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RESUMO

Neste trabalho observou-se a eficiéncia in vivo do tratamento de ratos
diabéticos com drogas de vanadio na diminuicdo de lesGes no sistema
reprodutor masculino. Além de uma analise in vitro em adip6citos humanos
através da avaliacdo dos efeitos destes compostos sobre proteinas importantes
na sinalizacdo 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(VOSO,)(n=5); grupo G4: animais
diabéticos tratados com novo composto de vanadio (L02)(n=5) e grupo G5
animais diabéticos tratados com novo composto de vanadio (V-BHED)(n=5). Os
animais foram induzidos ao diabetes através da administracdo Unica de
estreptozotocina. Apés a confirmacéo do quadro de diabetes deu-se inicio aos
tratamentos com duracdo de 60 dias. Ao final do periodo experimental os
animais foram perfundidos para avaliacdo de alteracbes decorrentes do
diabetes sobre alguns 6rgdos reprodutivos. Cada animal foi heparinizado e
anestesiado por injecdo intraperitoneal de quetamina associada a xilazina na
mesma seringa. Posteriormente, foi realizada a coleta do sangue para
dosagem de testosterona. Foram analisados parametros como: Pesos
(corporal, testiculos, epididimos e vesicula seminal) e indice gonadossomatico.
Além disso, foi feita andalise histologica do testiculo com énfase em células de
Leydig e microtibulos de células germinativas. Para o estudo in vitro, os
adipdcitos recolhidos a partir de seres humanos, com diabetes e sem diabetes,
foram submetidos a avaliacdo de proteinas para analise de alteracdes na
sinalizacdo da insulina. E finalmente foram realizadas a eletroforese em gel e
imunotransferéncia. Ambos os estudos apresentaram efeitos positivos dos
compostos a base de vanadio em quase todos os parametros avaliados,
principalmente a nova substancia codificada como VBHED.

Palavras-chave: Diabetes. Vanadio. Insulina. Adipécitos. Testiculos.



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 (VOSO,) (n = 5); Group G4:
diabetic animals treated with new vanadium compound (L02) (n = 5) and group
Gb5: 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.



SUMARIO

1 INTRODUGAO ...t 12
2 REVISAO DE LITERATURA ... oo 13
2.1 DIABETES MELLITUS ...oiiiiiiiieie et 13
2.1.1 Classificag8o etiolOgICa ........ccvvevruriiiie e e e e 13
2.1.1.1 Diabetes MellituUS tip0 L......cccovrririiiiiii e e e eeeeeaees 14
2.1.1.2 Diabetes MellituUS tiPO 2......cccoviiiiiiiiii e e e eeaanes 15
2.1.1.3 Outros tipos especificos de diabetes mellitus.............ooocvviiieeiieennnnns 16
2.1.1.4 Diabetes gestacional ... 16
2.1.2 Diabetes na reprodug&o do MacChO..........cooeeeieiieiiieeeeeee 16
2.2 TERAPIAS ... e 18
2.2.1  INSUIING ettt e e e e e e eaaane 18
2.2.1.1 Acéo e sinalizacdo da insulina e proteinas intracelulares................... 19
2.2.1.2 Resisténcia a inSuliNa.........ccoooeeiieiii e, 21
2,22 VANAQIO ..o oo 21
2.2.2.1 Compostos de vanadio em experimentacao in Vitro...............cccceeeeeeens 23
2.2.2.2 Mecanismo de agdo semelhante a insulina do vanadio ....................... 24
3 OBUIETIVOS ...ttt e e e e 26
3.1 OBJETIVO GERAL ... oot e e 26
3.2  OBJETIVOS ESPECIFICOS .....cociiiieiiieieesee e 26

CAPITULOL ...ttt
1 INTRODUGAO ..ottt 37
2 MATERIAL E METODOS.......ccoiiiiiiieeieieieie et 38
2.1 ISOLAMENTO E INCUBAQAO DE ADIPOCITOS......coveeeeeeeeeeee. 38
2.2 ELETROFORESE EM GEL (SDS-PAGE) E IMUNOTRANSFERASE. 39

COMPOSTOS DE VANADIO ... 39
3 ESTATISTICA ..ot 40
4 RESULTADOS ...t e s 40
5 DISCUSSAOD ...ttt 43
6 CONCLUSOES ...ttt

REFERENCIAS ..ottt 47



(0. 21 1 U] I 2RSSR 47

1

2

2.1
2.2
2.3
2.4
2.5

2.6
2.7
2.8
3

3.1
3.2

INTRODUGAO ...t 53
MATERIAL E METODOS.......cciiieee ettt 54
INDUCAO AO DIABETES .....ooviiieeceeeeeeeteeeee e 54
ADMINISTRACAO DOS COMPOSTOS A BASE DE VANADIO......... 55
TRATAMENTO DO DIABETES ..ottt 55
EUTANASIA E COLETA DE MATERIAL ......coviiiiiiieeeeee e 55
AVALIACAO DE PARAMETROS TESTICULARES E DE ORGAOS
REPRODUTORES ......ooviviiieieieceee et n e saennanes 56
DIAMETRO NUCLEAR DAS CELULAS DE LEYDIG.......cccccveeveuennnn. 56
DOSAGEM DE TESTOSTERONA PLASMATICA........ccooveeevireennn. 56
PROCESSAMENTO DOS TESTICULOS PARA HISTOPATOLOGIA 57
RESULTADOS E DISCUSSAOQ .....cooviveeieiceeeeeeceeee e 57
ANALISE DO INDICE GLICEMICO ........cceotiiiieeececeee e 60
DIAMETRO DO NUCLEO DAS CELULAS DE LEYDIG E AVALIACAO
DOS NIVEIS SERICOS DE TESTOSTERONA .........cccooveeiieeeeeiennns 61
AVALIACAO HISTOPATOLOGICA ......oooveeeeeeecececeeeee e 63
CONCLUSOES ...ttt 69
REFERENCIAS .....oooviiieiee ettt 70

CONSIDERAGOES FINAIS......ooiiieeeeeeeeee e 75



LISTA DE FIGURAS E TABELAS

Figura 1 Receptor de insulina. Local de ligagdo da insulina ao seu receptor na

subunidade a que resulta em autofosforilagdo da subunidade B.(Freeman, 2012).

Figura 2 Mecanismos de sinalizacao da insulina para o transporte de glicose e sintese
de proteinas.

Capitulo 1

Figura 1 Acdo dos compostos a base de vanadio no caminho de sinaliagéo da insulina.

Figura 2 Fosforilagdo da ERK 1/2 em adipdcitos humanos. Adipocitos humanos
submetidos a tratamento com agua e tampao (controle), insulina, sulfato de vanadila
(VOSO,) e novo composto a base de vanadio (VBHED), durante 30 minutos.

Pacientes nédo diabéticos e pacientes diabéticos (diabetes tipo 2).

Figura 3 Fosforilagdo da PKB em adipocitos humanos. Adipocitos humanos
submetidos a tratamento com agua e tampao (CONTROLE), INSULINA, Sulfato de
vanadila (VOSO,) e novo composto a base de vanadio (VBHED), durante 30 minutos.
Pacientes nao diabéticos e pacientes diabéticos (diabetes tipo 2 ).

Figura 4 Fosforilagdo da S6 em adipdcitos humanos. Adip6citos humanos submetidos
a tratamento com agua e tampao (CONTROLE), INSULINA, Sulfato de vanadila
(VOSO,) e novo composto a base de vanadio (VBHED), durante 30 minutos.
Pacientes nao diabéticos e pacientes diabéticos (diabetes tipo2).

Capitulo 2

Figura 1 Didmetros dos nucleos das células de Leydig de animais diabéticos sem
tratamento, tratados com insulina, L02, VOSO, e VBHED.(um).

Figura 2 Niveis séricos de testosterona de animais diabéticos sem tratamento, tratados
com insulina, L02, VOSO, e VBHED.



Figura 3. Testiculos 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) Tubulos seminiferos em seccéo transversal em diversos estagios do epitélio
seminifero preservados em animais diabéticos tratados com insulina, aumento de
100x(seta).1(B)Trés diferentes estagios da espermatogénese( I1V,V e VIl )em ratos do
grupo tratado com insulina, vaso sanguineo (seta).1(C).Tubulos seminiferos de
animais diabéticos sem tratamento com presenca de vacuolos (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
existéncia de vacuolizacdo da célula de Sértoli (D)(seta preta) e morte de células do
epitélio germinativo (seta branca).(E) Afrouxamento do epitélio com descamacao

celular(estrela),morte de células germinativas(seta). (F)

Figura 4. Tabulos seminiferos de animais tratados com 3 substancias a base de
vanadio. (A) Tubulos seminiferos bem preservados (Seta) dos animais tratados com
VOSO, em aumento de 100x.(B)Em detalhe no aumento de 400x ,tubulos seminiferos
bem preservados apresentando 3 diferentes estagios da espermatogénese (I1V,V,VIl).
(C) Animais tratados com L0O2 apresentando tubulos seminiferos bem
preservados(seta preta) porém também se observa processos degenerativos
marcados com a reducédo da altura dos epitélio germinativo (seta branca).(D)Em maior
aumento 400x, diminuicdo da altura do epitélio(seta), tubulos em processos
degenerativos com auséncia de células germinativas compartimento adluminal
(estrela).(E) Tubulos seminiferos bem preservados(Seta) dos animais tratados com
VBHED em aumento de 100x.(F) Em detalhe no aumento de 400x ,tubulos seminiferos
bem preservados apresentando diferentes estagios da espermatogénese(lV,V,VI) de
animais tratados com VBHED.



1 INTRODUCAO

Uma epidemia de Diabetes mellitus (DM) esta em curso. Atualmente,
estima-se que a populacdo mundial com diabetes é da ordem de 382 milhdes
de pessoas e que deverda atingir 471 milhdes em 2035. Cerca de 80% desses
individuos com DM vivem em paises em desenvolvimento, onde a epidemia
tem maior intensidade, com crescente propor¢cdo de pessoas afetadas em
grupos etarios mais jovens, coexistindo com o problema que as doencas
infecciosas ainda representam (SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES,
2015).

O DM é uma sindrome de etiologia multipla, decorrente da falta de
insulina e/ou da incapacidade da mesma de exercer adequadamente seus
efeitos, resultando em resisténcia insulinica. Dessa forma, a enfermidade
caracteriza-se pela presenca de hiperglicemia crbnica, frequentemente
acompanhada de dislipidemia, hipertensdo arterial e disfuncdo endotelial
(SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2003). A hiperglicemia se
manifesta por sintomas como polidria, polidipsia, perda de peso, polifagia e
visao turva ou por complicagdes agudas que podem levar a risco de vida.

Embora alguns farmacos, com potencial antidiabético, estejam sendo
extensamente utilizados, existem algumas limitacbes encontradas nas terapias
atuais, como: (1) muitos pacientes diabéticos tipo Il ndo apresentam controle
da glicemia com o uso de alguns farmacos; (2) os agentes nao reestabelecem
0 estado normal da sensibilidade a insulina ou o funcionamento das células
beta; (3) o uso intenso da insulina pode aumentar a adiposidade e agravar a
resisténcia a insulina (BAILE, 2000).

A quantidade de defeitos na via de sinalizagdo da insulina tem sido
relatada em pacientes diabéticos do tipo Il (BEESON, 2003). Terapias
antidiabéticas atuais sdo geralmente seguras e eficazes, mas sofrem certas
limitagGes. A insulina, por exemplo, requer a agéo funcional do seu receptor, e
terapias antidiabéticas orais ndo insulinicas adicionalmente exigem niveis
minimos enddégenos de insulina. Como resultado dessas limitagbes, o0s
pacientes com grave resisténcia a insulina, que inclui pacientes diabéticos,

gravemente avancados, atualmente carecem de tratamento efetivo. Esta é uma
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preocupacao crescente, porque 0 numero de pacientes com resisténcia a
insulina grave esta aumentando em relacdo direta com a atual epidemia global
de diabetes (CASTRO, et al. 2014; VESTERGAARD, 2001).

Novas abordagens terapéuticas sdo necessarias para tratar o diabetes
de forma mais eficiente; dessa forma, estudos realizados nas ultimas décadas
foram revistos em detalhe, demonstrando que compostos a base de vanadio
exercem varios efeitos insulino- miméticos e antidiabéticos, in vitro e in vivo
(SRIVASTAVA, 2000; MEHDI, 2004).

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 DIABETES MELLITUS

Diabetes é uma doenca complexa e multifatorial, considerada um dos
mais importantes problemas de saude mundial e estd associada com
significativa mortalidade, morbidade e perda da qualidade de vida. E
caracterizada por disturbios no metabolismo de carboidratos, proteinas e
lipidios, causados por absoluta ou relativa deficiéncia da secrecao e/ou acao da
insulina e que tem como aspecto fundamental a hiperglicemia (ISLAS-
ANDRADE, 2000; CONSENSO BRASILEIRO SOBRE DIABETES 2002; RAO,
2003).

2.1.1 Classificacéao etiolégica

A classificacdo atual do DM baseia-se na etiologia e nédo no tipo de
tratamento, portanto, os termos "DM insulinodependente” e "DM
insulinoindependente” devem ser eliminados dessa categoria classificatoria. A
classificagcdo proposta pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) e pela
Associacdo Americana de Diabetes (ADA) inclui quatro classes clinicas: DM
tipo 1 (DM1), DM tipo 2 (DM2), outros tipos especificos de DM e DM
gestacional (ALBERTI, 1999; AMERICAN DIABETES ASSOCIATION,
2013;SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES,2015).

Diabetes mellitus (DM) ndo é uma Unica doenga, mas um grupo

heterogéneo de distirbios metabdlicos que apresenta em comum a
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hiperglicemia, a qual € o resultado de defeitos na acdo da insulina, na secrecao
de insulina ou em ambas. As duas formas mais comuns de diabetes s&o
diabetes Tipo 1 (producédo diminuida de insulina) e diabetes do tipo 2 (resposta
diminuida a insulina e disfungédo de células B). Ambos levam a hiperglicemia,
producdo excessiva de urina, sede compensatoria, 0 aumento da ingestdo de
liguidos, visdo turva, perda de peso inexplicada, letargia e alteragcbes no
metabolismo energético e complicagbes agudas, que podem levar a risco de
vida; a cetoacidose diabética e a sindrome hiperosmolar hiperglicémica néo
cetdtica. A hiperglicemia crbnica esta associada a danos, disfuncéo e faléncia
de varios Orgados, especialmente olhos, rins, nervos, coracdo e vasos
sanguineos (LIN Y., 2010).

2.1.1.1 Diabetes Mellitus tipo 1

O DM1, forma presente em 5% a 10% dos casos, € o resultado da
destruicdo de células betapancreéaticas, com consequente deficiéncia de
insulina (American diabetes association, 2013 ), por um processo auto- imune
(tipo A) ou por causa desconhecida (forma idiopatica ou tipo B). Na forma
autoimune que € a mais comum, ocorre um processo de insulite e a presenca
de autoanticorpos (antidescarboxilase do acido glutamico, anti-ilhotas e anti-
insulina) (GROSS et al., 2002).

O DM1 idiopatico corresponde a minoria dos casos e caracteriza-se pela
auséncia de marcadores de autoimunidade contra as células beta. Os
individuos com essa forma de DM podem desenvolver cetoacidose e
apresentam graus variaveis de deficiéncia de insulina (SOCIEDADE
BRASILEIRA DE DIABETES, 2015). O fato de haver auséncia absoluta de
insulina na diabetes tipol ocorre manifestacdes clinicas evidentes,
possibilitando rapido diagnéstico quando comparada com a diabetes tipo |l
(GROSS et al., 2002).

A evolucdo da doenga ndo é aguda e sim um processo de autoagressao
de evolucao lenta que provavelmente se desenvolve durante anos numa fase
pré-clinica. No periodo de manifestacdo da doenca, com a presenca de
hiperglicemia e cetose, as células secretoras de insulina ja estdo em numero

muito diminuido ou praticamente ausente. A presenca de infiltrado inflamatério
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do tipo linfomononuclear e a auséncia de células secretoras de insulina, as
células beta, caracteriza o quatro histologico do diabetes tipo 1. O processo de
insulite ocorre pela agressdo imunolégica mediada por células linfocitarias,
macrofagos 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 agéo e secrecao da insulina. Em geral, ambos os defeitos estao
presentes quando a hiperglicemia se manifesta, porém pode haver predominio
de um deles. A maioria dos pacientes com essa forma de DM apresenta
sobrepeso ou obesidade, e cetoacidose raramente se desenvolve de modo
espontaneo, ocorrendo apenas quando se associa a outras condicdes como
infeccbes. O DM2 pode ocorrer em qualquer idade, mas geralmente é
diagnosticado apos os 40 anos. Os pacientes ndo dependem de insulina
exdgena para sobreviver, porém podem necessitar de tratamento com insulina
para obter controle metabdlico adequado. Diferentemente do DM1 autoimune,
ndo ha indicadores especificos para o DM2. H&, provavelmente, diferentes
mecanismos que resultam nessa forma de DM, e com a identificacdo futura de
processos patogénicos especificos ou defeitos genéticos, 0 numero de pessoas
com essa forma de DM ird diminuir a custa de mudancas para uma
classificacdo mais definitiva em outros tipos especificos de DM. (SOCIEDADE
BRASILEIRA DE DIABETES, 2015).

O diabetes esta associado ao aumento da mortalidade e ao alto risco de
desenvolvimento de complicac6es micro e macrovasculares, como também de
neuropatias, cegueira, insuficiéncia renal e amputacbes de membros
(GUYTON, 2002).

No diabetes tipo 2 ha uma reducéo da sensibilidade dos tecidos-alvos ao
efeito da insulina. Essa sensibilidade diminuida a insulina é frequentemente
descrita como resisténcia a insulina. Para superar a resisténcia a insulina e
evitar o acumulo de glicose no sangue, deve haver um aumento na quantidade
de insulina secretada. Embora n&do se saiba o que causa o diabetes tipo 2,

sabe-se que neste caso o fator hereditario tem uma importancia bem maior do
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que no diabetes tipo 1. Também existe uma conexdo entre a obesidade e o
diabetes tipo 2, embora a obesidade ndo leve necessariamente ao diabetes
(COTRAN, 2000).

2.1.1.3 Outros tipos especificos de diabetes mellitus

Pertencem a essa classificacdo formas menos comuns de DM cujos
defeitos ou processos causadores possam também ser identificados. A
apresentacao clinica desse grupo € bastante variada. Estdo incluidos nessa
categoria defeitos genéticos na funcao das células beta, defeitos genéticos na
acdo da insulina e doencas do pancreas exocrino (SOCIEDADE BRASILEIRA
DE DIABETES, 2015).

2.1.1.4. Diabetes gestacional

O diabetes gestacional € definido como a tolerancia diminuida aos
carboidratos, de graus variados de intensidade, diagnosticado pela primeira vez
durante a gestacdo, podendo ou ndo persistir apés 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 sdo semelhantes aos descritos para o
diabetes tipo 2, incluindo, ainda, idade superior a 25 anos, ganho excessivo de
peso na gravidez atual, deposicao central excessiva de gordura corporal, baixa
estatura, crescimento fetal excessivo, polidramnio, hipertensdo ou pré-
eclampsia na gravidez atual, antecedentes obstétricos de morte fetal ou
neonatal(CAMPQOS, 2002).

2.1.2 Diabetes na reproduc¢éo do macho

O diabetes pode interferir na reproducdo do macho promovendo
alteracOes vasculares e na espermatogénese.

O processo espermatogénico quando segue um curso normal é regulado
através de uma rede de interacdo enddcrina, paracrina e autécrina que ocorre

entre os diversos tipos celulares existentes. A espermatogénese € um processo
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sincronizado que envolve mecanismos que compreendem o cédigo genético
das células germinativas e a sua comunicacdo com células sométicas
presentes no testiculo. No decorrer da espermatogénese, as ceélulas
germinativas se movem da periferia para o limen do tdbulo seminifero. Um
corte transversal do tubulo seminifero mostra as espermatogonias localizadas
na base do tdbulo, espermatdcitos no meio, e espermatides no apice do
epitélio, demonstrando a progressédo do desenvolvimento de células imaturas
as células germinativas maduras a medida que elas se movem em direcdo ao
[imen, onde as espermatides sdo liberadas, ou espermiadas como
espermatozoéides (HESS, 2008; RATO, 2012).

O Diabetes tem sido associado com disfuncéo reprodutiva em homens e
mulheres. Embora a fisiopatologia de disturbios reprodutivos em mulheres
diabéticas venha sendo amplamente investigada (GONCALVES et al., 2015),
poucos estudos foram realizados em homens(BACCETTI et al.,, 2002 ). O
diabetes geralmente resulta em disfuncdo endoteliais e da vascularizacao
(BROWNLEE, 2005), potencialmente afetando, direta ou indiretamente, varias
funcdes do sistema (GAZZARUSO, 2008 ; JACKSON, 2004). Cerca de 90%
dos pacientes diabéticos, do sexo masculino, tém distdrbios na fungdo sexual,
incluindo uma diminuicdo da libido, impoténcia e infertilidade (MA, 2008;
FAIRBURN, 1990). Saad et al.(2009), associaram a infertilidade masculina a
sintese inadequada de testosterona, causada por mudancas moleculares nas
células de Leydig, decorrentes do diabetes.

Segundo, Miralles-Garcia et al.(2004), ha indicios de que o diabetes
insulino-dependente esta associado a diminuicdo do sémen ejaculado, reducao
da vitalidade e motilidade dos espermatozdides, sem alteracdo da viscosidade
do esperma. Analises do sémen revelaram alguma diminuicdo da motilidade
espermética 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 parametros seminais
normais, ha um maior nivel de danos no nucleo e também no DNA mitocondrial
(mtDNA) de espermatozoéides, quando comparado ao que foi encontrado em

controles saudaveis.
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2.2. TERAPIAS

Quando um adequado controle glicémico ndo é obtido através da dieta e
exercicios, os pacientes fazem uso dos agentes hipoglicemiantes orais para o
controle da glicemia. (GILMAN et al., 1991; PILLAI; PANCHAGNULA, 2001).
Esses medicamentos sdo divididos em grupos que estimulam a secrecdo da
insulina como, por exemplo, os mais usados: as sulfonilirias e as metiglinidas
e, 0s que aumentam a sensibilidade dos tecidos periféricos a insulina como as
biguanidas e as tiazolidinodionas. E ainda, os hipoglicemiantes que atuam
inibindo a absorcdo de carboidratos no intestino (OIKININE; MOORADIAN,
2003).

2.2.1 Insulina

Descoberta em 1921, a insulina é utilizada na terapia de casos como
diabetes, cancer, queimaduras e injarias severas (MARTINEZ, 2003). A sintese
ocorre a partir de um precursor de 110 aminoéacidos, a pré-pré-nsulina no
reticulo endoplasmatico, onde é clivada a pro-insulina e no complexo de Golgi,
ocorre conversao em insulina que € armazenada em vesiculas (GILMAN et al.,
1991; NORMAN, 1997). A insulina é composta por 51 aminoacidos dispostos
em duas cadeias, A e B, unidas entre si por duas ligacdes dissulfeto
(BANTING, et al., 1992; LE et al., 2002). E o hormdnio anabdlico mais
conhecido e é essencial para a manutencdo da homeostase de glicose e do
crescimento e diferenciagao celular. Esse hormdnio é secretado pelas células
das ilhotas pancreaticas em resposta ao aumento dos niveis circulantes de
glicose e aminoacidos apoOs as refei¢cdes. A insulina regula a homeostase de
glicose em vérios niveis, reduzindo a producdo hepatica de glicose (via
diminuicdo da gliconeogénese e glicogendlise) e aumentando a captacdo
periférica de glicose, principalmente nos tecidos muscular e adiposo. A insulina
também estimula a lipogénese no figado e nos adipécitos e reduz a lipdlise,
bem como aumenta a sintese e inibe a degradacéo proteica. (CARVALHEIRA,
2002)

A administracdo injetavel de insulina tem, todavia, efeitos que séo

normalmente consequéncia de um mau controle da terapéutica, como por
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exemplo, hipoglicemia (a mais perigosa), reacdes alérgicas no local de injecéo,
hipopotassemia (diminuicdo do nivel do ifon K') e desenvolvimento de
resisténcia ao medicamento (GARRETT, 1987, SOARES, 1992;
GUILLAUSSEAU, 1992).

2.2.1.1 Acéo e sinalizacdo da insulina e proteinas intracelulares

A insulina induz os efeitos biologicos pela interagcdo com um receptor
especifico de membrana. Este receptor € uma glicoproteina heterotetramérica
sendo, duas unidades extracelulares que contém o sitio de ligacdo para
insulina, unidas por pontes dissulfeto e duas unidades intracelulares que
possuem o0s dominios de tirosina quinases (NORMAN; LITWACK, 1997;
NYSTROM; QUON, 1999; LE FLEM et al., 2002; PERTSEVA et al., 2003). Este
receptor esta presente em praticamente todos os tecidos dos mamiferos, mas
suas concentracdes variam desde 40 receptores nos eritrocitos circulantes até
mais de 200.000 nas células adiposas e hepéticas (KAHN, 1985). O receptor &
composto por duas subunidades a localizadas extracelularmente, e duas
subunidades B que passam através da membrana celular (MYERS, 2002).
(Figural).

Figura 1 Receptor de insulina. Local de ligagdo da insulina ao seu receptor na
subunidade a que resulta em autofosforilagdo da subunidade B.

LOCAL DE LIGACAO DA INSULINA

SUBUNIDADE a

) SUBUNIDADE B

Fonte: Freeman (2012).

A insulina induz a autofosforilagdo do receptor, aumentando a sua
capacidade de fosforilar um ou mais substratos proteicos intracelulares. A

fosforilacdo de seus substratos da inicio a uma série de eventos incluindo a
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cascata de reacOes de fosforilacdo e defosforilacdo que regula os seus efeitos
metabdlicos e de crescimento (NORMAN, 1997 e HEI, 1998). Ocorre entao o
inicio das cascatas de fosforilagcdo de véarias outras proteinas e enzimas
intracelulares, como a familia de substratos para receptor de insulina (IRS- 1 e
2) que servem como ancoras para outras proteinas efetoras, através da
transdugédo de sinal (WATSON, 2001, PERTSEVA, 2003, KLOVER, 2004,
LAPENNA, 2002, CARVALHEIRA, 2002). Estas outras moléculas de
sinalizacao que contém dominios SH2, levam assim a ativacao de duas vias de
sinalizacao intracelular como a via da PI3-quinase (fosfatidilinositol 3-quinase),
e a ativacao da via da cascata MAPK com subsequente ativacdo de Raf, MEK
e 2 MAPKSs; p44mapk e p42mapk (ERK1 e ERK2, respectivamente). Estas
vias, por sua vez, regulam o transporte de glicose, a sintese de glicogénio,
lipidios e proteinas (VOET, 2004; YA, 2009). A PI3-quinase é um dimero
composto por uma subunidade catalitica e uma subunidade regulatoria,
importante para a translocacéo dos transportadores de glicose (GLUT4) para a
membrana e consequente captacéo de glicose.

A cascata da PI3-quinase participa também no controle do trafego de
vesiculas levando a transloca¢cdo do transportador de glicose GLUT-4 para a
superficie da célula, resultando assim num aumento de captacdo de glicose
(VOET, 2004). A PI3-K fosforila o fosfatidilinositol (PI1) na posicdo 3 do anel
inositol e gera formas de Pl 3-fosforiladas, como fosfatidilinositol 3,4,5 (PIP3),
que estdo implicadas na ativacdo da quinase dependente de fosfolipidos (PDK)
e proteinas quinases serina/treonina relacionadas, responsaveis por a
fosforilacdo e estimulacdo de varias proteinas quinases na cascata da
sinalizacdo, como a proteina quinase B (PKB/Akt), p70S6K e PKC (YA, 2009).
A cascata da MAPK regula a expressao de genes envolvidos no crescimento e
diferenciagao celular (VOET, 2004). (Figura 2).
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Figura 2: Mecanismos de sinalizacao da insulina para o transporte de glicose e sintese
de proteinas.
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Fonte: Stralfors (2016).

2.2.1.2 Resisténcia a insulina

O conceito de sensibilidade a insulina foi introduzido por Sir Harold
Himsworth, em 1939, ao estudar a resposta de pacientes diabéticos ao
estimulo glicémico e a insulina (DEFRONZO, 2009). Pode-se definir resisténcia
a insulina (RI) como uma perturbacédo das vias de sinalizacdo, mediadas pela
insulina, em que as concentragbes normais do horménio produzem uma
resposta biolégica subnormal. Um aumento da funcdo [-celular pode
compensar a RI, resultando em tolerancia normal a glicose (NGT). Todavia,
quando a Rl excede a capacidade funcional e adaptativa das células B,
instaura-se a deterioracdo da tolerancia a glicose, que pode culminar com o
diabetes mellitus de tipo 2 (DM2)(BAILEY, 2000 e BEESON , 2003).

2.2.2 Vanadio
O vanadio, elemento que possui hiumero atdémico 23 e peso atdbmico
50,9415, é encontrado em baixas concentracdes na crosta terrestre, sendo

obtido comercialmente como produto através dos processos de mineracdo de
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outros metais. O nome “vanadium” foi uma homenagem a deusa Vanadis,
devido as vérias cores formadas pelo ion em solu¢cdes (MORINVILLE, 1998).
Foi descoberto em 1830 pelo quimico sueco Nils Sefstrom que inicialmente o
nomeou de Vanadis, a deusa nordica da beleza e da juventude. A crosta
terrestre contém aproximadamente 0,02% desse elemento, sendo 0 mesmo
obtido como um subproduto do processamento de minérios de outros metais. O
vanadio também é encontrado nas células sanguineas especializadas de
ascidias numa concentracéo elevada, cerca de 0,15 mol L™, sob a forma de
tunichromes(pigmentos), que parece ter um papel importante no metabolismo
das células. A quimica de vanadio € extremamente complexa devido aos seus
varios estados de oxidagcdo (BACCETTI, 2002, SMITH ,1991; TOLMAN,1979) a
hidrolise e polimerizacdo. Assim, o vanadio apresenta um sistema muito Iabil
gue pode interagir com ligantes potenciais, tais como bases nitrogenadas e
grupos-OH, obtendo-se assim misturas que sdo labeis e dificeis de isolar
(HEYLIGER, 1985).

O vanédio tem sido reconhecido como um requisito nutricional essencial
em animais superiores, parecendo ser um oligoelemento necessario para o
crescimento e desenvolvimento normais das células dos mamiferos, para as
quais a concentracao intracelular pode variar entre 0,02 e 1 pmol L. Em 1979,
foi demonstrado que os compostos de vanadio aumentavam o transporte e a
oxidacdo de glicose, bem como estimulavam a sintese de glicogénio no figado
e diafragma (TOLMAN, 1979). Em 1985, Heyliger et al., verificaram reduc¢éo da
glicemia em ratos diabéticos tratados com vanadio. Em tecido adiposo, foi
encontrado que o vanadio ativa lipogénese, inibe a lipllise e aumenta a
liberacdo da lipoproteina lipase (UEKI, 1989). CAM e colaboradores (2000)
resumem Varios estudos sobre o efeito do vanadio em modelos de animais com
diabetes tipo | e Il, demonstrando aumento do transporte de glicose e sintese
de glicogénio em musculo e reducédo da lipdlise e aumento da lipogénese em
tecido adiposo (KADOTA et al., 1987; TSIANI, 1997;FOQT et al., 1992). Clark
et al.(1985) demonstraram que o vanadio altera o metabolismo de glicose de
modo semelhante ao da insulina nos musculos. O vanadio aumenta a entrada
de glicose, sintese de glicogénio e glicolise em amplitude menor que a da
insulina, mas sua acdo € maior ao produzir lactato e oxidar glicose. Ao

contrario da insulina, ndo houve modificagdo na sintese ou degradacdo
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proteica pelo composto de vanadio. Sakurai et al. (2002) verificaram, in vitro,
atividade do ion vanadila em aumentar a captacdo de glicose e suprimir a
liberacdo de acidos graxos livres em adipécitos. O estudo in vivo foi realizado
com administracdo oral de complexos de vanadio e a observancia do retorno
da glicemia aos niveis normais em ratos diabéticos induzidos por

estreptozotocina.

2.2.2.1 Compostos de vanadio em experimentacao in vitro

Existem efeitos do Vanadio no metabolismo de carboidratos e lipideos. O
efeito da diminuicdo da concentracdo sanguinea da glicose tem sido atribuido
principalmente a um aumento de sua absorcédo pelas células, uma vez que o
vanadio ativa diretamente o transporte de glicose in vitro em varios tipos de
células, entre as quais podemos citar: adipécitos isolados de rato
(DUBYAK,1980 e GREEN, 1986), hepatdcitos cultivados (GOMEZ, 1988),
midcitos cardiacos de ratos e humanos (CLAUSEN,1981), tiras de musculo
esquelético de ratos (CAREY, 1995), bem como no musculo esquelético
humano e sistemas celulares com resisténcia a insulina (CLARK, 1985).

O vanadio também influencia etapas intracelulares no metabolismo da
glicose, aumentando a glicolise e oxidacdo da glicose em adipécitos isolados
de ratos (GREEN, 1986). O efeito maximo do vanadio foi a oxidacao da glicose
que excedeu a da insulina, e foi atribuido a uma estimulacdo seletiva da
derivacéo das pentoses fosfato, enquanto o seu efeito maximo sobre a glicélise
foi igualado ao da insulina (SHISHEVA, A.;SHECGTER, Y.,1992). O vanadio
também estimulou a glicélise em hepatécitos isolados de ratos diabéticos
(CLAUSEN T.et al. ,1981).

Vérios alvos enzimaticos especificos podem explicar os efeitos do vanadio
na glicélise. Compostos de vanadio em tecido adiposo de ratos pode ativar
lipogénese (CASTRO et al, 1984), inibir a lipolise(DEGANI et al, 1981) e

também aumentar a atividade da lipoproteina lipase (UEKI et al 1989).
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2.2.2.2 Mecanismo de agdo semelhante a insulina do vanadio

O mecanismo de acdo dos compostos de vanadio ainda nao foi
totalmente esclarecido. Embora alguns estudos tenham demonstrado acéao dos
sais de vanadio via ativacdo do receptor tirosina quinase, varios estudos
sugerem que a acao do vanadio ndo esta 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 acao, a inibicdo de
proteinas tirosina fosfatases (PTPs), resultando em estimulacdo indireta da
fosforilacdo 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 vanadio ndo afeta apenas um, mas sim Varios aspectos na
via de sinalizacdo da insulina (GOC, 2006). A hipétese de inibidor de PTP é
explicada pelo fato do vanadio atuar como competidor do grupo fosfato
impedindo assim, a reacdo enzimatica. Interessantemente, a formacédo de 15
compostos de vanadio peroxidados demonstrou ser 100 — 1000 vezes mais
potente em oxidar o dominio essencial da cisteina, que € aminoacido comum a
todas PTPs (BHATTACHARYYA, 2001). Em estudos feitos anteriormente,
compostos de vanadio demonstraram estimular a fosforilagdo das tirosinas da
subunidade B, em adipdcitos de rato (SHECHTER, 1980; GOLDFINE et al
2000). Contudo, em outras experiéncias, em adipécitos, e em células sobre-
expressando IR, nao foi detectada nenhuma alteracdo na subunidade 3, em
resposta ao tratamento com diferentes compostos de vanadio (SRIVASTAVA,
2005; DOMINGO et al, 1995, SHECHTER, 1980; GOLDFINE, et al 2000).

Um composto a base de vanadio demonstrou ser capaz de reduzir a
hiperglicemia e os niveis de insulina em ratos obesos, além de reduzir a alta
atividade de PTPases encontrada no figado dos mesmos(PUGAZHENTHI et al,
1995). Como um dos efeitos de maior importancia dos sais de vanadio,
verificou-se a inducdo do transportador GLUT 4, do seu compartimento
intracelular para a superficie da célula, aumentando a captacdo de glicose
(PAQUET et al,1992).

Tratamentos com Sulfato de vanadila em pacientes com diabetes tipo 2
modificaram varios componentes envolvidos na sinalizacdo de insulina, os

quais incluiram melhoras no IR basal, na fosforilacdo IRS-1 e na ativagdo PI13-K
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em homogenados de musculo humano (GOC, 2006). Contudo, em contraste
com estes estudos clinicos, outros tratamentos com compostos de vanadio em
ratos ndo produziram qualquer alteracdo no estado de ativacéo da PI3-K ou
PKB (SRIVASTAVA, 2005; DJORDJEVIC, 1995; MCNEILL, 1992). Esta
discrepancia entre os efeitos in vivo e in vitro do vanadio, nas vias de
sinalizacdo da insulina e no papel de varios componentes deste sistema de
sinalizacdo, continua por clarificar. Ou seja, 0 mecanismo preciso, pelo qual o
vanadio estimula a fosforilacdo da tirosina do IRS-1, que leva a ativacdo do

sistema PI3-K/PKB, ainda nao esta claro.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a acdo antidiabética de novos composto a base de vanadio in

Vivo (ratos Wistar machos adultos) e in vitro (adipécitos humanos isolados).

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Avaliar peso corporal, de testiculos, epididimos e vesicula seminal;

2. Auvaliar os niveis de glicose e niveis plasméaticos de testosterona;

3. Verificar morfologia das células da linhagem espermatogénica e dos
nacleos células de Leydig através de microscopia oOptica;

4. Avaliacéo histopatolégica dos testiculos;

5. Comparar os efeitos sobre as vias sinalizadoras de insulina, entre a
insulina, o sulfato de vanadila e novo composto a base de vanadio;

6. Avaliar e comparar as acdes do novo composto de vanadio, sulfato de
vanadila e insulina sobre a proteina S6 que participa na via de
sinalizacdo da insulina;

7. Avaliar e comparar as acdes do novo composto de vanadio, sulfato de
vanadila e insulina sobre a proteina Erk1/2 que participa na via de
sinalizacado da insulina;

8. Avaliar e comparar as acdes do novo composto de vanadio, sulfato de
vanadila e insulina sobre a proteina S6KIP que participa na via de
sinalizacado da insulina;

9. Avaliar e comparar as acdes do novo composto de vanadio, sulfato de
vanadila e insulina sobre a proteina PKB que participa na via de
sinalizacdo da insulina;

10. Avaliar e comparar as a¢des do novo composto de vanadio, sulfato de
vanadila e insulina sobre a proteina IRS1 que participa na via de

sinalizacao da insulina.
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Avaliacao da eficiéncia de novo composto de vanadio : Estudo in vitro
(adpocitos humanos isolados) e do seu mecanismo insulino mimético

através da ativacado de vias sinalizadoras intracelulares.

Ana Katharyne Ferreira Fagundes Rossiter; Meenu Rohini Rajan; Lidiane
Macedo Alves de Lima;Valdemiro Amaro da Silva Junior;Wagner Eduardo da
Silva; Monica Freire Belian; Peter Stralfors

RESUMO

O diabetes mellitus € uma doenca metabdlica caracterizada pela deficiéncia na
secrecdo e/ou na acdo da insulina que € um horménio que apresenta acéo
anabdlica 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 acdo de dois compostos de vanadio (sulfato de
vanadila e VBHED) sobre a cascata de sinalizacdo da insulina em adipdcitos
humanos de pacientes diabéticos (n=5) e ndo diabéticos (n=5). Teve como
objetivo identificar alteracdes na ativacao e / ou expresséo de sinalizacdo de
vias metabdlicas importantes que pudessem gerar efeitos positivos através da
utilizacdo dos métodos de SDS-PAGE e Imunotransferéncia utilizando
anticorpos. De acordo com o grupo experimental foram utilizados a insulina, o
sulfato de vanadila ou a nova substancia a base de vanadio VBHED durante 30
minutos em adipécitos humanos. Para a expressao das proteinas S6kip, S6,
PKB, IRS1, ndo houve diferenca significativa entre os grupos. A expressao da
proteina ERK-12 apresentou grau de fosforilagdo maior tanto em adipocitos dos
pacientes diabéticos como nos adipécitos dos pacientes nao diabéticos
tratados com sulfato de vanadila e VBHED, sem diferenca significativa para os
tratados com insulina. Nossos dados sugerem que 0 novo composto a base de
vanadio promove efeito semelhante ou melhor do que o sulfato de vanadila,
porém como ha uma grande variedade entre os pacientes se faz necessario
novos estudos em um numero maior de individuos para que se possam tirar
melhores conclusdes.

Palavras-chave: Vanadio. Diabetes. Adipdcitos. Antidiabético. Sinalizagao.

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 INTRODUCAO

Diabetes mellitus (DM) ndo é uma Unica doenca, mas um grupo
heterogéneo de distirbios metabdlicos que apresenta em comum a
hiperglicemia, a qual é o resultado de defeitos na acdo da insulina, na secrecao
de insulina ou em ambas (1).Esta doenca se manifesta por sintomas como
polidria, polidipsia, perda de peso, polifagia e visdo turva ou por complicacées
agudas que podem levar a risco de vida. A hiperglicemia cronica esta
associada a dano, disfuncéo e faléncia de varios 6rgdos, especialmente olhos,
rins, nervos, coracao e vasos sanguineos (2).

Terapias Antidiabéticas atuais sdo geralmente seguras e eficazes, mas
sofrem de certas limitacdes. A insulina, por exemplo, requer a acado do receptor
funcional de insulina, e terapias antidiabéticas orais ndo insulinicas
adicionalmente exigem niveis minimos enddgenos de insulina. Como resultado
dessas limitacdes, 0s pacientes com grave resisténcia a insulina, que inclui
pacientes diabéticos, gravemente avancados, atualmente carecem de
tratamento efetivo. Esta é uma preocupacgdo crescente, porque o0 numero de
pacientes com resisténcia a insulina grave esta aumentando em relacao direta
com a atual epidemia global de diabetes (3,4). A quantidade de defeitos na via
de sinalizacdo da insulina tem sido relatada em pacientes diabéticos tipo 2
(3,5).

Ha anos vem-se aumentando a procura por novos agentes terapéuticos
gue sejam mais eficientes no tratamento do diabetes; Nos ultimos anos estudos

foram realizados demonstrando que compostos a base de vanadio exercem
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varios efeitos insulino-miméticos e antidiabéticos tanto in vitro como in vivo (6,
7,8,9,10).

Este trabalho visou avaliar a eficiéncia de novo composta a base de
vanadio in vitro (adipécitos humanos isolados) através do mecanismo de acéo

intracelular.

2 MATERIAL E METODOS

Um consentimento informal foi obtido de todos os pacientes. Os
procedimentos foram aprovados pelo conselho de ética (00-398) da
Universidade de LinkOping, Suécia, e foram realizados de acordo com a
Declaracdo de Helsinque. A gordura subcutanea foi obtida de cirurgias
abdominais eletivas durante a anestesia geral. Uma fatia de tecido subcutaneo
da pele da fascia e muscular foi excisado. Os sujeitos foram recrutados
consecutivamente de cirurgia eletiva no Hospital Universitario de Linkoping-
Norrkoping. Dez pacientes do sexo feminino foram divididos em dois grupos:
Grupo 1 (n=5),pacientes diagnosticadas com diabetes tipo 2 e com indice de
massa corpérea (IMC) 228 e Grupo 2(n=5), pacientes que nao possuiam
diagndstico 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-
B-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 INCUBACAO DE ADIPOCITOS

Os adipdcitos foram isolados a partir de tecido adiposo subcutaneo,
sofreram processo de digestdo por colagenase (tipo 1, Worthington
Biochemical, Lakewood, NJ, EUA), tal como descrito (11). As células foram
tratadas e incubadas em solucdo de Krebs-Ringer (0.12 mol “*NaCl, 4.7
mmol“* KCI, 2.5 mmol-* CaCl,, 1.2 mmol“* MgSO,, e 1.2 mmol“! KH,PO

38



contendo 20 mmol** de HEPES, pH 7.40, 1% (wh)
albumina sérica bovina livre de acidos graxos (BSA, 100 nm“* Isopropil Fenil
Adenosina e 0.5 units/ml adenosina deaminase com 2 mm“*glucose, a 37 °C
em a agitado em banho maria (12). Depois da incubacédo overnight as células
foram lavadas e encubadas de acordo com o tratamento: agua, insulina,sulfato
de vanadila(VOSO4) ou novo composto (VBHED).

2.2 ELETROFORESE EM GEL (SDS-PAGE) E IMUNOTRANSFERASE

ApOs a incubacdo, as células foram separadas do meio usando
centrifugacdo. Para minimizar a sinalizacdo da pés-incubacdo e modificacdes
de proteinas, que podem ocorrer durante a imunoprecipitacao, as células foram
imediatamente dissolvidas em SDS e B-mercaptoetanol com inibidores de
protease e fosfatase de proteina, congeladas num periodo de 10s e
descongeladas em agua fervente para posterior processamento (12) para SDS
page e imunotransferéncia (13).

Com a utilizagdo da eletroforese em gel de SDS-poliacrilamida, as
proteinas foram separadas, transferidas para uma membrana de PVDF e
identificadas utilizando anticorpos especificos. A imunotransferéncia ¢ uma
técnica semi-quantitativa que pode proporcionar dados de fosforilacao
especificos do local. Igual quantidade de proteinas de cada amostra foram

carregadas em cada caminho do gel.

COMPOSTOS DE VANADIO

Os compostos a base de vanadio codificados como VOSO, e VBHED
foram cedidos pela aluna do programa de pés-graduacédo em quimica (Lidiane
Macedo Alves de Lima) e foram caracterizados através das técnicas
espectroscopicas de infravermelho (FTIR), Absorcdo eletrénica na regido do

UV-visivel, bem como, RMN *H, RMN *3C e analise térmica.
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3 ESTATISTICA

Os resultados obtidos foram analisados com o auxilio 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 vanadio, tais como o sulfato de vanadila, interferem
com a transducédo do sinal através da fosforilacdo em residuos de tirosina em
proteinas, especialmente através da inibicdo das proteinas tirosinas fosfatases
(PTPs) especificas ou por ativacdo de proteinas tirosina quinases - especifica
(14,15).(Goc e crans) Por isso nos investigamos os efeitos dos dois compostos
de vanadio VOSO, e V-BHED na transducéo de sinal em resposta a insulina
nos adipdécitos humanos primarios, com foco em proteinas-alvo dos diferentes
ramos na cascata de sinalizagao da fosforilacdo da tirosina (Figura 1). Foram
avaliados adipdcitos de individuos humanos como controle ndo diabéticos e de

pacientes obesos com diagnostico de diabetes.

Figura 1 Acdo dos compostos a base de vanadio no caminho de sinaliagdo da insulina.
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Fonte: Stralfors (2016).
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Figura 2 Fosforilagdo da ERK 1/2 em adipdcitos humanos. Adipécitos humanos
submetidos a tratamento com agua e tampao (controle), insulina, sulfato de vanadila
(VOSO,) e novo composto a base de vanadio (VBHED), durante 30 minutos.
Pacientes nao diabéticos e pacientes diabéticos (diabetes tipo 2).
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Inicialmente comparamos os efeitos da insulina e os compostos de
vanadio sobre a via de cascata MAPKs da rede de sinalizacdo, através da
analise da fosforilacdo da proteina quinase ERK1/2. Nao houve efeitos
estatisticamente significativos, mas os dados sugerem um efeito semelhante ao
da insulina de ambos os compostos a base de vanadio VOSO4 e V-BHED com
magnitude comparavel ao efeito da insulina (Figura 2). Nao houve diferenca
entre os dois compostos de vanadio. Também nao houve diferenca nos efeitos
nas células de individuos controles ndo diabéticos (2A) e de pacientes com
diabetes tipo 2 (2B).
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Figura 3 Fosforilacdo da PKB em adipécitos humanos. Adip6citos humanos
submetidos a tratamento com agua e tampao (CONTROLE), INSULINA, Sulfato de
vanadila (VOSO,) e novo composto a base de vanadio (VBHED), durante 30 minutos.
Pacientes nao diabéticos e pacientes diabéticos (diabetes tipo 2 ).
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Fonte: O autor (2016).

Em seguida, analisamos os efeitos da insulina e dos compostos de
vanadio sobre a fosforilacdo da proteina quinase PKB na treonina-308, a qual é
da cascata de Rl e IRS1, e que seguem no controle da absorcéo de glicose e o
controle da sintese de proteinas através fosforilacdo da proteina ribossomal
S6. Considerando que nao houve efeitos estatisticamente significativos, a
insulina induziu um aumento de 2-3 vezes na fosforilacdo da PKB em ambas as
células de individuos do grupo controle ndo diabéticos e em pacientes com
diabetes tipo 2 (Figura 3). Em contraste, nenhum dos compostos de vanadio

exibiu qualquer efeito sobre a fosforilagdo da PKB.
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Figura 4 Fosforilacdo da S6 em adipdcitos humanos. Adipdcitos humanos submetidos
a tratamento com agua e tampdo (CONTROLE), INSULINA, Sulfato de vanadila
(VOSO,) e novo composto a base de vanadio (VBHED), durante 30 minutos.
Pacientes nao diabéticos e pacientes diabéticos (diabetes tipo2).

NAO DIABETICOS DIABETICOS
aad Ezm CONTROLE s T Ezm CONTROLE
T =3 INSULINA 200 E=3INSULINA
3001 om VOS04 mm VOS04

&z VBHED 1504

VBHED

200+

50

o

A

Fosfo-S6_Ser235/236 % do max. controle
Fosfo-S6_Ser235/236,% do max. controle

Fonte: O autor (2016).

A fim de examinar também a cascata de fosforilacdo da PKB para
controle do crescimento e da sintese de proteinas na cascata da proteina
quinase da mTOR no complexo com Raptor (mMTORC1), também foram
avaliados os efeitos dos dois compostos de vanadio na fosforilacdo do S6
proteina ribossémica. A insulina novamente produziu um aumento de 2-3 vezes
na fosforilacdo de S6 (embora ndo estatisticamente significativa), mas ambos
0s compostos de vanadio ndo conseguiu desencadear uma resposta, quer nas
células do grupo controle ou nas células do grupo diabético (Figura 4).

Também foi examinado a fosforilacdo de IRS1 em residuos de tirosina
usando o anticorpo PY20, mas o lote disponivel comercialmente do anticorpo
nao permitiu detectar qualquer efeito da insulina sobre IRS1 (ndo mostrado em

figura).

5 DISCUSSAO

O vanadio esta normalmente presente em concentragdes muito baixas
em todas as células de animais e plantas, apresentando propriedades
benéficas a baixas concentracdes e sendo por isso considerado um elemento
traco para o Homem. No entanto, uma vez que o0 seu metabolismo ainda n&o
esta suficientemente elucidado, tem vindo cada vez mais a despertar atencéo

como potencial agente terapéutico. Muitos estudos in vitro e in vivo tém vindo a
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clarificar algumas hipoteses sobre o seu mecanismo de acdo (16,17). Os
estudos in vitro permitiram a avaliacdo dos diversos efeitos dos sais de vanadio
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 € muito
reduzido. Seus efeitos e mecanismos de acdo tém sido estudados em varios
tipos de células e espécies, incluindo os estudos in vivo de seres humanos.
Para nosso conhecimento, este € o primeiro estudo em adipécitos isolados
primarios humanos utilizando o vanadio, obtidos a partir de individuos nao
diabéticos bem como em pacientes com diabetes do tipo 2. Isto é de
importédncia para a investigagado translacional destinada a estabelecer
compostos de vanadio como drogas. E, contudo, também importante porque a
doenca comeca na expanséo do tecido adiposo da obesidade, que responde
tornando-se resistentes a insulina. O armazenamento comprometido de
gordura nos adip6citos faz com que ocorra armazenamento de gordura
ectopica em outros tipos de células no corpo, em particular de células de
musculo e figado, que futuramente, também se tornam resistentes a insulina.
Qualquer tratamento eficaz da doenca deve ter como objetivo melhorar o
metabolismo dos adipdcitos.

Os resultados obtidos sugerem que tanto a VS e V-BHED induzem efeito
mimético a insulina sobre a via da MAP-kinase em adipdcitos humanos
primarios. Além disso, este efeito foi 0 mesmo em células de individuos do
grupo controle ndo diabéticos e dos pacientes com diabetes tipo 2, isto pode
ser explicado por causa do efeito bastante limitado de resisténcia a insulina e
diabetes na sinalizacdo da insulina através da via MAPK(26). As ERKs fazem
parte da familia das MAPKs, proteinas envolvidas com mitogénese,
diferenciacdo celular, regulacdo metabdlica, crescimento celular, organizacao
do citoesqueleto, transporte vesicular, apoptose, resposta a estresse (27). Na
altima década, varios estudos, in vitro, em diferentes linhagens celulares
reportaram acdo dos sais de vanadio e compostos de vanadio peroxidados na
ativacdo de MAPKs ( 28,29,30,31,32). Foi relatado ativacéo diferenciada de
ERK 1 e ERK 2 (33).

Tem sido reportado que compostos a base de vanadio efetuam
fosforilacdo de tirosina em diferentes tipos de células (34). Em adipocitos

humanos os compostos de vanadio, curiosamente, ndo tiveram efeito sobre a
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fosforilacdo das proteinas PKB ou S6, embora ambos sejam da cascata da
fosforilacdo de tirosina de ambos IR e do IRS 1 na via de sinalizagcdo de
insulina. A fosforilacdo de IR e IRS1 aparentemente ndo é afetada pelos dois
compostos de vanadio. Ambos MEK1 / 2 e seu substrato ERK1/2 sao
controlados atraves da fosforilacdo de um residuo de treonina e de tirosina na
respectiva proteina, o que pode explicar os efeitos insulino-miméticos dos dois
compostos de vanédio sobre a fosforilagdo de ERK1 / 2, que foi analisado com
anticorpos especificos para a fosforilagédo, tanto a treonina-202 e da tirosina-
204. Os dados, no entanto, ndo nos permitem distinguir qualquer efeito sobre
MEK1/2e/ou ERK1/2.

6 CONCLUSOES

Os mecanismos intracelulares exatos que estdo envolvidos nas acdes
do vanadio ainda ndo estdo totalmente elucidados, porém os estudos vém
aumentando a cada dia, sendo ja conhecidos alguns mecanismos de acéo.
Apesar disso tem sido bastante dificil concluir precisamente sobre os efeitos
dos compostos de vanadio como potenciais farmacos antidiabéticos.
Resultados experimentais sdo notoriamente varidveis, especialmente em
estudos in vivo de seres humanos (34).

No presente estudo foram examinados os efeitos sobre adipdcitos
isolados dos compostos de vanadio in vitro. Seria interessante novas pesquisas
para avaliar os efeitos da adicdo destes compostos juntamente com a insulina.
E possivel que existam efeitos aditivos, sinérgicos ou até mesmo que possam
produzir efeitos sobre a cascata de sinalizacdo da PKB. Uma outra limitacao do
estudo é que apenas 30 minutos de incubagdo com os compostos de vanadio
foi analisada. Sabe-se que os efeitos antidiabéticos de alguns compostos de
vanadio em ratos diabético ob/ob (mutante em leptina) ou db/db(mutantes de
receptor de leptina) requerem até trés semanas de tratamento(35). Portanto,
pode ser interessante examinar também longos periodos de tempo (horas ou
alguns dias) de incubacéo dos adipocitos com os compostos de vanadio antes
da analise dos efeitos sobre as células.

O fato dos dois compostos de vanadio examinados serem indistinguiveis

em relacdo aos efeitos e auséncia de efeito
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sobre os adipécitos humanos, indica que o composto V-BHED é
comparavel ao tradicional VOSO, composto. No que diz respeito ao V-BHED

constitui a base de um novo grupo de derivados de vanadio que pode ser
examinado e pode revelar-se util como candidatos a farmacos.
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EFEITO DE NOVOS COMPOSTOS A BASE DE VANADIO SOBRE
PARAMETROS BIOMETRICOS TESTICULARES E NiVEIS SERICOS DE
TESTOSTERONA EM RATOS WISTAR DIABETICOS.

Ana Katharyne Ferreira Fagundes Rossiter; Lidiane Macedo Alves de
Lima;Wagner Eduardo da Silva; Monica Freire Belian; Alluanan Adelson do
Nascimento Silva; Fabiana Félix de Oliveira;Jéssica Santana de

Oliveira;Valdemiro Amaro da Silva Junior

RESUMO

A Diabetes mellitus € uma doenca que acomete milhdes de pessoas no mundo, surge
por problema na agéo da insulina ou pela deficiéncia da sua secre¢éo. A insulina é um
hormdnio que apresenta acdo anabdlica e regula varios processos fisiolégicos em
diferentes tipos celulares. Quando este hormdénio ndo age adequadamente e o
organismo apresenta deficiéncia em seu metabolismo, faz- se necesséario 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 a base de vanadio foram
capazes de diminuir ou amenizar as lesdes em testiculo e outros 6rgdos 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 ndo probabilistica de conveniéncia e
submetidos aos diversos tratamentos, de acordo com 0 grupo experimental: grupo G1:
animais diabéticos (n=5); G2:animais diabéticos tratados com insulina (n=5); grupo G3:
animais diabéticos tratados com composto, a base de vanadio(Sulfato de vanadila
(VOSO0,)) (n=5); grupo G4: animais diabéticos tratados com novo composto a base de
vanadio codificado como L02 (n=5); grupo G5: animais diabéticos tratados com novo
composto a base de vanadio codificado como VBHED (n=5); Ao final do periodo
experimental os animais foram perfundidos para avaliar as alteragbes decorrentes do
DM sobre o6rgdos reprodutivos(testiculos, epididimos, prostata, glandula seminal),
além de peso corporal, glicemia, testosterona,avaliacdo do volume do ndcleo da célula
de leydig e histopatologia dos testiculos. Para todas as substancias a base de vanadio
a que promoveram efeitos semelhantes aos da insulina, foi a nova substancia a base

de vanadio 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
(VOSO04) (n = 5); G4: diabetic animals treated with vanadium-based compound
coded as LO2 (n = 5); Gb5: 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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INTRODUCAO

A insulina € um hormdnio polipepitidico que possui uma estrutura
covalente e é responsavel, juntamente com o glucagon, pela regulacdo dos
niveis sanguineos de glicose (AHMED, et al, 2007). Deficiéncia absoluta ou
relativa na secrecdo de insulina e/ou resisténcia dos tecidos alvos a acéo da
insulina, podem resultar na doenca diabetes mellitus, que leva a um estado
metabdlico anormal, caracterizado por hiperglicemia crénica e desenvolvimento
de patologia microvascular especifica 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 farmacos sulfonilireas, tiazolidinedionas, metformina, inibidores de b-
glicosidase e sais de vanadio podem ser de extrema importancia no tratamento
da diabetes mellitus. Varios compostos de vanadio tém 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 | e Il (MOUSER J., 2004). A comprovacdo documentada mais
antiga dos efeitos insulinomiméticos compostos a base de vanadio foi
publicada em 1899, vinte e dois anos antes da descoberta da insulina. Mas so
em 1979, com o grupo Tolman et al (MARX J., 2002), se despertou o interesse
nos sais de vanadio; ao demonstrar os efeitos insulinomiméticos dos mesmos.
Foi demonstrado em ratos, que varios compostos de vanadio, de uma forma
semelhante a insulina, estimulavam o transporte de glicose e a oxidacdo em
adipdcitos, aumentavam a sintese de glicogénio no diafrigma e em hepatdcitos
e inibiam a gliconeogénese em células do figado. Desde ai, varios estudos
revelaram outros efeitos insulinomiméticos dos compostos de vanadio in vitro e
in vivo, incluindo a lipogénese, a sua inibicdo da lipolise e gliconeogénese
(THOMPSON K, ORVIG C., 2000, POUCHERET, P. et al, 1998, LAPENNA, D.,
et al.,2002). Neste trabalho foram avaliados os efeitos insulinomiméticos de
substancias a base de vanadio sobre o efeitos deletérios promovidos pelo

diabetes mellitus.
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MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 25 ratos Wistar (Rattus norvegicus, var. albinus), machos
pertencentes ao biotério da Area de Fisiologia do DMFA/UFRPE e do
departamento de Anatomia da UFPE, os quais foram mantidos na temperatura
23 + 1°C, em ciclo claro-escuro de 12 horas.Os animais foram alimentados com
racdo industrial peletizada,com niveis nutricionais adequados. Agua e comida
foram oferecidas ad libitum até o final do experimento. Os ratos com 70 dias de
idade foram escolhidos por amostragem n&o probabilistica de conveniéncia e
submetidos aos diversos tratamentos, de acordo com 0 grupo experimental:
grupo G1: animais diabéticos (n=5); G2: animais diabéticos tratados com
insulina (n=5); grupo G3: animais diabéticos tratados com composto a base de
vanadio, Sulfato de vanadila (VOSO,4) (n=5); grupo G4: animais diabéticos
tratados com composto a base de vanadio codificado como L02 (n=5); grupo
G5: animais diabéticos tratados com composto a base de vanadio codificado
como VBHED (n=5);

Esse estudo foi aprovado pela comissdo de ética em experimentacéo
animal da Universidade Federal Rural de Pernambuco com processo n°
23082.015149/2014.

INDUCAO AO DIABETES

Os ratos foram induzidos ao diabetes experimental através da
administracdo Unica de estreptozotocina (STZ — Sigma Chemical Co., St. Louis,
MO) diluida em tamp&o citrato de sédio (0,1 mol L™*; pH 4,5), por via
intraperitoneal, na dose de 60 mg/kg apés um jejum de 12 horas. O grupo
controle recebeu apenas a solugédo tampao citrato de sédio também por via
intraperitoneal a fim de igualar os niveis de estresse entre 0s grupos. Apos
serem induzidos ao diabetes, os animais foram colocados em gaiolas
metabdlicas sendo registrados o peso corporal em gramas e colhido o sangue
respectivamente, para as dosagens da glicemia (mg/dL). A verificacdo da

glicose sanguinea foi feita em jejum de 12 horas, 7 dias apés a inducdo, sendo
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incluidos no experimento apenas aqueles animais que possuiam glicemia
acima de 200 mg/dL (Glicosimetro Kit Accu-Chek Activ). Posteriormente, foram
verificados semanalmente a glicose sanguinea (tiras reagentes Accu-Chek
Activ),através da coleta de gotas de sangue da ponta da cauda e 0 peso

corporal de todos os animais.

ADMINISTRACAO DOS COMPOSTOS A BASE DE VANADIO

Todos os compostos a base de vanadio foram preparados na dose de
100mg/kg e foram administrados através da gavagem, diariamente, durante 60
dias. As solucbes a base de vanadio foram trocadas periodicamente e

mantidas refrigeradas em garrafas ambar para evitar degradacéao pela luz.

TRATAMENTO DO DIABETES

O tratamento teve inicio ap6s a confirmacdo do estado diabético por
meio da dosagem glicémica e se estendeu por um periodo de 60 dias. Para os
animais do grupo tratado com insulina, foi utilizada como dosagem padrédo a
metodologia empregada por Pinheiro et al. (2011), onde foram realizadas duas
injecbes subcuténeas diarias de insulina humana NPH (Neutral Protamine
Harguerdon), duas vezes ao dia, com a administracdo de 4 unidades/ ml e 1
unidades/ ml. Para os animais tratados com sais de vanadio foi administrada
diariamente uma dosagem de 100mg/kg de cada composto através do método

de gavagem.

EUTANASIA E COLETA DE MATERIAL

Ao final do periodo experimental os animais foram perfundidos para
avaliar as alteracdes decorrentes do diabetes mellitus sobre os animais. Para
tal, cada animal foi heparinizado (125U1/100g de peso corporal) e anestesiado
por injecdo intraperitoneal de quetamina (25mg/kg) associada a xilazina
(10mg/kg) na mesma seringa (FANTONI;, CORTOPASSI, 1994).
Posteriormente foi realizada coleta de sangue total por puncéo no seio venoso
(confluéncia das veias cavas), centrifugacdo e acondicionamento de duas
aliquotas de 1 ml de plasma sanguineo em ependorffs a -20°C, para posterior

dosagem de testosterona. Apds coleta de sangue foi realizada perfusdo

55



intracardiaca com solucao fisiolégica de NaCl a 0,9%, acrescida de heparina
sddica e nitroprussiato de sodio (100mg/L; SIGMA), por um periodo de tempo
entre 5 e 10 minutos. Em seguida, os animais foram perfundidos com solucéo
fixadora de glutaraldeido (VETEC, Brasil) a 4%, em tampéao fosfato de sodio,
pH 7,2 e 0,01mol L*, durante 40 minutos. Ap6és a perfusdo com solucédo
fixadora foram removidos e pesados: testiculos, epididimos, préstata, glandula

seminal, rim, figado e pulméo.

AVALIACAO DE PARAMETROS TESTICULARES E DE ORGAOS
REPRODUTORES

DIAMETRO NUCLEAR DAS CELULAS DE LEYDIG

O diametro nuclear das células de Leydig foi obtido através da média de
duas retas diametralmente opostas em aumento de 1000x. Foram mensurados
30 nucleos por animal e foi aplicada a férmula do volume da esfera (4/31TR3)

para a obtencéo do volume individual da célula. (MORAIS et al., 2014).
DOSAGEM DE TESTOSTERONA PLASMATICA

De cada animal foram obtidas amostras sanguineas, por meio de
puncao cardiaca. O sangue obtido foi envasado em tubos de ensaio contendo
anticoagulante e posteriormente foi levado a centrifuga por cinco minutos a
3000rpm. Apds a precipitacdo das células sanguineas, o soro sobrenadante foi
colhido por micropipetas, armazenado em ependoff e guardado em freezer até
a realizacdo das dosagens de testosterona. A dosagem foi realizada pelo
método de enzima-imuno-ensaio (ELISA - Enzyme Linked ImmunoSorbent
Assay), com leitura de absorbancia em 405 nm(15), conforme descrito por
BROWN et al. (2004).
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PROCESSAMENTO DOS TESTICULOS PARA HISTOPATOLOGIA

Os testiculos foram seccionados em fragmentos de até dois mm de
espessura, e submetidos a pos-fixacdo na mesma solucdo de perfusdo. Os
fragmentos foram processados para inclusdo em resina plastica a base de
glicol metacrilato (LEICA), permanecendo imersos em tampao fosfato por 24
horas, sendo posteriormente desidratados em série crescente de alcodis e
incluidos na resina plastica. Cortes histologicos de 4um de espessura foram
corados em hematoxilina eosina, montados e analisados morfologicamente e
morfometricamente. As andlises das laminas foram realizadas em microscopio
6ptico. Todo processamento para microscopia optica foi realizado na Area de
Patologia Animal do Departamento de Medicina Veterinaria da Universidade
Federal Rural de Pernambuco (UFRPE).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Tabela 1 - Peso corporal e de o6rgdos reprodutores masculinos(g) e indice
gonadossomatico - IGS (%) de ratos Wistar adultos diabéticos sem tratamento e
diabéticos tratados com insulina, VOSO,,L02 e VBHED.

Grupos Experimentais

Diabéticos Insulina L02 VOSO, VBHED
Peso corporal (g) 2242+22,91%° 302,04 64,11% 1830+42,44° 1832+3321°  317,0+62,86°
Peso testiculo (g) 1,241 +0,408° 1,584 +0,23° 1,059 0,316 % 1,036 +0,483% 1,404 +0,28°
Epididimo (g) 0,386 +0,148° 0,748+ 0,06" 0,324+0,082° 0358+0,183°  0,519+0,17"
Préstata (g) 0173+0,072% 0,464 +0,08" 0,151+ 0,042% 0,156+0,041% 0,347 +0,15°
Glandula Seminal (g) ~ 0,279+0,229°% 1,618 +0,43" 0,160+0,034° 0279+0,220° 0,523 +0,34"
IGS (%) 0,011 +0,004% 0,010 +0,003% 0,012+0,005% 0,011+0,005% 0,009 + 0,002 *

Os valores representam média + desvio padréo. Letras diferentes indicam diferenca estatistica p<0,05.

Niveis reduzidos de insulina promovem a ativagdo de lipases,
estimulando a mobilizacédo de gorduras, promovendo a quebra de triglicerideos
com liberacdo de acidos graxos livres (FURLAN, 2001; CHIASSON et al.,
2003). A queda no peso corporal de individuos 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
diferencas no peso corporal entre 0s grupos experimentais. Essa redugao pode
ser relacionada com a excessiva perda de agua e eletrdlitos pela urina, que €
caracteristica da condicao diabética (CHIASSON et al., 2003). O efeito colateral
mais Obvio do tratamento com vanadio € a reducdo no ganho de peso
(BRICHARD; HENQUIN, 1995). Os animais tratados com L02 e com VOSO,
apresentaram uma perda de peso em relacdo aos animais tratados com

insulina e com VBHED.

Além da reducéo do peso corporal, diversos estudos relatam a reducéo
no peso testicular de ratos induzidos ao diabetes experimental (BALLESTER et
al., 2004; KHAKI et al., 2010; KIANIFARD et al., 2012). O peso testicular € um
parametro inicial que tem relacdo direta com comprimento de tubulos
seminiferos, populacao de células de Sertoli e producdo espermatica (FRANCA
et al., 2005). Apesar de nao ter havido diferenga significativa, os animais
tratados com o composto a base de vanadio VBHED e com insulina
conseguiram manter o peso testicular dos animais se comparadoscom 0S

animais dos grupos diabéticos, L02 e VOSO,.

De acordo com Creasy, (2003) a reducdo do peso epididiméario é
indicativa de diminuicdo da espermatogénese no testiculo e reducdo do
conteudo no epididimo. Conforme mostrado na tabela 1, houve uma diminui¢do
significativa nos pesos dos epididimos dos animais diabéticos e dos animais
tratados com a droga LO2 e VOSO, em relacdo aos animais tratados com
insulina(p<0,01). Nao houve perda de peso epididimario nos animais tratados
com a droga VBHED porém néo houve diferenca estatisticas com os demais
grupos.(p>0,05).

A prostata, igualmente ao epididimo, depende da testosterona para o
seu crescimento, diferenciagdo e manutencdo estrutural. E na prostata que
ocorre a conversdao da testosterona ao seu metabdlito mais ativo, 5a-
diidrotestosterona (LEE, JANULIS, 1998). Estudos recentes mostram que 0
diabetes promove reducdo no peso da préstata ventral e atrofia no epitélio

secretor em camundongos indicando que a auséncia de insulina, a
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hiperglicemia e a queda androgénica decorrentes do diabetes afetam o
funcionamento da glandula (CAGNON et al., 2000, RIBEIRO et al., 2006). Os
pesos das prostatas dos animais apresentaram diferenca estatistica entre os
grupos experimentais. Os animais tratados com insulina (p<0,001) e droga
VBHED (p<0,05) apresentaram pesos prostaticos maiores do que 0s animais
diabéticos. Para os animais tratados com VOSO, (p<0,001) e L0, (p<0,001)
houve uma perda de peso prostético significativo em relacdo aos pesos das
préstatas dos animais do grupo tratado com insulina. A substancia VBHED
influenciou positivamente na manutencdo do peso prostatico tanto em relacao
aos animais tratados com VOSO,4 como para os tratados com LO2 (ambos com
p<0,05). Para os demais grupos nao houve diferenca significativa entre os
pesos das prostatas dos animais tratados com o peso prostatico dos animais
diabéticos, VOSO,4 e LO2 (p>0.005), sugerindo que estas duas substancias ndo

foram capazes de manter o peso prostatico nestes animais.

Houve diminuicdo do peso da glandula seminal dos animais diabéticos e
dos tratados com substancias de vanadio,L02, VOSO, e VBHED, em relagao
aos pesos das glandulas seminais dos animais tratados com insulina
(p<0,001). Em estudo ultrassonogréfico realizado por La Vignera et al. (2010),
a presenca de atonia funcional da vesicula seminal em homens diabéticos
inférteis é verificada. Além da diminuicdo do peso de 6rgdo reprodutores(
KHAKI et al., 2010; KIANIFARD et al., 2012)

O indice gonadossomatico (IGS) é uma relacdo que indica a
porcentagem de peso corporal alocada nos testiculos (CALDEIRA et al., 2010).
Segundo Gomendio et al. (2006), o IGS esta ligado diretamente a producédo
relativa de espermatozéides em espécies de roedores. Neste experimento, nao
houve diferenca significativa entre os grupos.
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ANALISE DO iNDICE GLICEMICO

Tabela 2. Avaliacdo de glicose (mg/dl) durante 13, 335% e 7% semana. Animais
diabéticos adultos submetidos a 60 dias de tratamento. Animais diabéticos sem
tratamento e animais diabéticos tratados com insulina,VOSO,, L02 e VBHED.Os
valores representam média + desvio padrdo. Letras diferentes indicam diferenca

estatistica E<0'05'

Grupos Experimentais

Semana Diabéticos Insulina VOSSO, LO2 VBHED

12 427,8 +59,44% 99,2 +24,55" 218+92,31"  350,2+159,8%°  317,2+1285°
32 4474 +7578%  117,6+43,12° 1428+1136° 301,4+1394% 3254+9826°
5a 4250+ 1500%  104,8 +24,08" 196,4+1202°° 249,0£102,5° 3426 + 86,24°
7a 426,8+2954%  150,6+66,76° 296,6+1614%° 3382+1766% 178,0+66,17"

A tabela 2 representa os niveis glicémicos de animais diabéticos durante
quatro semanas alternadas. Na primeira semana houve diferenga significativa
entre alguns grupos em relacdo a glicose. O grupo tratado com insulina
apresentou reducéo da glicemia significativa em relacdo ao grupo dos animais
diabéticos (p<0,001), ao grupo L02(p<0,01) e VBHED (p<0,05). Na terceira
semana houve reducéo significativa do indice glicémico da insulina em relacéo
aos diabéticos (p<0,001) e VBHED (p>0,05), j& os grupos L02 e VOSQ,4, ndo
apresentaram diferenca estatistica em relagdo ao grupo tratado com insulina.
Também houve diminuicado significativa da glicemia dos animais tratados com a
droga VOSO4 em relacdo aos animais diabéticos (p<0,001). Na 5% semana de
tratamento, os animais tratados com insulina apresentaram diminuicéo
significativa dos indices glicémicos em relacdo ao grupo de diabéticos
(p<0,001) e ao grupo VBHED (p<0,01). As substancias VOSO4 e L02
promoveram reducdo do indice glicémico se comparados com 0s niveis
glicémicos dos animais diabéticos (p<0,01) e (p<0,05) respectivamente. Ja na
72 semana de tratamento sO houve diferenca estatistica apenas nos animais
dos grupos tratados com insulina (p<0,01) e dos grupos tratados com VBHED

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

Os animais tratados com insulina permaneceram com niveis glicémicos
mais baixos em relacdo aos outros animais em todas as semanas. Por outro

lado, os grupos tratados com compostos a base de vanadio tiveram grande
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variacdo dos niveis glicémicos. Yuen e colaboradores (1997) demonstraram
que os complexos de vanéadio (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 apos o
tratamento, porém apds 12 horas este efeito se reduz. Isto pode justificar a
variacdo e o aumento de glicose, pois em nosso estudo, 0s animais receberam
uma Unica dose destes compostos, a base de vanadio, diariamente e o0s niveis
de glicose eram medidos cerca de 24 horas depois da administracdo por

gavagem.

Diametro do nucleo das células de Leydig e avaliacdo dos niveis séricos de
testosterona

Na andlise do didmetro do nudcleo da célula de Leydig ndo houve
diferenca estatistica entre o0s grupos, porém observou-se diminuicdo do
didmetro do nucleo das células de Leydig dos grupos dos animais diabéticos e
do grupo tratado com o composto LO2 em relacdo aos outros grupos tratados
com VOSO,, VBHED e com insulina (Figura 1). E provavel que os efeitos
causados pelo diabetes sobre o diametro dos nucleos das células de Leydig
tenham sido minimizados por estes compostos que tiveram papel na
manutencdo do didametro nuclear, que estad diretamente relacionado com o
ndcleo da célula de Leydig (quanto maior o volume nuclear maior o volume da
célula). Animais com diabetes tem uma tendéncia a reducdo do volume da
célula de Leydig (KIANIFARD D.,2012) porém a droga VOSO, e VBHED
preveniram os efeitos causados pela diabetes assim como a insulina. Estudos
demonstraram lesdes testiculares, relacionadas ao nivel da glicemia e tempo
de exposicdo, a condicdo hiperglicémica, e constataram principalmente a
reducdo do epitélio germinativo e das células de Leydig, e de alteragcdes no
processo da espermatogénese em ratos induzidos pela streptozotocina
(OKSANEN A, 1973, BRUNING, Rossi GL, 1982). Apesar de alguns estudos
demonstrarem reducdo no numero de células de Leydig em animais diabéticos
(BRUNING, J.C, 2000), outros n&o encontraram mudangas estruturais no
namero ou funcdo dessas células CAMERON, D.F,1985. Alguns trabalhos
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mencionaram que esta variacdo entre os estudos pode ser relacionada com
vérios fatores como: protocolo de inducao, duracao do experimento e diferenca
entre as espécies EL-ROUBY, 2013).

Figura 1 Diametros dos nucleos das células de Leydig de animais diabéticos sem
tratamento, tratados com insulina, L02,VOSO,4 e VBHED.(um).
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Na figura 2, os animais tratados com insulina e a droga VBHED
apresentaram uma tendéncia de melhora e de manutencdo dos niveis séricos
de testosterona. Ja a drogas L02 e VOSO, nado foram eficientes para a
manutencdo dos niveis de testosterona. Ratos diabéticos trés semanas apés
indugdo com streptozotocina apresentaram diminuicdo da testosterona
(SCARANO WR, 2006). O diabetes age principalmente causando alteracbes
nos niveis de horménios importantes para o processo espermatogénico como
FSH, LH e testosterona (BALLESTER, J.,2004, AGBAJE, |.M. et al, 2007). Em
estudo realizado por BRUNING, J.C. e colaboradores(2000) foi observado a
reducdo do contetdo de LH em animais que possuiam mutagdo em receptores
de insulina cerebrais. A reducdo nos niveis de LH age diretamente na
funcionalidade das células de Leydig, reduzindo a producdo de testosterona
(SCHOELLER, E.L. et al, 2012). Esta reducéo nos niveis de testosterona € um
achado comum em animais diabéticos. Neste experimento, apesar de néo ter

havido diferenca estatistica entre os grupos, 0s niveis de testosterona
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plasmatica tiveram uma tendéncia de aumento nos grupos tratados com
insulina e com VBHED em relacdo aos animais diabéticos sem tratamento,
tratados com LO2 e tratados VOSSO,

Figura 2 Niveis séricos de testosterona de animais diabéticos sem tratamento,
tratados com insulina, L02, VOSO, e VBHED.
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AVALIACAO HISTOPATOLOGICA

Na figura 3A e 3B observam-se tubulos seminiferos de animais
diabéticos tratados com insulina. Notou-se que ndo houveram alteracdes
associadas a processo degenerativo, além de tubulos seminiferos em
diferentes estagios (IV, V e VII) que confirmam a auséncia de lesdes no ciclo
do epitélio seminiferos neste grupo. Em estudo com ratos diabéticos , todos os
tipos de células testiculares 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 presenca deste hormonio foi importante na manutencao
da estrutura do parénquima testicular dos animais tratados. A insuficiéncia de
insulina e o comprometimento da agéo reguladora em células de Leydig e de
Sertoli tem um papel importante em alteracGes testiculares de pacientes
diabéticos (BALLESTER, ET AL, 2004) o que corrobora com nossos achados
nos animais diabéticos ndo tratados onde foram encontradas diversas lesdes

nos tubulos seminiferos (Figuras 3C, 3D,3E e 3F): Na figura 3C, observa-se a
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existéncia de diversas vacuoliza¢cdes na porcéo basal do epitélio seminifero, o
que corresponde a processo degenerativo de células espermatogénicas, que
podem ocorrer em espermermatocitos |, pré-leptéteno, leptéteno e
espermatogobnias, assim como em células pdés-meidticas do compartimento
adluminal. SPALIVIERO J.A., et al., 2004, sugere que 0s baixos niveis de
insulina no plasma podem diminuir significativamente a producdo de
testosterona, relacionada  diretamente com a manutencdo da
espermatogénese. Além de vacuolizacbes, pode ser observado células
descamadas, afrouxamento do epitélio e morte de células germinativas (Figura
3D). Animais diabéticos induzidos pela streptozotocina apresentaram lesfes
testiculares relacionadas ao nivel da glicemia e tempo de exposi¢édo a condi¢ao
hiperglicémica, e constaram principalmente a reducao do epitélio germinativo e
de alteracdes no processo da espermatogénese (NAVARRO-CASADO,et al.,
2010; KIANIFARD, D. et al., 2011).

Nas figuras 3E e 3F, podemos observar afrouxamento do epitélio com
descamacao e morte celular. Estes achados estéo relacionados a reducao da
altura do epitélio germinativo em funcéo dos processos de degeneracéao celular
ligados a hiperglicemia. Estes dados estdo de acordo com a maioria das
publicacdes anteriores (TRINDADE,et al., 2013;RICCI, et al. 2009).
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Figura 3. Testiculos 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) Tubulos seminiferos em secc¢éo transversal em diversos estagios do epitélio
seminifero preservados em animais diabéticos tratados com insulina, aumento de
100x(seta).1(B)Trés diferentes estagios da espermatogénese( IV,V e VIl )em ratos do
grupo tratado com insulina, vaso sanguineo (seta).1(C).Tubulos seminiferos de
animais diabéticos sem tratamento com presenca de vacuolos (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
existéncia de vacuolizacédo da célula de Sértoli (D)(seta preta) e morte de células do
epitélio germinativo (seta branca).(E) Afrouxamento do epitélio com descamagdo
celular(estrela),morte de células germinativas(seta). (F)

L
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Os efeitos do vanadio foram estudados em diversas espécies sendo sua
principal caracteristica, a acdo insulinomimética. O vanadio demonstrou
estimular oxidacao e captacéo de glicose, assim como a sintese de glicogénio
em adipécitos e em células musculares (NRIAGU J., 1998). Dados resultantes
de estudos in vitro e in vivo sugerem que o vanadio ndo afeta apenas um, mas
varios aspectos na via de sinalizacdo da insulina (GOC, A., 2006,
SRIVASTAVA, AK., 2005, DOMINGO J.L., 2002). Como demonstrado no
nosso trabalho (Figura 4A, 4B,4E e 4F), os animais que foram tratados com
VOSO, e VBHED, ndo apresentaram lesfes compativeis com degeneracéo
testicular. Os niveis de glicose nestes animais ndo foram suficientemente altos
para promover alteracées da estrutura testicular, posto que ndo se constatou
atrofia tubular, descamacédo celular, vacuolos de célula de Sertoli que
justificassem o efeito deletério da hiperglicemia. O VOSO, 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 importancia dos
sais de vanadio é a transferéncia do transportador de glicose GLUT-4 do
compartimento intracelular para a superficie do adipécito, promovendo assim o
aumento da captacdo de glicose. A auséncia de lesGes nos testiculos dos
animais tratados com estes compostos a base de vanadio, mostra que sua
acao mimetiza os efeitos da insulina. A insulina é conhecida por influenciar o
eixo hipotalamico-pituitario (BUCHOLTZ D.C., 2000), que podem alterar os
niveis de hormonio importantes na espermatogénese (BRUNING JC, 2000).0
LH interage com as células de Leydig no intersticio dos testiculos para
promover a producdo de testosterona ( PAKARAINEN T,et al,2005). E provavel
gue os compostos a base de vanadio neste experimento (VOSO, e VBHED),
tenham normalizado os niveis de LH, nos animais diabéticos do tipo |,
reduzindo ou evitando danos produzidos pela hiperglicemia sobre o
parénquima testicular nestes animais. Nos animais tratados com L02, (Figuras
4C e 4D) observou-se preservacao parcial da espermatogénese uma vez que,
se constatou tubulos seminiferos intactos ao lado de tubulos seminiferos com

processos degenerativos marcados pela reducdo da altura dos epitélio
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germinativo, descamacdo total de células germinativas e degeneracéo
testicular. Mostrando que este composto a base de vanadio, L02, ndo foi tdo
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, CAl, L. et al,2000 e DIAS, A.S, 2005).
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Figura 4. Tubulos seminiferos de animais tratados com 3 substancias a base de
vanadio. (A)Tubulos seminiferos bem preservados(Seta) dos animais tratados com
VOSO, em aumento de 100x.(B)Em detalhe no aumento de 400x ,tabulos seminiferos
bem preservados apresentando 3 diferentes estagios da espermatogénese (I1V,V,VII).
(C) Animais tratados com L0O2 apresentando tlbulos seminiferos bem
preservados(seta preta) porém também se observa processos degenerativos
marcados com a reducdo da altura dos epitélio germinativo (seta branca).(D)Em maior
aumento 400x, diminuicdo da altura do epitélio(seta), tubulos em processos
degenerativos com auséncia de células germinativas compartimento adluminal
(estrela).(E) Tubulos seminiferos bem preservados(Seta) dos animais tratados com
VBHED em aumento de 100x.(F) Em detalhe no aumento de 400x ,tabulos seminiferos
bem preservados apresentando diferentes estagios da espermatogénese(lV,V,VI) de
animais tratados com VBHED.
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CONCLUSOES

Em concluséo, as substancias a base de vanadio L02, VOSO, e VBHED
conseguiram evitar alguns efeitos negativos causados pelo diabetes como:
diminuicdo do peso corporal e dos 6rgaos reprodutores, diminuicdo dos niveis
séricos de testosterona e aumento dos niveis séricos de glicose. De um modo
geral, a substancia VBHED foi a que apresentou os melhores resultados na
maioria dos parametros avaliados. Na avaliacdo da glicose sérica houve
disparidade em relacdo aos diferentes compostos a base de vanadio em
diferentes semanas de tratamento, onde sé a insulina conseguiu manter a
glicose em niveis mais baixos. Na avaliacdo histopatoldgica, a insulina, o
VOSSO, e o VBHED apresentaram um padrdo semelhante em relacdo a
manutencdo dos parametros testiculares, conseguindo evitar os efeitos
deletérios causados pelo diabetes. Apesar da substacia LO2 possuir alguns
efeitos protetores em relagcdo ao diabetes, a substancia ndo foi tdo eficiente
guanto os outros compostos a base de vanadio (VOSO, e VBHED) e da

insulina.
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CONSIDERACOES FINAIS

Ha décadas, desde os primeiros estudos que envolveram o vanadio e
suas propriedades insulino- miméticas, muitas pesquisas e avan¢os vém sendo
feitos para se compreender as propriedades e os mecanismos de acdo deste
elemento como antidiabético. Os mecanismos intracelulares exatos e o0s
mediadores envolvidos nas acdes dos compostos de vanadio ainda ndo estao
totalmente esclarecidos, porém seus efeitos como terapia para o diabetes ja
sdo conhecidos. A propriedade do vanadio como antidiabético € devida a sua
acao bastante semelhante a da insulina no organismo. O vanadio pode agir em
diversos pontos da via de sinalizacéo celular da insulina tendo como principais
vias as PI3K/PKB. O vanéadio exerce muitos efeitos insulinomiméticos tanto nos
sistemas in vivo como in vitro. Ele pode agir na captacdo de glicose e na
diminuicdo da resisténcia a insulina agindo como facilitador nas acdes
promovidas pela insulina ou agindo sozinho na auséncia da mesma, mostrando
gue pode ser utilizado tanto em diabetes do tipo 1 como na tipo 2 em
animais.Além disso, este elemento ja vem sendo utilizado em alguns ensaios
clinicos em humanos diabéticos, porém o numero destes estudos é bastante
reduzido em relacdo aos estudo com animais pois utilizam-se de populacdes
muito pequenas e com curta duracdo. Espera-se que novos estudos sejam
feitos com um maior nimero de pessoas. A utilizacdo dos compostos de
vanadio é bastante importante em casos de compostos que age
independentes de insulina. O vanadio pode agir sozinho percorrendo diversas
etapas que sdo feitas pela insulina. Por fim, uma vez que estas acdes
benéficas dos compostos de vanadio estejam sendo descobertas cada vez
mais, atualmente muitos estudos e pesquisas estdo crescendo a cada dia para
a criacao e desenvolvimento de novos compostos, com maior poténcia, menor
toxicidade e com acdes mais especificas e que atuem também de modo

diferente da insulina.
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