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Resumo

Diabetes mellitus ¢ uma doenga caracterizada principalmente por hiperglicemia cronica. Sua etiologia
pode estar associada a produgao insuficiente ou resisténcia a insulina. O desenvolvimento de terapias
alternativas para a diabetes ¢ muito importante. Varios compostos de vanadio vém sendo indicados no
tratamento para da diabetes, devido ao seu efeito mimético ao da insulina. Muitos pacientes afirmam
melhora de seu estado diabético ao consumirem tal agua. Este estudo investigou o efeito do consumo de
agua rica em vanadio, proveniente de Ibira (SP), sobre a glicemia de ratos induzidos a diabetes com
aloxana. A concentragdo de sais de vanadio na agua foi de 0,042 mg/L. Ap6s ingestao da agua por 16
dias pelos animais com diabetes tipo I, observou-se redugdo na perda de massa corporal e da polidipsia
quando em comparagdo a dos animais sem tratamento, contudo a glicemia ndo se alterou
significativamente.

Palavras-chave: Diabetes mellitus; Vanadio; Aloxana; Efeito mimético a insulina.

Abstract

Diabetes mellitus is a disease characterized mainly by chronic hyperglycemia where its ethiology it has
been associated to insufficient production or resistance to insulin. Development of alternative therapies
for diabetes treatment is quite important and some vanadium compounds have being used for diabetes
treatment due to its insulin mimetic effect. As matter of fact many patients had stated improvement of
their diabetes status further consumption of such water. This study investigated the effect of water
intake from Ibira (SP), rich in vanadium compounds in diabetic rats for 16 days. Vanadium concentration
in the water was by 0.042 mg/I. After consuming of such water for 16 days, diabetic rats presented
reduction of water intake and also in the body weight loss when compared to no treated animals,
however there was not significant alteration on glycemia.
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Introducdo

A insulina ¢ um hormonio produzido pelas
células b-pancreéticas e importante reguladora na
homeostasia da glicose. De forma coordenada, atua
em eventos celulares que regulam os efeitos metabolicos
e de crescimento (1, 2, 3).

Deficiéncia absoluta ou relativa na secre¢ao
de insulina e/ou resisténcia dos tecidos alvos a a¢do
da insulina podem resultar na doenca diabetes
mellitus. Diabetes mellitus leva aum estado metabdlico
anormal, caracterizado por hiperglicemia cronica e
desenvolvimento de patologia microvascular
especifica na retina, glomérulo renal e nervos
periféricos (4, 5, 6).

A diabetes dependente de insulina ou
diabetes tipo I € doenga crénica resultante da destruicao
especifica de células b-pancreaticas, por processo auto-
imune (7, 8, 9). A diabetes tipo II ¢ a forma mais
freqiiente, afetando entre 90% a 95% dos individuos
diabéticos. Esta resulta da interagdo de varios fatores
genéticos e ambientais, onde os individuos
desenvolvem resisténcia progressiva a insulina (7, 10).

A insulina ¢ utilizada para tratamento de
todos os casos de diabetes tipo I e também em muitos
pacientes com diabetes tipo II, para redugdo da
hiperglicemia severa, devido a falha progressiva da
célulab (1,9, 11). A disponibilidade de substitutos
para insulina tais como os farmacos sulfonilureas,
tiazolidinedionas, metaformina e inibidores de
b-glicosidase (acarbose) e sais de vanadio podem ser
de extrema importancia no tratamento da diabetes
mellitus. Vérios compostos de vanadio tém sido
indicados como agentes que possuem grande potencial
para o tratamento, por melhorarem a hiperglicemia e
ahomeostasia anormal da glicose em modelos animais
de diabetes tipo I e I1 (9).

O vanadio ¢é elemento trago essencial
pertencente ao grupo de elementos de transi¢ao. Existe
em inimeros estados diferentes de oxidagao e possui
tendéncia para formar ions complexos. Em geral, estes
se situam entre trés grandes categorias, incluindo
complexos de peroxovanadio, compostos de vanadio
organicos e as formas predominantes, os sais de vanadio
inorganicos (vanadato ou vanadil) (12, 13). Apesar de
ser muito eficaz em controlar concentracdes elevadas
de glicose sangiiinea, a toxicidade do vanadio pode
limitar seu papel de agente terapéutico para o
tratamento do diabetes mellitus (11, 14, 15).

Nos arredores de Ibira, SP, ha fontes de aguas
naturais ricas em sais de vanadio, que ultrapassam as
concentragdes encontradas em outras regioes do pais.
Pacientes diabéticos t€ém consumido agua desta regiao
e afirmam ter melhora de seu estado diabético. Até a
presente data, ndo ha relatos de trabalhos cientificos
que, de fato, comprovem ou nao esta propriedade
“anti”-diabética de tal 4gua. Este trabalho se propds a
investigar o efeito do consumo desta dgua rica em
vanadio, em modelo animal de diabetes tipo I.

Material e métodos
Animais

Para o presente estudo, foram utilizados ratos
Wistar (Ratus norvergicus norvergicus Berbenhout,
1769) machos, pesando aproximadamente 300 g,
obtidos no Biotério do Setor de Ciéncias Bioldgicas
da Universidade Federal do Parana. Estes foram
mantidos em sala sob ciclo claro/escuro 12/12 horas,
com agua e ragao monitorados diariamente. Os ratos
foram acondicionados em caixas de plastico com cinco
animais cada e divididos em grupo controle (C); grupo
diabético (D); grupo diabético tratado com insulina
(D +1); grupo diabético tratado com vanadio (D + V)
e grupo diabético tratado com vanadio e insulina (D +
V +1). A massa corporal dos ratos foi monitorada a
cada sete dias em balanga digital Urano.

Os procedimentos utilizados foram
aprovados pelo Comité de Etica da UFPR (certificado
n° 06) e seguiram os principios éticos estabelecidos
pelo Codigo Brasileiro de Experimentagao Animal
(COBEA) ¢ exigéncias estabelecidas no “Guide for the
care and use of experimental animals” (Canadian
Council on Animal Care).

Inducdo da diabetes tipo 1

Os ratos foram sedados com éter etilico e
intravenosamente foi administrada aloxana (45 mg/
kg Sigma St. Louis, EUA) diluida em solugdo salina
0,9%. Jejum de 12 horas precedeu as inje¢des que
foram efetuadas em dois dias alternados, onde somente
ap6s uma hora a partir das inje¢cdes os animais voltaram
areceber agua e comida. Foram considerados diabéticos
0s animais que apresentaram concentragao plasmatica
de glicose igual ou superior a 300 mg/dL.
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Determinacdo da glicemia

Os animais foram sedados com éter etilico e
aproximadamente 0,2 mL de sangue foi coletado da
cauda. A determinacdo da concentracdo sérica de
glicose circulante foi realizada pelo método enzimatico
colorimétrico, utilizando o kit glicose PAP Liquiform
da Labtest Diagnostica (16, 17), seguindo as instrugdes
do fabricante.

Agua rica em vanddio

A 4gua foi coletada em algumas fontes em
Ibira, SP, na propriedade do senhor Clodoaldo Rogério
do Reis, que gentilmente as cedeu para a referida
pesquisa. A analise quimica da agua foi realizada pelo
Prof. Dr. José Marcus Godoy, do Departamento de
Quimica da Pontificia Universidade Catolica do Rio
de Janeiro. A concentracdo de vanadio encontrada na
agua foi 0,042 mg/L, cujo laudo técnico afirmou ser
agua mineral alcalina bicarbonatada vanddica
fluoretada e fracamente radioativa na fonte.

Tratamento da diabetes

O tratamento teve inicio ap6s a confirmagao
do estado diabético por meio da dosagem glicémica e
se estendeu por um periodo de 16 dias. Nos ratos dos
grupos D +1e D+ V +1, foram administradas doses
de insulina NPH U-100 para cada 100 g de rato
diariamente. A dose de insulina administrada durante
o tratamento esta apresentada na Tabela 1. Para os ratos
D+VeD+V+I, aéguarica em vanadio foi colocada
em garrafas de cor ambar, para evitar sua degradagao
pela luz e seu consumo monitorado diariamente.

Andlise estatistica
Os dados foram submetidos a analise de

variancia de uma via— ANOVA com pos-teste de Tukey
paraum nivel de significancia de p <0,05.

Resultados

Inicialmente, foi administrado 1U de
insulina NPH/rato diariamente. Devido a nao

estabilizagdo da glicemia, foi necessario aumentar a
dose (Tabela 1). A normalizagdo da concentragao
glicémica para o grupo D + I foi alcangada quando
a dose de insulina foi elevada para 4U/rato, onde a
glicemia atingiu 55 mg/dL (Tabela 2). O vanadio
ndo mostrou eficacia em reduzir a concentracao de
glicose sangiiinea dos grupos tratados (Tabela 2 e
Figura 1).

O consumo médio semanal de agua pelos
ratos estd apresentado na Figura 2. O grupo controle
ingeriu, em média, 50 mL/dia. O grupo diabético
consumiu 2,5 vezes mais quando comparado ao
controle. O tratamento com insulina dos animais
diabéticos promoveu reducao da ingestao, mas esta
permaneceu 1,2 vezes maior que a do grupo controle
(p<0,001) e 60% menor comparada a do ndo tratado
(p < 0,05). O grupo tratado com vanadio reduziu o
consumo de 4gua, permanecendo 1,7 vezes maior em
relagdo ao do grupo controle (p < 0,001). A
combinagdo dos tratamentos de vanadio e insulina
reduziu significativamente a ingestao hidrica em relagao
a do grupo nao tratado (p < 0,05).

A média do consumo de racdo do grupo
controle foi 23+1 g/dia (Figura 3). A diabetes
incrementou este consumo quando comparado ao do
grupo C (p <0,001). O tratamento com insulina ndo
alterou este quadro, permanecendo idéntico ao do
grupo sem tratamento. O tratamento com vanadio nao
reduziu significativamente o consumo de ragdo.
Comparando-se o grupo tratado com vanadio e
insulina (D + V + 1) com o grupo sem tratamento (D)
e ao tratado somente com insulina (D + 1), foi possivel
observar redugdo significativa na quantidade de
alimento consumida (p <0,05).

A variacdo da massa corporal dos ratos, em
porcentagem, ao longo do periodo experimental, esta
apresentada na Figura 4. O grupo controle
incrementou sua massa corporal em 10%. O grupo
diabético perdeu 20%, o qual foi mantido até o final
do experimento. O tratamento com insulina impediu
a perda de massa corporal durante as semanas de
avaliacdo, quando comparada a do grupo sem
tratamento (p <0,001). Os ratos tratados com vanadio
apresentaram redug@o de 10% da massa corporal na
primeira semana de tratamento, com incremento de
5% até o periodo final (p <0,05). A combinacao dos
tratamentos de vanadio e insulina impediu a perda e
incrementou em 15% da variacdo da massa corporal
(p < 0,05) quando comparada a do grupo tratado
somente com vanadio (D + V).
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Tabela 1 - Doses de insulina administradas durante os 16 dias de tratamento

Dose Dias
1. 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
1U X X
2U X X X X X
3U X X X X X X X
4U X X

Tabela 2 - Glicemia dos animais diabéticos tratados ou ndo com agua rica em vanadio pelo
periodo de 16 dias, onde Crepresenta animais controle, D diabéticos ndo tratados,
D+I diabéticos tratados com insulina, D + V diabeticos tratados com vanadio e
D+V+Idiabéticos tratados com insulina e vanddio. Os dados estao expressos em
mg/dL e representam a média <+ erro padrao da média de 5 animais por grupo.
“p<0,001vs. C;*p<0,05vs.D+1

Dias

Grupos 0 2 4 7 14 16
C 144 +465 104 +13,46 103 +9,62 124 + 9,62 127 £ 7,78 98 + 11,07
D 576 + 19,69 593 +67,46 559+ 19,53 640+2560 527 +12,38 584 +23,88

a a a a a ab
D+ 471 £23,563 558 +58,16 426+52,98 392+68,95 348 86,37 55+ 2,642

a a a a a

D+V 509+22,81 562+17,08 480+2568 561+2090 582+30,87 584+74.26

a a a a a ab
D+V+I| 495+5,06% 514+21,28 3665867 495+44,89 399+5505 211+76,15

a

a

a

a

ab
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Figura I - Porcentagem davariacdo da glicemia de ratos controle (C), diabético (D), diabético tratado
com insulina (D + 1), diabético tratado com vanddio (D + V) e diabético tratado com
vandadio e insulina (D +V'+ I). Dados expressos como média + erro padrdo da média. ‘p <
0,05vs. C;’p<0,001vs. D+1ep<0,05vs. D+V+I
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Figura 2- Média do consumo de agua (mL/rato) ao longo dos 16 dias dos animais dos grupos
controle (C), diabético (D), diabético tratado com insulina (D + 1), diabético tratado com
vanddio (D + V) e diabético tratado com vanddio e insulina (D +V +1). Dados expressos
como média + erro padrdo da média. “p < 0,001 vs. C; °p <0,001 vs. D +1I; “p < 0,05
vs. Dep<0,001vs.D+V
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Figura 3- Médiado consumo de reagdio (g/rato) ao longo dos 16 dias dos animais dos grupos controle
(O), diabético (D), diabético tratado com insulina (D + 1), diabético tratado com vanddio
(D +V) e diabético tratado com vanddio e insulina (D + V' + I). Dados expressos como
média + erro padrao da média. ‘p < 0,001 vs. Ce‘p<0,05vs.D+V+1
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Figura 4- Porcentagem davariagdo do peso, semanal, de ratos controle (C), diabético (D), diabético
tratado com insulina (D + 1), diabético tratado com vandadio (D + V) e diabético tratado
com vandadio e insulina (D + V' +1). Dados expressos como média + erro padrdo da

meédia.
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Discussdo

Existe grande nimero de modelos animais
disponiveis para experimentagao dos efeitos das drogas
indutoras de diabetes. Inje¢des de aloxana e
estreptozotocina induzem quimicamente ao modelo
de diabetes mellitus tipo I, caracterizado por
hiperglicemia, hipoinsulinemia, hiperlipidemia,
hiperfagia e polidipsia (11). Animais aqui estudados
apresentavam hiperglicemia (Tabela 2 e Figura 1),
polidipsia (Figura 2) e hiperfagia (Figura 3),
confirmando estado diabético do tipo I. Nesse modelo,
o vanadio tem sido efetivo em normalizar a
concentragdo de glicose plasmatica e restaurar as
concentragdes alteradas de lipidios plasmaticos (11).

O efeito “anti”-diabético dos sais de vanadio
foi primeiramente relatado em 1899, 22 anos antes da
descoberta da insulina (18). Quase 100 anos depois, o
interesse no vanadio ressurgiu quando Heyliger et al.
(19) demonstraram in vivo o efeito redutor de glicemia
dos compostos de vanadio administrados oralmente
em ratos diabéticos por estreptozotocina.

Varios estudos subseqiientes demonstraram
que o vanadio mimetiza a a¢do da insulina, in vitro e
in vivo, alterando o metabolismo de carboidratos,
proteinas e lipidios (revisado em 20). Alguns efeitos,
in vitro, do vanadio incluem a estimulac¢do do
transporte de glicose (21, 22, 23), glicdlise e oxidagao
da glicose (24, 25), sintese de glicogénio (23),
lipogénese, inibi¢do da lipdlise (26) e gliconeogénese
(27). Os experimentos, in vivo, foram estudados
extensivamente em diferentes modelos animais com
diabetes. Ratos diabéticos por estreptozotocina tratados
com vanadio demonstraram baixas concentragdes de
glicose, normalizagdo da saida de glicose hepatica,
corre¢ao das enzimas glicoliticas, restauragao da sintese
de glicogénio e da atividade fosforilase, normalizagao
da expressao do transportador de glicose e melhora do
estresse oxidativo (28). Estas propriedades fazem do
vanadio uma nova ferramenta para o tratamento em
potencial para diabetes tipo II e a sindrome metabolica
(29, 30, 31). Em estudo quase recente (32), ao
administrarem perdxido de vanadil e perdxido de
vanadato a ratos diabetizados, encontraram reducao
significativa da polidipsia, bem como da percentagem
da variacao da glicemia. Estes dados foram
corroborados por nossos dados aqui.

Para Verma et al. (28), a capacidade do
vanadio em causar hipoglicemia sem aumentar as
concentragdes plasmaticas de insulina na diabetes tipo
IT ¢ indicativo de sua habilidade em aumentar a

sensibilidade a insulina. Muitos estudos mostraram que
a concentragdo plasmatica de glicose em ratos
diabéticos tratados com vanadio foi restaurada aos
valores normais, sem elevagdo das concentracdes
circulantes de insulina. O tratamento também reduziu
as concentragdes plasmaticas de insulina em animais
controle tratados, sem alteracdo dos valores de glicose
plasmatica. Em adi¢ao, o vanadio foi responsavel por
melhorar o controle glicémico em humanos com
diabetes mellitus (11,32,33).

Os compostos de vanddio podem ser
aplicados na terapia oral da diabetes como substitutos
ou em combinacdo com a insulinoterapia para reduzir
a dose de insulina requerida (28). Estudos sugerem
que além de diminuir a necessidade de insulina, o
vanadio pode melhorar o estado metabolico em
diabetes tipo I. De fato, em muitos casos, ndo ¢
necessaria a reposi¢ao de insulina (13, 28, 34).

A dose de insulina foi ajustada durante o
periodo experimental (Tabela 1). Somente quando
utilizamos 4U/rato observamos redugao significativa
da glicemia para animais do grupo D + I (Tabela 2). A
baixa reacao da insulina NPH pode estar associada ao
seu pico de acdo (6 horas). Como as mensuracdes da
glicemia foram realizadas apods este periodo,
provavelmente o pico de agdo havia passado. A opgao
por aplicar uma dose diaria também pode ajudar a
explicar ando verificacdo da queda da glicemia. Porém,
0 mesmo nao foi observado para os ratos tratados com
vanadio e insulina (D +V + 1) (Tabela 2 e Figura 1).
Sabe-se que o vanadio aumenta a sensibilidade. Assim,
¢ possivel que a glicemia tenha sido reduzida bem antes
do momento da mensuragao e isso poderia explicar o
valor de 211,3 mg/dL (D + V + I), que talvez ndo
estivesse em queda e sim em elevacdo apos a agdo da
insulina mais vanadio.

A concentracdo de vanadio necessaria
diariamente para redugdo significativa da glicemia ndo
foi definida. Existem muitas variantes que interferem
nessa determinagao, seja a duragao do tratamento até
concentragao e forma de vanadio que sdo utilizadas.
Em varios estudos, sais de vanadio sdo administrados
oralmente por meio da adgua e o efeito redutor da
glicemia foi visto entre 2-4 dias depois do inicio do
tratamento. A dose de sais de vanadio requerida para
efeito maximo da agdo redutora variou nestes estudos,
mas a concentracdo média de 0,5 mg/mL na 4gua
mostrou ser suficiente (15, 33).

Em estudo realizado por Meyerovitch et al.
(35), a alta concentracdo de vanadato administrada
oralmente (0,8 mg/mL na agua) reduziu as
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concentragdes de glicose sangiiinea, resultando no
aparecimento de hipoglicemia nos animais teste entre
2-4 dias. Uma menor concentracdo de vanadato (0,2
mg/ mL na dgua) também reduziu as concentragdes
de glicose sangiiinea em 4 dias, mas ndo levou a
hipoglicemia em pelo menos 3 semanas. Os efeitos do
vanadato foram reversiveis e a hiperglicemia retornou
dois dias depois da retirada do vanadato (35). No
estudo de Brichard ¢ Henquin (5), a baixa
concentragao de vanadato (0,08 mg/mL) ndo foi eficaz
em reduzir glicose sangiiinea. Este dado se aproximou
muito dos resultados obtidos neste trabalho. A
concentracdo de vanadio presente na agua (proxima a
0,04 mg/L de sais de vanadio) proveniente de Ibira
pode ter sido motivo da nao reducdo da glicemia.
Mesmo sendo rica em sais de vanadio, esta agua,
quando comparada a outras, tem concentracao baixa
se comparada com dados da literatura.

Experimento realizado por Badmaeyv et al.
(12) revelou que o tratamento com complexo de
vanadio organico (dose de 30mg/100mL)
administrado por 15 dias aos ratos diabéticos reduziu
aingestao hidrica, concentragao de glicose sangiiinea,
colesterol e triglicérides. Os dados aqui obtidos
mostraram que o tratamento com a 4gua rica em
vanadio (concentracdo de 0,042mg/L) reduziu
significativamente a ingestdo hidrica apos
administragao por 16 dias (Figura 2).

Poucheret et al. (36) relataram que
compostos de vanadio sdo capazes de normalizar a
hiperfagia associada a diabetes experimental. McNeill
etal. (11) demonstraram que tratamento com vanadato
reduziu tanto a ingestdo alimentar quanto a hidrica
em ratos diabéticos, porém ndo afetou o ganho de
massa corporal destes animais. Resultados aqui obtidos
revelaram que o tratamento com 4gua rica em sais de
vanadio ndo reduziu significativamente o consumo de
ragdo (Figura 3), mas reduziu a perda de massa corporal
quando comparada a do grupo diabético (Figura 4).

Os efeitos toxicos mais comuns do vanadio
incluem diarréia, reducdo da ingestdo hidrica e
alimentar, desidratagao e reducao do ganho de massa
corporal (15, 33). Nao foram observados sinais da
toxicidade do vanadio, provavelmente pela baixa
concentracao presente na agua de Ibird e por estar mais
relacionada aos compostos inorganicos de vanadio. Um
importante avanco para os tratamentos ja existentes
seria determinar uma dosagem terapéutica eficaz, o
que evitaria a toxicidade significativa associada aos
compostos de vanadio.

Os dados obtidos neste trabalho sugerem que
somente a ingestdo de dgua rica em vanadio como
terapia ndo € suficiente para o tratamento da diabetes
mellitus. Apesar de melhora indicativa por meio de
alguns sintomas, a concentragao de glicose plasmatica
nao foi normalizada. Assim, mais estudos com fontes
naturais, que exibam maior concentragao de vanadio,
podem ser importantes para se definir o papel da
ingestdo da agua destas fontes como coadjuvantes na
terapia da diabetes.
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