemos esta pesquisa para avaliar a toxicidade do novo composto a base
de vanadio, o V15, a fim de fornecer uma base experimental para sua aplicagdo clinica.

Os ensaios de toxicidade oral aguda, sdo o primeiro passo para a avaliagdo da toxicidade
de uma substancia (OCDE, 2001; ROY et al., 2015). Permitindo que as mesmas sejam
classificadas de acordo com o grau de toxicidade ou letalidade (OCDE, 2001). Ademais, ¢
essencial para a identificacdo de doses que poderdo ser utilizadas posteriormente. No ensaio de
toxidade oral aguda, desenvolvido neste estudo, ndo foi registrada mortalidade, sinais de
toxicidade, nem alteragdes comportamentais, ¢ decorréncia das doses administradas. Esses
achados corroboram com o estudo desenvolvido por Jiang et al (2017), que avaliou um
composto organico de vanadio, o vanadil trealose, que ndo apresentou efeitos adversos no
tratamento oral agudo em doses < 1.000 mg/kg.

O consumo adequado de nutrientes ¢ essencial para o estado fisiolégico do animal e
resposta adequada ao tratamento (ROY et al., 2015). A exposicao oral aguda ao V15, levou ao
aumento pontual do consumo alimentar na reta final do experimento, no grupo V152.000. Nos
demais grupos o consumo alimentar ndo foi alterado. O tratamento oral agudo com o V15 ndo
causou impacto sobre a ingestdo hidrica dos animais, havendo um aumento transitério no
consumo, apenas nos grupos que foram expostos as maiores doses V15300 € V152000, sugerindo
que nao houve lesdo a nivel de trato gastrointestinal nesses animais, nossos achados diferem
dos resultados encontrados por Roberts et al/ (2016) que mostram redu¢do no consumo hidrico
e alimentar dos animais expostos ao metavanadato de sodio.

Apesar do aumento no consumo alimentar e hidrico, ndo houve impacto sobre o peso
corporal dos animais. No entanto, foi observada alteragdo no peso relativo dos érgaos do grupo
tratado com 2.000 mg/kg, observou-se um aumento significativo no peso do figado desses
animais em comparagdo aos demais grupos. O figado ¢ um 6rgdo complexo e essencial nos

processos de detoxificacdo de xenobioticos e excrecdo de metabolitos (ILAVENIL et al., 2016).
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O aumento no peso hepatico nesses animais pode indicar que o figado ¢ um alvo em potencial
apos a exposicao oral a compostos de vanadio, podendo estar relacionado também ao aumento
de enzimas de desintoxicagdo hepatica em decorréncia ao dano causado (ROY et al., 2015;
ROBERTS et al., 2016).

Parametros bioquimicos também sdo utilizados como indicadores de toxicidade, pois
refletem metabolicamente o estado fisioldgico em que os animais se encontram durante o
tratamento (FONSECA et al., 2018). A fungdo hepatica foi avaliada através da andlise das
transaminases hepaticas, o aumento significativo da ALT, foi observado no grupo V152000 em
relag@o ao grupo de V1550 e ao controle (p<0,05). Ja a AST, teve elevagao significante no grupo
de V1550 mg/kg (p<0,05). Tais alteragdes nos niveis de transaminases hepaticas sdo um
indicativo de lesdo no tecido hepatico. Também foram observadas alteragdes significantes
(p<0,05), em outros parametros bioquimicos como a elevacao das proteinas totais, albumina e
globulina, na maior dose administrada (tabela 3). Corroborando com o ensaio de toxicidade
realizado por Roy et al (2015), que registrou alteragdes significativas nos parametros
bioquimicos de camundongos tratados com um complexo vanadio-rutina.

A toxicidade oral de doses repetidas por 28 dias, ¢ um teste realizado ap6s informagdes
inicias obtidas em testes de toxicidade oral aguda anteriormente realizados, esse teste busca
analisar efeitos adversos decorrentes da administracdo consecutiva de determinada substancia
(OECD, 2008). No nosso ensaio de toxicidade por doses repetidas por 28 dias, foi registrada
mortalidade e sinais de toxicidade nos camundongos machos e fémeas ao longo do tratamento.
No grupo dos machos V155 foi registrada a morte de 1 animal, j4 no grupo das fémeas foi
registrada mortalidade de 2 animais no grupo V1550 € dos 5 animas do grupo V15300. Os sinais
de toxicidade observados nesses animais foram: piloere¢do, tremores, postura curvada e
letargia. Além desses, os animais ainda apresentaram perda ponderal e redugdo da ingestdo de
hidrica e de alimentos transitoriamente. Achados semelhantes foram encontrados em um estudo
com metavanadato de sodio, conduzido por Roberts ef al (2016).

Nos animais fémeas que receberam a dose de 300 mg/kg, foi observada descoloragao
no tecido hepatico e hepatomegalia na autopsia bruta. Ademais, houve a interrupgao da ingestao
hidrica e alimentar, como também perda ponderal. Os camundongos fémeas parecem ser mais
sensiveis aos efeitos da exposicdo ao V15 em comparacdo aos camundongos machos.
Alteragdes no peso refletem efeitos adversos de drogas e substancias quimicas, sendo
considerado significativo quando a perda for de 10% do peso inicial JOTHY et al., 2011). A
sobrevida desses animais foi avaliada através da curva de Kaplan-Meier e a letalidade foi de

100%, 40% e 20% em camundongos fémeas tratados com 300mg/kg, S0mg/kg e 25mg/kg,
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respectivamente, em comparacao com aqueles que receberam apenas solugdo salina. No macho
a mortalidade foi de 20% apenas com 25mg/kg (figura 7).

O peso corporal, assim como o peso dos 6rgaos dos animais foi avaliado, esses
parametros refletem a toxicidade apods a exposicao a substancias toxicas (JOTHY et al., 2011).
Alteragdes no peso corporal sido indicadores de efeitos adversos a drogas e produtos quimicos
(NANDY & DATTA, 2012). Nosso estudo mostrou que houve um aumento gradativo no peso
corporal no grupo dos animais machos, porém foi insignificante estatisticamente (p=>0,05). Ja
no grupo das fémeas, foi registrado um ganho ponderal transitério no 28° dia de tratamento, no
grupo que recebeu a dose de 25 mg/kg, em comparacdo ao grupo controle (p<0,05). Alguns
estudos relacionam a reducdo do peso corporal a efeitos adversos ao tratamento (JIANG et al.,
2017; EKEANYANWU & NJOKU, 2014).

O peso relativo dos 6rgdos ¢ um indicador importante do estado fisiologico e patologico
em que os animais se encontram, sendo fundamental para determinar se o 6rgdo foi ou nao
exposto a lesdo (JOTHY etal., 2011). Nesse estudo, foi observado que o peso relativo dos rins
tanto do grupo de machos quanto de fémeas na dose de 50mg/kg foi significativamente menor
em relagdo ao controle. Foi constatado ainda no grupo das fémeas tratadas com 25 e 50mg/kg
de V15, a reducio significativa do tecido adiposo retroperitoneal, ovarios e utero em relacdo as
fémeas do grupo controle. Essa reducdo pode estar associada a um efeito toxico ocasionado
pelo tratamento.

A ingestdo adequada de nutrientes ¢ fundamental para a manutencdo do estado
fisiologico dos animais (IVERSEN & NICOLAYSEN, 2003). Houve uma redugao significante
no consumo alimentar apenas no grupo dos animais machos, tratados com as

doses 50 mg/kge 25 mg/kg, no 1° e 21° dia de tratamento respectivamente. Essa reducdo
pode ter sido causada por uma irritacdo transitéria na mucosa gastrointestinal desencadeada
pelo tratamento. A reducdo temporaria no consumo alimentar descrita no presente estudo foi
semelhante aos resultados de Roy et al (2015). Em relacdo ao consumo hidrico, ndo foi
constatada diferenca estatisticamente significante entre os grupos.

O sistema hematopoiético também ¢ um importante indicador do estado fisiologico e
patologico em humanos e animais, devido a sua sensibilidade a compostos toéxicos (ADENEYE
et al., 2006). No presente estudo, foi observada a reducao no Ht, VCM e HCM nos animais
machos e fémeas tratados com as doses de 25 mg/kg e 50 mg/kg. Ainda no grupo V155, foi
registrado um aumento no CHCM, para ambos os sexos. No grupo das fémeas V155, ainda foi
observada a redu¢do na contagem das células vermelhas, essa diminui¢do pode ser resultante

da hemolise causada pela agao pro-oxidativa do vanadio (ZAPOROWSKA & SCIBIOR, 1998).
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Esses indicios também podem indicar que o V15 possa ter levado a um quadro de anemia nesses
animais (CALIXTO-LIMA, 2012). No estudo de Jiang et al (2017) ndo foram encontradas
alteragoes significativas nos parametros hematologicos, supde-se que as divergéncias entre os
resultados encontrados neste estudo e os resultados encontrados por Jiang ef al (2017) podem
ser devido a dose, e ao composto de vanadio utilizados.

Os parametros bioquimicos refletem metabolicamente o estado fisioldgico dos animais
submetidos ao estudo de toxicidade (FONSECA et al., 2018). As transaminases ALT ¢ AST
podem ser usadas como biomarcadores de danos hepaticos e degradacdo de proteinas
(SHRIVASTAVA et al.,, 2011). A ALT ¢ uma enzima citosdlica encontrada em altas
concentragdes no tecido hepatico (EKEANYANWU & NJOKU, 2014). O aumento
significativo da ALT, foi observado no grupo dos machos tratados com as doses de 25 e 50
mg/kg e no grupo das fémeas na dose de 50 mg/kg, quando comparados ao grupo controle.
Essas alteragdes indicam que ocorréncia de lesdo hepatocelular. Os achados nesse experimento
corroboram com o ensaio de toxicidade desenvolvido por Roy et al (2015) que encontrou
resultado semelhante.

A AST distribui-se entre o citoplasma e as mitocondrias, sua elevagdo estd relacionada
a perda da integridade funcional da membrana celular com extravasamento da enzima para a
circulagdo (SHRIVASTAVA et al., 2011), apesar de ndo ser um marcador especifico para lesao
hepatica. Neste estudo, ndo houve elevagao significante nos niveis de AST. Outros parametros
como albumina, foi achada elevada no grupo de fémeas tratadas com as doses de 25 e 50 mg/kg.
Ja no grupo de machos de V1525 mostrou-se reduzida. A hipoalbuminemia pode estar
relacionada a doencas hepaticas, infec¢ao e inflamagdes. A funcdo renal, foi avaliada através
da dosagem de creatinina sérica. Niveis elevados foram encontrados apenas no grupo de machos
tratados com a maior dose, a elevacao nos niveis de creatinina indica a ocorréncia de lesao renal
nesses animais. Um experimento anterior conduzido por Roy et al (2015), registrou resultados
semelhantes nos animais que receberam a maior dose de complexo vanadio-rutina.

A toxicidade de diversos metais, incluindo o vanadio, esta ligada a um aumento na
producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), ocasionando um estresse oxidativo na célula
(SHI et al., 2004). A deplecao de GSH e alteragdes na atividade das enzimas antioxidantes SOD
e Catalase, sdo consideradas marcadores do estresse oxidativo (SPEAR & AUST, 1995). Sob
nossas condigdes experimentais, foram observadas alteragcdes nos niveis de MDA apenas nos
animais machos, nos grupos V1525 € V1550 ao final do tratamento. Ja no grupo das fémeas do

grupo V1535, os niveis de SOD e GSSG estavam aumentados no grupo V152s. Foi observada
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ainda reducdo na relagdo GSH/GSSG, como também nos niveis de nitrito dos grupos V1525 e
V1550 respectivamente.

A niveis de glicose sanguineos podem ser alterados por diversos fatores, como dieta,
absor¢ao intestinal e at¢ mesmo pelo estresse (FONSECA et al., 2018). Foi registrada uma
reducdo transitoria da glicemia dos camundongos machos tratados com 50 mg/kg de V15, no
7° dia de tratamento. J4 no grupo das fémeas ndo foram observadas alteracdes. O sistema
termorregulador eleva a temperatura corporal como uma reacao de defesa contra patdgenos
invasores ¢ infeccoes (NAKAMURA, 2010). Neste experimento nao foram registradas
alteragdes significativas no grupo de machos, enquanto que no grupo das fémeas exposto a dose
de 50 mg/kg de V15, mostrou-se elevada no 7°, 21° e 28° dia de tratamento.

O figado ¢ essencial nos processos de biotransformacao, detoxificagdo de xenobioticos
e excrecdo de metabolitos (ILAVENIL et al., 2016). Ja os rins tem por fungdo principal a
manuten¢do da homeostasia, regulando o meio interno pela reabsor¢do de substancias e ions
filtrados nos glomérulos renais, além de excrecdo de diversas substancias. Sdo considerados
potenciais alvos de bioacumulacdo e efeitos toxicos do vanddio. Através das analises
histopatologicas do figado e rins foi possivel constatar alteragdes nos tecidos hepatico e renal.

O estudo histopatolégico do figado mostrou que o V15 induziu um desarranjo na
arquitetura dos hepatdcitos e aumento do calibre dos capilares sinusdides, além de degeneragao
hidrépica vista nos hepatocitos. No tecido renal foi observado aumento do espaco capsular
glomerular, reducdo no volume dos tufos capilares, desorganizagdo da arquitetura dos tibulos
renais € descamagdo do nucleo de algumas células de revestimento dos tiibulos renais. Esses
resultados estdo de acordo com os obtidos por Roy ef al (2015), que constatou lesdao hepatica e
renal apds a exposi¢do ao complexo vanadio-rutina e De la Torre ef a/ (1999) que demostraram
a tendencia do vanadio em acumular-se no rim predispondo a nefrotoxidade.

A administragdo de V15 em doses repetidas por 28 dias, causou lesdes importantes no
tecido hepatico dos animais machos e fémeas dos grupos V1525 V1550, confirmados através da
avaliacdo histopatologica e elevacao nos niveis de ALT um importante marcador de lesao
hepatica. Em relag@o ao tecido renal, também foram constatadas lesdes em decorréncia ao
tratamento com o V15, comprovadas pela analise histopatologica e biomarcadores da fungao
renal. Entretanto, ndo houve elevagcdo nos niveis séricos de creatinina, indicando que a
nefropatia ainda ndo era grave.

Em resumo, foram encontradas alteragdes significantes nos biomarcadores da funcgao
hepatica, bem como anormalidades estruturais a nivel de tecido hepatico e renal dos animais

tratados com V15 no final do experimento de 28 dias. Indicando que o V15 causou toxicidade
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importante quando administrado em doses repetidas por 28 dias. Esses resultados podem
fornecer uma base experimental para outros ensaios pré-clinicos na busca de elucidar os

mecanismos envolvidos nos efeitos toxicos do V15.
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8 CONSIDERACOES FINAIS

Agudamente, o V15 ndo alterou os parametros comportamentais ou produziu
mortalidade nos animais tratados, o que sugere a categoria 5 do sistema de classificagao global
harmonizado de substancias e misturas (GHS). Todavia, o V15 se mostrou toéxico no ensaio de
doses repetidas a partir de >25mg/kg. Foram observados efeitos colaterais, mortalidade e
prejuizos a funcao hepatica nos animais em decorréncia ao tratamento, o que limita o uso
terapéutico deste composto no tratamento de doengas metabdlicas como o diabetes, ou no

tratamento do cancer.
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