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RESUMO 

 
 
Neste trabalho observou-se a eficiência in vivo do tratamento de ratos 
diabéticos com drogas de vanádio na diminuição de lesões no sistema 
reprodutor masculino. Além de uma análise in vitro em adipócitos humanos 
através da avaliação dos efeitos destes compostos sobre proteínas importantes 
na sinalização da insulina. Para o estudo in vivo, foram utilizados 25 ratos 
Wistar machos com 70 dias de idade que foram submetidos a diversos 
tratamentos: grupo G1: animais diabéticos sem tratamento com insulina (n=5); 
G2:animais diabéticos tratados com insulina (n=5); grupo G3: animais 
diabéticos tratados com sulfato de vanadila(VOSO4)(n=5); grupo G4: animais 
diabéticos tratados com novo composto de vanádio (L02)(n=5) e grupo G5 
animais diabéticos tratados com novo composto de vanádio (V-BHED)(n=5). Os 
animais foram induzidos ao diabetes através da administração única de 
estreptozotocina. Após a confirmação do quadro de diabetes deu-se início aos 
tratamentos com duração de 60 dias. Ao final do período experimental os 
animais foram perfundidos para avaliação de alterações decorrentes do 
diabetes sobre alguns órgãos reprodutivos. Cada animal foi heparinizado e 
anestesiado por injeção intraperitoneal de quetamina associada à xilazina na 
mesma seringa. Posteriormente, foi realizada a coleta do sangue para 
dosagem de testosterona. Foram analisados parâmetros como: Pesos 
(corporal, testículos, epidídimos e vesícula seminal) e índice gonadossomático.  
Além disso, foi feita análise histológica do testículo com ênfase em células de 
Leydig e microtúbulos de células germinativas. Para o estudo in vitro, os 
adipócitos recolhidos a partir de seres humanos, com diabetes e sem diabetes, 
foram submetidos à avaliação de proteínas para análise de alterações na 
sinalização da insulina. E finalmente foram realizadas a eletroforese em gel e 
imunotransferência. Ambos os estudos apresentaram efeitos positivos dos 
compostos à base de vanádio em quase todos os parâmetros avaliados, 
principalmente a nova substância codificada como VBHED. 
 
 
Palavras-chave: Diabetes. Vanádio. Insulina. Adipócitos. Testículos. 
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ABSTRACT 

This study observed the in vivo efficacy of the treatment of diabetic rats with 
vanadium drugs in decrease in the number of lesions in the male reproductive 
system, as well as an in vitro analysis in human adipocytes by evaluating the 
effects of these compounds on proteins which are important in insulin signaling. 
For the in vivo study, 25 Wistar rats (Rattus norvegicus, var. albinus) 70-day-old 
were used and underwent various treatments: G1: diabetic animals without 
insulin treatment (n = 5); G2: diabetic rats treated with insulin (n = 5) ; G3: 
diabetic animals treated with vanadyl sulfate (VOSO4) (n = 5); Group G4: 
diabetic animals treated with new vanadium compound (L02) (n = 5) and group 
G5: diabetic animals treated with a new vanadium compound of vanadium (V-
BHED). The animals were induced to experimental diabetes by single 
administration of streptozotocin, after the confirmation of diabetes the 
treatments started, lasting 60 days. At the end of the experimental period, the 
animals were perfused to evaluate changes resulting from diabetes on some 
reproductive organs. Each animal was heparinized and anesthetized by 
intraperitoneal injection of ketamine associated with xylazine in the same 
syringe. Subsequently, a blood sample was collected for dosage of 
testosterone. Parameters were analyzed such as: body weight, weight of testis, 
epididymis, seminal vesicle, gonadosomatic index. Moreover, a histological 
analysis of testis with emphasis on Leydig cells and germ cell microtubules was 
made. For the in vitro study, human adipocytes were used. The adipocytes 
collected from humans with diabetes (TD2) and without diabetes were 
subjected to a protein evaluation for the analysis of changes in the activation 
and/or expression of signaling that may mediate the beneficial effects. Finally, 
the SDS-PAGE and immunoblotting were performed. Both studies showed the 
positive effects of vanadium-based compounds in almost all parameters, 
especially the VBHED compounds. 
 
 
Keywords: Diabetes. Vanadium. Insulin. Adipocytes. Testis. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Uma epidemia de Diabetes mellitus (DM) está em curso. Atualmente, 

estima-se que a população mundial com diabetes é da ordem de 382 milhões 

de pessoas e que deverá atingir 471 milhões em 2035. Cerca de 80% desses 

indivíduos com DM vivem em países em desenvolvimento, onde a epidemia 

tem maior intensidade, com crescente proporção de pessoas afetadas em 

grupos etários mais jovens, coexistindo com o problema que as doenças 

infecciosas ainda representam (SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 

2015). 

O DM é uma síndrome de etiologia múltipla, decorrente da falta de 

insulina e/ou da incapacidade da mesma de exercer adequadamente seus 

efeitos, resultando em resistência insulínica. Dessa forma, a enfermidade 

caracteriza-se pela presença de hiperglicemia crônica, frequentemente 

acompanhada de dislipidemia, hipertensão arterial e disfunção endotelial 

(SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2003). A hiperglicemia se 

manifesta por sintomas como poliúria, polidipsia, perda de peso, polifagia e 

visão turva ou por complicações agudas que podem levar a risco de vida.  

Embora alguns fármacos, com potencial antidiabético, estejam sendo 

extensamente utilizados, existem algumas limitações encontradas nas terapias 

atuais, como: (1) muitos pacientes diabéticos tipo II não apresentam controle 

da glicemia com o uso de alguns fármacos; (2) os agentes não reestabelecem 

o estado normal da sensibilidade à insulina ou o funcionamento das células 

beta; (3) o uso intenso da insulina pode aumentar a adiposidade e agravar a 

resistência à insulina (BAILE, 2000). 

A quantidade de defeitos na via de sinalização da insulina tem sido 

relatada em pacientes diabéticos do tipo II (BEESON, 2003). Terapias 

antidiabéticas atuais são geralmente seguras e eficazes, mas sofrem certas 

limitações. A insulina, por exemplo, requer a ação funcional do seu receptor, e 

terapias antidiabéticas orais não insulínicas adicionalmente exigem níveis 

mínimos endógenos de insulina. Como resultado dessas limitações, os 

pacientes com grave resistência à insulina, que inclui pacientes diabéticos, 

gravemente avançados, atualmente carecem de tratamento efetivo. Esta é uma 
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preocupação crescente, porque o número de pacientes com resistência à 

insulina grave está aumentando em relação direta com a atual epidemia global 

de diabetes (CASTRO, et al. 2014; VESTERGAARD, 2001).  

Novas abordagens terapêuticas são necessárias para tratar o diabetes 

de forma mais eficiente; dessa forma, estudos realizados nas últimas décadas 

foram revistos em detalhe, demonstrando que compostos à base de vanádio 

exercem vários efeitos insulino- miméticos e antidiabéticos, in vitro e in vivo 

(SRIVASTAVA, 2000; MEHDI, 2004). 

 

2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 DIABETES MELLITUS 

 

Diabetes é uma doença complexa e multifatorial, considerada um dos 

mais importantes problemas de saúde mundial e está associada com 

significativa mortalidade, morbidade e perda da qualidade de vida. É 

caracterizada por distúrbios no metabolismo de carboidratos, proteínas e 

lipídios, causados por absoluta ou relativa deficiência da secreção e/ou ação da 

insulina e que tem como aspecto fundamental a hiperglicemia (ISLAS-

ANDRADE, 2000; CONSENSO BRASILEIRO SOBRE DIABETES 2002; RAO, 

2003). 

 

2.1.1 Classificação etiológica 

 

A classificação atual do DM baseia-se na etiologia e não no tipo de 

tratamento, portanto, os termos "DM insulinodependente" e "DM 

insulinoindependente" devem ser eliminados dessa categoria classificatória. A 

classificação proposta pela Organização Mundial da Saúde (OMS) e pela 

Associação Americana de Diabetes (ADA) inclui quatro classes clínicas: DM 

tipo 1 (DM1), DM tipo 2 (DM2), outros tipos específicos de DM e DM 

gestacional (ALBERTI, 1999; AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 

2013;SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES,2015). 

Diabetes mellitus (DM) não é uma única doença, mas um grupo 

heterogêneo de distúrbios metabólicos que apresenta em comum a 
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hiperglicemia, a qual é o resultado de defeitos na ação da insulina, na secreção 

de insulina ou em ambas. As duas formas mais comuns de diabetes são 

diabetes Tipo 1 (produção diminuída de insulina) e diabetes do tipo 2 (resposta 

diminuída à insulina e disfunção de células β). Ambos levam à hiperglicemia, 

produção excessiva de urina, sede compensatória, o aumento da ingestão de 

líquidos, visão turva, perda de peso inexplicada, letargia e alterações no 

metabolismo energético e complicações agudas, que podem levar a risco de 

vida; a cetoacidose diabética e a síndrome hiperosmolar hiperglicêmica não 

cetótica. A hiperglicemia crônica está associada a danos, disfunção e falência 

de vários órgãos, especialmente olhos, rins, nervos, coração e vasos 

sanguíneos (LIN Y. , 2010). 

 

2.1.1.1 Diabetes Mellitus tipo 1  

 

O DM1, forma presente em 5% a 10% dos casos, é o resultado da 

destruição de células betapancreáticas, com consequente deficiência de 

insulina (American diabetes association, 2013 ), por um processo auto- imune 

(tipo A) ou por causa desconhecida (forma idiopática ou tipo B). Na forma 

autoimune que é a mais comum, ocorre um processo de insulite e a presença 

de autoanticorpos (antidescarboxilase do ácido glutâmico, anti-ilhotas e anti-

insulina) (GROSS et al., 2002). 

O DM1 idiopático corresponde à minoria dos casos e caracteriza-se pela 

ausência de marcadores de autoimunidade contra as células beta. Os 

indivíduos com essa forma de DM podem desenvolver cetoacidose e 

apresentam graus variáveis de deficiência de insulina (SOCIEDADE 

BRASILEIRA DE DIABETES, 2015). O fato de haver ausência absoluta de 

insulina na diabetes tipo1 ocorre manifestações clínicas evidentes, 

possibilitando rápido diagnóstico quando comparada com a diabetes tipo II 

(GROSS et al.,  2002). 

A evolução da doença não é aguda e sim um processo de autoagressão 

de evolução lenta que provavelmente se desenvolve durante anos numa fase 

pré-clinica. No período de manifestação da doença, com a presença de 

hiperglicemia e cetose, as células secretoras de insulina já estão em número 

muito diminuído ou praticamente ausente. A presença de infiltrado inflamatório 
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do tipo linfomononuclear e a ausência de células secretoras de insulina, as 

células beta, caracteriza o quatro histológico do diabetes tipo 1. O processo de 

insulite ocorre pela agressão imunológica mediada por células linfocitárias, 

macrófagos e células (NK) Natural Killer, sendo, portanto um processo 

dependente da imunidade celular (BALDA, C. A., 1999). 

 

2.1.1.2 Diabetes Mellitus tipo 2 

 

O DM2 é a forma presente em 90% a 95% dos casos e caracteriza-se 

por defeitos na ação e secreção da insulina. Em geral, ambos os defeitos estão 

presentes quando a hiperglicemia se manifesta, porém pode haver predomínio 

de um deles. A maioria dos pacientes com essa forma de DM apresenta 

sobrepeso ou obesidade, e cetoacidose raramente se desenvolve de modo 

espontâneo, ocorrendo apenas quando se associa a outras condições como 

infecções. O DM2 pode ocorrer em qualquer idade, mas geralmente é 

diagnosticado após os 40 anos. Os pacientes não dependem de insulina 

exógena para sobreviver, porém podem necessitar de tratamento com insulina 

para obter controle metabólico adequado. Diferentemente do DM1 autoimune, 

não há indicadores específicos para o DM2. Há, provavelmente, diferentes 

mecanismos que resultam nessa forma de DM, e com a identificação futura de 

processos patogênicos específicos ou defeitos genéticos, o numero de pessoas 

com essa forma de DM irá diminuir a custa de mudanças para uma 

classificação mais definitiva em outros tipos específicos de DM. (SOCIEDADE 

BRASILEIRA DE DIABETES, 2015). 

O diabetes está associado ao aumento da mortalidade e ao alto risco de 

desenvolvimento de complicações micro e macrovasculares, como também de 

neuropatias, cegueira, insuficiência renal e amputações de membros 

(GUYTON, 2002). 

No diabetes tipo 2 há uma redução da sensibilidade dos tecidos-alvos ao 

efeito da insulina. Essa sensibilidade diminuída à insulina é frequentemente 

descrita como resistência à insulina. Para superar a resistência à insulina e 

evitar o acúmulo de glicose no sangue, deve haver um aumento na quantidade 

de insulina secretada. Embora não se saiba o que causa o diabetes tipo 2, 

sabe-se que neste caso o fator hereditário tem uma importância bem maior do 



16 
 

que no diabetes tipo 1. Também existe uma conexão entre a obesidade e o 

diabetes tipo 2, embora a obesidade não leve necessariamente ao diabetes 

(COTRAN, 2000). 

 

2.1.1.3 Outros tipos específicos de diabetes mellitus 

 

Pertencem a essa classificação formas menos comuns de DM cujos 

defeitos ou processos causadores possam também ser identificados. A 

apresentação clínica desse grupo é bastante variada. Estão incluídos nessa 

categoria defeitos genéticos na função das células beta, defeitos genéticos na 

ação da insulina e doenças do pâncreas exócrino (SOCIEDADE BRASILEIRA 

DE DIABETES, 2015).  

 

2.1.1.4. Diabetes gestacional 

 

O diabetes gestacional é definido como a tolerância diminuída aos 

carboidratos, de graus variados de intensidade, diagnosticado pela primeira vez 

durante a gestação, podendo ou não persistir após o parto (THE EXPERT 

COMMITTEE ON THE DIAGNOSIS AND CLASSIFICATION OF DIABETES 

MELLITUS ,1997; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1999). Os fatores de 

risco associados ao diabetes gestacional são semelhantes aos descritos para o 

diabetes tipo 2, incluindo, ainda, idade superior a 25 anos, ganho excessivo de 

peso na gravidez atual, deposição central excessiva de gordura corporal, baixa 

estatura, crescimento fetal excessivo, polidrâmnio, hipertensão ou pré-

eclâmpsia na gravidez atual, antecedentes obstétricos de morte fetal ou 

neonatal(CAMPOS, 2002). 

 

2.1.2 Diabetes na reprodução do macho 

 

O diabetes pode interferir na reprodução do macho promovendo 

alterações vasculares e na espermatogênese. 

O processo espermatogênico quando segue um curso normal é regulado 

através de uma rede de interação endócrina, parácrina e autócrina que ocorre 

entre os diversos tipos celulares existentes. A espermatogênese é um processo 
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sincronizado que envolve mecanismos que compreendem o código genético 

das células germinativas e a sua comunicação com células somáticas 

presentes no testículo. No decorrer da espermatogênese, as células 

germinativas se movem da periferia para o lúmen do túbulo seminífero. Um 

corte transversal do túbulo seminífero mostra as espermatogônias localizadas 

na base do túbulo, espermatócitos no meio, e espermátides no ápice do 

epitélio, demonstrando a progressão do desenvolvimento de células imaturas 

às células germinativas maduras à medida que elas se movem em direção ao 

lúmen, onde as espermátides são liberadas, ou espermiadas como 

espermatozóides (HESS, 2008; RATO, 2012). 

O Diabetes tem sido associado com disfunção reprodutiva em homens e 

mulheres. Embora a fisiopatologia de distúrbios reprodutivos em mulheres 

diabéticas venha sendo  amplamente investigada (GONÇALVES et al., 2015), 

poucos estudos foram realizados em homens(BACCETTI et al., 2002 ). O 

diabetes geralmente resulta em disfunção endoteliais e da vascularização 

(BROWNLEE, 2005), potencialmente afetando, direta ou indiretamente, várias 

funções do sistema (GAZZARUSO, 2008 ; JACKSON, 2004).  Cerca de 90% 

dos pacientes diabéticos, do sexo masculino, têm distúrbios na função sexual, 

incluindo uma diminuição da libido, impotência e infertilidade (MA, 2008; 

FAIRBURN, 1990). Saad et al.(2009), associaram a infertilidade masculina à 

síntese inadequada de testosterona, causada por mudanças moleculares nas 

células de Leydig, decorrentes do diabetes. 

Segundo, Miralles-Garcia et al.(2004), há indícios de que o diabetes 

insulino-dependente está associado à diminuição do sêmen ejaculado, redução 

da vitalidade e motilidade dos espermatozóides, sem alteração da viscosidade 

do esperma. Análises do sêmen revelaram alguma diminuição da motilidade 

espermática e densidade, morfologia anormal e aumento de anormalidades do 

plasma seminal de homens diabéticos. Agbaje et al.(2007) mostraram que, 

mesmo quando os homens diabéticos apresentam parâmetros seminais 

normais, há um maior nível de danos no núcleo e também no DNA mitocondrial 

(mtDNA) de espermatozóides, quando comparado ao que foi encontrado em 

controles saudáveis. 
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2.2. TERAPIAS  

 

Quando um adequado controle glicêmico não é obtido através da dieta e 

exercícios, os pacientes fazem uso dos agentes hipoglicemiantes orais para o 

controle da glicemia. (GILMAN et al., 1991; PILLAI; PANCHAGNULA, 2001). 

Esses medicamentos são divididos em grupos que estimulam a secreção da 

insulina como, por exemplo, os mais usados: as sulfonilúrias e as metiglinidas 

e, os que aumentam a sensibilidade dos tecidos periféricos à insulina como as 

biguanidas e as tiazolidinodionas. E ainda, os hipoglicemiantes que atuam 

inibindo a absorção de carboidratos no intestino (OIKININE; MOORADIAN, 

2003). 

 

2.2.1 Insulina 

 

Descoberta em 1921, a insulina é utilizada na terapia de casos como 

diabetes, câncer, queimaduras e injúrias severas (MARTINEZ, 2003). A síntese 

ocorre a partir de um precursor de 110 aminoácidos, a pré-pró-nsulina no 

retículo endoplasmático, onde é clivada a pró-insulina e no complexo de Golgi, 

ocorre conversão em insulina que é armazenada em vesículas (GILMAN et al., 

1991; NORMAN, 1997). A insulina é composta por 51 aminoácidos dispostos 

em duas cadeias, A e B, unidas entre si por duas ligações dissulfeto 

(BANTING, et al., 1992; LE et al., 2002). É o hormônio anabólico mais 

conhecido e é essencial para a manutenção da homeostase de glicose e do 

crescimento e diferenciação celular. Esse hormônio é secretado pelas células β 

das ilhotas pancreáticas em resposta ao aumento dos níveis circulantes de 

glicose e aminoácidos após as refeições. A insulina regula a homeostase de 

glicose em vários níveis, reduzindo a produção hepática de glicose (via 

diminuição da gliconeogênese e glicogenólise) e aumentando a captação 

periférica de glicose, principalmente nos tecidos muscular e adiposo. A insulina 

também estimula a lipogênese no fígado e nos adipócitos e reduz a lipólise, 

bem como aumenta a síntese e inibe a degradação proteica. (CARVALHEIRA, 

2002) 

A administração injetável de insulina tem, todavia, efeitos que são 

normalmente consequência de um mau controle da terapêutica, como por 
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exemplo, hipoglicemia (a mais perigosa), reações alérgicas no local de injeção, 

hipopotassemia (diminuição do nível do íon K+) e desenvolvimento de 

resistência ao medicamento (GARRETT, 1987; SOARES, 1992; 

GUILLAUSSEAU, 1992). 

  

2.2.1.1  Ação e sinalização da insulina e proteínas intracelulares 

 

A insulina induz os efeitos biológicos pela interação com um receptor 

específico de membrana. Este receptor é uma glicoproteína heterotetramérica 

sendo, duas unidades extracelulares que contêm o sítio de ligação para 

insulina, unidas por pontes dissulfeto e duas unidades intracelulares que 

possuem os domínios de tirosina quinases (NORMAN; LITWACK, 1997; 

NYSTROM; QUON, 1999; LE FLEM et al., 2002; PERTSEVA et al., 2003). Este 

receptor está presente em praticamente todos os tecidos dos mamíferos, mas 

suas concentrações variam desde 40 receptores nos eritrócitos circulantes até 

mais de 200.000 nas células adiposas e hepáticas (KAHN, 1985). O receptor é 

composto por duas subunidades α localizadas extracelularmente, e duas 

subunidades ß que passam através da membrana celular (MYERS, 2002). 

(Figura1). 

 

Figura 1 Receptor de insulina. Local de ligação da insulina ao seu receptor na 
subunidade α que resulta em autofosforilação da subunidade β. 
 

 

 

A insulina induz a autofosforilação do receptor, aumentando a sua 

capacidade de fosforilar um ou mais substratos proteicos intracelulares. A 

fosforilação de seus substratos dá início a uma série de eventos incluindo a 

SUBUNIDADE α 

SUBUNIDADE β 

Fonte: Freeman (2012). 
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cascata de reações de fosforilação e defosforilação que regula os seus efeitos 

metabólicos e de crescimento (NORMAN, 1997 e HEI, 1998). Ocorre então o 

início das cascatas de fosforilação de várias outras proteínas e enzimas 

intracelulares, como a família de substratos para receptor de insulina (IRS- 1 e 

2) que servem como âncoras para outras proteínas efetoras, através da 

transdução de sinal (WATSON, 2001, PERTSEVA, 2003, KLOVER, 2004, 

LAPENNA, 2002, CARVALHEIRA, 2002). Estas outras moléculas de 

sinalização que contém domínios SH2, levam assim à ativação de duas vias de 

sinalização intracelular como a via da PI3-quinase (fosfatidilinositol 3-quinase), 

e a ativação da via da cascata MAPK com subsequente ativação de Raf, MEK 

e 2 MAPKs; p44mapk e p42mapk (ERK1 e ERK2, respectivamente).  Estas 

vias, por sua vez, regulam o transporte de glicose, a síntese de glicogênio, 

lipídios e proteínas (VOET, 2004; YA, 2009). A PI3-quinase é um dímero 

composto por uma subunidade catalítica e uma subunidade regulatória, 

importante para a translocação dos transportadores de glicose (GLUT4) para a 

membrana e consequente captação de glicose. 

A cascata da PI3-quinase participa também no controle do tráfego de 

vesículas levando à translocação do transportador de glicose GLUT-4 para a 

superfície da célula, resultando assim num aumento de captação de glicose 

(VOET, 2004). A PI3-K fosforila o fosfatidilinositol (PI) na posição 3 do anel 

inositol e gera formas de PI 3-fosforiladas, como fosfatidilinositol 3,4,5 (PIP3), 

que estão implicadas na ativação da quinase dependente de fosfolípidos (PDK) 

e proteínas quinases serina/treonina relacionadas, responsáveis por a 

fosforilação e estimulação de várias proteínas quinases na cascata da 

sinalização, como a proteína quinase B (PKB/Akt), p70S6K e PKC (YA, 2009). 

A cascata da MAPK regula a expressão de genes envolvidos no crescimento e 

diferenciação celular (VOET, 2004). (Figura 2). 
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Figura 2: Mecanismos de sinalização da insulina para o transporte de glicose e síntese 
de proteínas. 

 

 

2.2.1.2 Resistência à insulina 

 

O conceito de sensibilidade à insulina foi introduzido por Sir Harold 

Himsworth, em 1939, ao estudar a resposta de pacientes diabéticos ao 

estímulo glicêmico e à insulina (DEFRONZO, 2009). Pode-se definir resistência 

à insulina (RI) como uma perturbação das vias de sinalização, mediadas pela 

insulina, em que as concentrações normais do hormônio produzem uma 

resposta biológica subnormal. Um aumento da função β-celular pode 

compensar a RI, resultando em tolerância normal à glicose (NGT). Todavia, 

quando a RI excede a capacidade funcional e adaptativa das células β, 

instaura-se a deterioração da tolerância à glicose, que pode culminar com o 

diabetes mellitus de tipo 2 (DM2)(BAILEY, 2000 e  BEESON , 2003).   

 

2.2.2 Vanádio  

 

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 

Fonte: Stralfors (2016). 
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outros metais. O nome “vanadium” foi uma homenagem à deusa Vanadis, 

devido às várias cores formadas pelo íon em soluções (MORINVILLE, 1998). 

Foi descoberto em 1830 pelo químico sueco Nils Sefstrom que inicialmente o 

nomeou de Vanadis, a deusa nórdica da beleza e da juventude. A crosta 

terrestre contém aproximadamente 0,02% desse elemento, sendo o mesmo 

obtido como um subproduto do processamento de minérios de outros metais. O 

vanádio também é encontrado nas células sanguíneas especializadas de 

ascídias numa concentração elevada, cerca de 0,15 mol L-1, sob a forma de 

tunichromes(pigmentos), que parece ter um papel importante no metabolismo 

das células. A química de vanádio é extremamente complexa devido aos seus  

vários estados de oxidação (BACCETTI, 2002, SMITH ,1991; TOLMAN,1979) a 

hidrólise e polimerização. Assim, o vanádio apresenta  um sistema muito lábil 

que pode interagir com ligantes potenciais, tais como bases nitrogenadas e 

grupos-OH, obtendo-se assim misturas que são lábeis e difíceis de isolar 

(HEYLIGER, 1985). 

O vanádio tem sido reconhecido como um requisito nutricional essencial 

em animais superiores, parecendo ser um oligoelemento necessário para o 

crescimento e desenvolvimento normais das células dos mamíferos, para as 

quais a concentração intracelular pode variar entre 0,02 e 1 μmol L-1. Em 1979, 

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

oxidação de glicose, bem como estimulavam a síntese de glicogênio no fígado 

e diafragma (TOLMAN, 1979). Em 1985, Heyliger et al., verificaram redução da 

glicemia em ratos diabéticos tratados com vanádio. Em tecido adiposo, foi 

encontrado que o vanádio ativa lipogênese, inibe a lipólise e aumenta a 

liberação da lipoproteína lipase (UEKI, 1989). CAM e colaboradores (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 (KADOTA et al., 1987; TSIANI, 1997;FOOT et al., 1992). Clark 

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

modo semelhante ao da insulina nos músculos. O vanádio aumenta a entrada 

de glicose, síntese de glicogênio e glicólise em amplitude 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 
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proteica pelo composto de vanádio. Sakurai et al. (2002) verificaram, in vitro, 

atividade do íon vanadila em aumentar a captação de glicose e suprimir a 

liberação de ácidos graxos livres em adipócitos. O estudo in vivo foi realizado 

com administração oral de complexos de vanádio e a observância do retorno 

da glicemia aos níveis normais em ratos diabéticos induzidos por 

estreptozotocina. 

 

2.2.2.1 Compostos de vanádio em experimentação in vitro 

 

Existem efeitos do Vanádio no metabolismo de carboidratos e lipídeos. O 

efeito da diminuição da concentração sanguínea da glicose tem sido atribuído 

principalmente a um aumento de sua absorção pelas células, uma vez que o 

vanádio ativa diretamente o transporte de glicose in vitro em vários tipos de 

células, entre as quais podemos citar: adipócitos isolados de rato 

(DUBYAK,1980 e  GREEN, 1986), hepatócitos cultivados (GÓMEZ, 1988), 

miócitos cardíacos de ratos e humanos (CLAUSEN,1981), tiras de músculo 

esquelético de ratos (CAREY, 1995), bem como no músculo esquelético 

humano e sistemas celulares com resistência à insulina (CLARK, 1985). 

O vanádio também influencia etapas intracelulares no metabolismo da 

glicose, aumentando a glicólise e oxidação da glicose em adipócitos isolados 

de ratos (GREEN, 1986). O efeito máximo do vanádio foi à oxidação da glicose 

que excedeu a da insulina, e foi atribuído a uma estimulação seletiva da 

derivação das pentoses fosfato, enquanto o seu efeito máximo sobre a glicólise 

foi igualado ao da insulina (SHISHEVA, A.;SHECGTER, Y.,1992). O vanádio 

também estimulou a glicólise em hepatócitos isolados de ratos diabéticos 

(CLAUSEN T.et al. ,1981).  

Vários alvos enzimáticos específicos podem explicar os efeitos do vanádio 

na glicólise. Compostos de vanádio em tecido adiposo de ratos pode ativar 

lipogênese (CASTRO et al, 1984), inibir a lipólise(DEGANI et al, 1981) e 

também aumentar a atividade da lipoproteína lipase (UEKI et al 1989). 
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2.2.2.2 Mecanismo de ação semelhante à insulina do vanádio 

 

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 aponta, 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.). Dados resultantes de estudos in vitro e in 

vivo sugerem que o vanádio não afeta apenas um, mas sim vários aspectos na 

via de sinalização da insulina (GOC, 2006). 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 15 

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, 2001). Em estudos feitos anteriormente, 

compostos de vanádio demonstraram estimular a fosforilação das tirosinas da 

subunidade β, em adipócitos de rato (SHECHTER, 1980; GOLDFINE et al 

2000). Contudo, em outras experiências, em adipócitos, e em células sobre-

expressando IR, não foi detectada nenhuma alteração na subunidade β, em 

resposta ao tratamento com diferentes compostos de vanádio (SRIVASTAVA, 

2005; DOMINGO et al, 1995, SHECHTER, 1980; GOLDFINE, et al 2000). 

Um composto a base de vanádio 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). 

Tratamentos com Sulfato de vanadila em pacientes com diabetes tipo 2 

modificaram vários componentes envolvidos na sinalização de insulina, os 

quais incluíram melhoras no IR basal, na fosforilação IRS-1 e na ativação PI3-K 
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em homogenados de músculo humano (GOC, 2006). Contudo, em contraste 

com estes estudos clínicos, outros tratamentos com compostos de vanádio em 

ratos não produziram qualquer alteração no estado de ativação da PI3-K ou 

PKB (SRIVASTAVA, 2005; DJORDJEVIC, 1995; MCNEILL, 1992). Esta 

discrepância entre os efeitos in vivo e in vitro do vanádio, nas vias de 

sinalização da insulina e no papel de vários componentes deste sistema de 

sinalização, continua por clarificar. Ou seja, o mecanismo preciso, pelo qual o 

vanádio estimula a fosforilação da tirosina do IRS-1, que leva à ativação do 

sistema PI3-K/PKB, ainda não está claro. 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 OBJETIVO GERAL  

 

Avaliar a ação antidiabética de novos composto à base de vanádio in 

vivo (ratos Wistar machos adultos) e in vitro (adipócitos humanos isolados). 

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

1. Avaliar peso corporal, de testículos, epidídimos e vesícula seminal; 

2. Avaliar os níveis de glicose e níveis plasmáticos de testosterona; 

3. Verificar morfologia das células da linhagem espermatogênica e dos 

núcleos células de Leydig através de microscopia óptica; 

4. Avaliação histopatológica dos testículos; 

5. Comparar os efeitos sobre as vias sinalizadoras de insulina, entre a 

insulina, o sulfato de vanadila e novo composto à base de vanádio; 

6. Avaliar e comparar as ações do novo composto de vanádio, sulfato de 

vanadila e insulina sobre a proteína S6 que participa na via de 

sinalização da insulina; 

7. Avaliar e comparar as ações do novo composto de vanádio, sulfato de 

vanadila e insulina sobre a proteína Erk1/2 que participa na via de 

sinalização da insulina; 

8.  Avaliar e comparar as ações do novo composto de vanádio, sulfato de 

vanadila e insulina sobre a proteína S6KIP que participa na via de 

sinalização da insulina;  

9. Avaliar e comparar as ações do novo composto de vanádio, sulfato de 

vanadila e insulina sobre a proteína PKB que participa na via de 

sinalização da insulina; 

10. Avaliar e comparar as ações do novo composto de vanádio, sulfato de 

vanadila e insulina sobre a proteína IRS1 que participa na via de 

sinalização da insulina. 
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Avaliação da eficiência de novo composto de vanádio : Estudo in vitro 

(adpócitos humanos isolados) e do seu mecanismo insulino mimético 

através da ativação de vias sinalizadoras intracelulares. 

 

Ana Katharyne Ferreira Fagundes Rossiter; Meenu Rohini Rajan; Lidiane 
Macedo Alves de Lima;Valdemiro Amaro da Silva Júnior;Wagner Eduardo da 

Silva; Monica Freire Belian; Peter Strålfors 
 

RESUMO 

O diabetes mellitus é uma doença metabólica caracterizada pela deficiência na 
secreção e/ou na ação da insulina que é um hormônio que apresenta ação 
anabólica em diferentes tipos celulares. A procura por novas drogas que 
minimizem os efeitos ocasionados pela diabetes vem aumentando a cada dia. 
Este trabalho investigou a ação de dois compostos de vanádio (sulfato de 
vanadila e VBHED) sobre a cascata de sinalização da insulina em adipócitos 
humanos de pacientes diabéticos (n=5) e não diabéticos (n=5). Teve como 
objetivo identificar alterações na ativação e / ou expressão de sinalização de 
vias metabólicas importantes que pudessem gerar efeitos positivos através da 
utilização dos métodos de SDS-PAGE e Imunotransferência utilizando 
anticorpos. De acordo com o grupo experimental foram utilizados a insulina, o 
sulfato de vanadila ou a nova substância à base de vanádio VBHED durante 30 
minutos em adipócitos humanos. Para a expressão das proteínas S6kip, S6, 
PKB, IRS1, não houve diferença significativa entre os grupos. A expressão da 
proteína ERK-12 apresentou grau de fosforilação maior tanto em adipócitos dos 
pacientes diabéticos como nos adipócitos dos pacientes não diabéticos 
tratados com sulfato de vanadila e VBHED, sem diferença significativa para os 
tratados com insulina. Nossos dados sugerem que o novo composto a base de 
vanádio promove efeito semelhante ou melhor do que o sulfato de vanadila, 
porém como há uma grande variedade entre os pacientes se faz necessário 
novos estudos em um número maior de indivíduos para que se possam tirar 
melhores conclusões. 
 

Palavras-chave: Vanádio. Diabetes. Adipócitos. Antidiabético. Sinalização. 

ABSTRACT 

Diabetes mellitus is a metabolic disorder characterized by a deficiency in the 
secretion and/or action of the insulin, which is a hormone that has anabolic 
effects on different cell types. The search for new drugs to minimize the effects 
caused by diabetes is increasing every day. This study investigated the effect of 
two compounds of Vanadium (vanadyl sulfate and VBHED) on the insulin 
signaling cascade in human adipocytes in diabetic patients (n = 5) and non-
diabetic (n = 5). It aimed to identify changes in the activation and/or signaling 
expression of important metabolic pathways that could generate positive effects 
by using SDS-PAGE and immunoblotting methods through antibodies.  
According to the experimental group, insulin, vanadyl sulfate or the new 
vanadium-based substance VBHED were used for 30 min in human adipocytes. 
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For the expression of proteins S6kip, S6, Akt, IRS1, there was no significant 
difference between groups. The expression of ERK-12 protein showed a greater 
degree of phosphorylation in adipocytes of both diabetic patients and 
nondiabetic patients treated with vanadyl sulfate and VBHED, without significant 
difference to those treated with insulin. Our data suggest that the new 
vanadium-based compound promotes an effect similar to or better than vanadyl 
sulfate. However, as there is a wide variety among patients, it is needed to 
conduct studies in a large number of individuals so that better conclusions can 
be drawn. 
 

Key words: Vanadium. Diabetes.Adipocytes. Antidiabetic. Signaling 

 

1 INTRODUÇÃO 

 

Diabetes mellitus (DM) não é uma única doença, mas um grupo 

heterogêneo de distúrbios metabólicos que apresenta em comum a 

hiperglicemia, a qual é o resultado de defeitos na ação da insulina, na secreção 

de insulina ou em ambas (1).Esta doença se manifesta por sintomas como 

poliúria, polidipsia, perda de peso, polifagia e visão turva ou por complicações 

agudas que podem levar a risco de vida. A hiperglicemia crônica está 

associada a dano, disfunção e falência de vários órgãos, especialmente olhos, 

rins, nervos, coração e vasos sanguíneos (2).  

Terapias Antidiabéticas atuais são geralmente seguras e eficazes, mas 

sofrem de certas limitações. A insulina, por exemplo, requer a ação do receptor 

funcional de insulina, e terapias antidiabéticas orais não insulínicas 

adicionalmente exigem níveis mínimos endógenos de insulina. Como resultado 

dessas limitações, os pacientes com grave resistência à insulina, que inclui 

pacientes diabéticos, gravemente avançados, atualmente carecem de 

tratamento efetivo. Esta é uma preocupação crescente, porque o número de 

pacientes com resistência à insulina grave está aumentando em relação direta 

com a atual epidemia global de diabetes (3,4). A quantidade de defeitos na via 

de sinalização da insulina tem sido relatada em pacientes diabéticos tipo 2 

(3,5). 

Há anos vem-se aumentando a procura por novos agentes terapêuticos 

que sejam mais eficientes no tratamento do diabetes; Nos últimos anos estudos 

foram realizados demonstrando que compostos à base de vanádio exercem 
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vários efeitos insulino-miméticos e antidiabéticos tanto in vitro  como  in vivo (6, 

7,8,9,10). 

Este trabalho visou avaliar a eficiência de novo composta à base de 

vanádio in vitro (adipócitos humanos isolados) através do mecanismo de ação 

intracelular. 

 

2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

Um consentimento informal foi obtido de todos os pacientes. Os 

procedimentos foram aprovados pelo conselho de ética (00-398) da 

Universidade de Linköping, Suécia, e foram realizados de acordo com a 

Declaração de Helsinque. A gordura subcutânea foi obtida de cirurgias 

abdominais eletivas durante a anestesia geral. Uma fatia de tecido subcutâneo 

da pele da fáscia e muscular foi excisado. Os sujeitos foram recrutados 

consecutivamente de cirurgia eletiva no Hospital Universitário de Linköping-

Norrköping. Dez pacientes do sexo feminino foram divididos em dois grupos: 

Grupo 1  (n=5),pacientes  diagnosticadas com diabetes tipo 2 e com  Índice de 

massa corpórea (IMC) ≥28 e Grupo 2(n=5), pacientes que não possuíam 

diagnóstico para diabetes tipo 2 e que apresentavam IMC ≤ 28. 

Anticorpos policlonais de coelho anti-fosfo-p70S6K-thr389 (#9205), anti-

fosfo-S6-ser235/236 (#2211),anti-fosfo-ERK1/2-thr202/tyr204 (#9101) e anti-

fosfo-IRS1-Ser302 (murine sequence,#2384) foram obtidos da  Cell Signaling 

Technology (Danvers, MA, USA).  Anticorpo Monoclonal de camundongo anti-

β-tubulina da Sigma-Aldrich (T5201, St. Louis, MO, USA). Coelho anti-pan-AKT 

(phospho T308) (ab38449) e camundongo anti-fosfotirosina anticorpo PY20 

(ab10321) foram adquiridos da abcam. 

 

2.1 ISOLAMENTO E INCUBAÇÃO DE ADIPÓCITOS 

 

Os adipócitos foram isolados a partir de tecido adiposo subcutâneo, 

sofreram processo de digestão por colagenase (tipo 1, Worthington 

Biochemical, Lakewood, NJ, EUA), tal como descrito (11). As células foram 

tratadas e incubadas em solução de Krebs-Ringer (0.12 mol  L-1 NaCl, 4.7 

mmolL-1 KCl, 2.5 mmolL-1 CaCl2, 1.2 mmolL-1 MgSO4, e 1.2 mmolL-1 KH2PO 
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contendo 20 mmolL-1  de HEPES, pH 7.40, 1% (w/v) 

albumina sérica bovina livre de ácidos graxos (BSA, 100 nmL-1  Isopropil Fenil 

Adenosina e 0.5 units/ml adenosina deaminase com 2 mmL-1 glucose, a 37 °C 

em a agitado em banho maria (12). Depois da incubação  overnight as células 

foram lavadas e  encubadas de acordo com o tratamento: água, insulina,sulfato 

de vanadila(VOSO4) ou  novo composto (VBHED). 

 

2.2 ELETROFORESE EM GEL (SDS-PAGE) E IMUNOTRANSFERASE 

 

Após a incubação, as células foram separadas do meio usando 

centrifugação. Para minimizar a sinalização da pós-incubação e modificações 

de proteínas, que podem ocorrer durante a imunoprecipitação, as células foram 

imediatamente dissolvidas em SDS e β-mercaptoetanol com inibidores de 

protease e fosfatase de proteína, congeladas num período de 10s e 

descongeladas em água fervente para posterior processamento (12) para SDS 

page  e imunotransferência (13).  

Com a utilização da eletroforese em gel de SDS-poliacrilamida, as 

proteínas foram separadas, transferidas para uma membrana de PVDF e 

identificadas utilizando anticorpos específicos. A imunotransferência é uma 

técnica semi-quantitativa que pode proporcionar dados de fosforilação 

específicos do local. Igual quantidade de proteínas de cada amostra foram 

carregadas em cada caminho do gel. 

 

COMPOSTOS DE VANÁDIO 

 

Os compostos à base de vanádio codificados como VOSO4 e VBHED 

foram cedidos pela aluna do programa de pós-graduação em química (Lidiane 

Macedo Alves de Lima) e foram caracterizados através das técnicas 

espectroscópicas de infravermelho (FTIR), Absorção eletrônica na região do 

UV-visível, bem como, RMN 
1H, RMN 13C e análise térmica. 
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3 ESTATÍSTICA 

 

Os resultados obtidos foram analisados com o auxílio do programa 

GRAPHPAD PRISMA 5. Foi realizado o teste t de student e os valores de 

p<0,05 foram considerados significantes. 

 

4 RESULTADOS  

 

Os compostos de vanádio, tais como o sulfato de vanadila, interferem 

com a transdução do sinal através da fosforilação em resíduos de tirosina em 

proteínas, especialmente através da inibição das proteínas tirosinas fosfatases 

(PTPs) específicas ou por ativação de proteínas tirosina quinases - específica 

(14,15).(Goc e crans) Por isso nós investigamos os efeitos dos dois compostos 

de vanádio VOSO4 e V-BHED na transdução de sinal em resposta à insulina 

nos adipócitos humanos primários, com foco em proteínas-alvo dos diferentes 

ramos na cascata de sinalização da fosforilação da tirosina (Figura 1). Foram 

avaliados adipócitos de indivíduos humanos como controle não diabéticos e de 

pacientes obesos com diagnóstico de diabetes. 

 

Figura 1 Ação dos compostos a base de vanádio no caminho de sinaliação da insulina. 

Fonte: Stralfors (2016). 
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Figura 2 Fosforilação da ERK 1/2 em adipócitos humanos. Adipócitos humanos 
submetidos a tratamento com água e tampão (controle), insulina, sulfato de vanadila 
(VOSO4) e novo composto à base de vanádio (VBHED), durante 30 minutos. 
Pacientes não diabéticos e pacientes diabéticos (diabetes tipo 2). 
 

Fonte: O autor (2016). 

 

Inicialmente comparamos os efeitos da insulina e os compostos de 

vanádio sobre a via de cascata MAPKs da rede de sinalização, através da 

análise da fosforilação da proteína quinase ERK1/2. Não houve efeitos 

estatisticamente significativos, mas os dados sugerem um efeito semelhante ao 

da insulina de ambos os compostos à base de vanádio VOSO4 e V-BHED com 

magnitude comparável ao efeito da insulina (Figura 2). Não houve diferença 

entre os dois compostos de vanádio. Também não houve diferença nos efeitos 

nas células de indivíduos controles não diabéticos (2A) e de pacientes com 

diabetes tipo 2 (2B).  

A B 
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Figura 3 Fosforilação da PKB em adipócitos humanos. Adipócitos humanos 
submetidos a tratamento com água e tampão (CONTROLE), INSULINA, Sulfato de 
vanadila (VOSO4) e novo composto à base de vanádio (VBHED), durante 30 minutos.  
Pacientes não diabéticos e pacientes diabéticos (diabetes tipo 2 ). 

 

 
 

 Fonte: O autor (2016). 

 

Em seguida, analisamos os efeitos da insulina e dos compostos de 

vanádio sobre a fosforilação da proteína quinase PKB na treonina-308, a qual é 

da cascata de RI e IRS1, e que seguem no controle da absorção de glicose e o 

controle da síntese de proteínas através fosforilação da proteína ribossomal 

S6. Considerando que não houve efeitos estatisticamente significativos, a 

insulina induziu um aumento de 2-3 vezes na fosforilação da PKB em ambas as 

células de indivíduos do grupo controle não diabéticos e em pacientes com 

diabetes tipo 2 (Figura 3). Em contraste, nenhum dos compostos de vanádio 

exibiu qualquer efeito sobre a fosforilação da PKB.  

  

A B 



43 
 

Figura 4 Fosforilação da S6 em adipócitos humanos. Adipócitos humanos submetidos 
a tratamento com água e tampão (CONTROLE), INSULINA, Sulfato de vanadila 
(VOSO4) e novo composto à base de vanádio (VBHED), durante 30 minutos. 
Pacientes não diabéticos e pacientes diabéticos (diabetes tipo2). 

 Fonte: O autor (2016). 

A fim de examinar também a cascata de fosforilação da PKB para 

controle do crescimento e da síntese de proteínas na cascata da proteína 

quinase da mTOR  no complexo com Raptor (mTORC1), também  foram 

avaliados os efeitos dos dois compostos de vanádio na fosforilação do S6 

proteína ribossômica. A insulina novamente produziu um aumento de 2-3 vezes 

na fosforilação de S6 (embora não estatisticamente significativa), mas ambos 

os compostos de vanádio não conseguiu desencadear uma resposta, quer nas 

células do grupo controle ou nas células do grupo diabético (Figura 4). 

Também foi examinado a fosforilação de IRS1 em resíduos de tirosina 

usando o anticorpo PY20, mas o lote disponível comercialmente do anticorpo 

não permitiu detectar qualquer efeito da insulina sobre IRS1 (não mostrado em 

figura). 

 

5 DISCUSSÃO 

 

O vanádio está normalmente presente em concentrações muito baixas 

em todas as células de animais e plantas, apresentando propriedades 

benéficas a baixas concentrações e sendo por isso considerado um elemento 

traço para o Homem. No entanto, uma vez que o seu metabolismo ainda não 

está suficientemente elucidado, tem vindo cada vez mais a despertar atenção 

como potencial agente terapêutico. Muitos estudos in vitro e in vivo têm vindo a 

A B 
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clarificar algumas hipóteses sobre o seu mecanismo de ação (16,17). Os 

estudos in vitro permitiram a avaliação dos diversos efeitos dos sais de vanádio 

sobre o metabolismo de diferentes tipos celulares e tecidos (18, 19, 20, 21, 22, 

23, 24, 25), porém os estudos in vitro, em células humanas, ainda é muito 

reduzido. Seus efeitos e mecanismos de ação têm sido estudados em vários 

tipos de células e espécies, incluindo os estudos in vivo de seres humanos. 

Para nosso conhecimento, este é o primeiro estudo em adipócitos isolados 

primários humanos utilizando o vanádio, obtidos a partir de indivíduos não 

diabéticos bem como em pacientes com diabetes do tipo 2. Isto é de 

importância para a investigação translacional destinada a estabelecer 

compostos de vanádio como drogas. É, contudo, também importante porque a 

doença começa na expansão do tecido adiposo da obesidade, que responde 

tornando-se resistentes à insulina. O armazenamento comprometido de 

gordura nos adipócitos faz com que ocorra armazenamento de gordura 

ectópica em outros tipos de células no corpo, em particular de células de 

músculo e fígado, que futuramente, também se tornam resistentes à insulina. 

Qualquer tratamento eficaz da doença deve ter como objetivo melhorar o 

metabolismo dos adipócitos.  

Os resultados obtidos sugerem que tanto a VS e V-BHED induzem efeito 

mimético à insulina sobre a via da MAP-kinase em adipócitos humanos 

primários. Além disso, este efeito foi o mesmo em células de indivíduos do 

grupo controle não diabéticos e dos pacientes com diabetes tipo 2, isto pode 

ser explicado por causa do  efeito bastante limitado de resistência à insulina e 

diabetes na sinalização  da insulina através da via MAPK(26). 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 (27). 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 ( 28,29,30,31,32). Foi relatado ativação diferenciada de 

ERK 1 e ERK 2 (33). 

Tem sido reportado que compostos à base de vanádio efetuam 

fosforilação de tirosina em diferentes tipos de células (34). Em adipócitos 

humanos os compostos de vanádio, curiosamente, não tiveram efeito sobre a 
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fosforilação das proteínas PKB ou S6, embora ambos sejam da cascata da 

fosforilação de tirosina de ambos IR e do IRS 1 na via de sinalização de 

insulina. A fosforilação de IR e IRS1 aparentemente não é afetada pelos dois 

compostos de vanádio. Ambos MEK1 / 2 e seu substrato ERK1/2 são 

controlados através da fosforilação de um resíduo de treonina e de  tirosina na 

respectiva proteína, o que pode explicar os efeitos insulino-miméticos dos dois 

compostos de vanádio sobre a fosforilação de ERK1 / 2, que foi analisado com 

anticorpos específicos para a fosforilação, tanto a treonina-202 e  da  tirosina-

204. Os dados, no entanto, não nos permitem distinguir qualquer efeito sobre 

MEK1 / 2 e / ou ERK1 / 2. 

 

6 CONCLUSÕES 

 

Os mecanismos intracelulares exatos que estão envolvidos nas ações 

do vanádio ainda não estão totalmente elucidados, porém os estudos vêm 

aumentando a cada dia, sendo já conhecidos alguns mecanismos de ação. 

Apesar disso tem sido bastante difícil concluir precisamente sobre os efeitos 

dos compostos de vanádio como potenciais fármacos antidiabéticos. 

Resultados experimentais são notoriamente variáveis, especialmente em 

estudos in vivo de seres humanos (34). 

 No presente estudo foram examinados os efeitos sobre adipócitos 

isolados dos compostos de vanádio in vitro. Seria interessante novas pesquisas 

para avaliar os efeitos da adição destes compostos juntamente com a insulina. 

É possível que existam efeitos aditivos, sinérgicos ou até mesmo que possam 

produzir efeitos sobre a cascata de sinalização da PKB. Uma outra limitação do 

estudo é que apenas 30 minutos de incubação com os compostos de vanádio 

foi analisada. Sabe-se que os efeitos antidiabéticos de alguns compostos de 

vanádio em ratos diabético ob/ob (mutante em leptina) ou db/db(mutantes de 

receptor de leptina) requerem até três semanas de tratamento(35). Portanto, 

pode ser interessante examinar também longos períodos de tempo (horas ou 

alguns dias) de incubação dos adipócitos com os compostos de vanádio antes 

da análise dos efeitos sobre as células. 

O fato dos dois compostos de vanádio examinados serem indistinguíveis 

em relação aos efeitos e ausência de efeito  
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sobre os adipócitos humanos, indica que o composto V-BHED é 

comparável ao tradicional VOSO4 composto. No que diz respeito ao V-BHED 

constitui a base de um novo grupo de derivados de vanádio que pode ser 

examinado e pode revelar-se útil como candidatos a fármacos. 
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RESUMO 
 

 
A Diabetes mellitus é uma doença que acomete milhões de pessoas no mundo, surge 

por problema na ação da insulina ou pela deficiência da sua secreção. A insulina é um 

hormônio que apresenta ação anabólica e regula vários processos fisiológicos em 

diferentes tipos celulares. Quando este hormônio não age adequadamente e o 

organismo apresenta deficiência em seu metabolismo, faz- se necessário a  busca por 

novas drogas que atuam na melhoria dos efeitos causados pelo diabetes. O objetivo 

deste trabalho foi observar se os tratamentos com compostos à base de vanádio foram 

capazes de diminuir ou amenizar as lesões em testículo e outros órgãos reprodutores 

de ratos Wistar diabéticos induzidos por streptozotocina.Para o experimento foram 

utilizados 25 ratos Wistar (Rattus norvegicus, var. Albinus). Os ratos com 70 dias de 

idade foram escolhidos por amostragem não probabilística de conveniência e 

submetidos aos diversos tratamentos, de acordo com o grupo experimental: grupo G1: 

animais diabéticos (n=5); G2:animais diabéticos tratados com insulina (n=5); grupo G3: 

animais diabéticos tratados com composto, à base de vanádio(Sulfato de vanadila 

(VOSO4)) (n=5); grupo G4: animais diabéticos tratados com novo composto à base de 

vanádio codificado como L02 (n=5);  grupo G5: animais diabéticos tratados com novo 

composto à base de vanádio codificado como VBHED (n=5); Ao final do período 

experimental os animais foram perfundidos para avaliar as alterações decorrentes do 

DM sobre órgãos reprodutivos(testículos, epidídimos, próstata, glândula seminal), 

além de peso corporal, glicemia, testosterona,avaliação do volume do núcleo da célula 

de leydig e histopatologia dos testículos. Para todas as substâncias à base de vanádio 

a que promoveram efeitos  semelhantes aos da insulina, foi a nova substância à base 

de vanádio VBHED que foi utilizada pela primeira vez neste trabalho. 
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ABSTRACT 

Diabetes mellitus is a disease that affects millions of people worldwide. It arises 

due to a problem in the action of insulin or by a deficiency in its secretion. 

Insulin is an anabolic hormone that regulates multiple physiological processes 

in different cell types. When this hormone does not act properly and the body 

presents deficiency in its metabolism, it becomes necessary to search for new 

drugs that act to reduce the effects caused by diabetes in the body. The aim of 

this study was to observe whether treatment with vanadium-based compounds 

was able to reduce or mitigate injuries in testis and other reproductive organs in 

diabetic Wistar rats induced with streptozotocina. Twenty-five Wistar rats 

(Rattus norvegicus var . Albinus) were used for the experiment. Rats with 70 

days of age were selected by non-random sample of convenience. They were 

subjected to various treatments, according to the experimental group: G1: 

diabetic animals (n = 5); G2: insulin-treated diabetic animals (n = 5); G3: 

diabetic animals treated with the vanadium-based compound, vanadyl sulfate 

(VOSO4) (n = 5); G4: diabetic animals treated with vanadium-based compound 

coded as L02 (n = 5); G5: diabetic animals treated with vanadium-based 

compound coded as VBHED (n = 5). At the end of the experimental period, the 

animals were perfused to evaluate changes resulting from DM on reproductive 

organs (testes, epididymis, prostate, seminal gland), as well as body weight, 

blood glucose, testosterone, core volume evaluation of Leydig cell and testes 

histopathology. For all vanadium-based substances, the one that came closest 

to insulin by the alleviation of deleterious effects was the new vanadium-based 

substance, which was used for the first time in this study. 
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INTRODUÇÃO 

A insulina é um hormônio polipepitídico que possui uma estrutura 

covalente e é responsável, juntamente com o glucagon, pela regulação dos 

níveis sanguíneos de glicose (AHMED, et al, 2007). Deficiência absoluta ou 

relativa na secreção de insulina e/ou resistência dos tecidos alvos à ação da 

insulina, podem resultar na doença diabetes mellitus, que leva a um estado 

metabólico anormal, caracterizado por hiperglicemia crônica e desenvolvimento 

de patologia microvascular específica na retina, glomérulo renal e nervos 

periféricos ( BEL GI, POLONSKY KS, 2001; BRICHARD SM, HENQUIN JC , 

1995; BROWNLEE M, 2001). A disponibilidade de substitutos para insulina tais 

como os fármacos sulfonilúreas, tiazolidinedionas, metformina, inibidores de b-

glicosidase e sais de vanádio podem ser de extrema importância no tratamento 

da diabetes mellitus. Vários compostos de vanádio têm sido indicados como 

agentes que possuem grande potencial para o tratamento, por melhorarem a 

hiperglicemia e a homeostasia anormal da glicose em modelos animais de 

diabetes tipo I e II (MOUSER J., 2004). A comprovação documentada mais 

antiga dos efeitos insulinomiméticos compostos à base de  vanádio foi 

publicada em 1899, vinte e dois anos antes da descoberta da insulina. Mas só 

em 1979, com o grupo Tolman et al (MARX J., 2002), se despertou o interesse 

nos sais de vanádio; ao demonstrar os efeitos insulinomiméticos dos mesmos. 

Foi demonstrado em ratos, que vários compostos de vanádio, de uma forma 

semelhante à insulina, estimulavam o transporte de glicose e a oxidação em 

adipócitos, aumentavam a síntese de glicogênio no diafrágma e em hepatócitos 

e inibiam a gliconeogênese em células do fígado. Desde aí, vários estudos 

revelaram outros efeitos insulinomiméticos dos compostos de vanádio in vitro e 

in vivo, incluindo a lipogênese, a sua inibição da lipólise e gliconeogênese 

(THOMPSON K, ORVIG C., 2000, POUCHERET, P. et al,1998, LAPENNA, D., 

et al.,2002). Neste trabalho foram avaliados os efeitos insulinomiméticos de 

substâncias à base de vanádio sobre o efeitos deletérios promovidos pelo 

diabetes mellitus. 
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MATERIAL E MÉTODOS 

 

Foram utilizados 25 ratos Wistar (Rattus norvegicus, var. albinus), machos 

pertencentes ao biotério da Área de Fisiologia do DMFA/UFRPE e do 

departamento de Anatomia da UFPE, os quais foram mantidos na temperatura 

23  1oC, em ciclo claro-escuro de 12 horas.Os animais foram alimentados com 

ração industrial peletizada,com níveis nutricionais adequados. Água e comida 

foram oferecidas ad libitum até o final do experimento. Os ratos com 70 dias de 

idade foram escolhidos por amostragem não probabilística de conveniência e 

submetidos aos diversos tratamentos, de acordo com o grupo experimental: 

grupo G1: animais diabéticos (n=5); G2: animais diabéticos tratados com 

insulina (n=5); grupo G3: animais diabéticos tratados com composto à base de 

vanádio, Sulfato de vanadila (VOSO4) (n=5); grupo G4: animais diabéticos 

tratados com composto à base de vanádio codificado como L02 (n=5); grupo 

G5: animais diabéticos tratados com composto à base de vanádio codificado 

como VBHED (n=5); 

Esse estudo foi aprovado pela comissão de ética em experimentação 

animal da Universidade Federal Rural de Pernambuco com processo n° 

23082.015149/2014. 

 

INDUÇÃO AO DIABETES  

 

  Os ratos foram induzidos ao diabetes experimental através da 

administração única de estreptozotocina (STZ – Sigma Chemical Co., St. Louis, 

MO) diluída em tampão citrato de sódio (0,1 mol L-1; pH 4,5), por via 

intraperitoneal, na dose de 60 mg/kg após um jejum de 12 horas. O grupo 

controle recebeu apenas a solução tampão citrato de sódio também por via 

intraperitoneal a fim de igualar os níveis de estresse entre os grupos. Após 

serem induzidos ao diabetes, os animais foram colocados em gaiolas 

metabólicas sendo registrados o peso corporal em gramas e colhido o sangue 

respectivamente, para as dosagens da glicemia (mg/dL). A verificação da 

glicose sanguínea foi feita em jejum de 12 horas, 7 dias após a indução, sendo 
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incluídos no experimento apenas aqueles animais que possuíam glicemia 

acima de 200 mg/dL (Glicosímetro Kit Accu-Chek Activ). Posteriormente, foram 

verificados semanalmente a glicose sanguínea (tiras reagentes Accu-Chek 

Activ),através da coleta de gotas de sangue da ponta da cauda e o peso 

corporal  de todos os animais. 

 

ADMINISTRAÇÃO DOS COMPOSTOS À BASE DE VANÁDIO 

 

Todos os compostos à base de vanádio foram preparados na dose de 

100mg/kg e foram administrados através da gavagem, diariamente, durante 60 

dias. As soluções à base de vanádio foram trocadas periodicamente e 

mantidas refrigeradas em garrafas âmbar para evitar degradação pela luz.  

 

TRATAMENTO DO DIABETES 

O tratamento teve início após a confirmação do estado diabético por 

meio da dosagem glicêmica e se estendeu por um período de 60 dias. Para os 

animais do grupo tratado com insulina, foi utilizada como dosagem padrão a 

metodologia empregada por Pinheiro et al. (2011), onde foram realizadas duas 

injeções subcutâneas diárias de insulina humana NPH (Neutral Protamine 

Harguerdon), duas vezes ao dia, com a administração de 4 unidades/ ml e 1 

unidades/ ml. Para os animais tratados com sais de vanádio foi administrada 

diariamente uma dosagem de 100mg/kg de cada composto através do método 

de gavagem.  

 

EUTANÁSIA E COLETA DE MATERIAL 

  Ao final do período experimental os animais foram perfundidos para 

avaliar as alterações decorrentes do diabetes mellitus sobre os animais. Para 

tal, cada animal foi heparinizado (125UI/100g de peso corporal) e anestesiado 

por injeção intraperitoneal de quetamina (25mg/kg) associada à xilazina 

(10mg/kg) na mesma seringa (FANTONI; CORTOPASSI, 1994). 

Posteriormente foi realizada coleta de sangue total por punção no seio venoso 

(confluência das veias cavas), centrifugação e acondicionamento de duas 

alíquotas de 1 ml de plasma sanguíneo em ependorffs à -20°C, para posterior 

dosagem de testosterona. Após coleta de sangue foi realizada perfusão 
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intracardíaca com solução fisiológica de NaCl a 0,9%, acrescida de heparina 

sódica e nitroprussiato de sódio (100mg/L; SIGMA), por um período de tempo 

entre 5 e 10 minutos. Em seguida, os animais foram perfundidos com solução 

fixadora de glutaraldeído (VETEC, Brasil) a 4%, em tampão fosfato de sódio, 

pH 7,2 e 0,01mol L-1, durante 40 minutos. Após a perfusão com solução 

fixadora foram removidos e pesados: testículos, epidídimos, próstata, glândula 

seminal, rim, fígado e pulmão. 

 

 

AVALIAÇÃO DE PARÂMETROS TESTICULARES E DE ÓRGÃOS 

REPRODUTORES 

 

DIÂMETRO NUCLEAR DAS CÉLULAS DE LEYDIG 

 

O diâmetro nuclear das células de Leydig foi obtido através da média de 

duas retas diametralmente opostas em aumento de 1000x. Foram mensurados 

30 núcleos por animal e foi aplicada a fórmula do volume da esfera (4/3πR3) 

para a obtenção do volume individual da célula. (MORAIS et al., 2014). 

 

DOSAGEM DE TESTOSTERONA PLASMÁTICA  

   

De cada animal foram obtidas amostras sanguíneas, por meio de 

punção cardíaca. O sangue obtido foi envasado em tubos de ensaio contendo 

anticoagulante e posteriormente foi levado a centrifuga por cinco minutos a 

3000rpm. Após a precipitação das células sanguíneas, o soro sobrenadante foi 

colhido por micropipetas, armazenado em ependoff e guardado em freezer até 

a realização das dosagens de testosterona. A dosagem foi realizada pelo 

método de enzima-imuno-ensaio (ELISA - Enzyme Linked ImmunoSorbent 

Assay), com leitura de absorbância em 405 nm(15), conforme descrito por 

BROWN et al. (2004). 
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PROCESSAMENTO DOS TESTÍCULOS PARA HISTOPATOLOGIA  

 

Os testículos foram seccionados em fragmentos de até dois mm de 

espessura, e submetidos à pós-fixação na mesma solução de perfusão. Os 

fragmentos foram processados para inclusão em resina plástica à base de 

glicol metacrilato (LEICA), permanecendo imersos em tampão fosfato por 24 

horas, sendo posteriormente desidratados em série crescente de alcoóis e 

incluídos na resina plástica. Cortes histológicos de 4µm de espessura foram 

corados em hematoxilina eosina, montados e analisados morfologicamente e 

morfometricamente. As análises das lâminas foram realizadas em microscópio 

óptico. Todo processamento para microscopia óptica foi realizado na Área de 

Patologia Animal do Departamento de Medicina Veterinária da Universidade 

Federal Rural de Pernambuco (UFRPE).  

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Tabela 1 - Peso corporal e de órgãos reprodutores masculinos(g) e índice 
gonadossomático - IGS (%) de ratos Wistar adultos diabéticos sem tratamento e 
diabéticos tratados com insulina, VOSO4,L02 e VBHED. 
 

 Grupos Experimentais  

 

Diabéticos 
 

Insulina 
 

L02 
 

VOSO4 
 

VBHED 

 
Peso corporal (g) 
 

224,2 ± 22,91
ab 

 302,0 ± 64,11
a
 183,0 ± 42,44

b
 183,2 ± 33,21

b
 317,0 ± 62,86

c
 

Peso testículo (g) 1,241 ± 0,408
a
 1,584 ± 0,23

 a
 1,059 ± 0,316

 a
  1,036 ± 0,483

 a
 1,404 ± 0,28

a 
 

Epidídimo (g) 0,386 ± 0,148
a
 0,748 ± 0,06

b
 0,324 ± 0,082

a
   0,358 ± 0,183

a
  0,519 ± 0,17

b
 

Próstata (g) 0,173 ± 0,072
 a

 0,464 ± 0,08
 b

 0,151 ± 0,042
 a

  0,156 ± 0,041
 a

  0,347 ± 0,15
 c

 

Glândula Seminal (g)   0,279 ± 0,229
 a

 1,618 ± 0,43
 b

 0,160 ± 0,034
 b

  0,279 ± 0,229
 b

 0,523 ± 0,34
b
 

IGS (%)  0,011 ± 0,004
 a

 0,010 ± 0,003
 a

  0,012 ± 0,005 
a
 0,011 ± 0,005 

a
 0,009 ± 0,002

 a
  

Os valores representam média ± desvio padrão. Letras diferentes indicam diferença estatística p<0,05. 

Níveis reduzidos de insulina promovem a ativação de lipases, 

estimulando a mobilização de gorduras, promovendo a quebra de triglicerídeos 

com liberação de ácidos graxos livres (FURLAN, 2001; CHIASSON et al., 

2003). A queda no peso corporal de indivíduos diabéticos é bastante comum na 
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maioria dos trabalhos (BALLESTER et al., 2004; BALLESTER et al., 2005; 

NAVARRO-CASADO et al., 2010). No presente estudo, foram observadas 

diferenças no peso corporal entre os grupos experimentais. Essa redução pode 

ser relacionada com a excessiva perda de água e eletrólitos pela urina, que é 

característica da condição diabética (CHIASSON et al., 2003). O efeito colateral 

mais óbvio do tratamento com vanádio é a redução no ganho de peso 

(BRICHARD; HENQUIN, 1995). Os animais tratados com L02 e com VOSO4 

apresentaram uma perda de peso em relação aos animais tratados com 

insulina e com VBHED. 

Além da redução do peso corporal, diversos estudos relatam a redução 

no peso testicular de ratos induzidos ao diabetes experimental (BALLESTER et 

al., 2004; KHAKI et al., 2010; KIANIFARD et al., 2012). O peso testicular é um 

parâmetro inicial que tem relação direta com comprimento de túbulos 

seminíferos, população de células de Sertoli e produção espermática (FRANÇA 

et al., 2005). Apesar de não ter havido diferença significativa, os animais 

tratados com o composto à base de vanádio VBHED e com insulina 

conseguiram manter o peso testicular dos animais se comparadoscom os 

animais dos grupos diabéticos, L02 e VOSO4.  

 De acordo com Creasy, (2003) a redução do peso epididimário é 

indicativa de diminuição da espermatogênese no testículo e redução do 

conteúdo no epidídimo. Conforme mostrado na tabela 1, houve uma diminuição 

significativa nos pesos dos epidídimos dos animais diabéticos e dos animais 

tratados com a droga L02 e VOSO4 em relação aos animais tratados com 

insulina(p<0,01). Não houve perda de peso epidídimário nos animais tratados 

com a droga VBHED porém não houve diferença estatísticas com os demais 

grupos.(p>0,05).  

 A próstata, igualmente ao epidídimo, depende da testosterona para o 

seu crescimento, diferenciação e manutenção estrutural. É na próstata que 

ocorre a conversão da testosterona ao seu metabólito mais ativo, 5α-

diidrotestosterona (LEE, JANULIS, 1998). Estudos recentes mostram que o 

diabetes promove redução no peso da próstata ventral e atrofia no epitélio 

secretor em camundongos indicando que a ausência de insulina, a 
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hiperglicemia e a queda androgênica decorrentes do diabetes afetam o 

funcionamento da glândula (CAGNON et al., 2000, RIBEIRO et al., 2006). Os 

pesos das próstatas dos animais apresentaram diferença estatística entre os 

grupos experimentais. Os animais tratados com insulina (p<0,001) e droga 

VBHED (p<0,05) apresentaram pesos prostáticos maiores do que os animais 

diabéticos. Para os animais tratados com VOSO4 (p<0,001) e L02 (p<0,001) 

houve uma perda de peso prostático significativo em relação aos pesos das 

próstatas dos animais do grupo tratado com insulina. A substância VBHED 

influenciou positivamente na manutenção do peso prostático tanto em relação 

aos animais tratados com VOSO4 como para os tratados com L02 (ambos com 

p<0,05). Para os demais grupos não houve diferença significativa entre os 

pesos das próstatas dos animais tratados com o peso prostático dos animais 

diabéticos, VOSO4 e L02 (p>0.005), sugerindo que estas duas substâncias não 

foram capazes de manter o peso prostático nestes animais. 

 Houve diminuição do peso da glândula seminal dos animais diabéticos e 

dos tratados com substâncias de vanádio,L02, VOSO4 e VBHED, em relação 

aos pesos das glândulas seminais dos animais tratados com insulina 

(p<0,001). Em estudo ultrassonográfico realizado por La Vignera et al. (2010), 

a presença de atonia funcional da vesícula seminal em homens diabéticos 

inférteis é verificada. Além da  diminuição do peso de órgão reprodutores( 

KHAKI et al., 2010; KIANIFARD et al., 2012) 

O índice gonadossomático (IGS) é uma relação que indica a 

porcentagem de peso corporal alocada nos testículos (CALDEIRA et al., 2010). 

Segundo Gomendio et al. (2006), o IGS está ligado diretamente à produção 

relativa de espermatozóides em espécies de roedores. Neste experimento, não 

houve diferença significativa entre os grupos. 
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ANÁLISE DO ÍNDICE GLICÊMICO 

Tabela 2. Avaliação de glicose (mg/dl) durante 1ª, 3ª,5a e 7a semana. Animais 
diabéticos adultos submetidos a 60 dias de tratamento. Animais diabéticos sem 
tratamento e animais diabéticos tratados com insulina,VOSO4, L02 e VBHED.Os 
valores representam média ± desvio padrão. Letras diferentes indicam diferença 
estatística p<0,05. 

 Grupos Experimentais  

Semana Diabéticos Insulina VOSO4 L02 VBHED 

1ª 427,8 ± 59,44
a
     99,2 ± 24,55

b
    218 ± 92,31

b
 350,2 ± 159,8

a
 317,2 ± 128,5

 a
 

3ª  447,4 ± 75,78
a
  117,6 ± 43,12

 b
  142,8 ± 113,6

 b
 301,4 ± 139,4

 ab
  325,4 ± 98,26

 a
 

5ª 425,0 ± 15,00
 ac

    104,8 ± 24,08
b
   196,4 ± 120,2

 bc
   249,0 ± 102,5

 bc
   342,6 ± 86,24

c
  

7ª 426,8 ± 29,54
 a

  150,6 ± 66,76
 b

  296,6 ± 161,4
 ab

  338,2 ±176,6
 ab

 178,0 ± 66,17
 b

 

 

A tabela 2 representa os níveis glicêmicos de animais diabéticos durante 

quatro semanas alternadas. Na primeira semana houve diferença significativa 

entre alguns grupos em relação à glicose. O grupo tratado com insulina 

apresentou redução da glicemia significativa em relação ao grupo dos animais 

diabéticos (p<0,001), ao grupo L02(p<0,01) e VBHED (p<0,05). Na terceira 

semana houve redução significativa do índice glicêmico da insulina em relação 

aos diabéticos (p<0,001) e VBHED (p>0,05), já os grupos L02 e VOSO4, não 

apresentaram diferença estatística em relação ao grupo tratado com insulina. 

Também houve diminuição significativa da glicemia dos animais tratados com a 

droga VOSO4 em relação aos animais diabéticos (p<0,001). Na 5ª semana de 

tratamento, os animais tratados com insulina apresentaram diminuição 

significativa dos índices glicêmicos em relação ao grupo de diabéticos 

(p<0,001) e ao grupo VBHED (p<0,01). As substâncias  VOSO4 e L02 

promoveram redução do índice glicêmico se comparados com os níveis 

glicêmicos dos animais  diabéticos (p<0,01) e (p<0,05) respectivamente. Já na 

7ª semana de tratamento só houve diferença estatística apenas nos animais 

dos grupos tratados com insulina (p<0,01) e dos grupos tratados com VBHED 

(p<0,05) em relação ao grupo dos animais diabéticos. 

Os animais tratados com insulina permaneceram com níveis glicêmicos 

mais baixos em relação aos outros animais em todas as semanas. Por outro 

lado, os grupos tratados com compostos à base de vanádio tiveram grande 
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variação dos níveis glicêmicos. Yuen e colaboradores (1997) demonstraram 

que os complexos de vanádio (IV) VO(ma)2, e VO(ka)2 (0,55 mmol/kg) quando 

administrados por via oral durante tratamento agudo (0 a 25 horas) em ratos 

diabéticos, apresentaram efeito hipoglicemiante marcante até 12 horas após o 

tratamento, porém após 12 horas este efeito se reduz. Isto pode justificar a 

variação e o aumento de glicose, pois em nosso estudo, os animais receberam 

uma única dose destes compostos, à base de vanádio, diariamente e os níveis 

de glicose eram medidos cerca de 24 horas depois da administração por 

gavagem. 

 

Diâmetro do núcleo das células de Leydig e avaliação dos níveis séricos de 

testosterona  

 

 Na análise do diâmetro do núcleo da célula de Leydig não houve 

diferença estatística entre os grupos, porém observou-se diminuição do 

diâmetro do núcleo das células de Leydig dos grupos dos animais diabéticos e 

do grupo tratado com o composto L02 em relação aos outros grupos tratados 

com VOSO4, VBHED e com insulina (Figura 1). É provável que os efeitos 

causados pelo diabetes sobre o diâmetro dos núcleos das células de Leydig 

tenham sido minimizados por estes compostos que tiveram papel na 

manutenção do diâmetro nuclear, que está diretamente relacionado com o 

núcleo da célula de Leydig (quanto maior o volume nuclear maior o volume da 

célula). Animais com diabetes tem uma tendência à redução do volume da 

célula de Leydig (KIANIFARD D.,2012) porém a droga VOSO4 e VBHED 

preveniram os efeitos causados pela diabetes assim como a insulina. Estudos 

demonstraram lesões testiculares, relacionadas ao nível da glicemia e tempo 

de exposição, à condição hiperglicêmica, e constataram principalmente a 

redução do epitélio germinativo e das células de Leydig, e de alterações no 

processo da espermatogênese em ratos induzidos pela streptozotocina 

(OKSANEN A, 1973, BRUNING, Rossi GL, 1982). Apesar de alguns estudos 

demonstrarem redução no número de células de Leydig em animais diabéticos 

(BRUNING, J.C, 2000), outros não encontraram mudanças estruturais no 

número ou função dessas células CAMERON, D.F,1985. Alguns trabalhos 
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mencionaram que esta variação entre os estudos pode ser relacionada com 

vários fatores como: protocolo de indução, duração do experimento e diferença 

entre as espécies EL-ROUBY, 2013). 

 

Figura 1  Diâmetros dos núcleos das células de Leydig de animais diabéticos sem 

tratamento, tratados com insulina, L02,VOSO4 e VBHED.(µm).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Na figura 2, os animais tratados com insulina e a droga VBHED 

apresentaram uma tendência de melhora e de manutenção dos níveis séricos 

de testosterona. Já a drogas L02 e VOSO4 não foram eficientes para a 

manutenção dos níveis de testosterona. Ratos diabéticos três semanas após 

indução com streptozotocina apresentaram diminuição da testosterona 

(SCARANO WR, 2006). O diabetes age principalmente causando alterações 

nos níveis de hormônios importantes para o processo espermatogênico como 

FSH, LH e testosterona (BALLESTER, J.,2004, AGBAJE, I.M. et al, 2007). Em 

estudo realizado por BRUNING, J.C. e colaboradores(2000) foi observado a 

redução do conteúdo de LH em animais que possuíam mutação em receptores 

de insulina cerebrais. A redução nos níveis de LH age diretamente na 

funcionalidade das células de Leydig, reduzindo a produção de testosterona 

(SCHOELLER, E.L. et al, 2012). Esta redução nos níveis de testosterona é um 

achado comum em animais diabéticos. Neste experimento, apesar de não ter 

havido diferença estatística entre os grupos, os níveis de testosterona 
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plasmática tiveram uma tendência de aumento nos grupos tratados com 

insulina e com VBHED em relação aos animais diabéticos sem tratamento, 

tratados com L02 e tratados VOSO4. 

 

Figura 2  Níveis séricos de testosterona de animais diabéticos sem tratamento, 

tratados com insulina, L02, VOSO4 e VBHED. 

 

 

 

 

 

 

 

 

AVALIAÇÃO HISTOPATOLÓGICA  

 

Na figura 3A e 3B observam-se túbulos seminíferos de animais 

diabéticos tratados com insulina. Notou-se que não houveram alterações 

associadas a processo degenerativo, além de túbulos seminíferos em 

diferentes estágios (IV, V e VII) que confirmam a ausência de lesões no ciclo 

do epitélio seminíferos neste grupo. Em estudo com ratos diabéticos , todos os 

tipos de células testículares foram restauradas mediante tratamento com 

insulina. Além disso, os machos tratados com insulina foram capazes de 

procriar com sucesso ninhadas de tamanhos normais. (SCHOELLER, E.L , 

2012). Neste estudo, a presença deste hormônio foi importante na manutenção 

da estrutura do parênquima testicular dos animais tratados. A insuficiência de 

insulina e o comprometimento da ação reguladora em células de Leydig e de 

Sertoli tem um papel importante em alterações testiculares de pacientes 

diabéticos (BALLESTER, ET AL, 2004) o que corrobora com nossos achados 

nos animais diabéticos não tratados onde foram encontradas diversas lesões 

nos túbulos seminíferos (Figuras 3C, 3D,3E e 3F): Na figura 3C, observa-se a 
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existência de diversas vacuolizações na porção basal do epitélio seminífero, o 

que corresponde a processo degenerativo de células espermatogênicas, que 

podem ocorrer em espermermatócitos I, pré-leptóteno, leptóteno e 

espermatogônias, assim como em células pós-meióticas do compartimento 

adluminal. SPALIVIERO J.A., et al., 2004, sugere que os baixos níveis de 

insulina no plasma podem diminuir significativamente a produção de 

testosterona, relacionada diretamente com a manutenção da 

espermatogênese. Além de vacuolizações, pode ser observado células 

descamadas, afrouxamento do epitélio e morte de células germinativas (Figura 

3D). Animais diabéticos induzidos pela streptozotocina  apresentaram lesões 

testiculares relacionadas ao nível da glicemia e tempo de exposição à condição 

hiperglicêmica, e constaram principalmente a redução do epitélio germinativo e 

de alterações no processo da espermatogênese (NAVARRO-CASADO,et al., 

2010; KIANIFARD, D. et al., 2011). 

Nas figuras 3E e 3F, podemos observar afrouxamento do epitélio com 

descamação e morte celular. Estes achados estão relacionados a redução da 

altura do epitélio germinativo em função dos processos de degeneração celular 

ligados à hiperglicemia. Estes dados estão de acordo com a maioria das 

publicações anteriores (TRINDADE,et al., 2013;RICCI, et al. 2009). 
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Figura 3. Testículos de ratos adultos diabéticos. Compartimento tubulares em animais 
diabéticos tratados com insulina(A e B) e sem tratamento(C,D,E e F) durante 60 
dias.1( A) Túbulos seminíferos em secção transversal em diversos estágios do epitélio 
seminífero preservados em animais diabéticos tratados com insulina, aumento de 
100x(seta).1(B)Três diferentes estágios da espermatogênese( IV,V e VII )em ratos do 
grupo tratado com insulina, vaso sanguíneo (seta).1(C).Túbulos seminíferos de 
animais diabéticos sem tratamento com presença de vacúolos (Seta preta) , 
afrouxamento do epitélio(seta branca) e células descamadas(estrela) em  aumento de 
100x. Animais diabéticos sem tratamento 1(D,E e F). Observar a em detalhe a 
existência de vacuolização da célula de Sértoli (D)(seta preta) e morte de células do 
epitélio germinativo (seta branca).(E) Afrouxamento do epitélio com descamação 
celular(estrela),morte de células germinativas(seta). (F) 

Morte celular e redução da altura do epitélio germinativo. Aumento 400x.  
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Os efeitos do vanádio foram estudados em diversas espécies sendo sua 

principal característica, a ação insulinomimética. O vanádio demonstrou 

estimular oxidação e captação de glicose, assim como a síntese de glicogênio 

em adipócitos e em células musculares (NRIAGU J., 1998). Dados resultantes 

de estudos in vitro e in vivo sugerem que o vanádio não afeta apenas um, mas 

vários aspectos na via de sinalização da insulina (GOC, A., 2006, 

SRIVASTAVA, A.K., 2005, DOMINGO J.L., 2002). Como demonstrado no 

nosso trabalho (Figura 4A, 4B,4E e 4F), os animais que foram tratados com 

VOSO4 e VBHED, não apresentaram lesões compatíveis com degeneração 

testicular. Os níveis de glicose nestes animais não foram suficientemente altos 

para promover alterações da estrutura testicular, posto que não se constatou 

atrofia tubular, descamação celular, vacúolos de célula de Sertoli que 

justificassem o efeito deletério da hiperglicemia. O VOSO4 e o VBHED 

apresentaram capacidade de prevenir os efeitos degenerativos testiculares 

decorrentes da hiperglicemia, assim como a insulina.  

De acordo com GOC A., 2006, um dos efeitos de maior importância dos 

sais de vanádio é a transferência do transportador de glicose GLUT-4 do 

compartimento intracelular para a superfície do adipócito, promovendo assim o 

aumento da captação de glicose. A ausência de lesões nos testículos dos 

animais tratados com estes compostos à base de vanádio, mostra que sua 

ação mimetiza os efeitos da insulina. A insulina é conhecida por influenciar o 

eixo hipotalâmico-pituitário ( BUCHOLTZ D.C. , 2000), que podem alterar os 

níveis de hormônio importantes na espermatogênese (BRÜNING JC, 2000).O 

LH interage com as células de Leydig no interstício dos testículos para 

promover a produção de testosterona ( PAKARAINEN T,et al,2005). É provável 

que os compostos à base de vanádio neste experimento (VOSO4 e VBHED), 

tenham normalizado os níveis de LH, nos animais diabéticos do tipo I, 

reduzindo ou evitando danos produzidos pela hiperglicemia sobre o 

parênquima testicular nestes animais. Nos animais tratados com L02, (Figuras 

4C e 4D) observou-se preservação parcial da espermatogênese uma vez que, 

se constatou túbulos seminíferos intactos ao lado de túbulos seminíferos com 

processos degenerativos marcados pela redução da altura dos epitélio 
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germinativo, descamação total de células germinativas e degeneração 

testicular. Mostrando que este composto a base de vanádio, L02, não foi tão 

eficiente em evitar os danos promovido pelo diabetes, mostrando danos 

causados pela hiperglicemia assim como os relatados por outros 

autores(ALVES, M.G. et al, 2013, CAI, L. et al,2000 e DIAS, A.S, 2005). 
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Figura 4. Túbulos seminíferos de animais tratados com 3 substâncias à base de 
vanádio. (A)Túbulos seminíferos bem preservados(Seta) dos animais tratados com 
VOSO4 em aumento de 100x.(B)Em detalhe no aumento de 400x ,túbulos seminíferos 
bem preservados apresentando 3 diferentes estágios da espermatogênese (IV,V,VII). 
(C) Animais tratados com L02 apresentando túbulos seminíferos bem  
preservados(seta preta) porém também se observa processos degenerativos 
marcados com a redução da altura dos epitélio germinativo (seta branca).(D)Em maior 
aumento 400x, diminuição da altura do epitélio(seta), túbulos em processos 
degenerativos com ausência de células germinativas compartimento adluminal 
(estrela).(E) Túbulos seminíferos bem preservados(Seta) dos animais tratados com 
VBHED em aumento de 100x.(F) Em detalhe no aumento de 400x ,túbulos seminíferos 
bem preservados apresentando diferentes estágios da espermatogênese(IV,V,VI) de 
animais tratados com VBHED. 
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CONCLUSÕES 

 

Em conclusão, as substâncias à base de vanádio L02, VOSO4 e VBHED 

conseguiram evitar alguns efeitos negativos causados pelo diabetes como: 

diminuição do peso corporal e dos órgãos reprodutores, diminuição dos níveis 

séricos de testosterona e aumento dos níveis séricos de glicose. De um modo 

geral, a substância VBHED foi a que apresentou os melhores resultados na 

maioria dos parâmetros avaliados. Na avaliação da glicose sérica houve 

disparidade em relação aos diferentes compostos à base de vanádio em 

diferentes semanas de tratamento, onde só a insulina conseguiu manter a 

glicose em níveis mais baixos. Na avaliação histopatológica, a insulina, o 

VOSO4 e o VBHED apresentaram um padrão semelhante em relação a 

manutenção dos parâmetros testiculares, conseguindo evitar os efeitos 

deletérios causados pelo diabetes. Apesar da substâcia L02 possuir alguns 

efeitos protetores em relação ao diabetes, a substância não foi tão eficiente 

quanto os outros compostos à base de vanádio (VOSO4 e VBHED) e da 

insulina.  
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 
 

Há décadas, desde os primeiros estudos que envolveram o vanádio e 

suas propriedades insulino- miméticas, muitas pesquisas e avanços vêm sendo 

feitos para se compreender  as propriedades e os mecanismos de ação deste 

elemento como antidiabético. Os mecanismos intracelulares exatos e os 

mediadores envolvidos nas ações dos compostos de vanádio ainda não estão 

totalmente esclarecidos, porém seus efeitos como terapia para o diabetes já 

são conhecidos. A propriedade do vanádio como antidiabético é devida a sua 

ação bastante semelhante à da insulina no organismo. O vanádio pode agir em 

diversos pontos da via de sinalização celular da insulina tendo como principais 

vias as PI3K/PKB. O vanádio exerce muitos efeitos insulinomiméticos tanto nos 

sistemas in vivo como in vitro. Ele pode agir na captação de glicose e na 

diminuição da resistência à insulina agindo como facilitador nas ações 

promovidas pela insulina ou agindo sozinho na ausência da mesma, mostrando 

que pode ser utilizado tanto em diabetes do tipo 1 como na  tipo 2 em 

animais.Além disso, este elemento já vem sendo utilizado em alguns ensaios 

clínicos em humanos diabéticos, porém o número destes estudos é bastante 

reduzido em relação aos estudo com animais pois utilizam-se de populações 

muito pequenas e com curta duração. Espera-se que novos estudos sejam 

feitos com um maior número de pessoas. A utilização dos compostos de 

vanádio  é bastante importante em casos  de compostos  que age 

independentes de insulina. O vanádio  pode agir sozinho percorrendo diversas 

etapas que são feitas pela insulina. Por fim, uma vez que estas ações 

benéficas dos compostos de vanádio estejam sendo descobertas cada vez 

mais, atualmente muitos estudos e pesquisas estão crescendo a cada dia para 

a criação e desenvolvimento de novos compostos, com maior potência, menor 

toxicidade e com ações mais específicas e que atuem também de modo 

diferente da insulina.  


