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RESUMO

A insulina é um hormônio que apresenta ação anabólica em diferentes tipos celulares.

Deficiência na secreção e/ou na ação deste hormônio resulta na diabetes mell itus, doença

que acomete milhões de pessoas no munto. A busca por novas drogas que atuam na

melhoria do estado diabético tem sido foco de intensos estudos, objetivando melhorar a

qualidade de vida dos indivíduos diabéticos. Este trabalho investigou a ação de dois

compostos de vanádio (sulfato de vanadil e ortovanadato, ambos peroxidados), sobre a

glicemia e sua sinalização no músculo sóleo de ratos diabetizados com estreptozotocina (45

mg/kg). A administração do sulfato de vanadil e ortovanadato peroxidados (0,25 mM) na

água de beber pelo período de uma semana, promoveu redução do consumo de água e

ração, bem como redução significativa da glicemia quando comparados ao grupo diabético

sem tratamento (D). A expressão das proteínas IR-β e Akt não foi diferente entre os grupos.

A ERK-1 apresentou grau de fosforilação  significante maior no grupo controle estimulado

com insulina (C+I). Por outro lado, em todos os grupos diabéticos sua fosforilação estava

reduzida, exceto naquele tratado com POV e estimulado com insulina, cujo grau de

fosforilação da ERK-1 foi similar à do grupo C+I. O grupo Diabético tratado com sulfato

de vanadil peroxidado apresentou níveis de fosforilação da ERK-2 similares à do do grupo

Diabético estimulado com Insulina (D+I). Ambos os grupos tratados com POV ou PSV e

estimulados com Insulina apresentaram aumento significativo no grau de fosforilação de,

aproximadamente, 25 % quando comparados ao grupo D+I. Nossos dados mostram que a

administração dos compostos de vanádio peroxidados reduzem a glicemia em

aproximadamente 30% e a sinalização intracelular em músculo sóleo pelo qual o vanádio

promove este fenômeno é executado através de algumas proteínas da via de sinalização da

insulina.
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ABSTRACT

Insulin is a hormone with anabolic effects on several cellular types. Deficiency on secretion and/or

on mechanism of its action results in diabetes mellit us, a disease that threats milli ons of people’s

health world around. Recently, new drugs which has some action on diabetic state has been focus

of several studies, always aiming a better quali ty of li fe. This study investigated the effect of two

vanadium compounds (peroxides of vanadyl sulphate and sodium orthovanadate) on glycemia and

soleus muscle signaling mechanism in streptozotocin (STZ) diabetic rats (45 mg/kg). Oral

administration of peroxides of vanadyl sulphate and sodium orthovanadate (0.25 mM) for one

week treatment was able to decrease food intake and water consumption when compared to

diabetic group (D). Treatment also caused a significant reduction on glycemia when compared to

Diabetic group. IR- β and Akt expression  did not show any significant difference between the

groups. ERK-1 phosphorilation was significant higher in the control plus insulin group (C+I).

ERK-1 phosphorilation, in turn, was reduced in all diabetic groups, except in the one treated with

POV plus insulin, which presented ERK-1 phosphorilation similar to C+I group. Diabetic rats

treated with vanadyl sulphate have ERK-2 phosphorilation similar to Diabetic group plus Insulin

(D+I). Both groups treated with POV or PSV and stimulated with Insulin have an increased by

25% when compared with D+I. Our results show that administration of vanadium peroxides were

able to reduce glycemia around 30%. Also, intracellular signalli ng which vanadium exerts its

effects is  through some proteins of insulin pathway.



1 INTRODUÇÃO:

A insulina é um hormônio capaz de induzir respostas anabólicas no fígado, tecido

muscular e tecido adiposo, sendo importante para a homeostase de lipídios e carboidratos e,

consequentemente, para o funcionamento do organismo. Além disso, a insulina regula

vários processos fisiológicos em diferentes tipos celulares e tecidos como fluxo de íons,

captação de aminoácidos, expressão gênica, proli feração celular, apoptose, rearranjo do

citoesqueleto e regulação de enzimas celulares (MAASSEN; OWENS, 1997; MYERS;

WHITE, 1996).

Deficiência na secreção e/ou na ação da insulina resulta, na doença Diabetes mellitus

que é caracterizada, principalmente, pela presença de hiperglicemia. O Diabetes mellit us do

tipo II (não dependente de insulina) é o mais comum e pode causar sérias complicações

crônicas no sistema circulatório, excretório e nervoso (GROSS et al., 2002).

Os compostos de vanádio fazem parte de um conjunto de novas drogas que possuem

grande potencial para o tratamento da diabetes (MOLLER, 2001; BAILEY, 2000;

EMILIEN et al., 1999).

1.1 Diabetes melli tus:

Atualmente considerada a doença do século XXI, a diabetes é a 4ª causa principal de

mortes nos países desenvolvidos e é considerada epidemia global que acomete 140 milhões

de pessoas no mundo, sendo 50% desse total ainda não diagnosticado. Estimativas indicam

que este número chegará a 300 milhões nos próximos 25 anos (World Health Organization

e International Diabetes Federation). Este aumento está associado com alterações no estilo

de vida de modo geral, marcado principalmente pelo sedentarismo  e obesidade (ZIMMET

et al., 2001). A palavra “diabetes” vem do grego diabeneim e significa “fluir através” ,

enquanto o termo “mellit us” , do latim, significa “doce”. Existem relatos da diabetes
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mellitus há mais de 2000 anos atrás descrevendo sintomas detalhados desta doença

(KAHN, 1994).

1.1.1 Class ificação

A diabetes mellit us pode ser classificado, atualmente, em:  I - Diabetes tipo I; II -

Diabetes tipo II ; III -  Outros tipos específicos; IV -  Diabetes gestacional.

� Diabetes tipo I:

Inicialmente também conhecida como diabetes “ juvenil ” , a diabetes tipo I

ocorre devido a destruição das células β por um processo auto-imune (tipo A) ou por

causa desconhecida (forma idiopática ou tipo B). Na forma auto-imune que é a mais

comum, ocorre um processo de insulite e a presença de auto-anticorpos (anti-

descarboxilase do ácido glutâmico, anti-ilhotas e anti-insulina), enquanto a forma

idiopática caracteriza-se pela ausência de insuli te e de auto-anticorpos. O fato de

haver ausência absoluta de insulina na diabetes tipo I, resulta em manifestações

clínicas evidentes, possibilitando rápido diagnóstico quando comparada com a

diabetes tipo II (GROSS et al., 2002).

� Diabetes tipo II :

A diabetes tipo II é a mais comum, correspondendo a 90% dos casos. Este tipo

ocorre devido a distúrbios na ação e secreção da insulina. Anteriormente conhecida

como diabetes da maturidade, por ser muito freqüente em indivíduos acima de 40

anos, hoje esta denominação caiu em desuso, devido a alta incidência de diabetes

tipo II em indivíduos jovens. O diabetes tipo II é uma doença multifatorial, sendo

resultado de uma combinação de genes (“diabetogenes”) e de fatores ambientais

(KAHN, C. R. et al., 1994). Devido a quantidades significativas de insulina residual,

hiperglicemia e a cetoacidose no organismo não sejam tão acentuadas nos indivíduos
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diabéticos do tipo II, torna difícil o diagnóstico precoce da doença. Por esta razão, a

diabetes tipo II causa complicações crônicas a nível microvascular (retinopatias,

nefropatias) e macrovascular (doenças coronárias, doenças vasculares periféricas).

Neuropatias também ocorrem comumente, afetando nervos motores, sensoriais e

autonômicos (SIMA; SOGIMOTO, 1999).

� Outros tipos específicos:

Ocorrem devido a: defeitos genéticos da função da célula β; defeitos genéticos na

ação da insulina; doença do pâncreas exócreno; endócrinopatias; indução por drogas

ou produtos químicos; infecções; e formas incomuns de diabetes imuno-mediado

(GROSS et al., 2002).

� Diabetes gestacional:

Na diabetes gestacional ocorre tolerância diminuída aos carboidratos, podendo esta

tolerância persistir, ou não, após o parto (GROSS et al., 2002).

1.1.2 Etiologia:

O desenvolvimento da diabetes não dependente de insulina resulta da combinação de

dois fatores principais. O fator genético, que provavelmente envolva genes defeituosos

relacionados com a sinalização da insulina e fator ambiental relacionado ao sedentarismo,

tipo de dieta, uso de drogas e outros (WHITE, 1997).

A hiperglicemia em indivíduos diabéticos é explicada pelo aumento na produção de

glicose pelo fígado, secreção desrregulada de insulina e redução da captação de glicose

pelos tecidos-alvo da insulina (KRUSZYNSKA; OLEFSKY, 1996).

Por ser doença de origem multi fatorial,  a etiologia do diabetes tipo II ainda é foco de

intenso estudo. Alterações na expressão de vários genes como IRS-1, glicogênio sintase,

UCP-3, GLUT-4, hexoquinase II , PI-3K, MAPK, serina-treonina kinase e muitos outros,
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foram constatados em indivíduos com diabetes tipo II (SREEKUMAR et al., 2002; KHAN

et al., 1994; RONDINONE et al.,1997; KROOK et al., 2000). No entanto, nenhum surgiu

como principal causador da doença, mais uma vez sugerindo o envolvimento de vários

fatores genéticos associados com fatores ambientais que resultam na diabetes.

Randle estabeleceu a relação entre os ácidos graxos e o metabolismo da glicose,

demonstrando que a oxidação dos ácidos graxos possui efeito inibitório sobre a atividade

das seguintes enzimas: fosfofrutoquinase, hexoquinase e complexo piruvato desidrogenase,

resultando em diminuição da oxidação da glicose (RANDLE, 1994). Portanto, a relação

entre níveis de glicose e lipídios, conhecida como Ciclo de Randle, é outro fator que

contribui para a condição resistência periférica à insulina (BERGMAN; ADER, 2000).

Além das proteína intracelulares envolvidas com a sinalização da insulina, estudos

recentes têm associado a causa da resistência à insulina com alterações na expressão de

algumas moléculas como TNF-α, PPAR-γ e metabolismo de ácidos graxos livres (ROITH,

ZICK, 2001)

1.1.3 Terapias

Dieta e exercício físico são hábeis em melhorar a glicemia de indivíduos diabéticos,

sem, no entanto, restaurar completamente a ação da insulina (ALZAID, 1996). Diferentes

fármacos são utili zados na clínica até o momento:

� Sulfonilúreas: atuam nas células β pancreáticas, aumentando a secreção de insulina.

Alvo molecular: receptor sulfonilúrea - canal de K+ ATP-dependente.

� Tiazolidinedionas (TZDs): aumentam a sensibili dade dos tecidos à insulina. Alvo

molecular: PPARγ.

� Metaformina – biguanidas: atuam no fígado e músculo, inibindo a liberação de

glicose hepática e aumentando a sensibili dade periférica à insulina. Alvo molecular:

desconhecido.
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� Inibidores de α-glicosidase (Acarbose): atuam no intestino, reduzindo a taxa de

absorção de carboidratos. Alvo molecular: α-gli cosidase.

(MOLLER, 2001; BAILEY, 2000; EMILIEN et al., 1999)

Embora uma certa quantidade de drogas com potencial anti-diabético esteja sendo

extensamente utili zadas, existem algumas limitações encontradas nas terapias atuais como:

(i) muitos pacientes diabéticos tipo II não apresentam controle da glicemia com o uso dos

agentes citados acima; (ii) os agentes não reestabelecem o estado normal da sensibili dade à

insulina ou o funcionamento das células β; (ii i) o uso intenso da insulina pode aumentar a

adiposidade e agravar a resistência à insulina (BAILEY, 2000).

O exercício físico aumenta a captação de glicose via translocação de GLUT-4 através da

contração muscular, inclusive em indivíduos diabéticos. Entretanto, existem evidencias

recentes que sugerem diferentes vias de sinalização entre a contração muscular e insulina.

O mecanismo de sinalização via contração muscular, provavelmente está envolvido com a

liberação de cálcio, que por sua vez, estaria ativando a PKC, ou liberando fatores de

crescimento, ou ainda, ativando MAPKs, JNKs e p38 (HAYA SHI et al., 1997;

WOJTASZEWSKI et al., 1999).

1.1.4 Patologia:

A hiperglicemia, característica principal de todos os tipos de diabetes, é responsável

por várias alterações metabólicas que resultam em diversas complicações vasculares como

cegueira, insuficiência renal e neuropatias (BROWNLEE, 2001).

Juntamente com a glicemia, a dislipidemia, hipertensão e aumento de espécies

reativas de oxigênio são alguns dos fatores que alteram a função endotelial e aumentam a

liberação de citocinas pró-inflamatórias (PLUTZKY et al., 2002). Estas condições

propiciam o aparecimento de doenças como trombose, responsável por 80% das mortes de
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indivíduos com diabetes mellit us, sendo 75% deste número devido a problemas

cardiovasculares (CARR, 2001).

A diabetes também é conhecida por apresentar estado catabólico, resultado de

alterações na expressão de genes responsáveis pela síntese e degradação protéica (LECKER

et al., 2004).

1.2 Insulina:

1.2.1 Estrutura e liberação:

A insulina é uma proteína composta por duas cadeias peptídicas (cadeias A e B) que

estão ligadas entre si por duas pontes dissulfeto. A liberação da insulina é regulada,

primeiramente, pela entrada de glicose nas células β via transportador de glicose (GLUT-2)

(BELL et al., 1990). O metabolismo da glicose dentro das células libera fatores de

acoplagem como o ATP, que inibem o efluxo de potássio das células β, via canais de K

sensíveis ao ATP (BOSCHERO et al., 1988; HENQUIN; MEISSNER, 1984). Como

resultado, ocorre a despolarização da célula possibilit ando a entrada de íons cálcio, via

ativação de canais de cálcio, provocando a exocitose dos grânulos de insulina (POULI et

al.,1998). Atualmente sabe-se que este processo é um pouco mais complexo, mediado tanto

por fatores humorais quanto neurais. A glicose pode estar atuando para a liberação de

insulina via (1) receptor putativo, análogo ao que liga a hormônios e neurotransmissores, ou

(2)  por um efeito mediado pelos produtos do metabolismo da glicose (RUTTER, 2001).

Dentre outros mediadores independentes do canal KATP  estão as proteínas quinases A e C

(AIZAWA et al., 1998), AMPc fosfodiesterases (PDE), 5 – AMP – activated protein kinase

(HARDIE et al., 1998; da SILVAXAV IER et al., 2000) e proteínas quinases estimuladas

pela insulina, como proteína kinase B (PKB) ou p70 S6 kinase (RUTTER, 2001;

LEIBIGER et al., 2001; KHAN et al., 2001).



 7 

1.2.2 Terapia:

Descoberta em 1921, a insulina é utili zada na terapia de casos como diabetes, câncer,

queimaduras e injúrias severas (MARTINEZ-RIQUELME; ALLISON, 2003). Apresenta

ação no fígado, músculo e tecido adiposo via ativação do receptor de insulina.  Utili zada

para todos os casos de diabetes tipo I e, em alguns casos (30%), em indivíduos com

diabetes tipo II .

   A biotecnologia possibilitou avanços significativos na terapia com insulina. O

primeiro análogo da insulina sintetizada  por engenharia genética, a insulina li spro, foi

aprovada e utili zada na clínica no ano de 1996 nos Estados Unidos e na Europa.

Comparativamente com a insulina regular, a lispro apresenta algumas vantagens como: (i)

ação mais rápida (~15 minutos após a administração); (ii ) pico de concentração de insulina

menor; (ii i) menores reações alérgicas. Outros avanços enfocam no modo de administração

da insulina, visando liberação de insulina similar ao do pâncreas de uma pessoa normal

(EMILIEN, 1999).

1.2.3 Ação e sinalização intracelular :

O hormônio insulina promove a síntese e armazenamento de carboidratos, lipídios e

proteínas além de inibir a quebra e liberação dos mesmos para a corrente sangüínea (figura

1) (SALTIEL; KAHN, 2001).
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Figura 1: Esquema dos efeitos gerais da insulina (SALT IEL; KAHN, 2001)

O receptor da insulina faz parte da classe de receptores que estimulam atividade da

proteína tirosina quinase, a qual provoca todo o processo de cascata de fosforilação. O

receptor é composto por duas subunidades α (localizadas na porção extracelular e

responsáveis pela ligação da insulina ao receptor) e duas β (encontradas na porção

intracelular e responsáveis pela atividade tirosina quinase).

Mecanismo de sinalização da insulina esquematizado na figura 2: (1) o processo é

iniciado com a ligação da insulina às subunidades α do receptor que estão localizadas

inteiramente no exterior da célula; (2) auto fosforilação cruzada em três principais sítios de

tirosina quinase (posições 1146, 1150 e 1151), localizados nas subunidades β do receptor,

que alteram a conformação possibili tando acesso ao ATP e substratos (WHITE, 1997); (3)

os substratos para receptor de insulina (IRS-1, -2, -3 e -4) fazem parte de uma família de

proteínas que atuam como mediadores entre  receptor e moléculas sinalizadoras,

funcionando como plataforma fornecedora de grupamentos fosfato; (4) fosforilação de

várias outras proteínas como a fosfatidili nositol-3-kinase (PI-3k), a fosfotirosina fosfatase

(PTP1D ou Syp) e a proteína adaptadora Grb2 (MAASSEN; OWENS, 1997). A via de

transdução do sinal é específica devido a domínios específicos como SH2 (Src homology
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region 2) e PTB (phosphotyrosine binding) que reconhecem resíduos específicos de tirosina

fosforilados (BASS et al., 1995).

Figura 2: Esquema da cascata de sinalização da insulina (SALT IEL; KAHN, 2001)

1.2.4 Proteínas intracelulares:

As proteínas da família IRS são fundamentais no mecanismo de sinalização da insulina.

Estas proteínas possuem algumas características em comum, como domínios PH (pleckstrin

homology)  e PTB (phosphotyrosine binding) que são responsáveis pela interação com o

receptor da insulina e seqüência YXXM, conhecida pela ligação aos domínios SH2 (Src

homology region 2) na subunidade regulatória p-85 da PI3K. Embora apresentem tais

semelhanças, as proteínas IRS apresentam diferenças entre si, indicando que suas funções

não são exatamente as mesmas (NYSTROM; QUON, 1999). O IRS-1, substrato encontrado

em maior quantidade para o receptor de insulina, é uma proteína que possui pelo menos 22
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sítios tirosina e dois domínios envolvidos com a interação proteína-proteína. Estes sítios de

fosforilação de tirosina direcionam a ligação de diversas proteínas que possuem domínio

SH2, incluindo a subunidade regulatória de 85 kDa da PI-3K, a PTP1D (ou Syp), a proteína

adaptadora Grb2 e outras (MASSEN; OWENS, 1997). A proteína IRS-2 tem sido apontada

como principal responsável pela ativação da PI-3K em indivíduos com diabetes não

dependente de insulina, visto que a IRS-1 apresenta expressão reduzida nestes casos

(RONDINONE, 1997). Outros estudos relacionam o papel da IRS-2 com a mitogênese e

crescimento das células β pancreáticas, ou liberação de insulina pelas mesmas (GOGG et

al., 2001).

As fosfatases formam uma ampla família de enzimas, cujas funções encontram-se

associadas na modulação da sinalização intracelular, uma vez que elas desfosforilam

receptores e proteínas quinases. As fosfatases podem ser classificadas em duas principais

famílias, as proteínas Ser/Thr fosfatases e proteínas tirosina fosfatases, ambas possuem

estratégias diferentes para desfosforilar uma proteína (ZHANG et al., 2002).  A ampla

diversidade das PTPs sugerem que cada tipo é responsável por um mecanismo específico

na sinalização. Ao contrário dos RTKs (Receptor Tirosina Kinase) que exigem a

dimerização do receptor para serem ativados, a dimerização dos domínios PTPs inibe a

atividade catalítica em alguns casos. Algumas PTPs como LAR e PTP1B possuem ação

promissora no tratamento do diabetes, por apresentarem capacidade de desfosforilar o

receptor da insulina (NYSTROM; QUON, 1999; CHENG et al., 2002).

A atividade da PI-3K (fosfatidili nositol -3 kinase) está relacionada principalmente com

o transporte de glicose (RONDINOME et al., 1997) e com a síntese de glicogênio, não

interferindo com a ação da insulina na formação da RasGTP (MAASSEN; OWENS, 1997).

Composta por uma subunidade regulatória (85 kDa) e uma catalítica (110 kDa), esta

proteína fosforila a posição 3 do anel inositol em inositóis fosfolípides, resultando em

aumento nas concentrações de fosfatidili nositol 3, 4, 5- trifosfato (PtdIns (3,4,5)P3), que

regulam a atividade da proteína kinase B (PKB ou Akt) (ALESSI; DOWNES, 1998).
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A Akt é uma proteína multimérica presente em vários tipos celulares, que possui

capacidade de se associar com várias proteínas, resultando em diferentes respostas

biológicas.  Estudos recentes têm demonstrado ação da Akt na translocação de GLUT-4,

síntese de glicogênio, glicólise, síntese protéica e apoptose (COFFER et al., 1996).

O transportador de glicose GLUT-4 (Glucose Transporter-4) é o principal responsável

pela entrada da glicose nas células do tecido muscular e adiposo. Localizado em vesículas

intracelulares, seu transporte para a membrana da célula é ativado pela cascata de

sinalização celular descrito acima. A expressão reduzida da proteína GLUT-4, está

intimamente envolvida com resistência à insulina em indivíduos diabéticos do tipo II

(ALZAID, 1996). A insulina possui a capacidade de restaurar a expressão de GLUT-4, mas

não a longo prazo. GLUT-4 pode ser expresso em maior quantidade através do exercício,

um mecanismo diferente daquele induzido pela insulina. A atividade contrátil do músculo

e, consequentemente, a necessidade de entrada de glicose para o tecido, é mediada pelo

GLUT- 4 (STEPHENS; PILCH, 1995).

As MAP kinases ou ERKs (Extracellular signal-regulated kinases) estão relacionadas

com regulação de diversas proteínas como, por exemplo, fatores transcricionais (c-Jun,

SAP-1, Elk-1, c-Myc), proteínas quinases, proteínas do citoesqueleto (microtubule-

associated proteins, tau) e fosfolipase A2 citosólica (HEI et al., 1995; DENHARDT, 1996).

Embora o papel biológico das ERKs não seja totalmente conhecido, em mioblastos, foi

verificado ação das ERK 1/2 associada à miogênese e diferenciação miogênica

(SARBASSOV; PETERSON, 1998)
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1.3 Sais de vanádio:

1.3.1 Histór ico:

O vanádio, elemento que possui número atômico 23 e peso atômico 50,9415, é

encontrado em baixas concentrações na crosta terrestre, sendo obtido comercialmente como

produto através dos processos de mineração de outros metais.  O nome “vanadium” foi uma

homenagem à deusa Vanadis, da mitologia grega, devido às várias cores formadas pelo

metal em soluções (MORINVILLE et al., 1998). O vanádio é encontrado como elemento

ultratraço, em concentrações fisiológicas de 10-10 a 10-9M, amplamente distribuído em

tecidos de mamíferos e outros animais (SHAVER et al., 1995). Sua ação no organismo

provavelmente está relacionada com o crescimento e o desenvolvimento do organismo

(HAMEL; DUCKWORTH, 1995). Pimenta-do-reino, endro, salsa, cogumelos, espinafre,

ostras, mexilhões, cereais, peixe e vinho são fontes de vanádio encontrados na dieta

(O’CONNELL, 2001).

No final dos anos 70, sabia-se que os compostos de vanádio eram potentes inibidores da

Na/K ATPase a concentrações próximas de mM, sendo, portanto, importantes para o estudo

da atividade de diversas enzimas e funções celulares (DUBYAK; KELINZELLER, 1980).

Na década de 80 e 90, o interesse nos compostos de vanádio aumentou, principalmente,

devido a sua ação insulino-mimética, em concentrações mais altas de µM e mM. Seus

efeitos conseguem normalizar a concentração de glicose sangüínea, restaurar a função

cardíaca e aumentar a lipogênese (HAMEL; DUCKWORTH, 1995). Interessantemente,

antes mesmo da descoberta da insulina e de seu uso clínico por Banting e Macleod (1921),

em 1899 já haviam estudos que mostravam a melhora da diabetes mellit us em humanos

após administração oral do vanadato de sódio (SAKURAI et al.,2002). Em 1979,  foi

demonstrado que os compostos de vanádio aumentavam o transporte e a oxidação de

glicose, bem como estimulavam a síntese de glicogênio em fígado e diafragma in vitro
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(TOLMAN et al., 1979). Em 1985, Heyliger et al. verificaram redução da  glicemia em

ratos diabéticos tratados com vanadato (HEYLIGER et al., 1985). Em tecido adiposo, foi

encontrado que o vanadato ativa lipogênese, inibe a lipólise e aumenta a liberação da

lipoproteína lipase (UEKI; SERA; TANAKA, 1989). CAM et al. (2000) resumem vários

estudos sobre o efeito do vanádio em modelos de animais com diabetes tipo I e II ,

demonstrando aumento do transporte de glicose e síntese de glicogênio em músculo e

redução da lipólise e aumento da lipogênese em tecido adiposo. Foi demonstrado que os

efeitos semelhantes aos da insulina são potencializados ao se adicionar o peróxido de

hidrogênio aos compostos de vanádio (KADOTA et al., 1987; TSIANI; FANTUS, 1997;

FOOT et al., 1992).

CLARK et al. (1985) demonstraram que o vanádio altera o metabolismo de glicose de

modo semelhante ao da insulina em músculo. O vanádio aumenta a entrada de glicose,

síntese de glicogênio e glicólise em ampli tude menor que à da insulina, mas sua ação é

maior ao produzir lactato e oxidar glicose. Ao contrário da insulina, não houve modificação

na síntese ou degradação protéica pelo vanadato (CLARK et al., 1985).

SAKURAI et al. (2002) verificaram , in vitro, atividade do íon vanadil em aumentar

a captação de glicose e suprimir a liberação de ácidos graxos livres em adipócitos. In vivo,

foi realizada administração oral dos complexos VO(O4) e VO(S2N2) e observado retorno da

glicemia aos níveis normais em ratos diabéticos induzidos por estreptozotocina (SAKURAI

et al., 2002).

1.3.2 Propr iedades químicas e bioquímicas:

O vanádio é um elemento com alto potencial redox, característica esta que permite a

formação tanto de complexos aniônicos quanto catiônicos, dependendo da variação do pH.

Os estados de oxidação encontrados in vivo, V(+4) e V(+5), co-existem em equilíbrio e são

reguladas pela tensão do oxigênio, acidez e presença de agentes redutores como, por

exemplo, ascorbato, glutationa e catecolaminas (THOMPSON; ORVIG, 2001).
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Em condições fisiológicas, a forma predominante é a aniônica (+5), denominada

ortovanadato (H2VO4
-), que possui estrutura semelhante ao grupo fosfato. A forma

catiônica (+4), vanadil (VO+2),  é encontrada em ambientes redutores intracelulares e sua

estrutura assemelha-se ao Mg2+ (BRICHARD; HENQUIN, 1995). Entretanto,  o equilíbrio

entre estas duas formas, a conversão entre elas no meio intracelular ainda são focos de

estudo a serem elucidados (CAM et al., 2000). Interessantemente, o estado de oxidação

destes compostos parece ser fundamental nas diferentes respostas biológicas de cada um

(EVANGELOU, 2002). Os compostos de vanádio peroxidados assumem formas

geométricas complexas (pentagonal bipiramidal ou octaédrica), características estruturais

que conferem capacidade de reação com diversos elementos químicos (MORINVILLE et

al., 1998).

1.3.3 Mecanismo de ação “ insulin-like” :

O mecanismo de ação dos compostos de vanádio ainda não foi totalmente esclarecido.

Embora alguns estudos tenham demonstrado ação dos sais de vanádio via ativação do

receptor tirosina quinase, vários estudos sugerem que a ação do vanádio não está envolvida

com o receptor da insulina (SHISHEVA; SHECHTER, 1992; D’ONOFRIO et al., 1993;

D’ONOFRIO et al., 1994). A maioria dos estudos apontam, como mecanismo de ação, a

inibição de proteínas tirosina fosfatases (PTPs), resultando em estimulação indireta da

fosforilação da tirosina (TSIANI; FANTUS, 1998; BEVAN et al.,1995; MCNEILL et al.,

1995; POSNER et al., 1994). Ainda não se tem dados e poucos são os modelos

experimentais que permitem estudar quais PTPs específicas são inibidas pelo vanádio.

Através da descrição da estrutura de PTPs, como por exemplo, a PTP1B,

BHATTACHARYYA et al. (2001) propõem estudos de modelagem molecular e difração

de raio-X para se investigar a atividade das PTPs.

A hipótese de inibidor de PTP é explicada pelo fato do vanádio atuar como competidor

do grupo fosfato impedindo assim, a reação enzimática. Interessantemente, a formação de
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compostos de vanádio peroxidados demonstrou ser 100 – 1000 vezes mais potente em

oxidar o domínio essencial da cisteína, que é aminoácido comum a todas PTPs

(BHATTACHARYYA ; TRACEY, 2001).

BAASS et al. (1995), encontraram atividade do ânion bisperoxo oxovanadato in vivo ao

aumentar o conteúdo de fosfotirosina do receptor tirosina kinase presente nos endossomos.

Além desta estimulação indireta, o vanadato (composto de vanádio) pode estimular,

diretamente, proteínas envolvidas na sinalização pós receptor de insulina e IRS (TSIANI;

FANTUS, 1997; BRICHARD; HEQUIN, 1995).

FANTUS et al. (1995) demonstraram a capacidade do vanadato em modular a ação da

insulina, em adipócitos, através do aumento da afinidade do receptor pela insulina. Foi

verificado que o tempo de ligação da insulina com o receptor não é alterado, entrentanto, o

tempo de ação da insulina aumentou significativamente na presença do vanadato. Estes

dados corroboram a hipótese de que os compostos de vanádio inibem PTPases, alterando a

relação da fosforilação e desfosforilação do receptor tirosina kinase. No entanto, esta

modulação não foi verificada em hepatócitos, indicando que os efeitos dos compostos de

vanádio variam de acordo com o tipo celular e a forma do vanádio (HAMEL;

DUCKWORTH, 1995).

O vanadato demonstrou ser capaz de reduzir a hiperglicemia e os níveis de insulina em

ratos obesos, além de reduzir a alta atividade de PTPases encontrada no fígado dos mesmos

(PUGAZHENTHI et al., 1995). Como um dos efeitos de maior importância dos sais de

vanádio, verificou-se a indução do transportador GLUT 4, do seu compartimento

intracelular para a superfície da célula, aumentando a captação de glicose (PÂQUET et al.,

1992). BRICHARD (1995) demonstrou que não há modificação no RNAm GLUT-4,

corroborando a hipótese de que o vanadato atue na translocação e/ou atividade intrínseca do

transportador de glicose. Este composto provou ser eficiente em modelos com diabetes tipo

II , sendo capaz de normalizar a concentração de glicose e de reduzir a hiperinsulinemia e os

níveis de triacilgliceróis no plasma (KHANDELWAL; PUGAZHENTHI, 1995).



 16 

1.3.4 Outros efeitos:

Sua ação na promoção da mitogênese e da proli feração celular está envolvida com

proteínas tirosina quinases específicas , sendo este efeito específico para apenas alguns

tipos celulares (WANG; SCOTT, 1995). As MAP (mitogen activated protein) kinases

(p42mapk ou ERK 1e p44mapk ou ERK 2) e ribossomal S6 kinases (p70s6k e p90rsk),

relacionadas com a síntese de glicogênio e de proteína, também são ativadas na presença do

vanadato por via independente do receptor da insulina, provavelmente, por inibição de

PTPs específicas que são necessárias para a ativação da via ras-raf-MAPK (PANDEY;

CHIASSON; SRISVASTAVA; 1995).

O aumento na atividade de p42mapk e p44mapk  pelo composto de vanádio

(bis(maltolato)oxovanadium) na dose de 0,75 mg/mL na água de beber, foi demonstrado

por  HEI et al. (1995), em ratos diabéticos tratados a longo prazo (6 meses). Entretanto, o

estudo a curto prazo (2 meses), dose de 1mg/mL não demonstrou alterações nos níveis de

MAP kinases e de S6 kinases.

Estudos recentes demonstraram várias propriedades dos compostos de vanádio

relacionadas com o câncer como: modulação da atividade de enzimas xenobióticas, inibição

da síntese de DNA e RNA e geração de espécies reativas de oxigênio, interrupção do ciclo

celular e modulação do potencial metastático das células tumorais (EVANGELOU, 2002).

Ativação do NF-kB, fator nuclear de transcrição que regula a expressão de vários

genes responsáveis pela resposta imunitária e inflamatória e pela regulação do ciclo celular,

efeito este que pode ou não levar a célula a morte celular por apoptose, também tem sido

explorado por alguns estudos (EVANGELOU, 2002; THOMPSON, ORVIG, 2001).

1.3.5 Toxicidade:

Estudos em roedores foi demonstrado alguns efeitos tóxicos, como redução no consumo

de água e alimento, e diarréia (DOMINGO et al., 1995). Também foi verificado acúmulo
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do vanádio em diferentes órgãos, principalmente nos rins, o que poderia resultar em

toxicidade a longo prazo (HAMEL; DUCKWORTH, 1995). No entanto, a administração

destes agentes em concentrações pequenas, com aumento gradativo, mostrou ser suficiente

para evitar tais efeitos (TSIANI; FANTUS, 1997). Administração a longo prazo em ratos (1

ano) via oral não apresentou alterações a nível hematológico, hepático ou renal

(BRICHARD, HENQUIN, 1995). Estudos  recentes com compostos de vanádio orgânicos

demonstraram ser mais potentes e menos tóxicos (GOLDWASER et al., 2000; MCNEILL

et al., 1995).

CRUZ et al. (1995) demonstraram que o vanadato é citotóxico para algumas linhagens

de células tumorais (HTB14, MDAY-D2, EOMA), sem, entretanto, conhecer exatamente

seu mecanismo de ação. Estudos relacionados com proli feração celular sugerem que os

compostos de vanádio podem tanto induzir proli feração celular quanto a morte celular,

dependendo da concentração e do tempo de exposição, que atuam na atividade das MAP

kinases (CEROVAC et al., 1999).

GOLDFINE et al. (1995) realizaram estudos em humanos, por curto período de tempo,

com metavanadato de sódio e verificaram melhora na sensibilidade da insulina em

pacientes diabéticos tipo II e alguns do tipo I. Esta melhora foi relacionada principalmente

com o aumento da captação de glicose nos tecidos periféricos, visto que não houve

alteração na produção de glicose hepática. Exames laboratoriais não identificaram nenhuma

alteração no funcionamento de rins, fígado e tireóide. Os efeitos tóxicos reportados foram

alguns distúrbios gastrointestinais como vômito e diarréia (GOLDIFINE et al. 1995).

Embora o mecanismo de ação dos compostos de vanádio não esteja totalmente

esclarecido, sabe-se que seus efeitos semelhantes aos da insulina não seguem exatamente a

mesma via de sinalização da insulina. Sendo assim, os sais de vanádio podem ser

importantes agentes farmacológicos em doenças onde a ação da insulina não seja

satisfatória.
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1.3.6 Aplicação clínica:

Ainda não existem informações suficientes para util ização de doses farmacológicas

na diabetes. Estudos procuram desenvolver compostos de vanádio que possam melhorar sua

absorção e reduzir seus efeitos tóxicos (O’ CONNELL, 2001).
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2 OBJETIVOS:

Este trabalho objetiva investigar se a administração in vivo de ortovanadato de sódio

e sulfato de vanadil , ambos peroxidados, em ratos diabetizados por estreptozotocina reduz a

glicemia e se as proteínas intracelulares IR-β, Akt e ERK1/2 estão envolvidas neste processo.
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3 MATERIAL E MÉTODOS:

3.1 ANIMAIS

Foram utilizados ratos machos da linhagem Wistar pesando aproximadamente 200 g,

obtidos do Biotério do Setor de Ciências Biológicas da UFPR. Os animais foram mantidos

em ciclo claro/escuro (12/12 horas), em ambiente com temperatura controlada de 22 ± 2 °C

com água e ração livres.

3.2 MATERIAL

Anticorpos policlonais de coelho anti-subunidade β do receptor de insulina, anti-Akt

1/2 e de camundongo anti-PY(20) e p-ERK1/2  foram obtidos da Santa Cruz

Biotechnology. Anticorpos anti-IgG de coelho e de camundongo conjugados com a enzima

HRP ("Horseradish Peroxidase") e Substrato Quimiluminescente ULTRA SuperSignal

adquiridos da Pierce. A revelação dos filmes da técnica de “Imunoblotting”  foi realizada

no Hospital de Clínicas de Curitiba. Os demais compostos foram obtidos da Sigma.

3.3 PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS:

9 Indução do diabetes

Os ratos foram anestesiados com éter e injetados intravenosamente via peniana com

estreptozotocina (45 mg/kg) diluída em tampão citrato pH 4,5. Após 7 dias,

aproximadamente 0,2 mL de sangue foi retirado por corte longitudinal da cauda e a

glicemia mensurada por Kit GLICOSE PAP Liquiform da Labtest Diagnóstica (TRINDER,

1969; SACKS et al, 2002). Todos os animais apresentaram glicemia acima de 300 mg/dL,

confirmando a instalação da diabetes.
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9 Preparo dos sais de vanádio

O sulfato de vanadil e ortovanadato de sódio, ambos peroxidados, foram preparados

na concentração de 0,25 mM e administrados na água de beber dos ratos diabéticos. A

solução foi trocada em dias alternados e armazenados em garrafas âmbar para evitar

degradação pela luz.

9 Determinação da glicemia

 A glicemia foi mensurada em dias alternados por método colorimétrico Kit

GLICOSE PAP Liquiform da Labtest Diagnóstica (TRINDER, 1969; SACKS et at., 2002)

até completar 8 dias de tratamento. Os animais foram anestesiados com éter e o sangue

coletado da cauda através de corte longitudinal.

9 Análise das proteínas do músculo sóleo

Após o 7° dia, os animais foram anestesiados intraperitonealmente com

pentobarbital sódico (50 mg/kg) e utili zados após a abolição dos reflexos das patas à dor. A

veia porta foi exposta por laparotomia mediana. Aproximadamente 50% dos animais de

cada grupo foi injetada na veia porta 0,5 mL de solução salina 0,9% e 50% restantes

contendo 1,5 U/kg de peso corpóreo de insulina regular (BioBRÁS U-100). Os músculos

sóleo foram retirados após 2 minutos da infusão com insulina na veia porta (CARVALHO

et al., 1996; SAAD et al., 1992), e congelados em nitrogênio líquido.

9 Quantificação protéica:

Os músculos congelados foram homogeneizados em tampão de lise  na proporção

1:7 com o auxílio de um homogeneizador Polit ron (25.000 rpm/min), centrifugados por 5

minutos a 13.000 rpm e o sobrenadante coletado. A quantificação protéica foi feita pelo

método de Bradford (BRADFORD, 1976). Este método utili za o corante Coomassie Blue

G 250 que se liga à proteína resultando em coloração azul, passível de ser detectada em

comprimento de onda de 450nm. A concentração da proteína da amostra desconhecia é
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calculada com base em uma curva padrão de uma proteína conhecida (Albumina Bovina

Sérica). Após a dosagem protéica as amostras foram diluídas em tampão laemmli 5X e

submetidas à eletroforese SDS-PAGE seguido por Imunoblotting (LAEMLI, 1970).

9 Eletroforese: método “ SDS-PAGE” (Dodecil de sulfato de sódio – eletroforese em gel

de poliacrilamida)

Quando submetidas a  um campo elétrico, as proteínas migram de acordo com vários

fatores, tais como peso molecular, carga,  formato e interação com outras moléculas

(proteínas e lipídios).

O método "SDS-PAGE" surgiu em 1960 descrito por Laemmli e desenvolvido para

que esta migração dependa unicamente do tamanho da proteína. O SDS (dodecil de sulfato

de sódio) é um poderoso detergente carregado negativamente que se liga a regiões

hidrofóbicas das proteínas. O complexo formado SDS-proteína distribui carga negativa

semelhante entre todas as proteínas (migrará para o pólo positivo do campo elétrico).

Portanto, a migração das proteínas no método "SDS-PAGE" depende unicamente dos seus

pesos moleculares.

9 Imunoblotting:

O método de Imunoblotting (ou "Western blotting") surgiu em 1979, descrito por

Towbin (TOWBIN, 1979). A idéia geral deste método é a identificação de proteínas

específicas pelo uso de anticorpos mono ou policlonais, incluindo a detecção, a quantidade

relativa e o peso molecular de proteínas, em uma mistura complexa. Após a separação das

proteínas em gel de poliacrilamida "SDS-PAGE", elas são transferidas para uma

membrana de nitrocelulose, onde se procederá o método. Como restarão regiões onde não

haverá proteínas na membrana, primeiro é necessário incubá-la em tampão de bloqueio,

evitando que anticorpos se liguem inespecificamente a estas regiões. Após bloqueada, a

membrana é, então, incubada em tampão de incubação contendo o anticorpo primário para

a proteína que se quer identificar. Para visualizar a interação antígeno-anticorpo é
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necessário um método de detecção; usualmente utili za-se um segundo anticorpo voltado

para o primeiro (anti-anticorpo) conjugado com uma enzima, a qual permitirá, pela adição

de um substrato cromogênico ou quimiluminescente, tal visualização.

Foram utilizados anticorpos policlonais para a subunidade β do receptor de insulina,

Akt 1/2, PY (20) e ERK1/2. O método de detecção foi feito pelo uso de um segundo

anticorpo conjugado com a enzima HRP (Horseradish peroxidase), a qual permite a

visualização através da adição de um substrato quimiluminescente, o luminol. As imagens

foram analisadas por densitometria pelo programa Scion Image.

9 Análise estatística:

Os dados forma expressos como média ± epm dos grupos experimentais e foram

submetidos à análise one way-ANOVA com pós teste de Tukey para um nível de

significância de p < 0,05.
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4 RESULT ADOS:
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Figura 1: Porcentagem da var iação da glicemia dos ratos diabéticos (D), diabéticos tratados
com sulfato de vanadil peroxidado (PSV) e diabéticos tratados com or tovanadato de sódio
peroxidado (POV). Os dados estão apresentados como média ±± er ro padrão da média de 8
animais do grupo D, 16 animais do grupo DPSV e 6 animais do grupo DPOV. * p << 0,05
quando comparado ao grupo D.

O tratamento dos ratos diabéticos com PSV ou POV promoveu redução da glicemia

em 20 e 40 % (figura 1), respectivamente no segundo dia de tratamento (p < 0,05). A

redução no 4º e 6º dia foi, aproximadamente, de 30% e 15% em ambos os grupos quando

comparados ao grupo sem tratamento (p < 0,05).
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Tabela 1: Ingestão de água (mL/d) e ração (g/d) dos grupos Controle (n = 5), Diabético (n =
5), Diabético tratado com sulfato de vanadil peroxidado (n = 8) e Diabético tratado com
ortovanadato de sódio peroxidado (n = 6). Os dados estão apresentados como média ±± er ro
padrão da média. * para p < 0,05 quando comparado ao grupo Controle;  # p < 0,05 quando
comparado ao diabético.

Consumo Controle Diabético DPSV DPOV

Água (mL/d) 37 ± 1,61 123 ± 10,09 * 52 ± 3,99# 58 ± 5,27#

Ração (g/d) 22 ± 0,75 36 ± 3,64 * 19,5 ±2,01 21,02 ± 2,33

O consumo de água e de ração de ratos diabéticos estavam elevados,

respectivamente, de 3,3 e 1,6 vezes maior quando comparados aos do grupo Controle

(tabela 1). Os grupos tratados com os dois compostos de vanádio peroxidados, por outro

lado, tiveram o consumo de ração similar ao do controle. Já o consumo de água diminuiu,

continuando maior que o do controle (p < 0,05), mas  duas vezes menor que os do grupo

diabético (p < 0,01).
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Figura 2: Expressão da IR-ββ no músculo sóleo de ratos controle (C), diabéticos (D), diabéticos
tratados com sulfato de vanadil peroxidado (PSV) e diabéticos tratados com or tovanadato de
sódio peroxidado (POV). Os dados estão apresentados como média ±± erro padrão da média
de unidades arbitrár ias.

A expressão da proteína IR-β no músculo sóleo dos ratos não foi diferente entre os

grupos (figura 2).
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 Figura 3: Fosfor ilação do resíduo tirosil de diferentes proteínas do músculo sóleo de ratos
controle (C),  ratos controle estimulados com Insulina (C + I ), diabéticos (D), diabéticos
estimulados com Insulina (D + I ), diabéticos tratados com sulfato de vanadil peroxidado
(DPSV), diabéticos tratados com sulfato de vanadil peroxidado e estimulados com Insulina
(DPSV + I ), diabéticos tratados com or tovanadato de sódio peroxidado (DPOV) e diabéticos
tratados com or tovanadato de sódio peroxidado e estimulados com Insulina (DPOV + I ).

Os dados da figura 3 demonstram diferentes proteínas fosforiladas no resíduo tirosil.

A proteína pp 95 apresenta alteração na fosforilação dos diferentes grupos analisados. Os

grupos DPSV + I, DPOV e DPOV + I apresentaram, aproximadamente, níveis de

fosforilação similares aos do grupo C + I. O grupo DPSV apresentou níveis semelhantes

aos do grupo D + I, cujo grau de fosforilação  foi 1,6 vezes maior quando comparado ao D.

pp 95
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Figura 4: Expressão da Akt do músculo sóleo de ratos controle (C), diabéticos (D), diabéticos
tratados com sulfato de vanadil peroxidado (PSV) e diabéticos tratados com or tovanadato de
sódio peroxidado (POV). Os dados estão apresentados como média ±± erro padrão da média
de unidades arbitrár ias.

A expressão da proteína Akt no músculo sóleo de ratos não foi diferente entre os

grupos.
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Figura 5: Fosfor ilação da ERK 1 no resíduo tirosil 204 no músculo sóleo de ratos controle (C)
[n = 5],  ratos controle estimulados com Insulina (C + I ) [n = 5], diabéticos (D) [n = 5],
diabéticos estimulados com Insulina (D + I ) [ n = 5 ], diabéticos tratados com sulfato de
vanadil peroxidado (DPSV) [ n = 11 ], diabéticos tratados com sulfato de vanadil peroxidado
e estimulados com Insulina (DPSV + I ) [n = 11], diabéticos tratados com or tovanadato de
sódio peroxidado (DPOV) [n = 3] e diabéticos tratados com or tovanadato de sódio
peroxidado (DPOV + I ) [n = 3].  Os dados estão apresentados como média ±± erro padrão da
média de unidades arbitrár ias. a quando comparado ao grupo C; b p < 0,05 quando
comparado ao grupo D + I ; c p < 0,05 quando comparado ao grupo DPOV.

Os dados da figura 5 representam a fosforilação da ERK 1 em unidades arbitrárias.

A injeção de insulina foi hábil em ativar a ERK 1 significativamente no grupo C (p < 0,05).

Nos animais do grupo D a ERK 1 estava reduzida em 50% e a presença de insulina elevou

sua ativação similar à do grupo C, contudo foi significativamente menor quando comparada

à do C + I. No grupo DPSV a ativação da ERK 1 foi similar à do C. A presença de insulina

p – ERK 1
p – ERK 2
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não modificou sua ativação. O DPOV também teve ativação similar à do C, contudo a

presença de insulina promoveu ativação significativa a qual foi similar à do C + I.
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Figura 6: Fosfor ilação da ERK 2 no resíduo tirosil 204 no músculo sóleo de ratos controle (C)
[n = 5],  ratos controle estimulados com Insulina (C + I ) [n = 5], diabéticos (D) [n = 5],
diabéticos estimulados com Insulina (D + I ) [n = 5], diabéticos tratados com sulfato de
vanadil peroxidado (DPSV) [n = 11], diabéticos tratados com sulfato de vanadil peroxidado e
estimulados com Insulina (DPSV + I ) [n = 11], diabéticos tratados com or tovanadato de sódio
peroxidado (DPOV) [n = 3] e diabéticos tratados com or tovanadato de sódio peroxidado
(DPOV + I ) [n = 3]. Os dados estão apresentados como média ±± er ro padrão da média de
unidades arbitrár ias. a p<0,05 quando comparado ao C. b  p < 0,05 quando comparado ao
seu respectivo grupo  sem insulina. c  p < 0,05 quando comparado ao grupo D. d
p<0,05 quando comparado ao D+I

A figura 6 mostra a fosforilação da ERK 2 em unidades arbitrárias. A presença de

insulina no grupo Controle (C+I) não alterou o grau de fosforilação da ERK 2 quando

comparado ao do grupo C. O diabetes (D) promoveu redução de 50% da fosforilação da

ERK 2 quando comparado ao grupo C. A presença de insulina no grupo diabético (D+I)

restabeleceu a fosforição aos níveis do grupo C. O tratamento da diabetes com sulfato de

vanadil peroxidado (DPSV) teve o mesmo efeito do grupo D+I. Por outro lado, o

tratamento com vanadato de sódio peroxidado não reverteu os efeito provocados pela
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diabetes, sendo similar o grau de fosforilação da ERK 2 à do grupo D. Interessantemente a

presença de insulina associada ao tratamento com PSV (DPSV+I) ou POV (DPOV+I) teve

efeito aditivo quanto a fosforilação da ERK 2 elevando-a em aproximadamente 25 %,

sendo estatisticamente diferente quando comparada ao grupo D+I.
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5 DISCUSSÃO

O vanádio é um elemento que pode ser encontrado em diferentes estados de

valência, característica esta que permite a existência de diferentes compostos de vanádio

com estruturas químicas complexas e propriedades fisiológicas variadas (SHECHTER et

al., 2003). Os estudos in vitro permitiram a avaliação dos diversos efeitos dos sais de

vanádio sobre o metabolismo de diferentes tipos celulares e tecidos (DUBYAK;

KLEINZELLER 1980; CLARK, 1985; CAREY, 1995; SHECHTER, 1980;

DUCKWORTH, 1988; JACKSON; 1988;  DEGANI, 1981; BOSCH, 1990).

Diferentes modelos de animais diabéticos tratados com ortovanadato de sódio e

sulfato de vanadil demonstraram redução da glicemia (KHANDELWAL;

PUGAZHENTHI, 1995; CAM et al., 1993; THOMPSON et al., 1993). No entanto, poucos

foram os estudos demonstrando a ação dos compostos de vanádio peroxidados in vivo.

SHISHEVA et al. (1993) demonstraram atividade anti-diabética do vanadato peroxidado

em ratos diabetizados por estreptozotocina via injeção intraperitonial (700 µg vanádio/kg

de p.c.) durante o período de 72 horas (SHISHEVA et al., 1993). Um segundo estudo

demonstrou ação do composto de vanádio peroxidado [VO(O2)2 1 – 10 phenantrhroline],

bpV(phen), via transdermal (BRAND; HAMEL, 1999). Os dados da figura 1 demonstram

redução da glicemia de ratos diabéticos tratados oralmente na água de beber com sulfato de

vanadil (0,25 mM) ou ortovanadato de sódio (0,25 mM), ambos peroxidados, utili zando

dose, aproximadamente, 15 vezes menor que a encontrada na literatura. A tendência em

retornar aos níveis glicêmicos iniciais no final do sexto dia pode ser explicado pelo fato da

dose ter sido mantida constante. Estudos crônicos com sulfato de vanadil iniciam o

tratamento com doses baixas, aumentando gradativamente a concentração ao longo dos dias

(DAI et al., 1994; CAM et al.,  1999). Estudos recentes verificaram atividade insulino-

mimética do vanádio em concentrações acima de 0,75 mg/mL por períodos a partir de 2
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semanas (CROS et al., 1992; CAM et al., 2000). No entanto, doses elevadas de vanádio

causam algumas alterações, como diarréia, o que resulta em desidratação e, em alguns

casos, morte de alguns animais (DOMINGO et al., 1995).

O modelo de diabetes induzido por estreptozotocina é amplamente utili zado e

apresenta sintomas como insulinopenia, hiperfagia e catabolismo (WEI et al., 2003). Os

dados da tabela 1 demonstram aumento do consumo de água e  de ração  do grupo D,

características estas que confirmam, juntamente com a hiperglicemia, o estado diabético

dos animais. Os grupos tratados com PSV ou POV apresentaram redução no consumo de

ração quando comparados ao grupo D, igualando-se a quantidades similares às do grupo C.

A ingestão de água também apresentou redução nos grupos tratados, entretanto, não chegou

a atingir os mesmos níveis de consumo do grupo C. Estas respostas também foram

encontradas em estudos que utili zaram diferentes sais de vanádio (metavanadato de sódio,

sulfato de vanadil ) administrados via oral e cronicamente (MALABU et al., 1994;

THOMPSON et al., 1993). MALABU et al. (1994) levantaram a hipótese de que o efeito

hipoglicemiante do vanadato seria, exclusivamente, devido à supressão da ingestão

alimentar. No entanto, esta hipótese foi refutada por estudos posteriores que utili zaram um

segundo grupo diabético não tratado que consumia a mesma quantidade de calorias que o

grupo diabético tratado (PAIR FED) (YUEN et al., 1997; CAM et al., 1999), além dos

vários estudos que demonstraram atividade do vanádio em diferentes tipos celulares (CAM

et al., 2000). WANG et al. (2001) propuseram um mecanismo de ação para explicar esta

redução na ingestão alimentar, ao constatar redução dos níveis do neuropeptídeo Y (NPY)

nas áreas do núcleo paraventricular e núcleo arqueado de ratos Zucker obesos (WANG et

al., 2001).

Mesmo com os vários estudos durante a última década, o mecanismo de ação

molecular do vanádio in vivo  ainda não foi completamente compreendido (MARZBAN;

McNEILL, 2002). Alguns estudos  demonstraram ação do vanádio em restaurar níveis

reduzidos  do RNAm e da expressão da proteína GLUT-4 em músculo esquelético e

cardíaco de ratos diabéticos (STROUT et al., 1990; KOPP et al., 1997; MOHAMMAD et



 34 

al., 2002). Níveis de RNAm de PEPCK e G-6-Pase também foram restaurados em fígado

de diferentes modelos de ratos diabéticos (BRICHARD et al., 1993; WANG et al., 1997;

MARZBAN et al., 2002) Em relação à expressão da proteína IR-β, os dados da figura 2

não apresentaram alteração nos níveis de expressão  da proteína quando comparados aos

grupos Controle e Diabetizados, após o tratamento  de ambos os compostos de vanádio por

sete dias. Embora os tratamentos não tenham apresentado alteração na expressão desta

proteína, sua ação possivelmente esteja atuando na fosforilação/desfosforilação de algumas

proteínas sinalizadoras. A figura 3 corrobora esta hipótese juntamente com alguns estudos

in vitro que encontraram ativação da subunidade β do receptor da insulina estimulada por

sais e compostos de vanádio peroxidados (FANTUS et al., 1994; BAND et al., 1997). Um

dos possíveis mecanismos de ação do vanádio é via inibição de PTPs. Enquanto o vanádio

apresenta esta ação de inibir PTPs, atuando como análago do fosfato, os compostos de

vanádio peroxidados atuam, diretamente, oxidando o resíduo catalítico cisteína de PTPs,

como demonstado com a proteína PTP-1B (HUYER et al., 1997). A PTP-1B, juntamente

com outras PTPs como, por exemplo, rPTP-α (receptor protein tyrosine phosphatase-α),

LAR (leucocyte-antigen related tyrosine phosphatase) e SHP2 (SH2-domain-containing

phosphotyrosine phosphatase), está relacionada na modulação da cascata de sinalização da

insulina. Estudos in vitro e knockout in vivo constataram o papel da PTP-1B como

importante modulador da sensibil idade à insulina e do metabolismo energético (CHENG et

al., 2002).

A proteína Akt vem sendo estudada extensivamente por modular diversas atividades

biológicas de diferentes tipos celulares, como translocação de GLUT-4, síntese de

glicogênio, glicólise, síntese protéica e ciclo celular (COFFER et al., 1998). Estudos

recentes têm associado ativação da Akt com sua redução da mobili dade em gel SDS-PAGE

(ANDJELKOVIC et al.,1996; KOHN et al.). WIJKANDER et al.(1997) demonstraram

ação do vanadato e vanadato peroxidado em ativar Akt em adipócitos incubados de ratos

(WIJKANDER et al., 1997). Alguns estudos relacionaram a redução da ativação da Akt
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com resistência à insulina (CARVALHO et al., 2000), fato este que coloca a Akt como

importante modulador da sinalização da insulina. No entanto, os dados da figura 4 indicam

que não houve alteração na expressão da Akt entre os grupos, nem na mobil idade da mesma

em gel de eletroforese.  Explicamos esta divergência na literatura por: (i) nossos

experimentos foram realizados in vivo; (ii) os tecidos-alvo estudados são diferentes

(músculo sóleo) e; (iii ) as diferentes doses utili zadas. Portanto, a redução da glicemia, do

consumo de água e ração relatados neste trabalho, não podem ser explicados via ativação

da Akt. Uma outra possível explicação seria a ação direta do vanádio sobre o transportador

GLUT-4, visto que alguns estudos reportaram aumento da expressão de GLUT-4 em

músculo cardíaco e esquelético  de ratos diabetizados por estreptozotocina (KOPP et al.,

1997; STROUT et al., 1990) e, aumento da atividade intrínseca dos transportadores de

glicose do músculo (KRISTIANSEN et al., 1996).

As ERKs fazem parte da família das MAPKs, proteínas envolvidas com mitogênese,

diferenciação celular, regulação metabólica, crescimento celular, organização do

citoesqueleto, transporte vesicular, apoptose, resposta a estresse (DENHARDT, 1996). Na

última década, vários estudos, in vitro, em diferentes linhagens celulares reportaram ação

dos sais de vanádio e compostos de vanádio peroxidados na ativação de MAPKs

(THÉBERGE et al., 2003; CEROVAC et al., 1999; KRADY et al., 1997; HEI et al., 1998;

PANDEY et al., 1995). Foi relatado ativação diferenciada de ERK 1 e ERK 2

(SARBASSOV et al., 1997). Nossos dados corroboram estes achados onde a ERK 1 teve

ativivação somente nos animais diabéticos tratados com ortovanadato de sódio peroxidado

co-estimulado com  Insulina (figura 5). ZHOU et al. (1993) e HEI et al. (1993) foram os

primeiros a demonstrar ativação de MAPKs em músculo esquelético estimulado pela

insulina, constatando uma das dificuldades, que era a alta taxa de fosforilação basal de

ERKs encontradas no músculo. Este achado explica o dado encontrado neste trabalho onde

a presença de insulina não foi capaz de alterar o grau de fosforilação de ERK2 no grupo

controle (C+I) pois esta  já se encontrava elevada. Os níveis de fosforilação da ERK 2, que

apresentaram-se reduzidos em 50% no grupo diabético, retornaram aos níveis dos animais
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controle quando tratado com PSV. Interessantemente, quando houve estímulo com insulina,

para ambos os grupos tratados com sais de vanádio peroxidados, ocorreu efeito aditivo

entre insulina e vanádio (figura 6), efeito encontrado em estudos in vitro (POSNER et al.,

1994). Estes dados corroboram a hipótese de que o vanádio atue aumentando a

sensibili dade da insulina endógena circulante, provavelmente por uma via de sinalização

alternativa  (CAM et al., 2000).

A diabetes apresenta diversas alterações metabólicas devido a sinalização

inadequada da insulina. Estudo recente em músculo esquelético de ratos diabetizados por

estreptozotocina, demonstrou alterações na expressão de diferentes genes envolvidos com

metabolismo energético, regulação transcricional e transporte de vesículas. Alguns genes

apresentaram aumento da expressão da fatty acid transporter type 1, hormônio lipase

sensível, fatty acid binding protein 3(envolvidas com β oxidação de ácidos graxos),

ubiquitin-conjugating enzyme E2D2 e ubiquitina proteín ligase (envolvidas com

proteólise). Outros apresentaram redução da expressão: GLUT-4, hexokinase II (envolvidas

com metabolismo de carboidratos), NADH-ubiquinona desidrogenase, citocromo c

oxidoredutase, citocromo c oxidase (envolvidas na cadeia transportadora de elétrons)

(YECHOOR et al., 2002). A atrofia do músculo esquelético é um fenômeno que, embora

seja encontrado em diferentes estados catabólicos como jejum, câncer, insuficiência renal e

diabetes, envolve um mesmo conjunto de genes (denominados atrogins) (LECKER et al.,

2004). Na maioria dos casos, este processo ocorre por supressão da síntese protéica e

elevação dos níveis de degradação protéica.

Portanto, a ativação de ERK 1 e 2 encontrada neste trabalho, pode estar modulando a

expressão das várias proteínas citadas acima, uma vez que ERKs atuam na ativação de

RSKs (Ribossomal S6 Kinases) e de vários outros fatores transcricionais  nucleares como

c-Fos, c-Jun, c-Myc, CREB (DENHARDT, 1996; BLENIS, 1993). As ERKs também

atuam na sinalização de IGF-I e IGF-II, que tem papel na diferenciação miogênica e

proli feração celular (WILSON et al., 2003; SARBASSOV; PETERSON, 1998).
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6 CONCLUSÃO

Os nossos dados sugerem que a administração de ortovanadato de sódio e sulfato de

vanadil , ambos peroxidados e em concentrações de 0,25 mM, reduziram a glicemia, o alto

consumo de água e de ração encontrado em ratos diabéticos. Também apresentaram ação na

cascata de sinalização da insulina ao aumentarem a fosforilação de ERK 1/2 em músculo

sóleo. Interessantemente, os sais de vanádio peroxidados apresentaram efeito aditivo

juntamente com o estímulo insulínico.
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