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RESUMO

As propriedades farmacoterapéuticas dos compostos de vanadio sdo demonstrados
em diferentes estudos, sobretudo as a¢cfes antitumorais e antidiabéticas. Entretanto,
0 uso clinico desses compostos € limitado devido a sua elevada toxicidade, associada
ao intenso estresse oxidativo. Nesse contexto, o desenvolvimento de novos
compostos de vanadio com ligantes antioxidantes, como o &acido ascoérbico, surge
como uma estratégia promissora para potencializar suas propriedades terapéuticas e
reduzir sua toxicidade. Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar a toxicidade
oral em doses repetidas por 28 dias de um novo complexo de Vanadio (IV) ligado ao
acido ascorbico em camundongos. Foram utilizados camundongos Swiss fémeas (30
+ 3g) e machos (35 + 3g), entre 6 e 9 semanas, divididos em 4 grupos (N=5): Controle,
tratado com 50mg/kg (VM50/VF50), tratado com 100mg/kg (VM100/VF100) e tratado
com 150mg/kg (VM150/VF150). Durante o periodo experimental, a massa corporal, o
consumo alimentar e hidrico, a temperatura retal e a glicemia pos-prandial foram
monitoradas. Ao término do tratamento, os animais foram eutanasiados para analises
bioguimicas, hematoldgicas e histopatolégicas. O composto de vanadio (IV) utilizado
nao apresentou alteracbes comportamentais, letargia, convulsdes, sangramentos,
febre ou morte, assim como outros sinais de toxicidade. Contudo, observou-se
reducdo significativa no ganho de peso corporal, consumo alimentar e hidrico,
principalmente em doses mais altas, além de diminuicdo na massa dos 6rgaos
reprodutivos das fémeas. Os biomarcadores bioquimicos utilizados, como ALT, AST,
ureia e creatinina, apontaram lesdes hepaticas e renais. Elevacbes de ALT e AST
acompanhadas por alteracfes histoldgicas, como inflamacéo e hipertrofia nuclear,
indicam uma possivel hepatotoxicidade. Ja o aumento de ureia e creatinina, reforcado
por evidéncias histolégicas de atrofia tubular e necrose sugerem um
comprometimento da fungéo renal. Esses achados sugerem que, embora promissor,
o composto de vanadio (IV) avaliado pode induzir hepatotoxicidade e nefrotoxicidade
em camundongos, evidenciando a necessidade de estudos adicionais para avaliar sua
seguranca.

Palavras-chave: Vanadio. Hepatotoxidade. Camundongos. Toxicidade oral.
Antioxidante.
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ABSTRACT

The pharmacotherapeutic properties of vanadium compounds have been
demonstrated in various studies, especially their antitumor and antidiabetic actions.
However, the clinical use of these compounds is limited due to their high toxicity,
associated with intense oxidative stress. In this context, the development of new
vanadium compounds with antioxidant ligands, such as ascorbic acid, is a promising
strategy for enhancing their therapeutic properties and reducing their toxicity. The aim
of this study was to evaluate the oral toxicity of a new vanadium (IV) compound linked
to ascorbic acid in mice in repeated doses over 28 days. Female (30 + 3g) and male
(35 £ 3g) Swiss mice, aged between 6 and 9 weeks, were divided into 4 groups (N=5):
Control, treated with 50mg/kg (VM50/VF50), treated with 100mg/kg (VM100/VF100)
and treated with 150mg/kg (VM150/VF150). During the experimental period, body
mass, food and water consumption, rectal temperature and postprandial glycemia
were monitored. At the end of the treatment, the animals were euthanized for
biochemical, hematological and histopathological analyses. The vanadium compound
(IV) used showed no behavioral changes, lethargy, convulsions, bleeding, fever or
death, as well as other signs of toxicity. However, there was a significant reduction in
body weight gain, food and water consumption, especially at higher doses, as well as
a reduction in the mass of the females' reproductive organs. The biochemical
biomarkers used, such as ALT, AST, urea and creatinine, indicated liver and kidney
damage. Elevations in ALT and AST accompanied by histological changes, such as
inflammation and nuclear hypertrophy, indicate possible hepatotoxicity. Increased urea
and creatinine levels, reinforced by histological evidence of tubular atrophy and
necrosis, suggest impaired renal function. These findings suggest that, although
promising, the vanadium (IV) compound evaluated may induce hepatotoxicity and
nephrotoxicity in mice, highlighting the need for further studies to assess its safety.

Key words: Vanadium. Hepatotoxicity. Mice. Oral toxicity. Antioxidant.
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1. INTRODUCAO

O vanadio é um metal de transicdo com numero atémico 23 na tabela periddica,
podem ser encontrados no solo, 4gua, ar, como também em alimentos como a
pimenta-do-reino, endro (tipo de erva), salsa, cogumelos, espinafre, ostras, mexilhdes,
cereais, peixes (aguas profundas) (Trevifio et al., 2019). O vanadio possui uma ampla
utilizacdo industrial, como na producéo de vidro, tintas, baterias de fluxo redox e na
producéo de ligas ndo metélicas (Lu et al., 2017; Scibior et al., 2020). Além disso, 0
vanadio é um importante cofator biolégicos em diferentes rotas bioquimicas e
moleculares, haja vista a auséncia deste metal esta diretamente relacionada a
infertilidade, distarbios no metabolismo 6sseo, do ferro e da glicose, anemias, entre
outros.

A literatura cientifica tem mostrado que compostos a base de vanadio
apresentam atividade antiviral, antibacteriana, antiparasitaria, antifingica, antitumoral,
antidiabética, antipercolesterolémica, cardioprotetora e neuroprotetora (Scibior et al.,
2020). Em vista disso, estudos realizados por Heyliger et al. na década de 1980,
demonstraram os efeitos do vanadio no metabolismo da glicose e sua regulacao,
descrevendo suas propriedades antidiabéticas in vivo pela primeira vez (Scibior et al.,
2020; Korbecki et al., 2016).

O estudo pioneiro demonstrou que os compostos de vanadio podem modular
positiva e diretamente o metabolismo da glicose em experimentos in vitro (Tolman et
al., em 1979). Posteriormente, em 1985, Heyliger et al. descreveram pela primeira vez
as propriedades antidiabéticas do vanadio em modelos animais. A partir desse marco,
0 numero de experimentos com compostos de vanadio aumentou significativamente,
e outros pesquisadores também passaram a investigar o uso do vanadio no
tratamento do diabetes. Diversos estudos foram conduzidos, e, em 2000, um
composto de vanadio, o bis(etilmaltolato)oxovanadio (IV) (BEOV), foi testado em
ensaios clinicos de fase | e I, representando um avanco significativo na investigacao
de suas aplicagdes terapéuticas (Scibior et al., 2020; Amaral et al., 2023).

Embora esses resultados sejam promissores, 0s compostos de vanadio
apresentam efeitos toxicos associados ao seu uso, como intolerancia gastrointestinal,
especialmente nauseas e diarreia, aléem de efeitos hepatotoxicos e nefrotdxicos
(Domingo et al., 2016; Srivastava, 2000; Wilk et al., 2017). A toxicidade dos compostos

de vanadio esta relacionada ao aumento do estresse oxidativo por acumulo das
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reativas de oxigénio (EROs) e nitrogénio (ERN) e/ou reducdo das defesas
antioxidantes celular. Neste sentido, com o aumento do dano oxidativo as membranas
celulares induzido pelo metal, os efeitos deletérios a proteinas, lipidios e o préprio
acido desoxirribonucleico (DNA) promovem alteragfes importantes na maquinaria
celular capazes de determinar a desnaturacdo e/ou inativacdo enzimatica, dano ao
DNA, mutagénese e apoptose celular (Fatola et al., 2019).

O estresse oxidativo é uma via celular crucial para a toxicidade dos compostos
de vanadio. Nesse cenério, 0 uso de antioxidantes coordenados a compostos de
vanadio como ligantes organicos desponta como uma estratégia promissora para
mitigar seus efeitos toxicos, preservando ao mesmo tempo os beneficios terapéuticos
do vanadio no tratamento de diversas doencas (Zwolak, 2020; Garcia-Rodriguez et
al., 2016). Com base nisso, pesquisadores tém explorado o uso de quelantes de ions
metalicos para formar complexos organicos de vanadio. Esses complexos ndo apenas
minimizam os efeitos colaterais relacionados a producdo de espécies reativas de
oxigénio (EROs), mas também aumentam a absor¢do intestinal do vanéadio,
potencializando sua eficacia e seguranca (Scibior et al., 2020). Nesse contexto, o
acido ascérbico destaca-se como uma alternativa promissora para mitigar os efeitos
oxidativos associados aos compostos de vanadio, gracas as suas potentes
propriedades antioxidantes (Shimada et al., 2015; Du et al., 2012). Estudos, como o
de Baran (2008), exploram sua aplicacdo na reducdo de danos causados por vanadio,
demonstrando eficacia no tratamento de intoxica¢des agudas por vanadato e vanadil
(Santos et al., 2022; Zwolak, 2020).

A avaliacdo dos efeitos toxicos de compostos de vanadio € fundamental para
entender sua seguranca e potencial terapéutico, o que contribui diretamente para o
desenvolvimento de aplicagcdes terapéuticas mais seguras e eficazes. Nesse contexto,
este estudo tem como objetivo avaliar os possiveis efeitos téxicos de um novo
composto de vanadio (IV) em camundongos, submetidos a doses repetidas durante

um periodo de 28 dias.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Visao geral sobre o Vanadio

O vanadio é um oligoelemento abundante na crosta terrestre e distribuido
amplamente na natureza (Trevifio et al., 2019; Pessoa, 2015). Foi descoberto em 1801
pelo mineralogista hispano-mexicano Andrés Manuel del Rio, que o nomeou
"eritrébnio” devido a coloracdo vermelha de seus compostos. No entanto, com a
descoberta do cromo, cujas caracteristicas morfolégicas eram semelhantes as do
vanadio, acreditou-se que o eritrdnio era, na verdade, cromo, e a descoberta de Del
Rio néo foi validada e publicada. Apenas em 1831, o elemento foi redescoberto pelo
médico e quimico Nils Gabriel Sefstrom, quem o renomeou como "vanadio", em
homenagem & deusa Vanadis da mitologia nérdica (Scibior et al., 2020; Trevifio et al.,
2019).

O vanéadio pode ser encontrado em alimentos como: pimenta-do-reino, salsa,
cogumelos, espinafre, ostras, mexilhdes, cereais e peixes. Também esté presente na
natureza, na agua do mar, em aguas subterraneas, no solo, no ar, conseguentemente,
em organismos vivos, onde atua como constituinte endégeno de tecidos e 6rgaos (Roy
et al., 2015; Rehder, 2013; Scibior et al., 2020). A principal via de exposicdo do
vanadio ocorre por meio da alimentacdo, especialmente pela ingestdo de agua
potavel. A ingestdo diaria de vanadio através da dieta pode variar de 10 pg a 2 mg,
dependendo das condicbes ambientais de cada regido (Roy et al., 2015). O vanadio
€ excretado principalmente pela urina, na forma de hidrogenovanadato, e pelas fezes
na forma de hidréxidos de VO?* e VO3* (Trevifio et al., 2019; Huang et al., 2015).

Desde sua descoberta, € utilizado na metalurgia, especialmente na producao
de ligas metalicas, sendo insubstituivel na fabricacdo de ligas de titanio para
aplicacOes aeroespaciais (Amaral et al., 2023). Além disso, o vanadio possui diversas
outras aplicacdes, como na producdo de baterias de fluxo redox, em reveladores
fotograficos, como agente secante de tintas e vernizes, redutor de pesticidas, e na
producédo de ligas ndo metalicas (Lu et al., 2017; Moskalyk e Alfantazi, 2003).

O vanadio é capaz de formar diversos compostos, atuando tanto como anion
guanto como cation (Imtiaz et al., 2015). Ele existe nos estados de oxidacdo +2, +3,
+4 e +5, com a forma pentavalente predominando nos fluidos extracelulares, enquanto

a tetravalente é a mais comum no ambiente intracelular (Tracey et al., 2007). Dessa
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maneira, o vanadio é relevante nas ciéncias biomédicas e da saude devido ao seu
potencial terapéutico, sendo utilizado em tratamentos antivirais, antibacterianos,
antiparasitarios, antifingicos, antitumorais, antidiabéticos, anticolesterolémicos, além
de suas propriedades cardioprotetoras e neuroprotetoras (Rehder, 2012). Isso se deve
principalmente a semelhanca estrutural do vanadato com os anions fosfato (fig. 1),
gue possibilita ao vanadio inibir ou ativar enzimas afetadas pelo fosfato. Dessa forma,
o vanadio influencia a atividade de quinases e fosfatases, apresentando efeitos na
sinalizacédo celular e no metabolismo de carboidratos, lipidios, fosfolipidios e colesterol
(Pessoa et al., 2015; Tracey; Willsky, e Takeuchi, 2007).

H,VO, O O HVO.*
[ pK~8.2 Il
.\\\V{'---. o o.\\\vro-
OH O
0 (@]
I pK~7.2 ||:l
HO“\\PK\OV i — HO"‘\\\ \‘-""'--.O.
OH o
HaPO, HPO,%

Figura 1 - Analogia entre fosfato e vanadato. Fonte: Pessoa et al. (2015).

O vanadato exerce um efeito inibidor sobre a atividade enzimatica das
fosfatases, alterando suas funcdes ao formar complexos com fosfatases acidas e
alcalinas (Crans, 2015; Lodyga-Chruscinska et al., 2008; Mukherjee et al., 2017). Além
disso, o vanadato inibe a ativacdo da proteina tirosina fosfatase (PTP), impactando
diretamente a atividade de quinases e estimulando diversas vias de transducdo de
sinal. Esse mecanismo modula enzimas como a fosfoinositideo 3-quinase (PI3K), a
proteina quinase B (AKT) e a proteina quinase ativada por monofosfato de adenosina
(AMPK), entre outras. Essas enzimas desempenham func¢des antidiabéticas e
antilipoliticas, imitando as ag¢fes da insulina, razdo pela qual sdo denominadas
insulinomiméticas. (Liu et al., 2013; Mukherjee et al., 2017; Niu et al., 2017). Ademais,
os intermediarios gerados pela oxidacdo do vanadato estimulam a lipogénese e a
oxidacao da glicose, funcionando como potencializadores da insulina, aumentando a
resposta celular ao transporte de glicose até atingir uma concentragdo saturante de
insulina (Carpéné et al., 2017; Liu et al., 2013; Park et al., 2013).
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2.2 Compostos de Vanadio utilizados em modelos animais e humanos

Os sais de vanadio, como o ortovanadato de sédio e outros compostos
contendo vanadato e vanadila, ttm demonstrado resultados promissores em diversas
aplicacoes biolégicas (Amaral et al., 2023). No entanto, o uso prolongado desses
compostos pode levar ao acumulo de vanadio nos 6rgaos e tecidos, resultando em
efeitos adversos como aumento do estresse oxidativo, hepatotoxicidade,
nefrotoxicidade, cardiotoxicidade e neurotoxicidade (Amaral et al., 2023; Scibior et al.,
2020). Diversos compostos foram desenvolvidos (Fig. 2), contendo diferentes ligantes
organicos projetadas para minimizar os efeitos téxicos e reduzindo o aumento do
estresse oxidativo (Amaral et al., 2023). Entre os primeiros complexos sintetizados,
destacam-se bis(maltolato)oxovanadio(lV) (BMOV) e bis(etilmaltolato)oxovanadio(lV)
(BEOV) (Amaral et al., 2023).

Esses complexos apresentam beneficios antidiabéticos superiores aos dos sais
de vanadio, principalmente o BEOV, um composto de referéncia, chegando a ensaios
clinicos de fase | e Il (Amaral et al., 2023; Scibior et al., 2020; Pessoa et al., 2015).
Nos ensaios de fase |, 0 BEOV demonstrou uma captacdo mais elevada e maior
biodisponibilidade, em comparacéo ao sal inorganico de vanadio testado (Sharfalddin,
Al-Younis, et al.,, 2022). Na fase Il, ambos 0os compostos mostraram eficacia na
reducao da glicose no sangue em jejum em humanos, resultando em um aumento de
sua captacdo (Amaral et al., 2023). No entanto, apesar dos incentivos e dos resultados
promissores, a pesquisa foi descontinuada devido a ocorréncia de danos renais nos
pacientes testados, comprometendo a viabilidade do uso desse composto (Domingo
e Gomez, 2016).

Outras estratégias foram desenvolvidas para reduzir a toxicidade e superar 0s
efeitos adversos do BEOV. Entre essas estratégias, destacam-se complexos
contendo pirona e grupos antioxidantes naturais, como o bis((5-hidroxi-4-oxo0-4H-
piran-2-il)metilbenzoato)oxovanadio(lV) (BBOV) e o bis((5-hidroxi-4-oxo-4H-piran-2-
i)metil 2-hidroxibenzoato)oxovanadio(lV) (BSOV) (Amaral et al., 2023). Esses
compostos sdo menos téxicos, sendo utilizados em doses até 1000 vezes menores
gue os sais de vanadio (Sharfalddin, Al-Younis, et al., 2022). Em testes com o BBOV,
observou-se uma normalizacdo dos niveis de glicose no sangue e uma melhora na
tolerancia a glicose ap6s quatro semanas de tratamento em ratos diabéticos (Amaral

etal., 2023). Além disso, 0 BSOV mostrou-se eficaz na reducéo significativa dos niveis
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de glicose no sangue, na melhora dos danos hepéaticos e renais em ratos diabéticos,
além de aprimorar o metabolismo lipidico (Domingo e Gémez, 2016; Sharfalddin, Al-
Younis, et al., 2022).

Outro composto é o bis(alixinato)oxovanadio(IV), que inclui vanadilo e contém
alixina, um componente do alho com comprovada atividade mimética de insulina in
vitro (Sharfalddin; Al-Younis, et al., 2022). A alixina demonstrou aumentar a captacéo
de glicose em adipdcitos isolados de ratos e melhorar a hiperglicemia em modelos
animais diabéticos e obesos (Wei e Yang, 2012). Essa abordagem visa melhorar a
absorcao tecidual e o comportamento intracelular do vanadio, permitindo a reducéo
da dose necessaria para alcancar efeitos terapéuticos positivos (Sharfalddin; Al-
Younis, et al.,, 2022). A utilizacdo desses complexos de vanadio com ligantes
organicos representa um avanco significativo na aplicacdo terapéutica do vanadio
(Amaral et al., 2023).

R
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O / P
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R

(1) BMOV, R=CH,

(2) BEOV, R= CH,CH,

(3) BIOV, R=C,H,

(4) BSOV, R= methyl-2-hydroxy-benzoato
(5) BBOV R= methylbenzoato

(6) Bis(allixinato)oxovanadium(IV)

Figura 2 - Férmulas representativas dos compostos de vanadio mais testados. Fonte:

adaptado de Amaral et al., 2023.
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2.3 Toxicidade do Vanadio

Os efeitos toxicos de uma substancia resultam de alteracbes nocivas, cuja
gravidade depende da dose, do tempo de exposi¢do e da suscetibilidade individual,
sendo influenciados por fatores como o tipo de composto, a valéncia do metal e a via
de administracdo (Clark, 2013; Scibior et al., 2020; Goc, 2006). Dessa forma, a
toxicidade do vanadio tem sido atribuida ao seu uso prolongado, resultando em seu
acumulo nos tecidos, especialmente nos 0ssos, rins, figado e musculos (Trevifio et
al.,, 2019). Esse acumulo pode causar danos graves e irreversiveis, como
carcinogénese, neurotoxicidade, toxicidade gastrointestinal, inibicio de processos
enzimaticos e aumento do estresse oxidativo (Wang et al., 2022). A acao pro-oxidante
decompostos simples de vanadio, especialmente durante sua conversdo entre 0s
estados de oxidacédo V a IV, gera EROs que sobrecarregam o sistema antioxidante
(Scibior et al., 2020). Isso resulta no enfraquecimento da barreira antioxidante, no
aumento da peroxidacéo lipidica e contribui de forma significativa para o mecanismo
de dano celular (Scibior et al., 2018; Scibior e Kurus, 2019; Tracey et al., 2007).

A peroxidacao lipidica provoca a degeneracédo oxidativa dos fosfolipidios nas
membranas celulares, comprometendo sua permeabilidade e fluidez, além de gerar
produtos toxicos (Zwolak, 2020). Esses danos podem afetar 6rgdos como figado, rins
e cérebro, além de promover a oxidacdo de proteinas e do DNA (Marouane et al.,
2011; Samira et al., 2018; Usende et al., 2018). O mecanismo de oxirreducao,
resultando no aumento do estresse oxidativo, esta associado a inflamacéo pulmonar,
neurotoxicidade e a potencializacdo de efeitos carcinogénicos (Fatola et al., 2019;
Zwolak, 2020).

Dessa forma, para combater os danos causados pelo estresse oxidativo, 0
sistema antioxidante endégeno atua neutralizando os radicais livres e, assim, reduz o
dano celular provocado por compostos reativos (Chaudhary et al., 2023; Hu et al.,
2020). Esse sistema envolve uma rede de enzimas e moléculas antioxidantes que
inativam as EROs, geradas por varios processos bioquimicos nas células (Garcia-
Rodriguez et al., 2016; Hu et al., 2020). Além disso, os antioxidantes exercem um
papel importante como agentes preventivos e coadjuvantes no tratamento de doencgas
associadas ao estresse oxidativo. Ao reforcar o sistema antioxidante, estes compostos

ajudam a prevenir o dano celular (Hu et al., 2020; Garcia-Rodriguez et al., 2016).
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2.4 Papel protetor e antioxidante do acido ascoérbico

Para diminuir a producdo de ERO pelo vanadio e melhorar sua absorgéo, tem
se utilizado substédncias organicas como antioxidantes naturais. Esses
antioxidantesreforcam o sistema antioxidante intrinseco, protegendo o organismo e
inativando as moléculas reativas geradas pela oxidacdo do vanadio, prevenindo os
danos celulares causados pelo aumento do estresse oxidativo (Garcia-Rodriguez et
al., 2016).

Nesse contexto, o acido ascorbico (AA) € amplamente reconhecido por sua
capacidade antioxidante, atuando como um agente redutor que doa elétrons para
estabilizar radicais livres (Njus et al., 2020). Devido ao seu baixo potencial eletronico
e a estabilidade de ressonéancia, o AA pode neutralizar radicais como superoxido,
hidroxila, alcoxila e peroxila, ajudando a manter o equilibrio redox intracelular e a
reduzir danos oxidativos causados pelo estresse oxidativo (Santos et al., 2022; Njus
et al., 2020). Desse modo, considerando o potencial oxidativo do vanadio, diversos
estudos tém investigado a capacidade do &cido ascérbico em mitigar os efeitos
nocivos desse metal, com o intuito de avaliar sua efichcia no tratamento de
intoxicacdes agudas por vanadato e vanadil desde a década de 1980 (Zwolak, 2020).

Dessa forma, em experimentos com camundongos, 0 uso de AA mostrou
aumentar a excre¢do urinaria de vanadio. Bem como, na pesquisa publicada por
Wang et al (2016) na qual indicaram que o AA pode melhorar parcialmente o estado
antioxidante e a qualidade dos ovos em galinhas expostas a intoxicacdo por
metavanadato de amoénio (Wang et al., 2016; Zwolak, 2020). Do mesmo modo,
amplamente reconhecida por suas propriedades antioxidantes, a taurina atua como
um escudo protetor para as células. Suas propriedades fisico-quimicas permitem
estabilizar biomembranas e eliminar espécies reativas de oxigénio, dessa maneira,
desempenhando um papel fundamental na protecéo celular contra danos oxidativos e

na reducédo dos produtos da peroxidacao lipidica (Jong et al., 2021).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Investigar a toxicidade oral em doses repetidas por 28 dias de um novo

complexo de Vanadio IV em camundongos

3.2 Objetivos Especificos

e Avaliar o ganho ponderal, ingestao hidrica e alimentar;

e Determinar marcadores bioquimicos e plasmaticos da funcdo hepatica e
renal,

e Avaliar massa de 6rgéaos;

¢ Analisar as alteracdes histopatoldgicas do figado e rim.
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4. METODOLOGIA

4.1 Animais

Foram utilizados 40 camundongos, 20 fémeas (30 £ 3g) e 20 machos (35 * 3Q)
da linhagem Swiss, entre 6 e 9 semanas de vida, provenientes do Biotério do
Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Universidade Federal de Pernambuco
(UFPE). Os animais foram mantidos em sala climatizada com temperatura controlada
e ciclo claro-escuro de 12 horas, com acesso livre a agua e alimentados com racao
industrializada prépria para roedores da marca Labina® normocalérica e
normoproteica enriquecida com vitaminas e minerais. Todos os procedimentos
experimentais envolvendo animais de biotério foram realizados de acordo com o
Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA) e aprovados
pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da UFPE (CEUA), com o nimero
0052/2021.

4.2 Desenho experimental

Os animais foram divididos em 4 grupos (N=5), Controle macho e fémea
(CM/CF), tratados com 50mg/kg (VM50/VF50), tratado com 100mg/kg (VM100/VF100)
e tratado com 150mg/kg (VM150/VF150) do composto. O composto de Vanadio (IV)
foi produzido pelo departamento de quimica da Universidade Federal Rural de
Pernambuco, patente N° BR 10 2023 013001 1. A administracdo do composto foi feita
a partir da sua diluicdo em salina a 0,9% e administrado via oral utilizando o método
de gavagem. Durante o periodo de 28 dias de experimento a cada 7 dias, a glicemia
foi aferida através de glicosimetro digital (método da glico-oxidase, On Call Plus®) e a
temperatura retal com o auxilio do termémetro clinico digital (TS-101 PM). No 29° dia
de experimento os animais foram anestesiados com uma mistura de cetamina e

xilazina na proporcéo de 7:3 para coleta de 6rgéos, tecidos e sangue.
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4.3 Avaliacdo da massa de Orgaos e tecidos

No 29° dia apés a eutanasia, o figado, rim, coracao, Utero, pulméo e cérebro
dos animais foram coletados e em seguida pesados em balanca analitica
(Shimadzu®). Esses dados foram corrigidos pelo comprimento da tibia e expressos

em mg/mm.

4.4 Analises bioquimicas

O sangue foi coletado pelo plexo retro orbital e pun¢éo cardiaca para a analise
dos parametros bioquimicos séricos. O sangue colhido foi centrifugado em 2.800rpm,
a temperatura ambiente e sem anticoagulante por 20 minutos. O soro obtido foi
transferido com auxilio de micropipeta automatica para microtubos (Eppendorfs®) e
aliquotados para quantificacdo dos niveis séricos de aspartato aminotransferase
(AST), alanina aminotransferase (ALT), ureia e creatinina. Os kits Labtest® (Lagoa
Santa, MG, Brasil) foram utilizados para as analises bioquimicas, de acordo com 0s
protocolos do fabricante. As aliquotas nao utilizadas no mesmo dia para quantificacéo
dos parametros bioquimicos séricos foram armazenadas em freezer (- 20°C) e

descongeladas uma Unica vez.

4.5 Analise Histopatoldgica

As amostras de figado e rim foram utilizadas para avaliacdo da histopatologia. 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. Na finalizacéo do
processo de inclusdo, as amostras foram cortadas em micrétomo (Leica®) e montadas
as laminas. Os cortes foram corados com hematoxilina e eosina (HE) para avaliacéo

histologica por microscopia de luz, com o auxilio do microscopio Eclipse Ni-U Nikon®.
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4.6 Andlise estatisticas

Os resultados foram expressos como média + erro padrdo (M:EP). A
normalidade dos dados foi avaliada pelo método de Shapiro-Wilk. Os resultados foram
comparados através da analise de variancia de uma via (one way ANOVA) e para o
pos teste foi utilizado o teste de Tukey. O nivel de significancia foi considerado maior
ou igual a 95% (p<0,05). Para andlise estatistica dos dados, foi utilizado o software
GraphPad Prism 6°.
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5. RESULTADOS

5.1 Efeito do composto Vanadio (IV) no ganho de massa corporal, e ingestédo alimentar

e hidrica.

Durante todo o periodo experimental, os camundongos foram monitorados de
forma rigorosa e nao apresentaram nenhum sinal de toxicidade, como cianose,
desidratacéo, piloerecdo, sangramentos ou febre. Além disso, ndo foram observados
efeitos adversos especificos nos sistemas digestivo, urinario, respiratério ou motor. A
aparéncia externa e a condicao geral dos animais permaneceram inalteradas durante
o0 tratamento.

Na avaliacdo diaria da massa corporal e da ingestdo hidrica, ndo foram
encontradas diferencas significativas entre os grupos tratados e o grupo controle
(Figura 3). No entanto, registrou-se uma reducao significativa na ingestdo alimentar,
na ingestao hidrica e na massa corporal dos animais do grupo tratado, conforme os
valores totais apresentados na Tabela 1. No grupo de machos, a diminuicdo da
ingestao alimentar foi mais acentuada no grupo VM150 (17,5%, p < 0,05), assim como
a ingestao hidrica (8,5%, p < 0,05). Em relacédo ao ganho de massa corporal, a maior
reducdo foi observada no grupo VM50 (10,7%, p < 0,05). Entre as fémeas, a
diminuicao foi maior no grupo VF150, que apresentou uma diminui¢do na ingestao
alimentar (11,6%, p < 0,05), na ingestao hidrica (8,3%, p < 0,05) e na massa corporal
(2,6%, p <0,05). (Tabela 1)
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Figura 3. Efeito do tratamento com o composto Vanadio (IV) na massa corporal e

ingestao de liquidos em camundongos.

Tabela 1. Ganho de massa corporal, ingestao alimentar e ingestédo hidrica total em

camundongos, fémeas e machos acumulados durante os 28 dias.

Parametros Controle VM50 VM100 VM150
Totais
(7))
E Ganho de 1315,20 + 1173,20 + 1269,80 + 1268,40 +
O massa 30,70 15,432 18,452 16,902
©
= Ingestéo 424,20 + 396,50 + 388,50 + 8,152 387,75 + 3,423¢
Hidrica 9,77 36,402
Ingestéo 179,60 + 148,40 + 3,41 147,25 + 3,972 148,20 + 8,902
Alimentar 6,64
Parametros Controle VF50 VF100 VF150
Totais
(7))
8 Ganho de 1037,50 + 1029,38 + 1018,40 + 1010,50 +
c massa 13,74 12,072 10,512b 15,55ab¢
@D
LL Ingestéo 386,20 + 363,00 + 359,25 + 6,022 353,75 £ 9,752
Hidrica 16,83 23,512
Ingestdo 168,25 + 155,20 + 3,412 152,67 + 3,712 148,25 + 5,143k
Alimentar 5,20

Os valores expressos como M+EP com p<0,05 (n = 5), utilizando a analise de

variancia de uma via (one way ANOVA). Valores com letras sobrescritas diferentes

séo estatisticamente significativos em p < 0,05 onde (a) vs Controle, (b) vs V50, (c) vs

V100.
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5.2 Efeito acumulativo do composto de Vanadio (IV) nos Pesos relativos dos 6rgaos.

Apés o tratamento de 28 dias, os animais foram submetidos a necropsia, que
nao revelou alteragbes macroscépicas visiveis em comparacéo ao grupo controle. Nos
camundongos machos ndo houve modificacdes significativas no peso relativo dos
orgaos e tecidos. No entanto, nas fémeas, foi observado uma diminuicéo significativa

na massa dos 6rgaos reprodutivos (38% p<0,05) no grupo VF150. (Tabela 2)

Tabela 2. Avaliacdo do composto Vanadio IV ([VVO(TAU)(ASC)]) no peso relativo

dos 6rgaos (mm/mg) em diferentes grupos de camundongos machos e fémeas apos

28 dias.

Orgaos Controle VM50 VM100 VM150
avaliados
Figado 1219+ 124,5+8,0 120,5+5,0 128,2+2,3
3,0
(2]
2 Rim 40,2 +1,3 34,1+2,1 33,1+1,0 342+1,6
Q
18]
= Coracéao 11,1+0,2 9,3+0,6 9,7+0,3 10,5+0,5
Testiculo 18,4+1,5 16,1+ 2,0 16,4 + 3,7 21,6 +0,9
Cérebro 25,0+ 0,3 23,9+0,8 24,4+ 0,9 25,4+0,5
Pulméo 14,3+ 0,5 128+1,1 12,6 +0,5 13,0+0,8
Orgéos Controle VF50 VF100 VF150
avaliados
Figado 101,2 + 107,8 + 3,6 107,9+8,1 110,5+6,9
55
@ Rim 28,8+0,8 273+1,1 27,0+1,3 239+1,.2
(8}
(S
e Coracéo 10,9 +1,0 9,8+0,3 9,2+0,5 9,9+0,7
Ovarios e 27,4+24 282+24 31,1+3,6 16,9 + 2,5abc
Utero
Cérebro 27,1+0,7 226+2,1 26,0+1,0 26,0+0,9
Pulmao 145+ 1,3 13,8+ 0,6 140+1,4 11,9+0,8

Os valores expressos como M+EP da média com p<0,05 (n = 5), utilizando a analise
de variancia de uma via (one way ANOVA). Valores com letras sobrescritas diferentes

sao estatisticamente significativos, onde (a) vs Controle, (b) vs V50, (c) vs V100.
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5.3 Efeito do composto Vanadio (IV) na temperatura retal e glicemia de camundongos.

Os niveis médios de glicose plasmatica dos camundongos tratados nao

apresentaram variagdes ao longo 28 dias, (Tabela 3). Da mesma forma, os dados de

temperatura retal também ndo mostraram distincdes relevantes entre os grupos

tratados e controle. (Tabela 4)

Tabela 3. Avaliagdo do composto Vanadio (IV) nos niveis de glicose sérica em

diferentes grupos de camundongos machos e fémeas apoés 28 dias.

Dias de Controle VM50 VM100 VM150
Avaliacao
Dia 0 166,8+ 7,6 154,6 £+ 9,5 150,6 +8,9 156,0+ 10,3
%2 Dia 7 159,4 + 4,5 156,0 + 9,6 153,8 + 153,2+ 11,9
E 14,1
Q Dia 14 162,2+ 3,0 123,8 +8,7 143,6 + 1484 + 4,1
®©
s 10,5
Dia 21 160,0 £ 0,6 149,00+ 12,4 159,8+ 2,3 146,4 + 2,9
Dia 28 162,8+2,9 162,6 £+2,5 166,6 +2,4 152,8+12,2
Dias de Controle VE50 VF100 VF150
Avaliacao
Dia 0 121,40 + 5,29 118,80+4,54 1296+7,6 136,6 + 8,5
% Dia 7 120,40 + 4,58 126,20 + 112,0+ 6,2 1286 +5,4
b)) 12,06
e Dia 14 112,20 + 3,60 122,80 + 130,2 + 1316+7,2
LGLJ 14,06 12,3
Dia 21 114,80 + 4,76 122,20 + 6,07 124,8 + 1356 + 7,7
11,2
Dia 28 106,20 + 5,36 117,80 + 96,8 + 30,3 96,8 + 26,2
12,16

Os valores expressos como M+EP da média com p<0,05 (n = 5), utilizando a analise
de variancia de uma via (one way ANOVA). Nao foram encontradas diferencas

significativas (p > 0,05) em comparac¢do com o controle.
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Tabela 4. Avaliacdo do composto Vanadio (IV) na temperatura retal em diferentes

grupos de camundongos machos e fémeas apos 28 dias.

Dias de Avaliagdo Controle VM50 VM100 VM150
Dia 0 36,96+04 3688+03 36,80+0,3 36,40+0,4
@ Dia 7 36,0004 36,00+x04 36,24+0,4 36,36+0,4
;% Dia 14 36,52+0,3 36,50+0,2 36,48+0,4 36,64+0,3
Dia 21 36,24+05 37,26+04 36,26+0,3 37,34+04
Dia 28 37,20+0,3 36,82+0,3 36,18+0,3 37,30+0,4

Dias de Avaliagdo Controle VF50 VF100 VF150
Dia 0 36,7 +£0,2 37,1+0,2 37,1+04 36,8+0,2
a Dia 7 36,3+04 369+02 374+01 36,6+0,6
‘% Dia 14 366+02 368+00 372+04 36,6+0,3
Dia 21 37,0+0,2 37,1+0,2 379+0,3 36,6+0,2
Dia 28 37,5+0,3 37,1+0,2 375+0,3 37,2+0,2

Os valores expressos como M+EP da média com p<0,05 (n = 5), utilizando a anélise
de variancia de uma via (one way ANOVA). Nao foram encontradas diferencas

significativas (p > 0,05) em comparac¢édo com o controle.

5.4 Efeito do composto Vanadio (IV) no perfil bioquimico sérico

Os dados da Tabela 5 indicam que, ao final do estudo de toxicidade oral por
doses repetidas de 28 dias, houve um aumento significativo nos niveis séricos de AST
(~37%p=<0,05)
comparado ao grupo controle. Observou-se também um aumento nos niveis de ureia
nos grupos tratados com VM100 (30% p<0,05) e VM150 (50% p<0,05). Em relacao

aos niveis de ALT, apenas o grupo VM150 apresentou elevacao (32% p<0,05), em

nos machos, independentemente da dose avaliada, quando

comparagcdo ao controle. Adicionalmente, foi observada uma elevagdo dose-

dependente nos niveis de creatinina (p<0,05).
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Entre as fémeas, o grupo tratado com VF150 apresentou um aumento (43%
p<0,05) nos niveis de ALT em relagao ao controle. Quanto aos niveis de AST, todos
0s grupos tratados mostraram elevacgdes, destacando-se os grupos VF100 (~61%,
p<0,05) e VF150 (~51 %, p<0,05). Além disso, houve um aumento nos niveis de ureia
em todos os grupos tratados, sendo mais acentuado nos grupos VF100 (~82,5%
p<0,05) e VF150 (~65,5% p=<0,05), quando comparados ao controle. Ndo houve

alteracdo nos niveis de creatina no grupo das fémeas. (Tabela 5)

Tabela 5. Avaliacdo do Vanadio IV ([VVO(TAU)(ASC)]) no perfil bioguimico em

diferentes grupos de camundongos machos e fémeas apos 28 dias.

Parametros Controle VM50 VM100 VM150
Bioquimicos
AST (U/L) 33,20+1,52 42,02 +0,872 44 56 + 44,18 + 1,202
2 a
o 0,15
=
% ALT (U/L) 21,86 + 0,70 23,46 + 1,50 23,00 + 28,90 + 0,882
S 0,34
Ureia (mg/dl) 31,03+0,49 40,73 + 0,982 47,96 + 47,24 + 0,792
0,34
Creatinina (mg/dl) 0,13+0,01 0,24 + 0,02 0,32 + 0,64 + 0,123¢
0,012
Parametros Controle VFE50 VF100 VF150
Bioquimicos
AST (U/L) 32,12+ 1,85 48,74 + 2,042 51,88 + 44 64 + 1,482
(7)) a
qy] 1,80
()]
& ALT (U/L) 20,30+ 0,64 20,83+ 1,05 21,84 + 29,11 + 1,642
«@
1,57
LL
Ureia (mg/dl) 29,62+0,22 42,43 +2,812 54,08 + 49,02 + 1,65%
0,832
Creatinina (mg/dl) 0,23 +0,02 0,31+0,01 0,21 + 0,30 £ 0,05
0,02

Os valores expressos como M+EP da média com p<0,05 (n = 5), utilizando a analise
de variancia de uma via (one way ANOVA). Valores com letras sobrescritas diferentes
sao estatisticamente significativos em p < 0,05 onde (a) vs Controle, (b) vs V50, (c) vs
V100.
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5.5 Efeito acumulativo composto Vanadio (IV) no tecido hepatico e renal

Alteracdes no figado e nos rins dos camundongos tratados foram observadas
por meio de andlise histolégica com hematoxilina e eosina (H&E). Os achados
histopatolégicos das secdes de figado, apresentados na Figura 4, mostraram que
todos os animais do grupo tratado exibiram infiltrados inflamatérios de células
mononucleares e aumento no tamanho dos hepatdécitos. Além disso, os animais dos
grupos VF100/VM100 e VF150/VM150 apresentaram necrose do tecido hepético e
hipertrofia nuclear. A avaliagdo do tecido renal, ilustrada na Figura 5, revelou que
todos os camundongos tratados desenvolveram atrofia tubular, perda da morfologia

do tubulo distal, infiltrados de células mononucleares e necrose renal.

Fémea Macho
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Figura 4. Imagens histologicas de secbes de figado de camundongos machos e
fémeas. As figuras mostram o grupo controle (Al, A2), que apresenta aspectos
histolégicos normais do tecido hepatico. O grupo VF50 e VM50 (B1, B2) exibiu
infiltrados inflamatérios, sendo que apenas o grupo VM50 apresentou aumento
significativo no tamanho dos hepatdcitos. O grupo VF100 e VM100 (C1, C2) revelou
infiltrados inflamatoérios de células mononucleares (seta vermelha) e hipertrofia
nuclear (seta azul). No grupo VF150 e VM150 (D1, D2), observou-se necrose do tecido
hepatico (seta verde) e hipertrofia nuclear (seta azul). (H&E, 40x) Barra de escala

utilizada.
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Figura 5. Imagens histologicas de secdes renais de camundongos machos e fémeas.
As figuras mostram os grupos controle de fémeas e machos (A1, A2), que apresentam
aspectos histologicos normais do tecido renal. No grupo tratado VF50 e VM50 (B1,
B2), foi observada atrofia tubular, perda da morfologia do tubulo distal e apoptose na
macula densa tubular distal. O grupo VF100 e VM100 (C1, C2) apresentou diminui¢ao
do glomérulo renal e discreta necrose renal. Além disso, o grupo VM100 exibiu
infiltrados de células mononucleares, achado que também foi observado no grupo
VF150 e VM150 (D1, D2). (H&E, 40x) Barra de escala utilizada
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6. DISCUSSAO

A exposicdo ao composto Vanéadio (IV) ndo resultou em sinais evidentes de
toxicidade geral, uma vez que as condi¢des fisicas dos camundongos permaneceram
inalteradas. No entanto, tanto os machos quanto as fémeas tratadas apresentaram
uma reducdo significativa no ganho total de massa corporal, acompanhada por
diminuicdo no consumo de alimentos e agua. De acordo com a literatura, alteracdes
nesses parametros sao um dos primeiros sinais de toxicidade de uma substancia
teste, constituindo, portanto, um importante indicador para a avaliacdo objetiva da
toxicidade em animais (Abdalla et al., 2018). Nesse contexto, a diminuicdo da massa
corporal, da ingestao alimentar e hidrica sugere possiveis alteracbes metabdlicas
relacionadas a exposi¢cdo ao composto, especialmente nas doses mais elevadas.
Ademais, as alteracdes observadas nas enzimas séricas, hepaticas e renais,
associadas as alteracdes histopatoldgicas, reforcam essa hipétese.

A avaliacdo do peso dos 6rgdos complementa a analise da massa corporal,
servindo como um indicativo de danos causados pela ingestdo de substancias toxicas.
Isso ocorre devido a interacBes desfavoraveis entre certos compostos e 6rgaos vitais,
0 que pode levar a destruicéo e inflamacéao celular, refletindo-se na alteracdo do peso
relativo dos érgdos (Schmidt et al., 2007). Neste estudo, observou-se uma reducao
significativa na massa dos érgaos reprodutivos das fémeas expostas a dose mais
elevada do composto. Esta alteracao foi relatada em outros estudos com compostos
de vanadio, como o de Wilk et al. (2017), que sugeriu que o vanadio pode reduzir o
conteudo de glicogénio nos ovarios e no tecido uterino, além de diminuir o conteudo
proteico e a atividade da fosfatase acida no Utero (Barbosa et al., 2023; Wilk et
al.,2017). Estes achados sugerem um potencial efeito adverso do composto na funcéo
reprodutiva feminina, o que merece investigagao adicional.

Para identificar os possiveis efeitos toxicos do composto de vanadio (IV), foram
analisados diversos biomarcadores bioquimicos, especialmente as transaminases,
mas também, ureia e creatinina. A crescente importancia dos biomarcadores na
pesquisa biomédica é amplamente reconhecida, pois eles atuam como indicadores
precisos de processos biologicos, fornecendo dados objetivos sobre o estado
fisioldgico, a presenca de doencas e as respostas a intervencgdes terapéuticas (Ahmad
et al.,, 2023). Nesse contexto, os marcadores de lesdo hepatica e renal, que séao

indicadores de disfuncdes metabdlicas, desempenham um papel crucial, ja que esses
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orgdos sdao comumente afetados pela toxicidade induzida por medicamentos,
incluindo metalofarmacos (Oga et al., 2008; Ozer et al., 2008). As enzimas hepaticas,
como ALT e AST, sdo essenciais para a deteccdo de hepatotoxicidade, ja que seus
niveis no sangue podem aumentar mais de trés vezes em condi¢fes de lesdo toxica
(Abdalla et al., 2018). De forma similar, os niveis séricos de ureia e creatinina sao
biomarcadores cruciais da funcao renal, aumentando quando ha comprometimento da
filtrag&o glomerular, o que possibilita a avaliacdo de danos toxicos as células tubulares
(Ezeja et al., 2014).

Dessa maneira, esses marcadores bioquimicos permitem uma analise
abrangente dos efeitos toxicos potenciais do composto, auxiliando na identificacdo de
danos a érgaos vitais. Neste estudo, observou-se um aumento nos niveis de ALT e
AST nos grupos tratados, sugerindo les@o hepatica. Esse achado foi corroborado por
alteracdes histologicas, como a presenca de infiltrados inflamatérios, aumento do
tamanho dos hepatdcitos e hipertrofia nuclear. Esses resultados estdo em
consonancia com estudos anteriores, como o de Koubaa et al. (2021), que também
relataram toxicidade hepatica em modelos de mamiferos expostos a compostos de
vanadio.

Além disso, o0 aumento dos niveis de ureia e creatinina nos camundongos
tratados, especialmente nos machos que receberam as doses mais altas, sugerem
comprometimento da fung&o renal. As analises histologicas reforcam esses achados,
revelando atrofia tubular, perda de morfologia do tubulo distal e indicativos de necrose
e apoptose, consistentes com danos renais induzidos pelo composto. Tais resultados
corroboram estudos como o de Liu et al. (2012), que associaram dietas ricas em
vanadio a toxicidade renal em mamiferos.

Esses achados indicam que, assim como outros compostos de vanadio, o
composto testado pode causar danos hepaticos e renais significativos. Esses
resultados ressaltam a importancia de realizar investiga¢cdes mais aprofundadas para

compreender melhor seus efeitos a longo prazo e garantir sua seguranca.
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7. CONCLUSAO

Os resultados obtidos sugerem que a exposicdo do composto de vanadio (V)
nas doses de 100 e 150mg/kg podem ocasionar hepato e nefrotoxicidade em
camundongos. Além disso, que o uso de ligantes como a taurina e o acido ascorbico
nao foram eficientes na reducdo nos efeitos tdéxicos encontrados. Esses resultados
reforcam a necessidade de desenvolver novas estratégias terapéuticas que possam
mitigar os danos induzidos por esse metal, considerando também os potenciais

beneficios do vanadio no tratamento de diversas doencas.
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