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RESUMO

A insulina € um hormbnio que gresenta ag@o anabodlica em diferentes tipos celulares.
Deficiéncia na seaecd e/ou ma acd® deste hormonio resulta na diabetes mellitus, doenca
que aomete milhdes de pessoas no munto. A busca por novas drogas que duam na
melhoria do estado dabético tem sido foco de intensos estudcs, objetivando melhorar a
gualidade de vida dos individucs diabéticos. Este trabalho investigou a ago de dois
compaostos de vanadio (sulfato de vanadil e ortovanadato, ambos peroxidados), sobre a
glicemia esua sinalizac@® no musculo sdleo de ratos diabetizados com estreptozotocina (45
mg/kg). A administracé@ do sulfato de vanadil e ortovanadato peroxidados (0,25 mM) na
agua de beber pelo periodo de uma semana, promoveu reducdo do consumo de &gua e
racd, bem como reducéo significaiva da glicemia quando comparados a0 grupo dabético
sem tratamento (D). A expressio das proteinas IR-3 e Akt ndo foi diferente entre os grupos.
A ERK-1 apresentou grau de fosforilac@® significante maior no gupo controle estimulado
com insulina (C+l). Por outro lado, em todos os grupacs diabéticos sua fosforilac@® estava
reduzida, exceto naguele tratado com POV e estimulado com insulina, cujo gau de
fosforilacd® da ERK-1 foi similar a do gupo C+l. O grupo Diabético tratado com sulfato
de vanadil peroxidado apresentou riveis de fosforilac® da ERK-2 similares a do do gupo
Diabético estimulado com Insulina (D+l). Ambaos os grupos tratados com POV ou PSV e
estimulados com Insulina gresentaram aumento significativo no gau de fosforilacé® de,
aproximadamente, 25 % quando comparados a0 gupo D+l. Nosss dados mostram que a
administracBo dos compostos de vanadio peroxidados reduzem a glicemia em
aproximadamente 30% e asinalizac® intracdular em musculo sdleo pelo qual o vanadio
promove este fendbmeno é exeautado através de dgumas proteinas da via de sinalizac@® da

insuli na.
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ABSTRACT

Insulin is a hormone with anabali c eff ects on several cdlular types. Deficiency on seaetion and/or
on mechanism of its adion results in dabetes mellitus, a disease that threas millions of people’s
hedth world around. Recently, new drugs which has ssme adion ondiabetic state has been focus
of severa studies, always aiming a better quality of life. This dudy 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). Ord
administration d peroxides of vanadyl sulphate aad sodium orthovanadate (0.25 mM) for one
week treatment was able to decresse food intake and water consumption when compared to
diabetic group (D). Treatment also caused a significant reduction onglycemia when compared to
Diabetic group. IR- B and Akt expresson dd nad show any significant difference between the
groups. ERK-1 phospharilation was sgnificant higher in the control plus insulin group (C+l).
ERK-1 phaosphailation, in turn, was reduced in all diabetic groups, except in the one treated with
POV plus insulin, which presented ERK-1 phospharilation similar to C+l group. Diabetic rats
treaded with vanadyl sulphate have ERK-2 phosphailation similar to Diabetic group gus Insulin
(D+l). Both groups treaed with POV or PSY and stimulated with Insulin have an increased by
25% when compared with D+I. Our results show that administration d vanadium peroxides were
able to reduce glycemia aound 306. Also, intracdlular signalling which vanadium exerts its

eff ects is through some proteins of insulin pathway.
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1INTRODUCAO:

A insulina é um horménio capaz de indwzir respostas anabdlicas no figado, teddo
muscular e teddo adipaso, sendoimportante para ahomeostase de lipidios e caboidratos €,
consegquentemente, para o funcionamento do organismo. Além disso, a insulina regula
varios process fisiologicos em diferentes tipos celulares e teados como fluxo de ions,
cgptacd® de aminoaddos, expressio génica proliferac@® cdular, apopose, rearanjo do
citoesqueleto e regulac@® de enzimas celulares (MAASSEN; OWENS, 1997; MYERS;
WHITE, 1996).

Deficiéncia na seaec@® e/ou m acd® da insulina resulta, na doenca Diabetes mellitus
gue € caaderizada, principalmente, pela presenca de hiperglicemia. O Diabetes mellit us do
tipo Il (ndo dependente de insulind) é 0 mais comum e pode causar sérias complicagdes
cronicas no sistema circulatorio, excretorio e nervoso (GROSSet al., 2002.

Os compostos de vanadio fazem parte de um conjunto de novas drogas que passiem
grande potencia para o tratamento da diabetes (MOLLER, 2001, BAILEY, 200Q
EMILIEN et al., 1999).

1.1Diabetes méllitus:

Atualmente considerada adoencado séaulo XX, a diabetes é a4?causa principal de
mortes nos paises desenvolvidos e é onsiderada epidemia global que a@mete 140 milhdes
de pessoas no mundo, sendo 5% des< total ainda ndo dagnasticado. Estimativas indicam
gue este numero chegara a300 milhdes nos proximos 25 anos (World Hedth Organizaion
e International Diabetes Federation). Este aumento esta associado com alteragdes no estilo
de vida de modo geral, marcado principa mente pelo sedentarismo e obesidade (ZIMMET
et al.,, 2001). A palavra “diabetes’ vem do grego dabeneim e significa “fluir através’,
enquanto o termo “mellitus’, do latim, significa “doce”. Existem relatos da diabetes



mellitus ha mais de 2000 anos atras descrevendo sintomas detalhados desta doenca
(KAHN, 1994).

1.1.1 Classificacéao

A diabetes mellitus pode ser clasdficado, atuamente, em: | - Diabetes tipo I; Il -
Diabetestipo II; Il - Outrostipos espedficos; IV - Diabetes gestacional.
» Diabetestipol:

Inicialmente também conhedda como dabetes “juvenil”, a diabetes tipo |
ocorre devido a destruicéo das cdulas 3 por um process auto-imune (tipo A) ou pa
causa desconhedda (formaidiopética ou tipo B). Na forma auto-imune que éa mais
comum, ocorre um processo ce insulite e apresenca de auto-anticorpos (anti-
descarboxilase do acido dutamico, anti-ilhotas e anti-insulina), enquanto a forma
idiopatica @raderizase pela auséncia de insulite e de auto-anticorpos. O fato de
haver auséncia asoluta de insulina na diabetes tipo I, resulta em manifestagdes
clinicas evidentes, posshilitando rgpido dagndstico quando comparada @m a
diabetestipo Il (GROSSet al., 2002).

» Diabetestipoll:
A diabetes tipo Il € amais comum, correspondendo a 90% dos casos. Este tipo
ocorre devido a disturbios na ac® e seaecé@ da insulina. Anteriormente wnhecida
como dabetes da maturidade, par ser muito freqlente em individuos adma de 40
ancs, hge esta denominac& cau em desuso, devido a dta incidéncia de diabetes
tipo Il em individuos jovens. O diabetes tipo Il é uma doenca multifatorial, sendo
resultado de uma @mmbinagdo de genes (“diabetogenes’) e de fatores ambientais
(KAHN, C. R. et al., 1994). Devido a quantidades significaivas de insulina residual,

hiperglicemia ea cdoaddose no aganismo ndo sejam o acentuadas nos individuos



diabéticos do tipo I1, torna dificil o dagnostico precoce da doenca Por esta razéo, a
diabetes tipo Il causa complicages crénicas a nivel microvascular (retinopetias,
nefropatias) e maaovascular (doengas coronérias, doencas vasculares periféricas).
Neuropatias também ocorrem comumente, afetando nervos motores, sensoriais e
autondmicos (SIMA; SOGIMOTO, 199).

= Qutros tipos espedficos:
Ocorrem devido a: defeitos genéticos da funcéo da céula [3; defeitos genéticos na
acd dainsulina; doencado pancreas exocreno; enddcrinopetias; indugdo pa drogas
ou produos quimicos, infecg@es; e formas incomuns de diabetes imuno-mediado
(GROSSet al., 2002).

= Diabetes gestadondl:
Na diabetes gestadonal ocorre tolerancia diminuida as carboidratos, podendo esta

toleréncia persistir, oundo, apés o parto (GROSSet al., 2002).

1.1.2Etiologa:

O desenvavimento da diabetes ndo dependente de insulina resulta da combinacé® de
dois fatores principais. O fator genético, gque provavelmente envolva genes defeituosos
reladonados com a sinalizaggo da insulina efator ambiental reladonado ao sedentarismo,
tipo ce dieta, uso de drogas e outros (WHITE, 197).

A hiperglicemia em individuos diabéticos é explicada pelo aumento na producéo de
glicose pelo figado, seaec@® desrregulada de insulina e reducdo da catacé de glicose
pelosteados-alvo dainsulina (KRUSZY NSKA ; OLEFSKY, 1996).

Por ser doenca de origem multifatorial, a diologia do dabetes tipo Il ainda é foco de
intenso estudo. Alteragdes na expressdo de varios genes como IRS-1, glicogénio sintase,
UCP-3, GLUT-4, hexoqunase Il, PI-3K, MAPK, serina-treonina kinase e muitos outros,



foram constatados em individuos com diabetes tipo Il (SREEKUMAR et al., 2002, KHAN
et al., 199; RONDINONE et al.,1997; KROOK et al., 200Q. No entanto, nenhum surgiu
como principal causador da doenga, mais uma vez sugerindo o envalvimento de varios
fatores genéticos associados com fatores ambientais que resultam na diabetes.

Rande estabelecau a relac® entre os acidos graxos e o metabolismo da glicose,
demonstrando que aoxidagdo dcs &cidos graxos posali efeito inibitorio sobre a aividade
das sguintes enzimas: fosfofrutoquinase, hexogunase e ©@mplexo piruvato desidrogenase,
resultando em diminuicédo da oxidacdo da glicose (RANDLE, 1994. Portanto, a relagéo
entre niveis de glicose e lipidios, conhedda como Ciclo de Rande, é outro fator que
contribui para a ondi¢éo resisténcia periférica ainsulina(BERGMAN; ADER, 2000).

Além das proteina intracdulares envolvidas com a sindlizac@® da insulina, estudcs
recantes tém asociado a caisa da resisténcia ainsulina com alteragdes na expressdo de
algumas moléaulas como TNF-a, PPAR-y e metabaolismo de addaos graxos livres (ROITH,
ZICK, 2001)

1.1.3Terapias

Dieta e &ercicio fisico sdo hdbeis em mehorar a glicemia de individuos diabéticos,
sem, no entanto, restaurar completamente a ago dainsulina (ALZAID, 1996. Diferentes
farmams $o uili zados na dinica aé o momento:

= Sulfonil Ureas. atuam nas células 3 pancredticas, aumentando a seaecdo de insulina.

Alvo molecular: receptor sulfonilUrea - canal de K™ ATP-dependente.

» Tiazlidinedionas (TZDs): aumentam a sensibili dade dos tecidos a insulina. Alvo

moleaular: PPARY.

= Metaformina — biguanidas: atuam no figado e masculo, inibindo a liberacd® de

glicose hepatica eaumentando a sensibili dade periférica ainsulina. Alvo molecular:

desconheado.



» [nibidores de a-glicosidase (Acarbose): atuam no intestino, reduzindo a taxa de
absorgéo de caboidratos. Alvo molecular: a-gli cosidase.
(MOLLER, 2001 BAILEY, 2000; EMILIEN et al., 199)

Embora uma ceta quantidade de drogas com potencial anti-diabético estegja sendo
extensamente utili zadas, existem algumas limitagdes encontradas nas terapias atuais como:
(i) muitos padentes diabéticos tipo Il ndo apresentam controle da glicemia com o uso dcs
agentes citados adma; (ii) os agentes ndo reestabelecem o estado namal da sensibili dade a
insulina ou o funcionamento das células 3; (iii) o uso intenso dainsulina pode aumentar a
adiposidade e ggravar aresisténcia ainsulina (BAILEY, 2000).

O exercicio fisico aumenta acaptacé de glicose viatransocag@o de GLUT-4 através da
contracd® muscular, inclusive em individuos diabéticos. Entretanto, existem evidencias
recantes que sugerem diferentes vias de sindliza¢® entre a ontragé@® muscular e insulina.
O mecanismo de sindlizacd via mntracd® muscular, provavelmente esta envolvido com a
liberac@® de célcio, que por sua vez estaria divando a PKC, ou liberando fatores de
crescimento, ou ainda, ativando MAPKs, IJNKs e p38 (HAYASHI et al., 1997
WOJITASZEWSKI et al., 1999.

1.1.4Patologa:

A hiperglicemia, caracteristica principal de todos os tipas de diabetes, é responsavel
por vérias ateragdes metabdlicas que resultam em diversas compli cagdes vasculares como
cegueira, insuficiénciarenal e neuropatias (BROWNLEE, 2001).

Juntamente @m a glicemia, a didipidemia, hipertensdo e aimento de espédes
redivas de oxigénio sdo alguns dos fatores que dteram a fungéo endotelial e aumentam a
liberac@® de citocinas pro-inflamatérias (PLUTZKY et al., 2002). Estas condicbes

propiciam o aparedmento de doengas como trombose, responsavel por 80% das mortes de



individuos com diabetes mellitus, sendo 736 deste nimero devido a problemas
cadiovasculares (CARR, 2001).

A diabetes também é nhecida por apresentar estado caabdlico, resultado e
alteragdes na expressio de genes responsaveis pela sintese edegradac® protéica (LECKER
etal., 2004).

1.2Insulina:

1.2.1Estruturaeliberacao:

A insulina éuma proteina composta por duas cadeias peptidicas (cadeias A e B) que
estdo ligadas entre si por duas portes dissulfeto. A liberacdo da insulina € regulada,
primeiramente, pela entrada de gli cose nas cdulas (3 via transportador de glicose (GLUT-2)
(BELL et al., 199). O metabdismo da glicose dentro das cdulas libera fatores de
amplagem como o ATP, que inibem o efluxo de potasso das cdulas 3, via canais de K
sensiveis ao ATP (BOSCHERO et al., 1988 HENQUIN; MEISSNER, 1981). Como
resultado, ocorre adespdarizac® da clula possibilitando a entrada de ions cdcio, via
ativac® de anais de cdcio, provocando a exocitose dos granulos de insulina (POULI et
al.,1998. Atualmente sabe-se que este proces € um pouco mais complexo, mediado tanto
por fatores humorais quanto neurais. A glicose pode estar atuando para aliberacd® de
insulinavia (1) receptor putativo, andlogoao que liga ahormdnios e heurotransmissores, ou
(2) por um efeito mediado pelos produos do metabolismo da glicose (RUTTER, 2001).
Dentre outros mediadores independentes do canal Karp estéo as proteinas quinases A e C
(AIZAWA et al., 1998, AMPc fosfodiesterases (PDE), 5— AMP — adivated protein kinase
(HARDIE et al., 1998 da SILVAXAV IER et al., 2000 e proteinas quinases estimuladas
pela insulina, como proteina kinase B (PKB) ou p70 S6 kinase (RUTTER, 200QL;
LEIBIGER et al., 200, KHAN et al., 2001).



1.2.2 Terapia:
Descobertaem 1921, ainsulina éutili zada naterapia de caos como diabetes, cancer,

gueimaduras e injurias sveras (MARTINEZ-RIQUELME; ALLISON, 2003). Apresenta
acd nofigado, musculo e tecido adiposo via aivagdo doreceptor de insulina.  Utili zada
para todcs os casos de diabetes tipo | e, em algurs casos (30%), em individuos com
diabetestipo Il.

A bioteologia posshilitou avancos sgnificaivos na terapia wm insulina. O
primeiro andlogo da insulina sintetizada por engenharia genética, a insulina lispro, foi
aprovada e utilizada na dinica no ano e 1996 ncs Estados Unidos e na Europa
Comparativamente com a insulina regular, a lispro apresenta algumas vantagens como: (i)
acd mais rapida (~15 minutos apds a aministracd); (ii) pico de concentracd de insulina
menor; (iii) menores rea@es alérgicas. Outros avancos enfocam no modo dce administracé
da insulina, visando liberaggo de insulina similar a0 do pancreas de uma pessoa normal
(EMILIEN, 1999.

1.2.3Aca0 esinalizagdointracdular:

O horménio insulina promove asintese e armazenamento de caboidratos, lipidios e
proteinas além de inibir a quebra eliberac@® dos mesmos para a rrente sanglinea(figura
1) (SALTIEL; KAHN, 2001).



Figura 1: Esquema dos efeitos geraisdainsulina (SALT IEL; KAHN, 20Q1)

Aminoacidos Receptor de
Glicose insulina

O receotor da insulina faz parte da dasse de receptores que estimulam atividade da
proteina tirosina quinase, a qual provoca todo o poces de cascaa de fosforilac®. O
recetor € mmposto por duas subunidades a (locdizadas na porgéo extracdular e
resporsdveis pela ligac® da insulina a recetor) e duas 3 (encontradas na porc¢éo
intracdular e responsaveis pela aividade tirosina quinase).

Mecanismo de sinalizac@® da insulina esquematizado na figura 2: (1) o processo é
iniciado com a ligacdo da insulina & subunidades a do receptor que estdo locdizadas
inteiramente no exterior da clula; (2) auto fosforilacd cruzada em trés principais stios de
tirosina quinase (posi¢cdes 1146,1150 e 1151), localizados nas suburnidades 3 do receptor,
gue dteram a conformacga posshbilitando acesso ao ATP e substratos (WHITE, 197); (3)
0s substratos para receotor de insulina (IRS-1, -2, -3 e -4) fazem parte de uma familia de
proteinas que duam como mediadores entre receptor e moléalas snalizadoras,
funcionando como pataforma fornecedora de grupamentos fosfato; (4) fosforilacd®d de
vérias outras proteinas como a fosfatidili nositol-3-kinase (PI-3k), a fosfotirosina fosfatase
(PTP1D ou Syp) e aproteina aaptadora Grb2 (MAASSEN; OWENS, 1997). A via de

transducdo dosina € espedfica devido a dominios espedficos como SH2 (Src homology



region 2 e PTB (phasphotyrosine binding) que reconhecem residuos especificos de tirosina
fosforilados (BASS et al., 1999.

Figura 2: Esquema da cascata de sinalizacdo da insulina (SALTIEL; KAHN, 20Q1)

Glicose
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Expressao genica

1.2.4Proteinasintracdulares:

As proteinas da familia IRS sdo fundamentais no mecanismo de sinalizaca da insulina.
Estas proteinas passuem algumas caraderisticas em comum, como daminios PH (pledstrin
homology) e PTB (phosphayrosine binding) que sdo resporsaveis pela interacd com o
receptor da insulina e seqiéncia YXXM, conhedda pela ligaggo aos dominios SH2 (Src
homology region 2 na suburidade regulatéria p-85 da PI3K. Embora gresentem tais
semelhancgas, as proteinas IRS apresentam diferencas entre s, indicando que suas funcoes
nao sao exatamente as mesmas (NY STROM; QUON, 199). O IRS-1, substrato encontrado

em maior quantidade para o receptor de insuling, € uma proteina que posali pelo menos 22
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sitios tirosina edois dominios envolvidos com ainteragdo proteina-proteina. Estes sitios de
fosforilacé de tirosina diredonam a ligac@® de diversas proteinas que possiem dominio
SH2, incluindoa suburidade regulatéria de 85 kDa da PI-3K, a PTP1D (ou Syp), a proteina
adaptadora Grb2 e outras (MASSEN; OWENS, 1997). A proteina IRS-2 tem sido aportada
como principal responsavel pela divacd da PI-3K em individucs com diabetes ndo
dependente de insuling, visto que a IRS1 apresenta expressdo reduzida nestes casos
(RONDINONE, 1997). Outros estudos reladonam o papel da IRS-2 com a mitogénese e
crescimento das cdulas [3 pancreéicas, ouliberac® de insulina pelas mesmas (GOGG et
al., 200).

As fosfatases formam uma ampla familia de enzimas, cujas fungdes encontram-se
asociadas na modulagd® da sinalizagdo intracelular, uma vez que das desfosforilam
receptores e proteinas quinases. As fosfatases podem ser classificadas em duas principais
familias, as proteinas Ser/Thr fosfatases e proteinas tirosina fosfatases, ambas possuem
estratégias diferentes para desfosforilar uma proteina (ZHANG et al., 2002. A ampla
diversidade das PTPs sugerem que cada tipo é responsavel por um mecanismo especifico
na sinadizago. Ao contr&rio des RTKs (Receptor Tirosina Kinase) que eigem a
dimerizac® do receptor para serem ativados, a dimerizacd dos dominios PTPs inibe a
atividade cdalitica em algurs casos. Algumas PTPs como LAR e PTP1B possiem acé®
promisora no tratamento do diabetes, pa apresentarem capacidade de desfosforilar o
recgotor dainsulina (NY STROM; QUON, 1999 CHENG et al., 2002.

A atividade da PI-3K (fosfatidilinositol -3 kinase) esta reladonada principalmente mm
o transporte de glicose (RONDINOME et al., 197) e com a sintese de glicogénio, réo
interferindocom a a;éo dainsulina naformacé da RasGTP (MAASSEN; OWENS, 1997.
Composta por uma subunidade regulatéria (85 kDa) e uma cdalitica (110 kDa), esta
proteina fosforila a posicdo 3 do anel incsitol em inositéis fosfolipides, resultando em
aumento nas concentragdes de fosfatidili nositol 3, 4, 5 trifosfato (Ptdins (3,4,9P5), que
regulam a aividade da proteinakinase B (PKB ou Akt) (ALESS; DOWNES, 1998).
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A Akt é uma proteina multimérica presente em varios tipos cdulares, que posai
cgpaddade de se asciar com vdrias proteinas, resultando em diferentes respostas
biologicas. Estudos recentes tém demonstrado ac@ da Akt na translocacé® de GLUT-4,
sintese de glicogénio, dicdlise, sintese protéica e poptose (COFFER et al., 19%).

O transportador de glicose GLUT-4 (Glucose Transporter-4) € o principa responsavel
pela entrada da glicose nas cdulas do teddo muscular e aiposo. Locdizado em vesiculas
intracdulares, seu transporte para a membrana da céula é divado pela ascaa de
sindizac® celular descrito adma. A expressio reduzida da proteina GLUT-4, esta
intimamente envolvida com resisténcia a insulina em individucs diabéticos do tipo I
(ALZAID, 1996. A insulina possui a cgacidade de restaurar a expressio de GLUT-4, mas
ndo alongo prazo. GLUT-4 pock ser expresso em maior quantidade aravés do exercicio,
um mecanismo dferente daquele induzido pela insulina. A atividade contrétil do musculo
e, conseguentemente, a necessidade de entrada de glicose para o teddo, é mediada pelo
GLUT- 4 (STEPHENS; PILCH, 1995.

As MAP kinases ou ERKs (Extracdlular signal-regulated kinases) estéo reladonadas
com regulacdo de diversas proteinas como, por exemplo, fatores transcricionais (c-Jun,
SAP-1, ElIk-1, c-Myc), proteinas quinases, proteinas do citoesqueleto (microtubue-
asciated proteins, tau) e fosfolipase A, citosdlica (HEI et al., 1995, DENHARDT, 1996).
Embora o papel bioldégico das ERKs ndo segja totalmente wnheddo, em mioblastos, foi
verificado ac® das ERK 1/2 associada a miogénese e diferenciac® miogénica
(SARBASSOV; PETERSON, 1998
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1.3 Sais de vanadio:

1.3.1Historico:

O vanadio, elemento que posaui nimero atbmico 23 e peso atbmico 50,9115, é
encontrado em baixas concentragdes na aosta terrestre, sendo obtido comercialmente mmo
produo através dos processos de mineracé de outros metais. O nome “vanadium” foi uma
homenagem a deusa Vanadis, da mitologia grega, devido as vérias cores formadas pelo
metal em solugdes (MORINVILLE et al., 1999. O vanadio é encontrado como elemento
ultratragp, em concentragdes fisiologicas de 10™° a 10°M, amplamente distribuido em
teddos de mamiferos e outros animais (SHAVER et al., 1995. Sua a¢c® no organismo
provavelmente esta reladonada com o crescimento e o desenvolvimento do aganismo
(HAMEL; DUCKWORTH, 19%). Pimenta-do-reino, endro, salsa, cogumelos, espinafre,
ostras, mexilh@es, cereds, peixe e vinho sdo forntes de vanadio encontrados na dieta
(O'CONNELL, 2001).

No final dos anas 70, sabia-se que os compostos de vanadio eram patentes inibidores da
Na/K ATPase aconcentragdes proximas de mM, sendo, patanto, importantes para o estudo
da dividade de diversas enzimas e funces cdulares (DUBY AK; KELINZELLER, 1980).
Na décala de 80 e 90, o interes® nos compostos de vanadio aumentou, pincipamente,
devido a sua ac@® insulino-mimética, em concentragdes mais atas de uM e mM. Seus
efeitos conseguem normalizar a cncentracd® de glicose sanglineg restaurar a funcéo
cadiaca e amentar a lipogénese (HAMEL; DUCKWORTH, 1995. Interessantemente,
antes mesmo da descoberta da insulina ede seu uso clinico pa Banting e Madeod (1921,
em 1899 ja haviam estudos que mostravam a melhora da diabetes mellit us em humanaos
apGs administrac@® oral do vanadato de sddio (SAKURAI et al.,2002). Em 1979, foi
demonstrado gue os compostos de vanadio aumentavam o transporte e aoxidac® de

glicose, bem como estimulavam a sintese de glicogénio em figado e diafragma in vitro
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(TOLMAN et al., 1979. Em 1985, Heyliger et al. verificaram redugéo da glicemia em
ratos diabéticos tratados com vanadato (HEYLIGER et al., 1985. Em teddo adiposo, foi
encontrado que o vanadato ativa lipogénese, inibe alipdlise e aumenta aliberacdo da
lipoproteina lipase (UEKI; SERA; TANAKA, 1989). CAM et al. (2000 resumem Varios
estudos bre o efeito do vanadio em modelos de animais com diabetes tipo | e I,
demonstrando aumento do transporte de glicose e sintese de glicogénio em musculo e
reducéo da lipdise e aumento da lipogénese an teddo adiposo. Foi demonstrado que os
efeitos semelhantes aos da insulina séo padencializados ao se adicionar o peroxido de
hidrogénio aos compaostos de vanadio (KADOTA et al., 1987 TSIANI; FANTUS, 1997;
FOOT et al., 199).

CLARK et al. (1985) demonstraram que o vanadio atera o metabalismo de glicose de
modo semelhante ao da insulina em musculo. O vanadio aumenta a entrada de glicose,
sintese de glicogénio e glicdlise em amplitude menor que ada insulina, mas sia ago é
maior ao prodwzir lactato e oxidar glicose. Ao contrario dainsulina, néo hauve modificac@®
na sintese ou degradac@® protéicapelo vanadato (CLARK et al., 1985).

SAKURALI et al. (2002 verificaram , in vitro, atividade do ion vanadil em aumentar
a catacd de glicose esuprimir aliberag@® de &cidos graxos livres em adipdéceitos. I1n vivo,
foi redizada administrac&® oral dos complexos VO(O,4) e VO(S:N,) e observado retorno ca
glicemia aos niveis normais em ratos diabéticos induzidos por estreptozotocina (SAKU RAI
et al., 20@).

1.3.2Propriedades quimicas e bioquimicas:

O vanéadio é um elemento com alto paencial redox, caraderistica esta que permite a
formaca tanto de cmplexos anidnicos quanto catidnicos, dependendo da variacé do pH.
Os estados de oxidacé encontrados in vivo, V(+4) e V(+5), co-existem em equili brio e séo
reguladas pela tensdo do oxigénio, acidez e presenca de agentes redutores como, pa
exemplo, ascorbato, glutationa e céecolaminas (THOMPSON; ORVIG, 2001).
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Em condcdes fisioldgicas, a forma predominante é a anibnica (+5), denominada
ortovanadato (H,VO,), que posaui estrutura semelhante @ grupo fosfato. A forma
caionica (+4), vanadil (VO*?), é encontrada en ambientes redutores intracdulares e sua
estrutura asemelha-se @ Mg?* (BRICHARD; HENQUIN, 1995. Entretanto, o equilibrio
entre estas duas formas, a mnversao entre das no meio intracelular ainda sdo focos de
estudo a serem elucidados (CAM et al., 2000). Interessantemente, 0 estado de oxidagéo
destes compostos parece ser fundamental nas diferentes respostas biologicas de cala um
(EVANGELOU, 2002. Os compostos de vanadio peroxidados assumem formas
geométricas complexas (pentagoral bipiramidal ou octaédrica), caraderisticas estruturais
gue mnferem cgpaddade de reagé com diversos elementos quimicos (MORINVILLE et
al., 1999.

1.3.3Mecanismo de agdo “insulin-like":

O mecaiismo de ago dos compostos de vanadio ainda néo foi totalmente esclareddo.
Embora dguns estudos tenham demonstrado acé® dos sis de vanadio via ativacd do
receptor tirosina quinase, varios estudos sugerem que a acé dovanédio néo esta envolvida
com o receptor da insulina (SHISHEVA; SHECHTER, 1992 D'ONOFRIO et al., 193;
D’ONOFRIO et al., 1991). A maioria dos estudos aportam, como mecanismo de ac®, a
inibicdo de proteinas tirosina fosfatases (PTPs), resultando em estimulac® indireta da
fosforilacd datirosina (TSIANI; FANTUS, 198; BEVAN et al.,1995 MCNEILL et al.,
1995 POSNER et al., 1994). Ainda ndo se tem dados e pouwcos $0 0s modelos
experimentais que permitem estudar quais PTPs espedficas 0 inibidas pelo vanadio.
Através da descricdo da estrutura de PTPs, como por exemplo, a PTPIB,
BHATTACHARYYA et al. (2001) propdem estudos de modelagem moleaular e difracé@®
deraio-X paraseinvestigar a atividade das PTPs.

A hipdtese de inibidor de PTP é explicada pelo fato do vanadio atuar como competidor

do gupo fosfato impedindo assm, a reac@® enzimatica Interessantemente, a formacéd de
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compostos de vanadio peroxidados demonstrou ser 100 — 1000 vezes mais potente an
oxidar o dominio esencial da dsteina, que é aminoacido comum a todas PTPs
(BHATTACHARYYA; TRACEY, 2001).

BAASSet al. (1995), encontraram atividade do énion kdsperoxo oxovanadato in vivo ao
aumentar o contetido de fosfotirosina do receptor tirosina kinase presente nos endaossomos.
Além desta estimulac&d indireta, o vanadato (composto de vanadio) pode estimular,
diretamente, proteinas envalvidas na sinalizacé pés receptor de insulina e IRS (TSIANI;
FANTUS, 1997 BRICHARD; HEQUIN, 19%).

FANTUS et al. (1995 demonstraram a cgpaddade do vanadato em moduar a ac@® da
insulina, em adipdcitos, através do aumento da dinidade do receptor pela insulina. Foi
verificado que o tempo e ligagé dainsulina mm o receotor ndo é dterado, entrentanto, o
tempo de ago da insulina aumentou significativamente na presenca do vanadato. Estes
dados corroboram a hip6tese de que os compostos de vanadio inibem PTPases, aterandoa
relacé® da fosforilac@® e desfosforilacd® do receptor tirosina kinase. No entanto, esta
modulacd® ndo foi verificada em hepatocitos, indicando e os efeitos dos compostos de
vanddio variam de aordo com o tipo cdular e a forma do vanddio (HAMEL,
DUCKWORTH, 1995.

O vanadato demonstrou ser cgpaz de reduzir a hiperglicemia eos niveis de insulina em
ratos obesos, além de reduzir a dta dividade de PTPases encontrada no figado das mesmos
(PUGAZHENTHI et al., 1995. Como um dos efeitos de maior importancia dos sais de
vanadio, werificouse a induwgdo do transportador GLUT 4, do seu compartimento
intracdular para asuperficie da céula, aumentandoa cataca de glicose (PAQUET et al.,
1992. BRICHARD (1995) demonstrou gte ndo ha modificagd no RNAm GLUT-4,
corrobarando a hipétese de que o vanadato atue na transloca@o e/ou atividade intrinseca do
transportador de glicose. Este ammposto provou ser eficiente em model os com diabetes tipo
II, sendocapazde normalizar a mncentracd de glicose e de reduzir a hiperinsulinemia eos
niveis de triadl glicer6is no dasma (KHANDELWAL ; PUGAZHENTHI, 1995.
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1.3.40utros efeitos:

Sua ac® nma promocdo da mitogénese e da proliferac® cdular esta envolvida mm
proteinas tirosina quinases espedficas , sendo este deito espedfico para genas agurs
tipos cdulares (WANG; SCOTT, 1995. As MAP (mitogen adivated protein) kinases
(p42™% ou ERK 1le p44™* ou ERK 2) e ribosomal S6 kinases (p70%* e p90d™),
reladonadas com a sintese de glicogénio e de proteina, também s&o ativadas na presenca do
vanadato por via independente do receptor da insulina, provavelmente, pa inibicéo de
PTPs especificas que sdo necessirias para a aivacd da via rasraf-MAPK (PANDEY;
CHIASSON; SRISVASTAVA; 1995.

O aumento ra dividade de p42™* e p4ad™  pelo composto de vanédio
(bis(maltolato)oxovanadium) na dose de 0,75 mg/mL na &ua de beber, foi demonstrado
por HEI et al. (1995), em ratos diabéticos tratados a longo pazo (6 meses). Entretanto, o
estudoa arto prazo (2 meses), dose de Img/mL ndo demonstrou alteragdes nos niveis de
MAP kinases e de S6 kinases.

Estudos recentes demonstraram vérias propriedades dos compostos de vanadio
reladonadas com o cancer como: modulacd da atividade de enzimas xenohiéticas, inibicéo
da sintese de DNA e RNA e geracé de espécies redivas de oxigénio, interrupcdo dociclo
cdular emodulacéd® dopatencia metastatico das cdulastumorais (EVANGELOU, 2002).

Ativac@® do NF-kB, fator nuclea de transcricdo que regula aexpressio de varios
genes responsaveis pela resposta imunitaria einflamatoria epela regulacé dociclo cdular,
efeito este que pock ou réo levar a cdula amorte cdular por apoptose, também tem sido
explorado por alguns estudos (EVANGELOU, 2002; THOMPSON, ORVIG, 200).

1.3.5Toxicidade:

Estudos em roedores foi demonstrado alguns efeitos toxicos, como reducdo noconsumo

de {ua e dimento, e diarréia (DOMINGO et al., 1995). Também foi verificado acimulo
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do vanddio em diferentes 6rgdos, principamente nos rins, o que poderia resultar em
toxicidade a longo pazo (HAMEL; DUCKWORTH, 195). No entanto, a alministracé
destes agentes em concentracdes pequenas, com aumento gradativo, mostrou ser suficiente
para evitar tais efeitos (TSIANI; FANTUS, 1997). Administracé® alongo pazo em ratos (1
ano) via oral ndo apresentou adteragdes a nivel hematoldgico, hepatico ou renal
(BRICHARD, HENQUIN, 19%). Estudos recentes com compostos de vanadio orgénicos
demonstraram ser mais patentes e menaos toxicos (GOLDWASER et al., 2000 MCNEILL
etal., 19%).

CRUZ et al. (1995) demonstraram gue o vanadato é citotdxico para dgumas linhagens
de céulas tumorais (HTB14, MDAY -D2, EOMA), sem, entretanto, conhecer exatamente
seu mecaiismo oe agd. Estudos reladonados com proliferacd cdular sugerem que o0s
compostos de vanadio padem tanto indwzir proliferac@® cdular quanto a morte cdular,
dependendo da ancentracé@® e do tempo B exposicédo, que duam na dividade das MAP
kinases (CEROVAC et al., 1999.

GOLDFINE et al. (1995 redizaram estudos em humanaos, pa curto periodo de tempo,
com metavanadato de sodio e verificaeam melhora na sensibilidade da insulina em
padentes diabéticos tipo Il e alguns dotipo |. Esta melhora foi reladonada principa mente
com o0 aumento da captac® de glicose nos tecidos periféricos, visto que ndo houwe
ateracd na producéo de glicose hepética Exames laboratoriais ndo identificaram nenhuma
aterac@® nofuncionamento de rins, figado e tiredide. Os efeitos toxicos reportados foram
algurs disturbios gastrointestinais como vomito e diarréia (GOLDIFINE et al. 1995).

Embora 0 mecanismo de ago dos compostos de vanddio ndo esteja totalmente
esclareddo, sabe-se que seus efeitos semelhantes aos da insulina ndo seguem exatamente a
mesma via de sindizac® da insulina. Sendo assm, os sis de vanadio padem ser
importantes agentes farmamldgicos em doengas onde a acé da insulina ndo seja
satisfatoria.



18

1.3.6Aplicacaoclinica:

Ainda ndo existem informagdes suficientes para utilizac@® de doses farmaooldgicas
na diabetes. Estudos procuram desenvolver compastos de vanadio que possam melhorar sua
absorcéo e reduzir seus efeitos toxicos (O CONNELL, 2001).
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20BJETIVOS:

Este trabalho ohjetivainvestigar se a @ministragéo in vivo de ortovanadato de sodio
e sulfato de vanadil, ambos peroxidados, em ratos diabetizados por estreptozotocina reduz a

glicemia ese & proteinas intracdulares IR-3, Akt e ERK1/2 estdo envalvidas neste proces.
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3MATERIAL E METODOS:

3.1ANIMAIS

Foram utilizados ratos machos da linhagem Wistar pesando aproximadamente 200 g,
ohtidos do Biotério do Setor de Ciéncias Bioldgicas da UFPR. Os animais foram mantidos
em ciclo claro/escuro (12/12 haas), em ambiente cm temperatura mntroladade 22+ 2 °C

com &gua eraca livres.

3.2MATERIAL

Anticorpas padliclonais de coelho anti-subunidade 3 do receptor de insulina, anti-Akt
1/2 e de amundago anti-PY(20) e p-ERK1/2 foram obtidos da Santa Cruz
Biotechndogy. Anticorpos anti-lgG de melho e de amundongo conjugados com a enzima
HRP ("Horseradish Peroxidase") e Substrato Quimiluminescente ULTRA SuperSignal
adquiridos da Pierce. A revelac® dos filmes da témica de “Imunoldotting” foi redizada

no Hospital de Clinicas de Curitiba. Os demais compaostos foram obtidos da Sigma.

3.3PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS:

v Indugdo b diabetes

Os ratos foram anestesiados com éter e injetados intravenosamente via peniana com
estreptozotocina (45 mg/kg) diluida en tampédo citrato pH 4,5. Apos 7 das,
aproximadamente 0,2 mL de sanguwe foi retirado pa corte longitudina da caida e a
glicemia mensurada por Kit GLICOSE PAP Liquiform da Labtest Diagnostica(TRINDER,
1969 SACKS et al, 2002). Todos os animais apresentaram glicemia aé¢ma de 300 mg/dL,
confirmando ainstalac@® da diabetes.
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v Preparo dos sais de vanadio

O sulfato de vanadil e ortovanadato de sddio, ambos peroxidados, foram preparados
na concentragdo de 0,25 mM e aministrados na &ua de beber dos ratos diabéticos. A
solugéo foi trocada em dias aternados e amazenados em garrafas ambar para evitar

degradacé pelaluz.

v' Determinacédo daglicemia

A dlicemia foi mensurada em dias aternados por método colorimétrico Kit
GLICOSE PAP Liguiform da Labtest Diagnéstica (TRINDER, 1969 SACKS et at., 2002
até ompletar 8 das de tratamento. Os animais foram anestesiados com éter e 0 sangue

coletado dacauda aravés de corte longitudinal.

v Andlise das proteinas do muscul o soleo

Apés o 7° dia, os animais foram anestesiados intraperitonedmente @m
pentobarbital sddico (50 mg/kg) e utili zados apés a abali cdo dcs reflexos das patas ador. A
vela porta foi exposta por laparotomia mediana. Aproximadamente 50% dos animais de
cada grupo foi injetada na veia porta 0,5 mL de solucéo salina 0,% e 50% restantes
contendo 15 U/kg de peso corpéreo de insulina regular (BioBRAS U-100). Os musculos
soleo foram retirados apGs 2 minutos da infusdo com insulina na veia porta (CARVALHO
etal., 19%; SAAD et al., 1992, e mngelados em nitrogénio liquido.

v Quartificacdo potéica:

Os musculos congelados foram homogeneizados em tampéo de lise na propor¢éo
1:7 com o auxilio de um homogeneizador Politron (25.000 rpm/min), centrifugados por 5
minutos a 13.000rpm e o sobrenadante wletado. A quantificac® protéica foi feita pelo
método ¢k Bradford (BRADFORD, 1976). Este método uiliza o corante Coomasse Blue
G 250 gie se liga aproteina resultando em colorac@® aaul, pasdvel de ser detectada em

comprimento de onda de 450nm. A concentracd da proteina da amostra desconheda é
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cdculada com base em uma curva padrdo de uma proteina wnhedda (Albumina Bovina
Sérica). Apbs a dosagem protéica & amostras foram diluidas em tampdo laemmli 5X e
submetidas a detroforese SDS-PAGE seguido pa Imunoblotting (LAEMLI, 1970).

v Eletroforese: método “ SDSPAGE” (Dodedl de sulfato de sddio — eletroforese em gel
de pdiacrilamida)

Quandosubmetidas a um campo elétrico, as proteinas migram de acordo com varios
fatores, tais como peso moleaular, carga, formato e interacd® com outras moléculas
(proteinas e lipidios).

O método "SDS-PAGE" surgiu em 1960 descrito pa Laemmli e desenvolvido para
gue esta migracé dependa unicamente do tamanho da proteina. O SDS (dodedl de sulfato
de so6dio) é um poderoso detergente caregado negativamente que se liga a regides
hidrofébicas das proteinas. O complexo formado SDS-proteina distribui carga negativa
semelhante entre todas as proteinas (migrara para o polo pasitivo do campo elétrico).
Portanto, a migracgdo das proteinas no método "SDS-PAGE" depende unicamente dos sus

pesos moleculares.

v" ImunoHotting:

O método ce Imunoblotting (ou "Western blotting") surgiu em 1979, akscrito por
Towbin (TOWBIN, 1979. A idéia geral deste método € a identificac® de proteinas
espedficas pelo uso de anticorpos mono au padliclonais, incluindo a detec@o, a quantidade
relativa eo peso moleaular de proteinas, em uma mistura complexa. Apés a separacd das
proteinas em gel de pdiaailamida "SDS-PAGE", elas s transferidas para uma
membrana de nitrocelulose, once se procedera o método. Como restaréo regides onde ndo
havera proteinas na membrana, primeiro € necessario incuba-la em tampdo de blogqueio,
evitando que anticorpos < liguem inespedficamente aestas regifes. Apés blogueala, a
membrana & entdo, incubada em tampdo de incubacgé contendo o anticorpo primério para

a proteina que se quer identificar. Para visudiza a interac@® antigeno-anticorpo é



23

necessrio um método e deteccd; usualmente utili za-se um segundo anticorpo vdtado
para o primeiro (anti-anticorpo) conjugado com uma ezima, a qual permitird, pela alicdo
de um substrato cromogénico ouquimiluminescente, tal visualizago.

Foram utilizados anticorpos padliclonais para asubunidade 3 do receotor de insulina,
Akt 1/2, PY (20) e ERK1/2. O método & deteccd foi feito pelo uso de um segundo
anticorpo conjugado com a enzima HRP (Horseradish peroxidase), a qual permite a
visualizacd através da alicéo de um substrato qumiluminescente, o luminol. As imagens

foram anali sadas por densitometria pelo programa Scion Image.

v' Andlise etatistica:
Os dados forma expressos como média £ epm dos grupos experimentais e foram
submetidos a andlise one way-ANOVA com pés teste de Tukey para um nivel de

significanciade p < 0,05.
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Figura 1 Porcentagem da variacdo da dicemia dos ratos diabéticos (D), diabéticos tratados
com sulfato de vanadil peroxidado (PSV) e diabéticos tratados com ortovanadato de sodio
peroxidado (POV). Os dados estdo goresentados como média + erro padréao da média de 8
animais do grupo D, 16 animais do grupo DPSV e 6 animais do grupo DPOV. * p < 0,05
guando compar ado ao grupo D.

O tratamento dcs ratos diabéticos com PSV ou POV promoveu reducéo da glicemia
em 20 e 40 % (figura 1), respedivamente no segundo dia de tratamento (p < 0,05. A
reducéo no 4° e 6° dia foi, aproximadamente, de 30% e 15% em ambaos os grupcs quando

comparadas ao grupo sem tratamento (p < 0,05).
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Tabela 1 Ingestdo de agua (mL/d) e racdo (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 sodio peroxidado (n = 6). Os dados estdo goresentados como média + erro
padr&o da média. * para p < 0,05quando comparado ao gupo Controle; * p < 0,05quando
comparado aodiabético.

Consumo Controle Diabético DPSV DPOV
Agua (mL/d) 37+161 123+10,09* 52+ 3,99" 58 + 5,27
Racédo (g/d) 22+0,75 36 +3,64* 19,5+2,01 21,02 +2,33

O consumo de gua e de ragdo de ratos diabéticos estavam eevados,
respedivamente, de 3,3 e 1,6 vezes maior quando comparados aos do grupo Controle
(tabela 1). Os grupos tratados com os dois compostos de vanadio peroxidados, por outro
lado, tiveram o consumo de ra¢é similar ao do controle. JA 0 consumo de &gua diminuiu,
continuando maior que o do controle (p < 0,05), mas duas vezes menar que 0s do gupo
diabético (p < 0,01.
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Figura 2 Expressioda | R-3 no musculo séleo de ratos controle (C), diabéticos (D), diabéticos
tratados com sulfato de vanadil peroxidado (PSV) e diabéticos tratados com ortovanadato de
sodio peroxidado (POV). Os dados estdo goresentados como média x erro padrao da média

deunidades ar bitrarias.

A expressio da proteina IR-3 no musculo soleo dcs ratos ndo foi diferente entre os

grupacs (figura 2).
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Figura 3 Fosforilacdo do residuo tirosil de diferentes proteinas do muasculo sdleo de ratos
controle (C), ratos controle estimulados com Insulina (C + 1), diabéticos (D), diabéticos
estimulados com Insulina (D + |), diabé&icos tratados com sulfato de vanadil peroxidado
(DPSV), diabéticos tratados com sulfato de vanadil peroxidado e estimulados com Insulina
(DPSV + 1), diabéticos tratados com ortovanadato de sddio peroxidado (DPOV) e diabéticos
tratados com ortovanadato de sodio peroxidado e estimulados com Insulina (DPOV + 1).

Os dados da figura 3 demonstram diferentes proteinas fosforil adas no residuo tirosil.
A proteina pp 95apresenta alterac@® na fosforilacd® dcs diferentes grupos analisados. Os
grupcs DPSY + |, DPOV e DPOV + | apresentaram, aproximadamente, niveis de
fosforilagé® similares aos do grupo C + |. O grupo DPSV apresentou riveis smelhantes

aosdo gupoD + 1, cujo grau defosforilag@ foi 1,6 vezes maior quando comparado ao D.
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Figura 4 Expressio da Akt do muasculo soleo de ratos controle (C), diabéticos (D), diabéticos
tratados com sulfato de vanadil peroxidado (PSV) e diabéticos tratados com ortovanadato de
sodio peroxidado (POV). Os dados estdo gpresentados como média x erro padrao da média
deunidades arbitrarias.

A expressio da proteina Akt no musculo sdleo de ratos ndo foi diferente entre os

grupcs.
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Figura 5 Fosforilacdo da ERK 1 noresiduo tirosil 204no musculo sdleo de ratos controle (C)
[n = 5], ratos controle estimulados com Insulina (C + 1) [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 etimulados com Insulina (DPSV + 1) [n = 11], diabéticos tratados com ortovanadato de
sodio peroxidado (DPOV) [n = 3] e diabéticos tratados com ortovanadato de sodio
peroxidado (DPOV + 1) [n = 3]. Os dados estdo gresentados como média £ erro padrao da
média de unidades arbitrérias. a quando comparado ao gupo C; b p < 0,05 quando
comparado ao gupo D + |; ¢ p < 0,05 quando comparado ao gupo DPOV.

Os dados da figura 5 representam a fosforilag@® da ERK 1 em unidades arbitrarias.
A injecé® deinsulinafoi habil em ativar aERK 1 significaivamente no gupo C (p < 0,05.
Nos animais do gupoD a ERK 1 estava reduzida em 50% e apresencade insulina elevou
sua divacd similar ado gupo C, contudofoi significaivamente menor quando comparada
adoC + 1. No gupo DPSV a divacd® daERK 1 foi similar ado C. A presencade insulina
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ndo modificou sua divacd®. O DPOV também teve aivagd® similar a do C, contudo a

presencade insulina promoveu ativagdo significaiva aqual foi similar ado C + 1.
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Figura 6. Fosforilacdo da ERK 2 noresiduo tirosil 204 no muasculo séleo de ratos controle (C)
[n = 5], ratos controle estimulados com Insulina (C + |) [n = 5], diabéticos (D) [n = 5],
diabéticos estimulados com Insulina (D + |) [n = 5], diabéticos tratados com sulfato de
vanadil peroxidado (DPSV) [n = 11], diabéticos tratados com sulfato de vanadil peroxidado e
estimulados com Insulina (DPSV + 1) [n = 11], diabéticos tratados com ortovanadato de sodio
peroxidado (DPOV) [n = 3] e diabéticos tratados com ortovanadato de sodio peroxidado
(DPOV + 1) [n = 3]. Os dados estdo goresentados como média * erro padrao da média de
unidades arbitréarias. ap<0,05quando comparado aoC. b p < 0,05quando comparado ao
seu respedivo gupo sem insulina. ¢ p < 0,05 quando comparado ao gupo D. d
p<0,05quando comparado aoD+l

A figura 6 mostra afosforilac@® da ERK 2 em unidades arbitrarias. A presenca de
insulina no grupo Controle (C+l) ndo alterou 0 gau de fosforilacd® da ERK 2 quando
comparado ao do gupo C. O diabetes (D) promoveu reducdo de 50% da fosforilacé® da
ERK 2 guando comparado ao grupo C. A presenca de insulina no grupo dabético (D+)
restabelecau a fosforicéo aos niveis do grupo C. O tratamento da diabetes com sulfato de
vanadil peroxidado (DPSV) teve o mesmo efeito do gupo D+l. Por outro lado, o

tratamento com vanadato de sodio peroxidado réo reverteu os efeito provocados pela
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diabetes, sendosimilar o grau de fosforilacd® da ERK 2 a do grupo D. Interessantemente a
presenca de insulina associada a tratamento com PSV (DPSV+l) ou POV (DPOV+l) teve
efeito aditivo quanto a fosforilac® da ERK 2 elevando-a em aproximadamente 25 %,

sendo estati sticamente diferente quando comparada a grupoD+l.
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5DISCUSSAO

O vanadio é um elemento que pode ser encontrado em diferentes estados de
valéncia, caracteristica esta que permite a eisténcia de diferentes compostos de vanadio
com estruturas quimicas complexas e propriedades fisioldgicas variadas (SHECHTER et
al., 2003. Os estudos in vitro permitiram a avdiacdo dos diversos efeitos dos sis de
vanddio sobre o metabolismo de diferentes tipos cdulares e teddos (DUBYAK;
KLEINZELLER 1980, CLARK, 1985 CAREY, 1995 SHECHTER, 1980,
DUCKWORTH, 1988 JACKSON; 1988, DEGANI, 1981 BOSCH, 1990Q.

Diferentes modelos de animais diabéticos tratados com ortovanadato de sodio e
sulfato de vanadil demonstraram reducd da glicemia (KHANDELWAL;
PUGAZHENTHI, 1995 CAM ¢t al., 1993, THOMPSON et al., 193). No entanto, poucos
foram os estudcs demonstrando a agd dcs compostos de vanadio peroxidados in vivo.
SHISHEVA et al. (1993 demonstraram atividade anti-diabética do vanadato peroxidado
em ratos diabetizados por estreptozotocina via injecé intraperitonial (700 pug vanédio/kg
de p.c) durante 0 periodo & 72 haas (SHISHEVA et al.,, 1993. Um segundo estudo
demonstrou acé do composto de vanadio peroxidado [VO(O,), 1 — 10 plenantrhroling],
bpV (phen), via transderma (BRAND; HAMEL, 1999). Os dados da figura 1 demonstram
reducdo da glicemia de ratos diabéticos tratados oralmente na agua de beber com sulfato de
vanadil (0,25 mM) ou atovanadato de sodio (0,25 mM), ambaos peroxidados, utilizando
dose, aproximadamente, 15 vezes menor que a encontrada na literatura. A tendéncia em
retornar aos niveis glicémicos iniciais no final do sexto da pode ser explicado pelo fato da
dose ter sido mantida mnstante. Estudos cronicos com sulfato de vanadil iniciam o
tratamento com dases baixas, aumentando gradativamente aconcentracéo ao longo s dias
(DAL et al., 1994 CAM et al., 1999. Estudos recentes verificaram atividade insulino-

mimética do vanadio em concentragdes adma de 0,75 mg/mL por periodcs a partir de 2
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semanas (CROS et al., 1992, CAM et al., 2000. No entanto, doses elevadas de vanadio
causam algumas alteragdes, como darréia, o que resulta em desidrata¢do e, em algurs
casos, morte de dguns animais (DOMINGO et al., 1995.

O modelo de diabetes indwzido pa estreptozotocina € amplamente utilizado e
apresenta sintomas como insulinopenia, hiperfagia e cébdismo (WEI et al., 2003). Os
dados da tabela 1 demonstram aumento do consumo de &ua e de racdo do grupo D,
caaderisticas estas que @nfirmam, juntamente cm a hiperglicemia, o estado dabético
dos animais. Os grupacs tratados com PSV ou POV apresentaram reducd no consumo de
racd® quando comparados ao grupo D, igualando-se aquantidades smilares as do gupoC.
A ingestdo de ggua também apresentou reducdo nacs grupcs tratadaos, entretanto, Nbo chegou
a dingir os mesmos niveis de omnsumo do gupo C. Estas respostas também foram
encontradas em estudaos que utili zaram diferentes sais de vanadio (metavanadato de sodio,
sulfato de vanadil) administrados via oral e aonicamente (MALABU et al., 1994
THOMPSON et al., 1998). MALABU et al. (1994) levantaram a hipotese de que o efeito
hipodicemiante do vanadato seria, exclusivamente, devido a supressdo da ingestdo
alimentar. No entanto, esta hipdtese foi refutada por estudos posteriores que utili zaram um
segundo gupo dabético ndo tratado que mnsumia amesma quantidade de alorias que o
grupo dabético tratado (PAIR FED) (YUEN et al., 1997 CAM et al., 1999, aém dos
véarios estudos que demonstraram atividade do vanadio em diferentes tipos celulares (CAM
et al.,, 20@M). WANG et al. (2001 propuseram um mecanismo de acé para explicar esta
reducéo naingestdo alimentar, ao constatar reducéo dos niveis do reuropeptideo Y (NPY)
nas areas do nicleo paraventricular e nlcleo arquealo de ratos Zucker obesos (WANG et
al., 200).

Mesmo com o0s véarios estudos durante a Ultima década, o mecaiismo de ago
moleaular do vanadio in vivo ainda ndo foi completamente compreendido (MARZBAN;
McNEILL, 2002. Algurs estudos demonstraram ac@® do vanadio em restaurar niveis
reduzidos do RNAmM e da expressio da proteina GLUT-4 em mulsculo esquelético e
cadiam de ratos diabéticos (STROUT et al., 1990 KOPP et al., 1997 MOHAMMAD et
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al., 2009. Niveis de RNAm de PEPCK e G-6-Pase também foram restaurados em figado
de diferentes modelos de ratos diabéticos (BRICHARD et al., 193; WANG et al., 1997
MARZBAN et al., 2002 Em relagdo a expressio da proteina IR-3, os dados da figura 2
nao apresentaram alteracd® nos niveis de expressdo da proteina quando comparados aos
grupcs Controle eDiabetizados, apds o tratamento de ambos os compastos de vanédio por
sete dias. Embora os tratamentos ndo tenham apresentado alterac@® na expressio desta
proteina, sua ac® possvelmente estgja auando rafosforilag@/desfosforilacd de dgumas
proteinas snalizadoras. A figura 3 corrobaa esta hipétese juntamente com algurs estudos
in vitro que encontraram ativacé da suburidade 3 do receotor da insuli na estimulada por
sais e mmpostos de vanadio peroxidados (FANTUS et al., 199; BAND €t al., 1997). Um
dos possveis mecanismos de ac@ dovanadio é via inibicdo de PTPs. Enquanto o vanadio
apresenta esta ac® de inibir PTPs, atuando como andlago b fosfato, as compostos de
vanadio peroxidados atuam, diretamente, oxidando oresiduo cadlitico cisteina de PTPs,
como demonstado com a proteina PTP-1B (HUYER et al., 1997. A PTP-1B, juntamente
com outras PTPs como, por exemplo, rPTP-a (receptor protein tyrosine phosphatase-a),
LAR (leucocyte-antigen related tyrosine phosphatase) e SHP2 (SH2-domain-containing
phosphayrosine phosphatase), esta reladonada na moduacio da cacata de sindlizac® da
insulina. Estudos in vitro e knockout in vivo constataram o papel da PTP-1B como
importante moduador da sensibilidade ainsulina e do metabalismo energético (CHENG et
al., 2002.

A proteina Akt vem sendo estudada extensivamente por modular diversas atividades
biolégicas de diferentes tipos cdulares, como translocacd de GLUT-4, sintese de
glicogénio, glicdlise, sintese protéica e tclo cdular (COFFER et al., 1999. Estudos
recentes tém asciado ativagdo da Akt com sua reducéo da mobili dade en gel SDS-PAGE
(ANDJELKOVIC et al.,1996, KOHN et al.). WIIKANDER et al.(1997 demonstraram
acd do \anadato e vanadato peroxidado em ativar Akt em adipdcitos incubados de ratos
(WIIKANDER et al., 197). Alguns estudos relacionaram a reducdo da divacéd da Akt
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com resisténcia ainsulina (CARVALHO et al., 2000), fato este que mloca a Akt como
importante moduador da sinalizac® dainsulina. No entanto, os dados dafigura 4 indicam
gue ndo houve dterac@ ma expressio da Akt entre os grupas, nem na mobilidade da mesma
em gel de detroforese. Explicamos esta divergéncia na literatura por: (i) NOS0s
experimentos foram redizados in vivo; (ii) os teddos-advo estudados sdo dferentes
(musculo soleo) € (iii) as diferentes doses utili zadas. Portanto, a reducéo da glicemia, do
consumo de gua eracd relatados neste trabalho, nBo podem ser explicados via divagdo
da Akt. Umaoutra posdvel explicacéo seria aacé dreta do vanadio sobre o transportador
GLUT-4, visto que algurs estudos reportaram aumento da expressio de GLUT-4 em
musculo cardiam e esquelético de ratos diabetizados por estreptozotocina (KOPP et al.,
1997 STROUT et al., 1990) e, aumento da aividade intrinseca dos transportadores de
glicose do musculo (KRISTIANSEN et al., 196).

As ERKs fazem parte da familia das MAPKs, proteinas envolvidas com mitogénese,
diferenciac@® cdular, reguacd® metabdica crescimento cdular, organizaggo do
citoesqueleto, transporte vesicular, apoptose, resposta a atrese (DENHARDT, 196). Na
Ultima década, varios estudos, in vitro, em diferentes linhagens cdulares reportaram acéo
dos sis de vanadio e mmpostos de vanadio peroxidados na divacggo de MAPKs
(THEBERGE et al., 2003 CEROVAC et al., 1999; KRADY et al., 1997; HEI et al., 1998,
PANDEY et al.,, 1995. Foi relatado ativagdo dferenciada de ERK 1 e ERK 2
(SARBASSOV et al., 1997). Nosws dados corrobaram estes achados onde aERK 1 teve
ativivacd somente nas animais diabéticos tratados com ortovanadato de sodio peroxidado
co-estimulado com Insulina (figura 5). ZHOU et al. (1993 e HEI et al. (1993) foram os
primeiros a demonstrar ativacédo de MAPKs em musculo esquelético estimulado pela
insulina, constatando uma das dificuldades, que ea aalta taxa de fosforilacd® basal de
ERK's encontradas no musculo. Este adado explica o dado encontrado reste trabalho onde
a presenca de insulina néo foi cgpaz de aterar o grau de fosforilacd® de ERK2 no grupo
controle (C+l) pois esta ja se encontrava devada. Os niveis de fosforilacd® da ERK 2, que

apresentaram-se reduzidos em 50% no grupo diabético, retornaram aos niveis dos animais
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controle quandotratado com PSV. Interessantemente, quando howe estimulo com insulina,
para ambaos 0s grupos tratados com sais de vanadio peroxidados, ocorreu efeito aditivo
entre insulina evanadio (figura 6), efeito encontrado em estudos in vitro (POSNER et al.,
1994). Estes dados corroboram a hipdtese de que o vanadio atue amentando a
sensibili dade da insulina enddégena drculante, provavelmente por uma via de sinalizacéo
aternativa (CAM et al., 2000).

A diabetes apresenta diversas dteragdes metabdlicas devido a sinalizago
inadequada da insulina. Estudo reaente em musculo esquelético de ratos diabetizados por
estreptozotocing, demonstrou alteragcdes na expressio de diferentes genes envolvidos com
metabolismo energético, regulacé transcricional e transporte de vesiculas. Alguns genes
apresentaram aumento da expressio da fatty acid transporter type 1, hamonio lipase
sensivd, fatty acid binding protein 3(envolvidas com [ oxidagcdo de acidos graxos),
ubiquitin-conjugating enzyme E2D2 e ubiquitina protein ligase (envolvidas com
protedlise). Outros apresentaram reducdo da expressio: GLUT-4, hexokinase Il (envolvidas
com metabolismo de caboidratos), NADH-ubiquinona dasidrogenase, citocromo c
oxidoredutase, citocromo ¢ oxidase (envolvidas na cadeia transportadara de détrons)
(YECHOOR et al., 2002. A atrofia do musculo esquelético é um fendmeno gue, embora
sgja encontrado em diferentes estados catabdlicos como jejum, céncer, insuficiénciarenal e
diabetes, envolve um mesmo conjunto de genes (denominados atrogins) (LECKER et al.,
2004). Na maioria dos casos, este process ocorre por supressio da sintese protéica e
elevac® das niveis de degradacéd protéica

Portanto, a @ivac@® de ERK 1 e 2 encontrada neste trabalho, poc estar modulandoa
expressio das vérias proteinas citadas adma, uma vez que ERKs atuam na divacd de
RSK's (Ribossomal S6 Kinases) e de véarios outros fatores transcricionais nucleaes como
c-Fos, c-Jdun, c-Myc, CREB (DENHARDT, 196; BLENIS, 1993). As ERKs também
atuam na sindlizac® de IGF-I e IGF-1l, que tem papel na diferenciacd® miogénica e
proliferacd cdular (WILSON et al., 2003 SARBASSOV; PETERSON, 199§.
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6 CONCLUSAO

Os nossos dados sugerem que a aministracd de ortovanadato de sodio e sulfato de
vanadil, ambos peroxidados e em concentracdes de 0,25 mM, reduziram a glicemia, o alto
consumo de gua ede racd encontrado em ratos diabéticos. Também apresentaram acéd na
cascaa de sinalizac® da insulina a aumentarem a fosforilac® de ERK 1/2 em musculo
soleo. Interessantemente, os sais de vanadio peroxidados apresentaram efeito aditivo

juntamente com o estimulo insulinico.
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