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1.- RESUMEN (SUMMARY)






Resumen (Summary)

Aunque el vanadio es un elemento traza ampliamente distribuido en la
naturaleza y es esencial para algunas formas de vida, su papel como micronutriente, su
esencialidad asi como su actividad biologica y farmacoldgica no se encuentran
completamente establecidas. Dicho elemento se encuentra asociado con la regulacion,
incremento del transporte y metabolismo de la glucosa, asi como con el aumento de la
sensibilidad al receptor de la insulina. Debido a los altos niveles de vanadio presentes en
el medio ambiente, su amplio uso industrial, su frecuente empleo como suplemento por
diferentes tipos de atletas (fundamentalmente culturistas) (Barceloux et al, 1999) y al
creciente interés por sus efectos farmacoldgicos, el estudio del metabolismo del vanadio
constituye actualmente una importante area de investigacion (Domingo et al, 1991,
Oster et al, 1993; Domingo et al, 1995; Zaparowska et al, 1998; Thompson et al, 2006;
Michibata, 2012). Aunque se han realizado ensayos clinicos para algunos compuestos
de vanadio (Thompson et al, 2006a), se recomienda que el uso de los compuestos de
vanadio debe estar controlado hasta que se disponga de méas informacién sobre sus
posibles efectos toxicos derivados de los tratamientos crénicos.

Como se ha comentado, actualmente muchos aspectos del metabolismo del
vanadio no se encuentran bien esclarecidos, como lo son las interacciones digestivas y
metabolicas con otros elementos involucrados en la defensa antioxidante.

Segun algunos autores (Thompson et al, 2006b, Kawabe et al, 2006; Yanardag et
al, 2006), al favorecer la metabolizacion de la glucosa, el vanadio reduciria la
produccion de especies reactivas de oxigeno y en consecuencia prevendria el dafio
oxidativo ocasionado por la hiperglicemia. Dado que el vanadio altera el metabolismo
de diversos elementos traza tales como el Mg, Fe, Cu, Zn and Se, varios autores han
asociado la accion del vanadio con efectos pro-oxidantes (Oster et al, 1993; Scibior et
al, 2006;, 2009, 2010a, 2014; Sanchez et al, 2011, 2012, 2014 a,b). La presencia de
estrés oxidativo se encuentra asociada con cambios en la produccidon de citokinas (Dye
et al, 1999), cambios inflamatorios (Pierce et al, 1996) y la presencia de tumores
pulmonares (Assem et al, 2012). En este contexto, se ha sugerido que el vanadio puede
actuar como inhibidor en diferentes formas de cancer (Das et al, 2012).

Aunque existe cierto grado de informacion sobre interacciones entre el vanadio y
el selenio (Haider et al, 1998; Kumar et al, 1993; Zwolak et al, 2012) y entre el vanadio
y el magnesio en ratas no diabéticas (Scibior et al, 2006,2009,2010, 2012, 2014), no
existe informacion sobre posibles alteraciones en la homeostasis del selenio y del

magnesio, dos elementos muy relacionados con el estado antioxidante,en ratas
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Resumen (Summary)

diabéticas que reciben tratamiento con vanadio,. Ademas, también se ha puesto de
manifiesto que ambos elementos se encuentran relacionados con el metabolismo de la
glucosa, y de modo similar al vanadio, participan en el control de éste favoreciendo la
activacion de kinasas del receptor de la insulina y la traslocacion del transportador
GLUT 4 en ratas diabéticas.

De acuerdo con los comentarios anteriores, en el presente estudio nos
planteamos profundizar en el efecto de la exposicion a vanadio en ratas sanas, y aportar
nuevos datos sobre si el tratamiento con vanadio a ratas diabéticas altera la homeostasis
del selenio y del magnesio; ademaés, dada la ausencia de publicaciones sobre este tema,
también consideramos de interés estudiar si el tratamiento con vanadio podria afectar a
los cambios en el metabolismo del magnesio ocasionados por la diabetes.

Para la realizacion del estudio se selecciond el bis(maltolato)oxovanadio(IV)
(BMOQV), porque se ha sugerido que dicho compuesto es mas efectivo como
hipoglucemiante, mejor tolerado y menos toxico en los modelos animales que los
compuestos inorganicos de vanadio (Caravan et al, 1995; Thompson et al, 2006b).

Ademas, es un compuesto estable en soluciones acuosas (Caravan et al, 1995).

El desarrollo del trabajo se ha realizado en dos fases:

A) En la primera fase se estudid la influencia de la exposicion de ratas sanas al BMOV
sobre la homeostasis del selenio y magnesio. Para la realizacion de este estudio se
utilizaron dos grupos de 10 ratas. Un grupo control y otro expuesto a 6.22 mg de
BMOV / dia (1 mg V / dia) durante 35 dias.

B) En una segunda fase se estudiaron los cambios en la homeostasis del selenio y
magnesio ocasionados por el tratamiento con BMOV a ratas a las que se les ha
inducido diabetes tipo 1 mediante tratamiento con STZ. Para este estudio se utilizaron 4
grupos de 10 ratas. Un grupo control, un grupo de ratas diabéticas, un grupo de ratas
diabéticas tratadas con 6.22 mg de BMOV / dia (1 mg V / dia) y un grupo de ratas
diabéticas tratadas con 18.66 mg de BMOV / dia (3mg V/dia) durante 35 dias.

Queremos destacar que para la realizacion de la primera fase (estudios realizados
en ratas sanas) se emple6 una Unica dosis de vanadio (1 mg V/d), mientras que para la
realizacion de la segunda fase (estudios realizados en ratas diabéticas) se emplearon dos

dosis de vanadio (1 y 3 mgV /d), este hecho se justifica porque al tratar a las ratas
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Resumen (Summary)

diabéticas con la dosis de 1 mg vanadio/ dia, no obtuvimos efecto hipoglucemiante lo
que nos condujo a la utilizacion de una dosis mayor con la finalidad de poder asociar el
efecto hipoglucemiante del vanadio con los cambios en la homeostasis de ambos
elementos. La dosis empleadas en el presente estudio (Img V / dia =~ 5 mg V/ kg de
peso/dy 3 mg V/d =15 mg V / kg de peso / d) son superiores a la dosis menor descrita
que causa efectos adversos en la rata (0.8 mg V / kg de peso / d) no obstante, estas dosis
son bajas en comparacion con las dosis utilizadas habitualmente en otros estudios y
mucho menores que la LD50 (dosis letal %0 (40-90 mgV/kg peso/d) (EFSA 2004). Las
dosis empleadas se eligieron cuidadosamente tras una larga revision de los estudios
realizados anteriormente y representan dosis intermedias de BMQOV, respecto a las dosis
utilizadas en reportes previos (Yuen et al, 1993; Dai et al, 1995).

En nuestro estudio se observé la presencia de desordenes gastrointestinales en
algunos animales de los grupos tratados con vanadio. Dichos animales fueron retirados
del estudio. Estos desordenes gastrointestinales también han sido observados en otros
estudios en ratas sanas (Scibior et al, 2006) y diabéticas (Oster et al, 1993).

El estudio ha dado lugar a diversas publicaciones entre las que destacamos por

mayor relacion con la Tesis que se presenta:

Sanchez-Gonzélez C. Bermudez-Pefia C, Trenzado CE, Goenaga-Infante H, Montes-
Bayon M, Sanz-Medel A, Llopis J. Changes in the antioxidant defence and in selenium

concentration in tissues of vanadium exposed rats. Metallomics 2012; 4: 814 — 819

Sanchez-Gonzélez C, Bermudez-Pefia C, Guerrero- Romero F, Trenzado CE, Montes-
Bayon M, Sanz-Medel A, Llopis J. Effect of bis(maltolato) oxovanadium (1) (BMOV)
on selenium nutritional status in diabetic streptozotocin rats. Br J Nutr 2012; 108: 893-
899.

Sanchez C, Torres M, BermUdez-Pefia C, Aranda P, Montes-Bayon M, Sanz-Medel A,
Llopis J. Bioavailability, tissue distribution and hypoglycaemic effect of vanadium in

magnesium-deficient rats. MagnesRes 2011; 24: 196-208.

Bermudez-Pefia C, Lopez-Chaves C, Llopis J, Guerrero- Romero F, Montes-Bayon M,
Sanz-Medel A, Séanchez-Gonzalez C. Aggravation by vanadium of magnesium
deficiency in STZ-induced diabetic rats. . MagnesRes 2013; 26: 74-82.
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Resumen (Summary)

Los resultados obtenidos mostraron que el tratamiento con vanadio a ratas sanas
a dosis de 6.22 mg BMOV / dia ocasiond una reduccion en la ingesta de alimentos y
agua (= 15% y 50% respectivamente), la cual se asocid con una reduccidén en la
ganancia de peso (= 20%). Estos cambios estuvieron acompanados de una fuerte caida
de la absorcion del selenio y un incremento de las pérdidas renales de magnesio. La
menor absorcion de selenio ocasiono una caida de sus niveles séricos y una deplecion
tisular del catién que afectdé fundamentalmente al rifion e higado. El incremento de las
pérdidas renales de magnesio dio lugar a hipomagnesemia y a un descenso en el
contenido de magnesio en el fémur. Ademas en estas ratas, también se aprecio una
menor actividad de la fosfatasa alcalina sérica y un incremento de los niveles de urea
circulante y citokinas pro-inflamatorias (IL-6 y TNFa).

Las pérdidas hepaticas de selenio estuvieron acompafadas por la caida de la
actividad de la glutation peroxidasa, glutation transferasa y NAD(P)H:quinona-
oxidoreductasa | y por el incremento de la peroxidacién lipidica y oxidacion proteica
(niveles de MDA y grupos carbonilo) en el higado, lo que indica un deterioro de las
defensas antioxidantes y la presencia de un dafio oxidativo hepatico. El deterioro de la
defensa antioxidante y la presencia de un proceso inflamatorio, podrian haber sido la
causa del estado anémico moderado que se observo en estas ratas.

El tratamiento con 6.22 mg BMOV / dia (1mg V/dia) a ratas diabéticas-STZ no
tuvo ningun efecto antidiabético y solo se observaron efectos menores sobre la
homeostasis del selenio y magnesio. Sin embargo, el tratamiento con 18.66 mg BMOV
/ dia (3mg V/dia) indujo un claro efecto antidiabético, normalizando la ingesta de
alimentos y la glucemia en ayunas. Ademas, el tratamiento con 3mg V/dia también
causo un descenso en la absorcién y niveles séricos del selenio deplecion tisular del
catién (en suero, rifidn, higado y bazo). Esta dosis también ocasion6 un incremento de
las pérdidas renales de magnesio, que indujeron hipomagnesemia y deplecién tisular de
este elemento (en rifion, higado, bazo y femur). Esta situacion estuvo acompafiada por
incrementos de los niveles de acido drico, urea, colesterol total, colesterol-LDL y
triglicéridos y un descenso de la actividad sérica de la aspartato aminotransferasa y
fosfatasa alcalina. A esta dosis, también se han encontrado incrementos de la proteina-
C-reactiva y citokinas pro-inflamatorias (IL-6 y TNFa) en el suero.

Como en el caso de las ratas sanas el tratamiento con 18.66 mg BMOV / dia
(3mg V/dia), las pérdidas hepaticas de selenio estuvieron acompafiadas por la caida de

la actividad de la glutation peroxidada (GPx), glutation transferasa (GST) y
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NAD(P)H:quinona-oxidoreductasa | y por el incremento de la peroxidacion lipidica y
oxidacion proteica (niveles de MDA y grupos carbonilo) en el higado. Esta situacion
indica la presencia de un dafio oxidativo a nivel hepatico por el deterioro de las defensas
antioxidantes.

En términos generales podemos concluir que el BMOV altera la homeostasis del
selenio y del magnesio, lo que conduce a un incremento del estrés oxidativo y la
aparicion de un proceso inflamatorio Ademas, podemos afirmar que en las ratas
diabéticas. se han observado efectos semejantes a los encontrados en las ratas sanas
empleando una dosis tres veces superior, lo que sugiere que las ratas diabéticas son
menos sensibles al efecto toxico del vanadio que las ratas no diabéticas.
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SUMMARY

Vanadium (V) is a trace element that is widely found in nature. It is essential for some
forms of life, but its role as a micronutrient, its essentiality and its biological and
pharmacological activity are not yet fully established. It has been associated with the
regulation, increased transport and metabolism of glucose, and with increased
sensitivity to insulin receptors. Due to high levels of V in the environment, its
widespread industrial application, its common use as a supplement for athletes
(especially bodybuilders) (Barceloux et al.,, 1999) and the growing interest in its
pharmacological effects, the metabolism of V is now an important area of research
interest (Domingo et al., 1991; Oster et al., 1993; Domingo et al., 1995; Zaparowska et
al., 1998; Thompson et al., 2006; Michibata, 2012). Although clinical trials have been
completed for some V compounds (Thompson et al., 2006), it has been recommended
that the use of VV compounds should be controlled until more information is available
about the possible toxic effects of chronic treatment.

As mentioned above, many aspects of the metabolism of V remain to be fully
established, such as its digestive and metabolic interactions with other elements
involved in antioxidant defence.

According to some authors (Thompson et al., 2006b; Kawabe et al., 2006; Yanardag et
al., 2006), V promotes glucose metabolism; this reduces the production of reactive
oxygen species and thus prevents the oxidative damage caused by hyperglycaemia.
However, many authors have associated V with pro-oxidant effects, because it alters the
metabolism of trace elements such as Mg, Fe, Cu, Zn and Se (Oster et al., 1993; Scibior
et al., 2006; 2009, 2010a, 2014; Sanchez et al., 2011, 2012, 2014 a, b). The presence of
oxidative stress is associated with changes in cytokine production (Dye et al., 1999),
inflammatory changes (Pierce et al., 1996) and the presence of lung tumours (Assem et
al., 2012). However, other authors have suggested that V may act as an inhibitor in
different forms of cancer (Das et al., 2012).

Although some studies have been made of interactions between V and selenium (Haider
et al., 1998; Kumar et al., 1993; Zwolak et al., 2012) and between V and magnesium in
nondiabetic rats (Scibior et al., 2006, 2009, 2010, 2012, 2014), there is no information
on possible alterations in the homeostasis of selenium and of magnesium, two elements
closely related to the presence of oxidative stress, in diabetic rats following treatment

with vanadium. Furthermore, from their relation with oxidative stress, it has also been
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shown that both elements are related to the metabolism of glucose, and similarly to

vanadium, participate in the control of glucose metabolism, while the translocation of

the GLUT4 transporter in diabetic rats promotes kinase activation in the insulin
receptors.

Taking into account the above findings, this study further considers the effect of

exposure to vanadium in healthy rats, and provides new data about whether treatment

with vanadium in diabetic rats alters the homeostasis of selenium and of magnesium.

Furthermore, in view of the absence of previous research on this question, we also

consider it of interest to examine whether the treatment could affect diabetes-induced

changes in the metabolism of magnesium.

Bis(maltolato)oxovanadium(1V) (BMOV) was selected for this study because reports

have suggested that this compound is more effective as a hypoglycaemic agent, better

tolerated and less toxic in animal models than inorganic VV compounds (Caravan et al.,

1995, Thompson et al., 2006b). Moreover, it is stable in aqueous solutions (Caravan et

al., 1995).

The study was implemented in two phases:

A. In the first phase, we investigated the influence of exposure to BMOV in healthy
rats on the homeostasis of selenium and magnesium. In this study, two groups of 10
rats were used, a control group and an experimental group, exposed to 6.22 mg
BMOV/day (1 mg V/day) for 35 days.

B. In the second phase, we studied the changes in the homeostasis of selenium and
magnesium caused by treatment with BMOV in rats induced with type | diabetes by
treatment with STZ. For this study, four groups of 10 rats were used: a control
group, a group of diabetic rats, a group of diabetic rats treated with 6.22 mg
BMOV/day (1 mg V/day) and a group of diabetic rats treated with 18.66 mg
BMOV/day (3 mg V/day) for 35 days.

In the first phase (studies in healthy rats) a single dose of vanadium (1 mg V/day) was

used, while in the second phase (studies in diabetic rats), two doses were used (1 and 3

mg V/day). This different approach was adopted because the treatment of diabetic rats

with a dose of 1 mg V/day did not produce a hypoglycaemic effect. Therefore, a higher
dose was used, to be able to associate the hypoglycaemic effect with changes in the
homeostasis of Se and Mg. The doses used in the present study (1 mg V/day =~ 5 mg

V/kg/day and 3 mg V/day = 15 mg V/kg/day) are higher than the lowest dose described

to cause adverse effects in rats (0.8 mg V/kg/day), but these doses are low compared to
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those commonly used in other studies and much lower than LD50 (lethal dose 50%)
(40-90 mg V/kg/day) (EFSA 2004). Moreover, the doses used were carefully chosen
after a lengthy review of previous studies in this respect and represent intermediate
doses of BMOV among those used in the literature (Yuen et al 1993; Dai et al., 1995).
Gastrointestinal distress was observed in some animals in the groups treated with V.
These animals were removed from the study. Such gastrointestinal disorders have also
been observed in other studies, both in healthy rats (Scibior et al., 2006) and in diabetic
ones (Oster et al., 1993).

This study has given rise to several publications, of which the following are the most
closely related to this thesis:

Sanchez-Gonzélez C. Bermudez-Pefia C, Trenzado CE, Goenaga-Infante H, Montes-
Bayon M, Sanz-Medel A, Llopis J. Changes in the antioxidant defence and in Se
concentration in tissues of vanadium exposed rats. Metallomics 2012; 4: 814 — 819

Sanchez-Gonzélez C, Bermldez-Pefia C, Guerrero-Romero F, Trenzado CE, Montes-
Bayon M, Sanz-Medel A, Llopis J. Effect of bis(maltolato) oxovanadium (1V) (BMOV)
on Se nutritional status in diabetic streptozotocin rats. Br J Nutr 2012; 108: 893-899.

Sanchez C, Torres M, BermUdez-Pefia C, Aranda P, Montes-Bayon M, Sanz-Medel A,
Llopis J. Bioavailability, tissue distribution and hypoglycaemic effect of vanadium in
Mg-deficient rats. MagnesRes 2011; 24: 196-208.

Bermudez-Pefia C, Lopez-Chaves C, Llopis J, Guerrero-Romero F, Montes-Bayén M,
Sanz-Medel A, Sanchez-Gonzalez C. Aggravation by vanadium of Mg deficiency in
STZ-induced diabetic rats. . MagnesRes 2013; 26: 74-82.

The results obtained show that treatment with V in healthy rats at doses of 6.22 mg
BMOV/day reduced food and water intake (= 15% and 50% respectively), which was
associated with a reduction in weight gain (= 20%). These changes were accompanied
by a sharp drop in selenium absorption and increased renal losses of magnesium. This
situation led to a depletion of tissue selenium (in serum, kidneys and liver),

hypomagnesaemia and reduced magnesium content in the femur. In addition, reduced
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activity of serum alkaline phosphatase and increased levels of circulating urea and pro-
inflammatory cytokines (IL-6 and TNFa) were observed.

Liver selenium losses were accompanied by a reduction in the activity of glutathione
peroxidase, glutathione transferase and NAD(P)H:quinone-oxidoreductase | and by
increased lipid peroxidation and protein oxidation (levels of MDA and carbonyl groups)
in the liver. These changes indicate deterioration in antioxidant defences and the
presence of hepatic oxidative damage. The deterioration of antioxidant defence and the
presence of an inflammation process could have been the cause of the mild anaemic
state observed in these rats.

Treatment of the STZ-diabetic rats with 6.22 mg BMOV/day (1 mg V/day) had no
antidiabetic effect and reduced effects on the homeostasis of selenium and magnesium.
However, treatment with 18.66 mg BMOV/day (3 mg V/day) induced a clear
antidiabetic effect, normalising food intake and fasting blood glucose. Furthermore,
treatment with 3 mg V/day also caused a decrease in the absorption and serum levels of
Se and tissue depletion of this cation (in serum, kidneys, liver and spleen). This dosage
also caused an increase in the renal losses of magnesium, thus inducing
hypomagnesaemia and tissue depletion of this element (in kidney, liver, spleen and
femur). This situation was accompanied by increased levels of uric acid, urea, total
cholesterol, LDL-cholesterol and triglycerides and decreased serum activity of aspartate
aminotransferase and alkaline phosphatase. At this dose, we also observed increases in
C-reactive protein and pro-inflammatory cytokines (IL-6 and TNFa) in serum.

As in the case of the healthy rats, in the treatment with 18.66 mg BMOV/day (3 mg
V/day), the hepatic losses of selenium were accompanied by a reduced activity of
glutathione peroxidase, glutathione transferase and NAD(P)H:quinone-oxidoreductase |
and by increased lipid peroxidation and protein oxidation (levels of MDA and carbonyl
groups) in the liver. This situation indicates the presence of hepatic oxidative damage
by the impairment of antioxidant defences.

Overall, we conclude that BMOV alters the homeostasis of selenium and magnesium,
leading to increased oxidative stress and the onset of an inflammatory process. In
addition, in diabetic rats, the effects observed were similar to those found in healthy
rats, but when a three times larger dose was used. Therefore, diabetic rats are less

sensitive than nondiabetic rats to the toxic effect of V.
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Justificacion y Objetivos

La diabetes mellitus (DM) es una alteracion metabolica caracterizada por la
presencia de hiperglucemia crénica que se acompafia, en mayor o menor medida, de
alteraciones en el metabolismo de los hidratos de carbono, de las proteinas y de los
lipidos. Ademas de afectar varios procesos metabdlicos, estd asociada con alteraciones
de la defensa oxidativa y el metabolismo de los elementos traza.

El origen y la etiologia de la DM pueden ser muy diversos, pero con llevan
inexorablemente la existencia de alteraciones en la secrecion de insulina, de la
sensibilidad a la accién de la hormona, o de ambas en algin momento de su historia
natural.

El vanadio es un metal ultra traza ampliamente distribuido en la naturaleza, presente
en los tejidos de mamiferos a concentraciones por debajo de 1M, pero su papel como
micronutriente en el humano adn no se encuentra completamente establecido; sin
embargo, se ha demostrado que el vanadio es un elemento relacionado con las vias
metabdlicas de la glucosa y de los lipidos. Tiene varios estados de oxidacién desde el -1
hasta el +5, de los cuales la forma +4 (vanadilo) y +5 (vanadato) son las mas comunes.
En el plasma se le encuentra en ambos estados de oxidacion unido en un 90% a
proteinas, fundamentalmente  transferrina. Este elemento se  distribuye
fundamentalmente en hueso, rifion e higado, encontrandose en el hueso los principales
depositos.

En los dltimos afos el vanadio ha adquirido gran importancia farmacologica
debido a la actividad que ciertos complejos de dicho elemento ejerce como
hipoglucemiantes. Compuestos de vanadio organicos, tales como el bis (maltolato)
oxovanadio (1V), bis (etilmaltolato) oxovanadium (1V), y acetilacetonato de vanadilo, se
han sintetizado para su uso en el tratamiento de la diabetes y el cancer. Estudios
experimentales, asi como ensayos clinicos han demostrado la accién insulunomimetica
del vanadio disminuyendo la resistencia e incrementando la sensibilidad a la insulina y
mejorando el transporte y metabolismo de la glucosa. Se han establecido “in vitro”
algunos de los mecanismos por los que el vanadio produce los efectos antidiabéticos,
entre los cuales destacan: a) estimulacién de la autofosforilacion de los receptores a la
insulina, b) incremento en la actividad de la tirosina-cinasa en el receptor de insulina, c)
fosforilacion del sustrato del receptor de la insulina (IRS-1),d) incremento de la
expresion del transportador GLUT 4. En resumen, aunque no se conocen exactamente
los mecanismos de accion del vanadio, parece ser que el vanadio activa la cascada de

transmision de sefializacion de la insulina tras su union al receptor, facilitando la entrada
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y el metabolismo celular de la glucosa. Ademas, algunos autores sugieren que el
vanadio mejora el estrés oxidativo al disminuir la produccion y el efecto toxico de
radicales libre, procedente de la glucosa. Sin embargo, otros autores han descrito efectos
prooxidantes del vanadio, debido a que no normaliza las alteraciones en el metabolismo
de diversos elementos traza asociadas a la diabetes.

El selenio es un micronutriente esencial que, entre otras funciones, interviene en
la defensa contra el estrés oxidativo, la regulacion de accion de la hormona tiroidea, y la
regulacion del estado redox de la vitamina C y otras moléculas. En modelos animales
se ha relacionado al selenio con alteraciones en el metabolismo de los carbohidratos, ya
que deficiencia de dicho elemento incrementa los niveles de glucosa plasmaética en ratas
sanas y eleva los niveles de glucosa plasmatica en ratas diabéticas. “In vivo” ¢ “in
vitro”, se ha demostrado que el selenio tiene una accidn insulinomimética semejante a la
del vanadio y que su administracion produce hipoglucemia, al favorecer la translocacion
del transportador GLUT 4, en ratas diabéticas.

Actualmente, la informacion sobre interacciones entre el vanadio y el selenio en
ratas sanas es muy escasa y no existe informacion sobre posibles alteraciones en la
homeostasis del selenio en ratas diabéticas como consecuencia del tratamiento con
vanadio, dos elementos muy relacionados con el metabolismo de los carbohidratos y la
presencia de estrés oxidativo. Por estas razones consideramos importante realizar el
presente estudio sobre la interaccion entre el vanadio y el selenio en ratas sanas y
diabéticas.

Respecto al magnesio se sabe que juega un papel estructural y regulador muy
importante en nuestro organismo. Entre sus funciones destaca el ser un i6n que activa
un amplio nimero de sistemas enzimaticos siendo esencial en el metabolismo de
diversos nutrientes. Bajo el punto de vista fisioldgico, las funciones del magnesio son
bien conocidas y se encuentran descritas en un amplio numero de publicaciones.
También es bien conocida la relacion entre el déficit nutricional de magnesio y la
resistencia a la insulina, las alteraciones en el metabolismo y transporte de glucosa y el
riesgo de desarrollar diabetes tipo 2. La reduccion del magnesio intracelular inhibe la
actividad de la tirosina kinasa en el receptor de la insulina, reduce la captacion de
glucosa, al interferir con la translocacion del transportador de la glucosa (GLUT 4) y la
utilizacion intracelular de la glucosa. El resultado de esta situacion es un incremento de

la resistencia periférica a la insulina.
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El hecho de que tanto el magnesio como el vanadio participen en el metabolismo
de la glucosa, interviniendo en los mismos procesos, nos conduce a pensar que ambos
elementos puedan estar relacionados y actien conjuntamente en el metabolismo de los
hidratos de carbono. Por tanto, el estudio de posibles interacciones entre ambos
elementos, podria ayudar a clarificar el papel del vanadio como micronutriente y agente
antidiabético.

Aunque existe cierto grado de informacion sobre interacciones entre el vanadio y
el selenio y entre el vanadio y el magnesio en ratas no diabéticas, no existe informacién
sobre posibles alteraciones en la homeostasis del selenio y del magnesio en ratas
diabéticas como consecuencia del tratamiento con vanadio, dos elementos que
participan de un modo directo en el control del estrés oxidativo. Ademas, de su relacion
con el estrés oxidativo, ambos elementos se encuentran relacionados con el
metabolismo de la glucosa de modo similar al vanadio. De acuerdo con los comentarios
anteriores, en el presente estudio nos planteamos profundizar en el efecto de la
exposicion a vanadio en ratas sanas Yy aportar datos sobre si el tratamiento con vanadio
a ratas diabéticas alteraba la homeostasis del selenio y del magnesio, ademas
consideramos de interés estudiar si, el tratamiento podria afectar los cambios en el
metabolismo del magnesio ocasionados por la diabetes, dada la ausencia de
publicaciones sobre este tema.

Por tanto consideramos importante abordar el estudio de las posibles
interacciones entre el vanadio, selenio y magnesio en ratas diabéticas, ya que podria
aportar informacion valiosa sobre sus efectos farmacol6gicos en la evolucién de la
diabetes.

De acuerdo con los anteriores comentarios el objetivo del presente trabajo es
estudiar si el efecto del tratamiento con vanadio en ratas diabéticas altera la
biodisponibilidad y distribucion tisular del selenio y magnesio, asi como su influencia
sobre el estado antioxidante e inflamatorio. Los resultados obtenidos permitiran
comprender mejor el papel del vanadio como micronutriente, su actividad biolégica

como agente antidiabético y sus efectos tdxicos.
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3.1 LADIABETES MELLITUS

La Diabetes Mellitus (DM) es un grupo de enfermedades metabolicas
caracterizadas principalmente por hiperglucemia.

La hiperglucemia cronica de la diabetes es asociada con dafio, disfuncion y fallo
de diferentes drganos, principalmente o0jos, rifiones, nervios, corazobn y Vvasos
sanguineos (American Association of Diabetes, 2011).

La DM cursa con gran nimero de procesos patoldgicos.La accion deficiente de
la insulina en sus tejidos diana ocasiona alteraciones en el metabolismo de

carbohidratos, grasas y proteinas (Conget, 2002).

Clasificacion

Actualmente la American Diabetes Association (2011) establece cuatro bloques

principales de DM:

a) La DM tipo 1 que representa el 5-10% de los casos de DM, y es debida
principalmente a una destruccion por autoinmunidad celular de las células B del
pancreas, ocasionando una deficiencia absoluta de la secrecion de insulina. Existe un
tipo de Diabetes Idiopética, en algunas formas de DM 1, una minoria, no se conoce su
etiologia, algunos pacientes permanecen en una insulinopenia permanente y son

propensos a cetoacidosis, pero no hay evidencia de autoinmunidad.

b) La DM tipo 2, representa aproximadamente el 90-95 % de los casos de DM, y
es causada por una resistencia a la accion de la insulina con frecuencia acompafada de
un defecto de la secrecidon de la insulina. El riesgo de desarrollar este tipo de DM

incrementa con la edad, obesidad y sedentarismo. (Fig.1).
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Etiopatogenia de la DM 2

Genes diabetogénicos

Factores adquiridos
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Figura 1.- Etiopatogenia de la diabetes mellitus tipo 2. PHG: produccidn hepética de glucosa; 10G:

tolerancia disminuida a la glucosa (Conget, 2002).

c) Otros tipos especificos de diabetes entre los que se describen los siguientes:

- Defectos genéticos de las células . Varias formas de diabetes se asocian con
defectos monogenicos en la funcion de las células . Este tipo de DM es caracteristico
que se presente inicialmente como una hiperglicemia a edades tempranas
aproximadamente antes de los 25 afios de edad. Las anormalidades genéticas que
resultan en la inhabilidad a convertir la proinsiluna a insulina.

- Defectos genéticos en la accion de la insulina, asociados principalmente con
mutaciones en el receptor de la insulina mostrandose desde una hiperinsulinemia y una
modesta hiperglicemia a una diabetes severa. Algunos individuos con estas mutaciones
presentan acantosis nigricans, en las mujeres pudieran presentar sindrome de ovario
poliquistico.

- Enfermedades del pancreas exocrino. Cualquier proceso que dafie difusamente
el pancreas puede causar diabetes. Los procesos adquiridos incluyen pacreatitis, trauma,
infeccion, pancreatectomia y carcinoma pancreatico.

- Endocrinopatias. Muchas hormonas antagonizan la accién de la insulina, por
tanto el exceso de estas pueden causar DM. Este tipo de diabetes se resuelve al tratar el

exceso de la hormona involucrada.
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- Ciertos medicamentos pueden inducir DM en individuos con resistencia a la
insulina.

- Infecciones de ciertos virus han sido asociadas con la destruccion de células p.

d) DM gestacional, es cualquier grado inicial de intolerancia a la glucosa durante

el embarazo. La mayoria de los casos se resuelve cuando tras el alumbramiento.

Sintomatologia

Los sintomas caracteristicos de la DM incluyen polidipsia, poliuria, polifagia,
vision borrosa y pérdida de peso (debido al hipercatabolismo derivado de la
hipoinsulinemia).

Entre las complicaciones de la diabetes se encuenrtran las complicaciones
agudas como la cetoacidosis diabética o el sindrome hiperosmolar y las
complicaciones cronicas, que consiste en un cuadro de neuropatia diabética periférica
(Ulcera de pie de diabético, amputaciones y pie de Charcot) tambien con
manifestaciones autdnomas que afectan a la motilidad gastrointestinal; macroangiopatia
diabética que afecta a vasos coronarios y de las extremidades; microangiopatia diabética
que incluye la retinopatia (por afectacién de la retina), nefropatia (por afectacion del
glomérulo), neuropatia (por afectacion de vasa nervorum), dermopatia (por afectacion
de los vasos subcutaneos) y cataratas (figura 2). La hipertensién y las anormalidades del
metabolismo de las lipoproteinas son a menudo encontradas en personas con DM

(American Association of Diabetes, 2011).
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Criterios diagnosticos de DM:

Segun la American Diabetes Association (2011), se asumen los siguientes criterios
diagnosticos:

1.- Niveles de hemoglobina glucosilada > 6.5%

2.- Glucosa plasmatica en ayunas con valores >126 mg/dl (7.0 mmol/Il), en al menos dos
ocasiones. Ayuno se define como la ausencia de ingesta calérica durante por lo menos
8h.

3.- Durante una curva de tolerancia oral a la glucosa, niveles de glucosa plasmatica
>200 mg/dl (11.1 mmol/l) a las 2 horas después de la carga oral de glucosa. La prueba
debe ser realizada segun lo descrito por la Organizacion Mundial de la Salud, utilizando
una carga de glucosa que contiene 75 g de glucosa anhidra en 150 ml de solucion.

4.- En un paciente con sintomas clasicos de hiperglucemia o crisis hiperglucémica, la

presencia de niveles de glucosa plasmatica al azar >200 mg/dl (11.1 mmol/l).
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Stages Normoglycemia Hyperglycemia

Types Normal glucose regulation Impaired Glucose Tolerance : Diabetes Mellitus
or :
Impaired Fasting Glucose Not insulin  Insulin requiring  Insulin requiring
(Pre-Diabetes) ; requiring for control for survival

Type 1*

Type 2

Other Specific Types**

Gestational Diabetes ** e . »

Figura 3.- Trastornos de la glucemia: tipos etiol6gicos y etapa (American Association of Diabetes, 2011)

DM y dafio oxidativo

Aunque existe evidencia experimental que indica que el estrés oxidativo puede
determinar el comienzo y la progresion de complicaciones tardias de la DM, ain hay
controversia acerca de si el estrés oxidativo es un epifendmeno asociado a la DM mas
que un factor causal de esta enfermedad metabdlica; no obstante, se ha demostrado que,
en los sujetos diabéticos, existe un aumento de la produccion de especies reactivas de
oxigeno (EROs) y una disminucion de las defensas antioxidantes (West, 2000; Wachnik
et al,1992).

Hay varios mecanismos implicados en el incremento del estrés oxidativo (EO)
en la DM, entre los cuales se encuentran: la autooxidacion de la glucosa, la glucacion de
proteinas, la activacién de la via de los polioles y la disminucion de las defensas
antioxidantes. La glucosa, al igual que otros alfahidroxialdehidos, es capaz de
autooxidarse a enedioles (enolizarse) en solucidn acuosa y en presencia de metales de
transicion.

La interaccion de los productos finales de la glucacion avanzada (PFGA) con sus
receptores celulares promueve la produccién intracelular de radicales libres y contribuye
a disminuir los niveles intracelulares de antioxidantes. Asi mismo, el glioxal, especie
derivada de la oxidacién de la glucosa, puede generar citotoxicidad mediada por un
incremento de la generacién de EROs y una disminucién del GSH intracelular. Por otro

lado, la glucacion de las proteinas antioxidantes puede disminuir la actividad de éstas y
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la hemoglobina glucosilada puede constituir una fuente donadora de radical O2 °- a la
pared vascular en los pacientes diabéticos.

Se ha demostrado que la hiperglucemia favorece la produccion de O2 °-
mitocondrial, lo que ocasiona, entre otros efectos adversos, la activacion de la via de los
polioles (vias de los hexosominas) y, consecuentemente, una disminucion de NADPH,
que constituye el cofactor de las enzimas generadoras de GSH. Es decir, es evidente que
estamos frente a un mecanismo de retroalimentacion positiva en el cual el estrés
oxidativo activa a la via de los polioles y, a su vez, contribuye a la generacién de mas
radicales libres y, por tanto, a acentuar el desbalance redox.

En los individuos diabéticos existe también disminucion de las defensas
antioxidantes, entre las que se incluyen el GSH, y todas las enzimas y vitaminas
antioxidantes, y un aumento del estrés nitrosante, lo que implica un incremento del RL
peroxinitrito, potente oxidante lipidico y proteico, y de la actividad de la proteina
quinasa C.

Se ha precisado ademas, que el desbalance entre los EROs y los antioxidantes es
un elemento patogénico importante de la resistencia a la insulina, debido a que durante
el estado de estrés oxidativo no se estimulan adecuadamente las vias de sefializacion
mediadas por esta hormona. Asi, también se ha comprobado que existe una correlacion
entre el nivel de control metabdlico y el grado de severidad del estrés oxidativo en los
individuos diabéticos. Se ha encontrado un incremento de la peroxidacion lipidica, y
oxidacion proteica en la diabetes, que guardan relacion con los procesos de nefropatia,
neuropatia y retinopatia diabética (West, 2000; Wachnik et al,1992).

3.2 VANADIO

El vanadio es un elemento bioactivo, el cual se encuentra presente en
concentraciones bajas en plantas y animales, es el vigésimo primer elemento mas
abundante en la corteza terrestre (Thompson et al,1999).

En el pasado, sus compuestos eran prescritos como agentes terapéuticos para el
tratamiento de anemia, clorosis, tuberculosis y diabetes mellitus; ademas, fue utilizado
como antiseptico (Venkataraman y Sudha, 2005).

Hoy en dia se sabe que el vanadio interviene en el metabolismo de los hidratos
de carbono al mimetizar la accién de la insulina, principalemente estimulando la

fosforilacion de la tirosina al inhibir de modo selectivo la actividad de la fosfatasa de la
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fosfotirosina (Nriagu, 1998). Ademaés, interfiere con una multitud de procesos
bioquimicos, penetra tanto la barrera hematoencefalica comola barrera placentaria y esta

presente en la leche materna (Nielsen,1997).

Fuentes de Vanadio

Los alimentos con mayor contenido en vanadio incluyen los hongos, mariscos,
pimienta negra, perejil, semillas de eneldo, asi como ciertos alimentos preparados. Cabe
mencionar que la cerveza y el vino pueden contribuir en una cantidad importante de
vanadio en la dieta. El vanadio se encuentra principalmente en semillas contribuyendo
con un 13 a 30 % a la ingesta total de vanadio; asi mismo, suele estar presente en los

edulcorantes y cereales para bebes (Mataix y Llopis, 2009; Instutute of Medicine,2001).

Rol del Vanadio

La esencialidad del vanadio es hoy en dia un tema de debate. Entre las funciones
de dicho elemento en algunos seres vivos se encuentra la de almacén y transporte de
oxigeno, como agente transportador de electrones, como catalizador, y se sabe que
participa en la fotosintesis (Nielsen, 1997).

El vanadio en modelos animales normaliza la glucosa sanguinea, los niveles de
lipidos, mejora la deficiencia de la hormona tiroidea, mejora la sensibilidad a la insulina
y previene asi las complicaciones de la diabetes como la cardiomiopatia y el desarrollo
de cataratas. Del mismo modo, segun diverso autores, el vanadio mejora el estado
antioxidante y reduce la ingesta excesiva de alimentos y liquidos en la diabetes
(Badmaev et al, 1999).

Formas biodisponibles del Vanadio

Existen al menos seis estados oxidativos del vanadio, que pueden formar
polimeros (Nielsen, 1997). En animales grandes las formas tetra y pentavalente son las
formas mas importantes de vanadio. El estado tetravalente aparece simplemente como
cation vanidil, el cual compite por sitios de ligandos de unién con el Ca*, Mn®*, Zn*",
Fe?*, etc. Ademas forma complejos con proteinas, especialmente las asociadas al Fe?*,

como la transferrina y la ferritina, los cuales estabilizan al vanidil contra la oxidacion.
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El estado pentavalente es conocido como vanadato el cual forma complejos con
otras sustancias bioldgicas, compite con el fosfato en muchos procesos bioquimicos. El
vanadato es facilmente reducido por el ascorbato, glutation o NADH (Nielsen, 1997).

Actualmente no se han descrito las funciones bioquimicas del vanadio en
animales y seres humanos.

El vanadato incrementa la actividad de la adenilato ciclasa y los niveles
extracelulares de la adenosino monofosofato ciclasa (Nielsen, 1997).

Tedricamente, el efecto regulador del vanadio en los niveles de AMPc vy la
actividad podria afectar un amplio rango de funciones en el organismo, las cuales
resultan de las uniones del segundo mensajero del AMPc en interacciones hormonales.

El principio fisiologico del AMPc como segundo mensajero podria causar
inhibicién de la agregacion plaquetaria, incrementando la lipolisis en los adipocitos,
aumentando el cronotropismo, el potencial de la secrecion de la insulina, incrementando
la produccion de la hormona tiroidea, asi como la sintesis de esteroides, la secrecion de
la hormona pituitaria y disminuyendo la presion intraocular.

Ademas el vanadio incrementa el transporte y la oxidacion de la glucosa,
disminuye la lipolisis, asi como incrementa la sintesis de lipidos. También activa a
sintesis de glucogeno en el tejido adiposo, musculo e higado.

En el higado de ratas diabeticas STZ el vanadio restaura los niveles de ARNm
para enzimas glucoliticas, glucocinasa,L-tipo piruvato cinasa. Incrementa los niveles de
sintesis de glucogeno, fosforilasa glucogeno y restaura el glucdgeno en el higado
(Nielsen,1997). “In vitro” e “in vivo” la biosintesis de colesterol en el higado, acidos
grasos Yy fosfolipidos es inhibida en ratas tratadas consulfato de vanidil (Nielsen,1997).

El vanadio al igual que la insulina incrementa los niveles de glucosa cerebral,

disminuyendo asi la ingesta de alimentos (Nielsen,1997).

Bis(maltolato)oxovanadio (BMVO)

Es un compuesto de vanadio, que cuenta con ligandos no toxicos, siendo dos a

tres veces méas potente que el vanadio inorganico, ver figura 4. EIl BMOV puede ser

absorbido rapidamente, eliminado lentamente del plasma y extensamente distribuido a

lo largo de varios tejidos, acumulandose en gran medida en el fémur (Domingo,1996).
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El bis (maltolato)oxovanadium (IV) (BMOV) ha demostrado ser de dos a tres
veces mas efectivo que el sulfato de vanadilo como agente reductor de la glucosa, mejor
tolerado que las sales de vanadio inorganico, y dando como resultado la disminucion de
la glucemia en todos los modelos animales de diabetes en el que se sometio a prueba
(Caravan et al,1995; Yuen et al, 1995). EI BMOV en estudios animales mostrd que
puede administrarse en el agua de bebida con una eficacia equivalente a la de sulfato de
vanadio (20). Un estudio farmacocinético realizado con BMOV y VOSO, (Setyawati et
al, 1998) demostro de forma concluyente que el vanadio procedente del complejo, (un
aditivo alimentario aprobado), mejoraba la captacion tisular del i6n en comparacion con

su congénere inorganico (Thompson et al, 2006).
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Figura 4.- Bismaltolato oxovanadium (BMQOV)
Absorcion y distribucion

En seres humanos la mayoria del vanadio no es absorbido (tan solo se absorbe
menos de 5 % del vanadio ingerido) (Institute of Medicine,2001; Mataix, 2009), por lo
cual la mayor parte de vanadio excretado es a través de las heces (Nielsen,1997; Zhang
et al, 2008). Generalmente se encuentra menos de 0.8ug/L en la orina (figura 4).

Estudios realizados en ratas mediante técnicas de perfusion intestinal, revelaron
que el BMOV se absorbe en aproximadamente un 35% de la dosis administrada
(Iglesias-Gonzalez, 2012)

El modelo cinético del metabolismo del vanadio en el cuerpo indica que la
absorcion de vanadio tiene lugar en el tracto gastrointestinal superior. La mayoria del
vanadioes transformado en el estomago en cation vanidil y en esta forma pasa al
duodeno. Sin embargo, otros estudios sugieren que el vanadato puede entrar a las
células a través de fosfato o por otro sistema de transporte de aniones, lo cual podria

explicar porque el vanadio pentavalente se absorbe de 3 a 5 veces méas que la forma
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tetravalente. Debido a los diferentes rangos de absorcion, el efecto que otros
componentes en la dieta ejercen en las formas de vanadio en el estomago y la velocidad
a la cual se transforma en la forma tetravalente, influye en el porcentaje de vanadio
ingerido que es absorbido.

Cabe mencionar que los compuestos solubles de vanadio inhalados y
depositados en los pulmones, son répidamente absorbidos, ésto implica que en
trabajadores expuestos a vanadio a nivel industrial alrededor del 25% de dicho
compuesto es absorbido, (Venkataraman y Sudha, 2005).

De acuerdo con los estudios de Crans y colaboradores, los compuestos de
vanadio administrado a animales de experimentacion en grandes cantidades y por
periodos de tiempo prolongados (por ejemplo en el agua de bebida) son absorbidos méas
lentamente y cambian de estado de oxidacion en el organismo (Crans et al, 2004). Por
su parte, Zhang y colaboradores demostraron que el BMOV puede ser absorbido
rapidamente; de manera que en ratas diabéticas, posterior a la administracion
subcutanea y la administracién intragastrica de vanadio como dosis Unica, la
concentracion maxima de vanadio en sangre se observa de 0.6-0.4 horas y 2.4-0.9 horas,
respectivamente (Zhang et al, 2008).

En general en animales de experimentacion, el vanadio se acumula
principalmente en rifidn, bazo, testiculos, higado y huesos (Badmaev et al, 1999,
Domingo,2000; Iglesias Gonzalez, 2012). Estudios en ratas mostraron que el BMOV se
acumula principalmente en huesos (fémur), rifiones e higado (Institute of Medicine,
2001; Sanchez et al, 2011; Schroeder et al, 1963; Thompson y Orving, 2006).

Mecanismo de accion

Los mecanismos de accidn que se han propuesto son los siguientes:

Inhibicion de la actividad de la proteina tirosin fosfatasa, que esta implicada en
la activacion del receptor de la insulina asi como en la de la tirosin kinasa citosolica.
(Goldwaser et al, 2000)

Fosoforilacion directa del sustrato 1 del receptor de la insulina (IRS-1) y la
activacion del fosfatidilinositol 3 kinasa.

Estos eventos repercutirian en la translocacion del transportador de glucosa
GLUT4 (Kawabe et al, 2006; Thompson y Orvig, 2006).
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Para entender el mecanismo de accion del vanadio y sus interacciones a nivel
genético se ha propuesto la siguiente hipotesis: el vanadio inhibe la expresion génica de
las vias de sefializacion de la insulina a nivel del RNAm (Wei et al, 2007). La mayoria
de los genes de transcripcion en las ratas diabéticas del estudio de Dan Wei y
colaboradores mostraron normalizacion de los niveles de dichos genes tras el
tratamiento con vanadio o con insulina. Un gran nimero de genes candidatos en la via
de sefalizacion de la insulina estan involucrados en el efecto que el vanadio tiene sobre
la hiperglucemia (Wei et al, 2007); sin embargo se requieren futuras lineas de
investigacion que esclarezcan las vias de sefializacion, asi como las posibles

interacciones entre ellas.

Transporte

En lo que respecta al transporte de metal en el torrente sanguineo, se han descrito dos
proteinas de suero humano (transferrina y albumina) que podian interaccionar con el
vanadio (De Cremer et al, 2002). La transferrina (Tf) tiene un peso molecular de
aproximadamente 80 KDa y presenta dos sitios de unidon para varios metales. La
concentracion de transferrina en el plasma humano es de aproximadamente 37 mM y
sus sitios de unién a metal estan ocupados sélo en un 30% aproximadamente por Fe
(1), dejando un numero significativo de sitios de union a metal (~ 50 m) disponibles
para la reaccion con otros metales tales como farmacos a base de compuestos metalicos
(Nagaoka et al, 2004). La albumina también se ha considerado un potencial bioligando
de iones vanadio (IV) aungue en menor medida que la transferrina. Ciertos estudios
(Kiss et al; 2000) in vitro han revelado que la asociacién de vanadio a Tf parece ocurrir
de la misma manera, independientemente de la forma de vanadio que se afiade a las
muestras de suero. Este hallazgo indica que las especies de vanadio (IV) se disocian
primero, al menos parcialmente, antes de que el vanadilo se una a la Tf, y que la
formacion de complejos ternarios (VL-Tf, siendo L la molécula quelante de vanadio) no
parecen ocurrir en el suero.

En estudios recientes, el uso integrado de HPLC-ICP-MS y MALDI-TOF ha permitido
estudiar los transportadores de vanadio en el torrente sanguineo después de la
administracion oral de BMOV. La transferrina sérica es el principal bioligando
transportador de vanadio en plasma de rata, confirmando los experimentos anteriores in

vitro. También se ha encontrado una pequefia fraccion de vanadio intraeritrocitario en
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forma de complejos de bajo peso molecular (~ 3kDa) no unido a hemoglobina (lglesias-

Gonzalez, 2012).

Excrecion

Debido a la baja absorcion a nivel gastrointestinal, el vanadio no absorbido es

eliminado por las heces (Venkataraman y Sudha, 2005).
La orina es la ruta por la cual es excretado la mayor parte del vanadio absorbido

de la dieta, asi como una porcion pudiera excretarse por la bilis, ver figura 5.
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Figura 5.- Absorcion, distribucion y excrecién del vanadio (Thompson y Orvig, 2006)

Ingesta recomendada y niveles toxicos

La esencialidad del vanadio es hoy en dia un tema de debate. No se ha
establecido la ingesta recomendada para dicho elemento, pero existe evidencia de que
el vanadio tiene un papel beneneficioso en algunos procesos fisioldgicos para algunas

especies (Institute of Medicine, 2001).
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Pennington y Jones en 1987 reportaron quela ingesta de vanadio en nifios y
adolescentes oscila en un rango de 6.5 a 11pug/dia, mientras que en adultosy ancianos
oscila entre 6 y 18 pg/dia (Pennington y Jones, 1987). Los suplementos de vanadio que
actualmente se venden en el mercado contienen aproximadamente 9ug/dia. (Institute of
Medicine, 2001).

El nivel de consumo méximo tolerable (UL) es el nivel mas alto de ingesta diaria
de nutrientes que no presenta riesgos de efectos adversos para la salud en la mayoria de
los individuos. El nivel de consumo maximo tolerable (UL) es de 1.8 mg/dia en adultos
(Institute of Medicine, 2001).

Se ha establecido que la dosis letal 50% (DL50) es de 31-90 mg V/kg peso/dia.
(EFSA, 2004). Se considera la DL 50 es la dosis de una sustancia o radiacion que

resulta mortal para la mitad de un conjunto de animales de experimentacion

Deficiencia

Las ratas, sometidas a dietas pobres en vanadio, reportaron deformidades
esqueléticas, en las patas delanteras, asi como articulaciones tarsales engrosadas,
deplecién de las células rojas, de la glucosa 6-fosfato deshidrogenasa y cecal total de
anhidrasa carbonica, incluso se presento incremento del peso de la glandula tiroides. En
seres humanos no existen estudios sobre la deficiencia de vanadio (Nielsen,1997;
Nielsen, 1999).

Efectos toxicos

La variedad de la toxicidad es diferente entre las especies asi como entre las
distintas dosis y compuestos ensayados (Institute of Medicine, 2001).

Dentro de los compuestos de vanadio el bismaltoato de oxivanadio IV (BMVO)
es el que hoy dia ha mostrado una menor toxicidad (Domingo, 2000). EI compuesto de
vanadio con mayor toxicidad es el pentoxido de vanadio (Institute of Medicine, 2001).

En ratas de experimentacion, se ha reportado una intoxicacion aguda de vanadio,
presentando una enteritis descamativa, congestion hepatica leve y una ligera
degeneracion del parénquima de los tabulos renales. En ratones, una dosis subcutanea
de 20 mg/kg de metavanadato de amonio produjo necrosis tubular aguda 6 a 7 horas

postinyeccion. A nivel renal, no existe evidencia de dicha toxicidad en seres humanos,
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si bien se utilizan en animales de experimentacion dosis superiores a las usadas en
humanos. Otros estudios en animales han mostrado desde alteraciones gastrointestinales
(diarrea), lengua verde, retraso en el crecimiento, anorexia y muerte (Institute of
Medicine, 2001).

Carmignani y colaboradores en 1991 demostraron que la exposicion a vanadato
inducia o incrementaba la presion arterial en ratas (Carmignani et al, 1991).

En base a varios estudios realizados con animales, se concluye que animales que
tienen una ingesta diaria de 196umol (10mg) por periodos prolongados presentan
alguno de los efectos tdxicos mencionados anteriormente (Nielsen,1999).

En seres humanos, actualmente no existe evidencia de los efectos adversos
ocasionados por el vanadio asociados al contenido de éste en los alimentos, ya que es la
mayor fuente de exposicion a dicho elemento, por la poblacién en general (Barceloux,
1999); ademas, en virtud de la pobre absorcion gastrointestinal de dicho elemento, la
intoxicacién alimentaria por vanadio no representa un problema para los seres humanos
(Venkataraman y Sudha, 2005).

En seres humanos sobreexpuestos a vanadio medioambiental, los efectos
adversos ocasionados por los compuestos de vanadio fueron molestias
gastrointestinales, lengua verde, fatiga, letargo y lesiones neurofocales y en algunos
casos calambres abdominales (Barceloux, 1999; Institute of Medicine, 2001;
Nielsen,1999). La mayoria de toxicidad reportada en seres humanos involucra una alta
exposicion industrial en los niveles de pentoxido de vanadio en aire, la cual es la forma

mas toxica de dicho elemento (Institute of Medicine, 2001).

Efectos farmacoldgicos atribuidos al Vanadio

En varios estudios se ha demostrado un claro efecto del vanadio como
insulinomimetico, mejorando la resistencia a la insulina, incrementando la sensibilidad
de esta, asi como interviniendo en la normalizacion de la glucosa basal, mejorando el
estrés oxidativo, y corrigiendo el funcionamiento anormal de enzimas glucoliticas como
la fosfofructocinasa y glucocinasa (Thompsony Orving , 2006; Barceloux, 1999;
Marzban et al, 2002). Los efectos de la accion insulinomimética del vanadio se
observaron por primera vez en los adipocitos aislados de ratas (Goldwaser et al, 2000).

El vanadio puede comportarse tanto como un antioxidante o como un

prooxidante (Badmaev et al, 1999).
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Estudios en ratas STZ mostraron que la biosintesis tanto de colesterol, acidos
grasos como de fosfolipidos fue incrementada por el vanadio (Badmaev et al, 1999).

Un gran ndmero de aplicaciones farmacoldgicas se ha investigado para el
vanadio, incluyendo el tratamiento de diabetes, terapia contra algunos tipos de cancer,

actividad antiinflamatoria, hipertension y obesidad (Thompson y Orving, 2006).

Vanadio y Diabetes Mellitus

Se ha demostrado que el vanadio tiene un potencial insulinomimético e
hipoglucemiante, el cual se ha observado tanto in vitro como in vivo en modelos
animales y, recientemente, en sujetos humanos con diabetes. (Karmaker et al, 2008;
Sakurai et al, 2008, Sun et al, 2000, Sanchez et al, 2011). La administracion de sulfato
de vanidil reduce la pérdida de peso corporal de las ratas diabéticas STZ (Goldwaser et
al, 2000; Kawabe et al,2006, Meyerovitch et al, 2000, Sanchez et al, 2011)(figura 7).
Diversos compuestos de vanadio han demostrado reducir la poliuria, polidipsia y
polifagia presentes en la diabetes (Sanchez-Gonzalez et al, 2012a).

El vanadio y sus compuestos estimulan el transporte y oxidacion de la glucosa
(ver figura 6), la sintesis de glucdgeno, la lipogenesis, inhibe la lipolisis y la
gluconeogenesis. No obstante el tratamiento con vanadio no reduce la incidencia de

diabetes en ratones prediabeticos no obesos (Meyerovitch et al, 2000).

Insulin

Vanadium Insulin
Compounds U—H Receptor

Glucose

Figura 6.-Mecanismo de accion del vanadio.
(Sakurai et al, 2008)
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La hiperglicemia cronica es producida por la presencia de bajos niveles
intracelulares de glucosa-6-fosfato.El uso de vanadio como tratamiento hipoglucemiante
en ratas STZ restaura dichos niveles (Sun et al, 2000).

Iglesias-Gonzalez y colaboradores demostraron que la administracion de sulfato
de vanadil disminuye los niveles de hemoglobina glicosilada HbA1c en ratas diabéticas-
STZ (lglesias-Gonzélez et al, 2012). Ensayos clinicos muestran que los suplementos
con sulfato de vanidil normalizan los niveles de glucosa sanguinea y disminuye los
niveles de hemoglobina glucosilada HbAlc en pacientes con diabetes mellitus tipo 1
(Kurt et al, 2011).

El efecto del vanadio sobre la leptina y su implicacion en el desarrollo de la
diabetes mellitus es hoy dia objeto de investigacion. Los resultados obtenidos por
diversos autores demuestran que el vanadio incrementa la secrecion de leptina (Chen et
al, 2001) y la sefial de transduccién de la leptina (Wilsey et al, 2006). Sin embargo,
nuestro grupo de investigacién ha encontrado que en ratas sanas hay un descenso

significativo de la leptinemia tras el tratamiento con BMOV (Sanchez-Gonzalez, 2014b)
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l 5-AMP \ Q VO?*-complex

Activated lipase
,' translocation
?
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Glucose Transporter

Adipocyte GLUT-4)
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» : Transport or Metabolism of the Compound
: Inhibition

Figura 7.- Mecanismo de accion propuesto para el vanadio en los adipocitos de las ratas diabeticas.
(Goldwaser et al. 2005)
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Vanadio y sistema antioxidante

Se ha sugerido que el vanadio puede reducir la produccion de radicales libres
resultantes de trastornos en el metabolismo de la glucosa, y de este modo evitar el dafio
oxidante causado por la diabetes (Thompson y Orving, 2006; Yanardag y Tunail, 2006).
Por otra parte, los efectos pro-oxidantes de este metal en los tejidos, especialmente los
eritrocitos, higado y rifidén se asocian con las interacciones con varios elementos traza
incluyendo el hierro, el cobre y zinc (Oster et al, 1993; Scibior et al, 2009; Yanardag y
Tunail, 2006).

El vanadio, como elemento metal de transicion, que presenta diversos estados de
oxidacion, puede participar en reacciones que implican la formacion de radicales libres.
El vanadio en plasma se reduce rapidamente a vanadio (IV) por agentes antioxidantes
enziméaticos (NADPH) y no enzimaticos (&cido ascorbico) para ser posteriormente

transportado unido a proteinas plasmaticas.

Las siguientes reacciones pueden tener lugar dentro de la célula (Valko et al,
2005).
V(V) + NADPH — V(IV) + NADP* + H*
V(IV)+ 0, = V(V)+0y™
V(V) + 0™ = [V(IV)-00"]

Estas reacciones conducen a la formacién de peroxovanadyl [V(IV)-O07 y
vanadilo hidroperéxido [V(IV)-OH]. El superoxido generado se convierte
adicionalmente, por reaccion de dismutacion con SOD, en H,0,. Estudios in vitro han
confirmado que la reduccién no enzimatica de un electrén de vanadio mediada por
ascorbato junto con fosfato puede representar una importante via de reduccion de
vanadio in vivo. Se ha propuesto que las especies reactivas resultantes generadas por
vanadio (IV), por H,0, y hidroperdxido de lipidos, a traves de la reaccion de Fenton,
puede jugar un papel importante en el mecanismo de vanadio y en la inducccién de

lesion celular por el vanadio (Valko et al, 2005).
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En condiciones fisioldgicas (pH ~ 7), en la presencia de V(IV) / V (V) y H,0,
puede tener lugar la siguiente reaccion de produccion de radicales libres (reaccion de
Fenton) (Valko et al, 2005).

V(IV) + H,0, — V(V) + OH" + "OH

La formacion de *« OH reactivo puede a su vez producir el radical superdxido,
que transforma a través de la superdéxido (SOD) a O, y H,O, que entra en el ciclo ain
mas en la reaccion. La incubacion in vitro de vanadio (IV) con 2'deoxyguanosina (dG)
0 con ADN en presencia de H,O, resultd en un incremento de la 8-hidroxilo-
2'deoxyguanosina (8-OH-dG) y sustanciales roturas de hebra de ADN. La reaccién de
vanadio (IV) con t-butil hidroperoxido genera radicales libres derivados de
hidroperdxido, lo que causa la formacion de 8-OH-dG vy la rotura de la cadena de ADN.

Conclusiones similares fueron extraidas del estudio de la generacion de radicales
libres mediada por vanadio (IV), la hidroxilacion de la 2'-desoxiguanosina y dafio en el
DNA. El vanadio (IV) causa hidroxilacion dependiente de oxigeno molecular de dG
para formar 8-OH-dG. Catalasa y formiato inhibien la formacién de 8-OH-dG, mientras
que la superdxido dismutasa la incrementan.

El vanadio (IV) también causa roturas de la cadena de ADN dependientes de
oxigeno molecular en un patrén similar al observado para la hidroxilacion de dG (Valko
et al, 2005).

Se disefi6 un estudio en ratones para investigar la induccion de apoptosis por el
vanadio, la inflamacién pulmonar y el papel de las ROS. El vanadio produjo una rapida
afluencia de leucocitos polimorfonucleares en el espacio aéreo pulmonar con un
incremento de la respuesta inflamatoria. EI nimero de células de pulmén apoptéticas
(predominantemente neutrofilos) se incrementd considerablemente. Experimentos EPR
mostraron la formacion de ROS, como el radical superéxido, H,O; y radicales reactivos
» OH. Estos resultados indican que multiples especies oxidativas estan involucradas en
la inflamacion pulmonar y apoptosis inducida por vanadio y que el H,O; juega un papel
importante en este proceso (Valko et al, 2005).

Zhao y colaboradores demostraron en 2010 que los compuestos de vanadio

ejercen diversos efectos sobre la mitocondria induciendo el estrées oxidativo,
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incrementando su permeabilidad y la liberacién de Citocromo C, favoreciendo el
proceso de apoptosis (Zhao et al, 2010).

Los resultados obtenidos por Scibior y colaboradores, indican que el vanadio
reduce la capacidad antioxidante total e incrementa la generacion de peroxidos lipidicos
hepético, confirmando el potencial prooxidante del vanadio no solo in vivo sino in vitro
(Scibior et al, 2009). Como se detalla mas adelante, segin Scibior y colaboradores,
estos hallazgos pueden ser los causantes de la generacion de procesos de anemia en
animales tratados con vanadio (Scibior et al, 2010b; Scibior et al, 2006).

Los resultados publicados por nuestro grupo de investigacion también avalan el
caracter antioxidante del vanadio, produciendo un desequilibrio de la homeostasis del
selenio y como consecuencia en la alteracion de enzimas dependientes del selenio
relacionadas con la defensa antioxidante (Yanardag y Tunail, 2006; Sanchez-Gonzalez
et al, 2012a).

Sin embargo, también se ha observado un papel antioxidante del vanadio en la
diabetes. Se ha propuesto que el estrés oxidativo participa tanto en el origen como en el
aumento de las complicaciones secundarias de la diabetes.

Se ha propuesto que el estrés oxidativo causado por la toxicidad de la glucosa y
la produccidén resultante de radicales libres, especialmente en el pancreas, es causa
importante del desarrollo de resistencia a la insulina en la diabetes.

Los resultados experimentales sugieren que la administracion oral de vanadato,
debido a sus propiedades insulinomiméticas, ocasiona cambios en el metabolismo
celular del GSH, apoyando la hipotesis de la capacidad antioxidante de este metal de

transicion (Yanardag y Tunail, 2006).

3.3SELENIO

El selenio (Se) es un elemento traza presente en la naturaleza; es un
micronutriente esencial para los humanos, se encuentra en el suelo y entra en la cadena
alimenticia a traves de las plantas.

Los humanos obtienen la mayoria del selenio de la dieta, proveniente del pan,
cereal, carnes y aves. Los niveles tisulares de selenio son influenciados facilmente por
la ingesta dietética, los cuales dependen del selenio disponible del suelo en las

diferentes zonas geograficas. El agua de bebida, no provee la fuente nutricional
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adecuada de selenio, en la mayoria de los paises donde se han realizado estudios sobre
dicho micronutriente.

El selenio no puede ser sintetizado por los seres humanos, se sintetiza
inicialmente en las plantas, incorporandose dentro de la metionina contenida en una
variedad de proteinas denominadas selenoproteinas, disponibles de las plantas como
selenometionina y en animales como selenocisteina, esta uUltima da cuenta de la
actividad biologica del selenio (Foster et al, 1997; Navarro-Alarcon et al, 2008; Brown
et al, 2001). Dichas selenoproteinas contienen el elemento en cantidades
estequiométricas.

El selenio se absorbe en el yeyuno e ileon de los mamiferos (Institute of
Medicine, 2001), en un 50-100 % y es eliminado a través de la orina principalmente,
heces y aire espirado (Navarro Alarcéon, 2010).

Hasta hoy dia se sabe que hay mas de 100 selenoproteinas, las cuales pueden
encontrarse en mamiferos. A la fecha hay 15 selenoproteinas, que han sido purificadas o

clonadas permitiendo a futuro la caracterizacion de su funcion biologica.

Formas disponibles de selenio

El selenio y sus diferentes entidades quimicas son absorbidas por mecanismos
intestinales y se almacena en varios 6rganos, donde es incorporado dentro de las
selenoproteinas dependientes de la forma quimica de selenio (Mehdi et al, 2013)

Los cuatro estados naturales de oxidacion del selenio son: selenio elemental,
selenato, seleniato y selenito. Los compuestos organicos de selenio son la
selenometionina y selenocisteina.

La seleniometionina, derivado principalmente de plantas (cereales, legumbres,
soya), entra dentro del grupo de metionina en el organismo y comparte el destino de la
metionina hasta ser catabolizada por la via de transulfuracién (Mehdi et al, 2013; Reilly
et al, 2006; Navarro-Alarcon et al, 2008). La selenocisteina libre resultante se desglosa
con la liberacion de una forma reducida del elemento, que es designado seleniuro
(Esaky et al, 1982).

Las formas inorgénicas de selenio son el selenato y el selenito. El selenato es
absorbido casi en su totalidad, solo una fraccién significativa de este se pierde en la
orina antes de ser incorporado en los tejidos. El selenito, tiene un grado de absorcién

méas variable probablemente debido a interacciones con sustancias en el lumen
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intestinal. Esta forma de selenio se retiene mejor, una vez absorbido (Thomson et al,
1986). Tanto el selenato como el selenito son utilizados frecuentemente para enriquecer
alimentos o en suplementos dietéticos. El selenio tiene una biodisponibilidad que
excede el 50% (Navarro-Alarcon et al, 2008).

El metabolismo de la seleniometionina, derivado principalmente de plantas,
entra en el grupo de metionina en el organismo y comparte el destino de la metionina
hasta ser catabolizada por la via de transulfuracion. La selenocisteina libre resultante se
desglosa con la liberacion de una forma reducida del elemento, que es designado
seleniuro (Esaky et al, 1982). El selenito ingerido, selenato y selenocisteina son

aparentemente metabolizados directamente a seleniuro.

Reservas de selenio en el organismo

Hay dos formas de reservas del selenio en los seres humanos y animales. Uno de
ellos presente como selenometionina, depende de la ingesta de selenio como
selenometionina (Waschulewski et al, 1988).

La cantidad disponible de selenio en este grupo se debe a la funcion del volumen
de reserva de la metionina. La segunda reserva de selenio se encuentra en el higado
como glutatién peroxidasa 1 (GSHPx-1). En ratas, el 25% del selenio total del cuerpo
esta presente en este grupo (Behne et al, 1983).

En los seres humanos la mayor concentracion de selenio se localiza en el
musculo esquelético aproximadamente un 50%, sin embargo se encuentran altos niveles
de este elemento en los rifiones, testiculos e higado (Navarro-Alarcon et al, 2008;
Navarro Alarcon, 2010). Las células que consumen gran cantidad de selenio son las del

sistema inmune, eritrocitos y plaquetas (Navarro-Alarcon et al, 2008).

Bioligandos dependientes de Se

La glutation peroxidasa (GPx) es una enzima selenio dependiente, la cual fue
aislada de un eritrocito bovino por primera vez en 1957 por Millis, posteriormente en
humanos y animales. El selenio es un cofactor de la familia GPx las cuales protegen
contra el estrés oxidativo (Navarro-Alarcon et al, 2008). La GPx se encuentra en el
citosol donde su funcién es antioxidante por la reduccion directa del peréxido de

hidrogeno y la fosfolipasa A2 adherida a los hidroperoxidos lipidicos (Otten, 2006).
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La GPx cataliza la reduccion del peréxido de hidrogeno (H,O,) o lipoperoxido,
utilizando como agente reductor el glutation reducido (Cisneros et al, 1997). Los
lipoperoxidos son toxicos en los tejidos animales ya que dan lugar a especies reactivas
del oxigeno (ROS) como los radicales peroxidos (Cisneros et al, 1997). La GPx, como
parte del mecanismo de defensa antioxidante, evita la oxidacion de los lipoperdxidos,
reduciéndolos en presencia del glutation reducido (Navarro-Alarcon et al, 2008). Ya que
la oxidacién de los lipoperdxidos produce hidroxidos que son potencialmente dafiinos,
porque al oxidarse se convierten en radicales alcohoxidos, para los que no se conoce
enzima que los metabolice (Cisneros et al, 1997). Por tanto la GPx y la selenoproteina P
estan involucradas en la respuesta inflamatoria (Navarro-Alarcon et al, 2008)

La familia de las GPx incluyen 4 enzimas: 1-glutation peroxidasa clasica, 2-
glutation peroxidasa gastrointestinal, 3-glutation peroxidasa plasmatica, 4-glutation
peroxidasa fosfolipido hidroxiperoxidasa (Cisneros et al, 1997;Brown et al, 2001)
actian como antioxidantes ante el estrés oxidativo (Flohé, 1988). La GPx clésica fue la
primera selenoproteina identificada y demostré una fuerte relacion lineal entre la
concentracion del selenio eritrocitario y la actividad de GPx, siendo el primer marcador
bioquimico funcional del selenio.

Las selenio peroxidasas son genéticamente, estructuralmente y cinéticamente

diferentes, y presentan funciones comunes e individuales.

Otras selenoproteinas

Se ha propuesto que las selenoproteinas P y W tienen una accion antioxidante
(Arteel et al, 1998; Burk et al, 1995; Saito et al, 1999). La selenoproteina P es una
proteina plasmatica de sintesis hepatica y renal. Esta proteina constituye la principal
forma de selenio plasmatico representando mas de un 60% del selenio plasmatico total.
La selenioproteina P actia como un antioxidante extracelular asociado con el endotelio
vascular el cual disminuye la peroxinitrile (ONOQO") que es una especie reactiva de
nitrégeno (Navarro-Alarcon et al, 2008). La selenoproteina W es una proteina muscular.

La 3- yodotironina diyodinasas dependiente de selenio regula el metabolismo de
la hormona tiroidea (Berryet al, 1992). Las funciones de la 3-tiorredoxina reductasa
incluyen la reduccion de puentes disulfuro intramoleculares y la regeneracion de acido

ascorbico de sus metabolitos oxidados. La isoforma selenio-dependiente selenofosfato
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sintetasa participa en el metabolismo del selenio. Otras selenoproteinas aun no se
conocen con la misma medida sus funciones (Behne et al, 1983).

Funciones

Dentro de las funciones bioldgicas conocidas de selenio esta la defensa contra el
estrés oxidativo, la regulacion de accion de la hormona tiroidea, y la regulacién del

estado redox de la vitamina C y otras moléculas. (Navarro-Alarcon et al, 2000)

Absorcién

La absorcion de selenio es eficiente y no esta regulada. Mas del 90 por ciento de
seleniometionina, forma la mayor parte del selenio de la dieta (Otten, 2006), es la forma
principal de selenio (Boosalis, 2008), la cual es absorbida por el mismo mecanismo que
la metionina (Swanson et al, 1991). La selenometionina junto con selenocisteina, se
absorben bien y son altamente biodisponibles. (Boosalis, 2008).

Aunque poco se sabe acerca de la absorcion de selenocisteina, parece que se
absorbe eficientemente. Las reservas de selenocisteina responden a las necesidades de
selenio; cuando es requerido para la sintesis de otras selenoproteinas (Boosalis, 2008),
es casi completamente ionizado y es extremadamente eficiente como catalizador
biolégico. La selenocisteina, es un componente antioxidante de la enzima glutation
peroxidasa (GPx), cuya funcion consiste en proteger a las proteinas, las membranas
celulares, el Se es incorporado como selenaocisteina en el sitio activador de las proteinas
(Cisneros et al, 1997). La GPx4 reacciona con los fosfolipidos hidroperoxidados, y es
capaz de metabolizar el colesterol e hidroperoxidos de éster del colesterol en

lipoproteina oxidada de la baja densidad.

Por lo tanto, es esencial para la destruccion de acidos grasos hidroperdxidados.
Si no redujera los acidos grasos, conduciria a reacciones en cadena incontroladas de
radical libre, que son deletéreas para la integridad de las membranas (Cisneros et al,
1997).
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Biodisponibilidad y excrecion

El selenio de la dieta puede convertirse en un factor limitante para la sintesis de
selenoproteinas, por lo cual sus depositos, se encuentran bajo regulacién por una
reduccion de la concentracion de mMRNA de GPx (Sunde et al, 2011). Esto hace que el
selenio este disponible para la sintesis de otras selenoproteinas (Otten, 2006).

El mecanismo que regula la produccion de metabolitos de excrecion no ha sido
definido audn, pero la excrecion ha demostrado ser responsable de mantener la
homeostasis de selenio en los animales (Burk et al,1972). Los metabolitos de excrecion
aparecen en la orina principalmente, pero cuando se excretan grandes cantidades de
selenio, pueden incluso eliminarse a través de la respiracion por medio de metabolitos
volatiles (Otten, 2006;McConnellet al, 1952).

Valores recomendados de selenio

El selenio es un micronutriente cuyas concentraciones puede causar deficiencia
0 toxicidad, por lo tanto es importante conocer su abundancia o deficiencia en los
alimentos (Navarro-Alarcén et al, 2000).

La ingesta recomendada (RDA) de selenio en hombres y mujeres es de 55 ug
(0.7 umol)/dia. EI plasma humano contiene 0,8 a 1,1 umol / L (7-9 pg / dL) de selenio
(Navarro-Alarcon et al, 2008; Hill et al, 1996). Por encima de este rango, las
concentraciones de selenoproteinas se asocian a factores genéticos y ambientales
(Brown et al, 2001).

Deficiencia

En general la concentracion de selenio en el suelo es baja en Europa, asi como
en el noreste de China (Navarro Alarcon, 2010), donde se han presentado enfermedades
ocasionadas por la deficiencia de selenio tales como la enfermedad de Keshan, una
cardiomiopatia que ocurre sélo en nifios, la cual parece ser desencadenada por estrés
adicional, posiblemente, una infeccion 0 una exposicion a sustancias quimicas
(Navarro-Alarcon et al, 2008; Geet al, 1983). La enfermedad de Kashin-Beck, una
enfermedad endémica de cartilago, que se produce en la preadolescencia o adolescencia,

es mas frecuente en zonas con bajos niveles de selenio (Navarro-Alarcon et al, 2008;
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Yang et al, 1988). Es posible que esta enfermedad, como la enfermedad de Keshan, sélo
se produzca en las personas deficientes en selenio. Sin embargo, no se ha demostrado
que la mejora del estado nutricional del selenio pueda prevenir la enfermedad de
Kashin-Beck, de modo que la participacion de la deficiencia de selenio en su
patogénesis es aun incierta.

Estas consideraciones indican que la deficiencia de selenio rara vez causa
enfermedad cuando se produce de forma aislada. Sin embargo, conduce a cambios
bioquimicos que predisponen a enfermedades asociadas a otros problemas (Brown et al,
2001).

Los niveles bajos de selenio cronico, pueden favorecer el desarrollo de
enfermedades como el cancer, enfermedades cardiovasculares asi como incrementar la
susceptibilidad a la infeccion viral (Brown et al, 2001). Por lo cual, el selenio es de
fundamental importancia en la salud humana, siendo un componente esencial para
varias vias metabolicas, incluyendo el metabolismo de la hormona tiroidea,
interviniendo en el control de la homeostasis de las hormonas tiroideas (Brown et al,
2001), asi como mecanismo defensor ante el estrés oxidativo, ayudando al estado redox

de la vitamina C y otras moléculas.

Los efectos clinicos de una ingesta moderadamente deficiente de selenio en
animales de experimentacion, son relativamente leves. Sin embargo, ciertas
circunstancias como el estado nutricional e inmunoldgico pueden llevar a enfermedades
graves en los animales deficientes en selenio. Por ejemplo, la induccion de la
deficiencia de vitamina E en animales deficientes en selenio provoca la peroxidacién
lipidica y necrosis hepatica en ratas y cerdos, asi como dafio cardiaco en los cerdos,
ovejas y ganado vacuno (Van Vleet, 1980). Otro ejemplo de este fendmeno, es la
conversion de una cepa no patdgena del virus Coxsackie B3 a un patégeno que causa
miocarditis, cuando infecta a ratones deficientes en selenio (Beck et al, 1998; Levander,
2000).

La deficiencia de selenio se asocia con dafio hepatico y necrosis, similar a la
causada por un consumo de alcohol excesivo. Este efecto ocurre frecuentemente con

concentraciones bajas de vitamina E (Navarro-Alarcon et al, 2008).
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Intoxicacion por selenio

El selenio es un enigma alimenticio porque es un micronutriente esencial y a su
vez es altamente toxico. (Institute of Medicine, 2000)

Los primeros signos de toxicidad aguda por selenio son hipotension vy
taquicardia; a menudo se muestra aplanamiento e inversion de la onda T, y prolongacion
del intervalo QT. La muerte suele ser precedida por hipotension refractaria,
vasodilatacion periférica y depresion miocardica directa (Institute of Medicine, 2000).

La ingesta de grandes cantidades de selenio de forma cronica, ocasiona
selenosis, caracterizada por fragilidad y pérdida de cabello y ufas, halitosis, erupciones
de la piel, miopatia, irritabilidad y otras anormalidades del sistema nervioso incluyendo
neuropatia (Navarro-Alarcon et al, 2008; Thomson et al, 1986; Zwolak et al, 2012),
otros sintomas de toxicidad crénica son la presencia de nauseas, vomitos, diarrea y
dolor abdominal; el edema pulmonar puede ser una complicacion grave (Navarro-
Alarcon et al, 2008; Thomson et al, 1986). Dentro de los sintomas neurolédgicos se
describen temblores, espasmos musculares, inquietud, confusién, delirio y coma
(Navarro-Alarcon et al, 2008). Se ha reportado elevacion de la creatinina sérica, que
aparece al inicio de el episodio de toxicidad y alcanza un maximo a los 4-5 dias
(Navarro-Alarcon et al, 2008).

El exceso de selenio aumenta el estrés oxidativo y la inflamacion, asi como
enfermedades tales como la escoliosis idiopéatica en adolescentes o la esclerosis lateral
amiotrofica (Dastych et al, 2008).

En las Gltimas décadas ha sido un gran reto en investigacion el metabolismo del
selenio y su influencia en la nutricion humana. Hoy dia ain no se sabe completamente
su funcién (Mehdi et al, 2013; Brown et al, 2001).

Estudios de selenio en DM

La relacion existente entre los niveles de selenio y la DM es hoy dia un tema
controvertido. Diversas teorias postulan sobre las bondades o perjuicios del aporte de
suplementos del selenio en el tratamiento de la DM tipo 2.

El selenio tiene potencial antioxidante y antiinflamatorio y por ello un rol
importante en la resistencia a la insulina y la diabetes, por lo que el aporte de

suplementos de selenio pudiera ser un campo promisorio en el control de la diabetes; sin
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embargo, los estudios en este campo son escasos (Battin y Brumaghim, 2009, Tapiero
et al, 2003).

En la DM, la hiperglucemia o bien la hiperinsulinemia parecen inhibir a la
p38MAPKinasa, ocasionando por esta via un aumento de la expresion de las moléculas
de adhesion, favoreciendo el proceso inflamatorio. Segun diversos autores (Zheng et al,
2008), el selenio mediante la estimulacién de la p38MAPKinase, que reduce la
expresion de dichas moléculas de adhesion, podria reducir asi la inflamacion. El selenio,
por otra parte, parece reducir el factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa
de las células B activadas (NF-kB), asi como los niveles de la Proteina C reactiva y L-
selectina soluble, lo que tambien podria reducir la inflamacion, (Wiernsperger et al,
2010). Es por ello que el selenio podria mejorar el metabolismo de la glucosa.

En estudios realizados en ratas diabeticas tipo 1, el selenito de sodio demostro
proteger a la mitocondria del estrés oxidativo. Otros modelos experimentales en ratas
han demostrado un mejor efecto hipoglucemiante cuando se administrd selenometionina
en comparacion a la administracion de selenato de sodio. Hay estudios que demuestran
que el selenato disminuye la gluconeogénesis e inhibie las fosfatasas fosfotirosinas en
un 50%, dicho efecto es atribuible a la formacién de selenito desde selenato (Dastych et
al, 2008; Ulusu et al, 2005; Becket et al, 1996).

Otros estudios demuestran que la induccion de la deficiencia de selenio
incrementa los niveles de glucosa plasmatica en ratas sanas y en ratas diabéticas.
Estudios in vitro e in vivo han demostrado que el selenato de sodio posee una accion
insulinomimética. Segin algunos autores, la administracion de dosis elevadas de
selenato de sodio en ratas sanas produjo hipoglucemia, mientras que en ratas diabéticas
tipo 1 inducidas con STZ, se restaur6 el control glucémico (Ulusu et al, 2005;
Waschulewski et al, 1988).

En estudios llevados a cabo por Ezaki, el selenato estimuld la actividad de
transporte de glucosa de una manera dosis-dependiente en los adipocitos aislados de rata
(Ezaki, 1990) lo cual se debié a la translocacion de los transportadores de glucosa
(GLUT-1y GLUT-2) a la superficie de la membrana (Stapleton, 2000).

Varios mecanismos tedricamente podrian contribuir a la accion hipoglucemiante
oral del selenato en ratas diabéticas. En primer lugar, se ha observado in vitro una
inhibicién del transporte de glucosa intestinal por selenato (Andreas S. Mueller et al,
2006). En ratas diabéticas tipo 1, el selenito de Na protegio a la mitocondria del dafio

producido por el estrés oxidativo (Can et al, 2005). Las propiedades insulinomiméticas
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del selenato también se han demostrado en ratones db/db con DM tipo 2, el efecto
antidiabético del selenato podria atribuirse a una reduccion de la resistencia a la
insulina, mientras que la administracion in vivo de selenito no resulté en una mejora
significativa de la resistencia a la insulina y la DM (Mueller et al, 2003; Mueller et al,
2005; Mueller et al, 2006).

Un estudio mostro que el selenio no solo disminuye los niveles séricos de
glucosa, sino también los perfiles bioquimicos asociados a dafio hepatico y mejora el
metabolismo lipidico en ratones sanos y en ratones no obesos diabéticos (NOD) (Chen
et al, 2005; Hwang et al, 2007). Otros estudios sugieren que, a dosis bajas de insulina en
combinacién con selenio, podrian disminuir significativamente la glucosa sanguinea y
aumentar el contenido de GLUT4 de la membrana plasmatica del musculo cardiaco en
ratas diabéticas (Xu et al, 2011).

En estudios realizados por Puchau y colaboradores, se encontrd, en adultos
jévenes que tenian niveles més altos de selenio dietético, una reduccién de los niveles
de triglicéridos, debido posiblemente a una reduccion en el factor 3 del complemento
(C3). Este efecto puede considerarse beneficioso considerando el vinculo entre el C3y
pardmetros relativos al sindrome metabolico como demuestra el hecho de que se redujo
el indice de masa corporal, grosor de la piel, y los triglicéridos (Puchau et al, 2009).

A pesar de lo anteriormente expuesto, el selenio también parece presentar
efectos negativos sobre la DM segun otros autores. En estudios realizados por Rasekh y
colaboradores, cuando la dosis administrada de selenio a ratas sanas fue relativamente
alta (1,6 mg/kg o mas), indujo hiperglucemia (Rasekh et al, 1991). Por otra parte se ha
reportado que el selenio de la dieta puede afectar negativamente el metabolismo de la
hormona del crecimiento al suprimir la produccion del factor de crecimiento-1 asociado
a la insulina, que tiene una influencia en el control de la homeostasis de la glucosa. Los
datos reportados en modelos animales sugieren que las dietas ricas en selenio pueden
estimular la liberacion de glucagén, lo que conduce a la hiperglucemia (Stranges et al
2007).

Algunos datos publicados reportan que los altos niveles de selenio ingerido se
relacionan con el incremento del riesgo de diabetes en humanos. En esta misma linea se
situan los hallazgos reportados por Stranges y colaboradores, que examinaron la eficacia
del aporte de suplementos de selenio en la prevencion de DM2. Sus resultados indican
que el aporte de suplementos de 200ug Se/dia a largo plazo puede incrementar el riesgo

de DM, aumentando asi la preocupacion por el uso prolongado de suplementos
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dietéticos de selenio dada su interaccion con en el metabolismo de la glucosa y la
sensibilidad a la insulina (Stranges et al 2007). A su vez, otros estudios han demostrado
que en descendientes de pacientes diabéticos el selenio se correlaciona inversamente
con la proteina C reactiva y con resistencia a la insulina si los niveles de selenio son
menores de 80 pg /L.; por tanto el aporte de suplementos de selenio no parece prevenir
la incidencia de diabetes tipo 2, e incluso puede aumentar el riesgo de desarrollo de la
enfermedad (Stranges et al 2007, 2010; Bleys et al, 2007).

Asi mismo, la seguridad del aporte de suplementos con selenio en pacientes
diabeticos, quienes tienen niveles adecuados de selenio, ha sido fuertemente
cuestionado (Stranges et al 2007), por lo que se recomienda en pacientes diabéticos
evitar el uso de suplementos de dicho elemento hasta que se demuestren los beneficios
sobre la morbimortalidad (Bleys et al, 2007). Por lo tanto, las dosis elevadas de
suplementos de selenio en el tratamiento de algunos canceres debe aplicarse con
precaucion (Stranges et al, 2010). Otros autores afirman que los sujetos que viven en
regiones con alta ingesta de selenio, el uso de suplementos con selenio pudiera
incrementar el riesgo de DM e hipercolesterolemia (Navarro-Alarcon et al, 2000). Otros
estudios en esta area son necesarios a fin de aclarar la implicacion de selenio en la

génesis y el desarrollo de la DM.

Selenio y sistema antioxidante

La relaciéon entre el selenio y el sistema antioxidante es también objeto de
debate. El selenio puede presentar efectos prooxidantes y antioxidantes dependiendo
principalmente de las dosis administradas.

Un estudio experimental con ratas Sprague-Dawley demostrd que el selenio
tiene el efecto ahorrador de la vitamina E en su actividad antioxidante a nivel tisular. La
seleniometionina, selenocisteina y metionina parece que no tienen actividad
antioxidante directa. Sus intermediarios metabdlicos pueden ser los antioxidantes
eficaces (Awad et al, 1994).

Otros autores han demostrado que el selenio puede proteger contra el dafio
oxidativo atribuido a la hiperglicemia en la DM (Naziroglu et al, 2001; Guney et al,
2011). La capacidad antioxidante del selenio puede mejorar la DM mediante
mecanismos que incluyen la oxidacion de lipoproteinas de baja densidad (Gebre-

Medhin et al, 1988), la inhibicion de los calculos de pancreas (Quilliot et al,
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2001;Yadav et al, 1991), la proteccion contra lesiones glomerulares (Douillet et al,
1996), la normalizacién de la concentracidn de acidos grasos (Douillet et al, 1998), la
correccion de la expresion de proteinas relacionadas con el metabolismo de la glucosa y
del lactato (Kim et al, 2011), la prevenciéon de la pérdida de miofibrillas y de los
miocitos (Ayaz et al, 2002), la atenuacién de los dafios a globulos rojos (Sheng et al,
2004), la disminucion de los niveles de malondialdehido (Skripchenko et al, 2003) y el
incremento de las propiedades antioxidantes, asi como de la ultraestructura del
higado(Can et al, 2005; Rocourt et al, 2013).

El efecto perjudicial del exceso de selenio sobre la DM descrito por diversos
autores, podria estar mediado por alteraciones en la sefializacion intracelular del
perdxido de hidrogeno (Rhee, 1999). Con el tiempo, estas alteraciones podrian alterar el
tono oxidante y crear un entorno celular incapaz de actuar eficazmente en la via de
sefializacion de la insulina y en la captacion de glucosa (Giorgio et al, 2007; Stone et al,
2006; Veal et al, 2007) manifestandose, finalmente, la DM tipo 2.

3.4 MAGNESIO

El contenido de magnesio en el organismo es aproximadamente 25 g (1,000
mmol) del cual un 50 a 60% se encuentra depositado en los huesos en un adulto normal,
del cual el 30% es intercambiable y dicha fraccion sirve como reservorio para el
mantenimiento de la concentracion normal del magnesio extracelular. Alrededor del
20% del magnesio estd en el muasculo esquelético, el 19% en otros tejidos blandos, y
menos del 1% en los fluidos extracelulares (Sales et al, 2006). EI masculo esquelético y
el higado contienen entre 7 y 9 mmol / kg de tejido humedo; entre 20% y 30% es
relativamente intercambiable.

En adultos sanos, el magnesio sérico oscila entre 0,70 y 1,10 mmol/L.
Aproximadamente el 20% de éste, esta unido a proteinas, 65% es ionizado, y es el resto
formando complejos con diversos aniones tales como fosfato y citrato (Saris et al,
2000). De la fraccion unida a proteinas, el 60-70% se asocia con la albumina, y el resto
estd unido a las globulinas (Kroll et al, 1985).
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Absorcidn y distribucion

El magnesio se absorbe a lo largo de todo el tracto gastrointestinal, pero el sitio
de maxima absorcién es el yeyuno distal e ileon. La vitamina D y sus metabolitos
mejoran la absorcion de magnesio (Institute of medicine, 1997). La absorcion intestinal
del magnesio oscila entre el 35 y el 50% del magnesio ingerido.

Existen dos sistemas de transporte intestinal de magnesio: uno transcelular
mediado por transportadores y saturables a bajas concentraciones, y el otro no saturable
que ocurre por transporte pasivo paracelular que se da a altas concentraciones.

El calcio, fosfatos, citratos, &cidos grasos, acido fitico y sales biliares
disminuyen su absorcion, ya que forman con el magnesio compuestos insolubles.

Una vez absorbido, el ion es transportado a los distintos tejidos, siendo en el
6seo donde se encuentra en mayor proporcion en los cristales hidroxiapatito, en cuya
superficie es facilmente intercambiable con los niveles séricos.

El magnesio muscular es el mas facilmente intercambiable pudiendo dar un

indice real de la cantidad del cation en el organismo (Mataix, 2009).

Excrecion

El rifidn es el érgano principal involucrado en la homeostasis del magnesio. No
existe una secrecion tubular de magnesio. Aproximadamente el 65 % del magnesio
filtrado es reabsorbido en el asa de Henle y 20-30 % en el tabulo contorneado proximal
(Institute of medicine, 1997). Finalmente 1/3 del magnesio que ingresa en el organismo
con la dieta es excretado por la orina, siendo dicha excrecion minima cuando la ingesta
de magnesio es deficitaria.

Se sabe que existe también una excrecion enddgena a través del intestino, bilis,

jugos intestinal y pancreatico.

Ingestas recomendadas de magnesio

Las recomendaciones espafiolas de ingesta de magnesio oscilan entre 300 y 400
mg Mg/dia dependiendo de la edad y sexo (Instituto de Nutricion CSIC, 1998)
La ingesta excesiva de alcohol, las dietas ricas en fibras, fosfatos o el alto

consumo de estas, decrementan o interfieren en la absorcion del magnesio, ocurriendo
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lo contrario en las dietas bajas en fibras. También dietas excesivas en calcio afectan la
absorcion del magnesio. Cuando en la dieta se consume menos de 30 g de proteinas por
dia, se disminuye la absorcion de magnesio, asi como las dietas altas en proteinas

incrementan la excrecion renal del magnesio (Institute of medicine, 1997).

Fuentes alimentarias

Son alimentos ricos en magnesio la levadura de cerveza, el chocolate, los frutos

secos, legumbres, cereales, frutas, verduras y hortalizas (Mataix y Llopis, 2009).

Transporte de Magnesio

El transporte de magnesio dentro y fuera de las células, requiere de la presencia
de un sistema mediador de transporte. El eflujo de magnesio desde la célula es acoplado
al transporte de sodio y requiere energia. La afluencia de magnesio también esta ligada
al transporte de sodio y bicarbonato pero por diferentes mecanismos (Vormann, 2003;
Sales et al, 2006).

El transporte de magnesio en las células de mamiferos pudiese estar influenciado

por factores tanto hormonales como farmacolégicos.

Funciones del Magnesio

El magnesio es un cofactor requerido por méas de 300 reacciones enzimaticas, s
necesario para la generacion de energia tanto anaerobia como aerobia, para la glicolisis
e indirectamente como parte del complejo Mg-ATP o directamente como un activador
enzimatico (Sales et al, 2006)

El magnesio es necesario para la fosforilacion oxidativa en la mitocondria. Las
enzimas mitocondriales lo utilizan como quelante del ATP y ADP como sustrato para la
reaccion de transferencia del fosfato.

Dentro de las funciones del magnesio se encuentra la de regular el flujo de
potasio en las células miocardicas, ya que la deficiencia de magnesio causa un efecto
arritmogénico, debido a que el rol del magnesio es mantener el potasio intracelular
(Erine et al, 2012).
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El magnesio ha sido nombrado como “bloqueador fisiologico de los canales de
calcio”, durante una deplecion del magnesio, el calcio intracelular se incrementa, por
tanto una deplecion del magnesio causa calambres musculares, hipertension y
vasoespasmos en las arterias cerebrales y coronarias (Tramer et al , 1996).

La disminucion del magnesio estd relacionada con enfermedades
cardiovasculares y neuromusculares, con sindromes de mala absorcién, DM, pérdida de

la funcion renal y alcoholismo (Institute of medicine, 1997).

La deficiencia de magnesio

La deficiencia de magnesio es mas comun que lo que se cree, sin embargo,
generalmente no es diagnosticado clinicamente y por lo tanto no se corrige. Los
primeros sintomas de la deficiencia de magnesio pueden incluir fatiga, anorexia,
irritabilidad, insomnio y temblores musculares o contracciones nerviosas (Durlach et al,
1997; Hans et al, 2002). También pueden presentarse cambios psicologicos tales como
apatia, aprehension, disminucion de la capacidad de aprendizaje, confusion y mala
memoria.

En la deficiencia de magnesio moderada puede aparecer taquicardia (latidos
rapidos del corazén) y otras alteraciones cardiovasculares, mientras que la deficiencia
de magnesio severa puede llevar a entumecimiento, hormigueo, y tetania de los
musculos, asi como el delirio y a la alucinacion (Hisakawa et al, 1998; Eby et al, 2006).
La hipocalcemia es una de las manifestaciones de la deficiencia de magnesio en seres
humanos por tanto pacientes con dichas deficiencias son resistentes al tratamiento con
vitamina D y sus compuestos (Institute of medicine, 1997).

El déficit de magnesio se pueden clasificar en dos tipos: La deficiencia de
magnesio y agotamiento de magnesio. Desequilibrios en la ingesta de magnesio puede
aumentar la prevalencia de la deficiencia de magnesio (Galan et al, 1997). El
agotamiento de magnesio puede ser debido a la dis-regulacion de los factores que
controlan el estatus de magnesio: la hipoabsorcion intestinal de magnesio, la
movilizacion de  magnesio  hueso, las  pérdidas urinarias, o0 el
hiperadrenoglucocorticismo por disminucion de la capacidad de adaptacion al estrés, la
resistencia a la insulina, y la hiporreceptividad adrenérgica (Durlach et al, 1998). Se ha
sugerido que el envejecimiento, el estrés, y diversos estados de enfermedad pueden

aumentar los requerimientos de magnesio (Shills, 1988). La deficiencia de magnesio se
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ha demostrado en 7-11% de los pacientes hospitalizados (Whang et al, 1984; Wong et
al, 1983; Hayes et al, 1989). En los pacientes con otras alteraciones electroliticas, la
hipomagnesemia es mas frecuente (Whang et al, 1984; Kingston et al, 1989; Boyd et al,
1983). La prevalencia de la hipomagnesemia en pacientes criticos es alin mayor
(Noronha et al, 2002; Chernow et al, 1989; Ryzen et al, 1989). La hipomagnesemia en
pacientes de cuidados intensivos se asocia con un aumento de la mortalidad (Rubeiz et
al, 1993).

La deficiencia de magnesio en el cuerpo se refleja en una disminucion de los
niveles séricos de magnesio, siendo dichos niveles el criterio diagndstico (Shils, 1969).
Del mismo modo, el contenido de magnesio en los eritrocitos es otro indicador fiable de

las reservas corporales totales de magnesio (Elin et al, 1971).

Otros efectos causados por la hipomagnesemia

Manifestaciones Cardiovasculares

La deficiencia del magnesio incrementa la concentracion urinaria de
tromboxano, induce angiotensina Il, induce niveles plasmaticos de aldosterona, y
presién sanguinea, ademas que es asociado con cambios electrocardiogréaficos,
arritmias, incremento de la sensibilidad cardiaca, sistoles atriales y ventriculares
prematuras, fibrilacion atrial, taquicardia ventricular, ver figura 2 (Sales et al, 2006)

Por tanto la hipomagnesemia podria jugar un papel en la isquemia cardiaca. En
estudios realizados en animales alimentados con dieta deficiente en magnesio se
demostro que desarrollaron una degeneracion de la pared arterial y calcificacion de ésta,
asi como hipertrigliceridemia y aterosclerosis (Institute of medicine, 1997), figura 8
(Touyz, 2003; Seelig et al, 2003)

Presion sanguinea

La evidencia epidemioldgica sugiere que el magnesio juega un papel importante
en la regulacién de la presion sanguinea, demostrandose que una baja ingesta de
magnesio aumenta la incidencia de hipertension arterial (Touyz, 2003; Giuseppe et al,
1997) figura 8.
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Osteoporosis y desarrollo

El magnesio juega un papel importante en la homeostasis de los minerales en el
hueso, asi como afecta directamente funciones celulares como la formacion de cristales
de hidroxipatita y el crecimiento. La deficiencia de magnesio puede ser un factor de
riesgo para la osteoporosis postmenopéusica, figura 9 (Castiglioni et al, 2013).
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Figura 8.-. Mecanismos vasculares relacionados a hipomagnesemia intracelular (Touyz et al, 2003)

Toxicidad del Magnesio

La hipermagnesemia puede desarrollarse por tratamientos con sales de magnesio
o con farmacos que contienen el i6n (antiacidos, catarticos), o tambien en pacientes con
insuficiencia renal

A niveles proximos a los 8 mEqQ/L aparece una depresion central y anestesia
profunda si se alcanzan los valores de 20 mEg/L. La infusion de calcio contrarresta la

intoxicacion por magnesio.
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Magnesio y DM

El magnesio juega un papel importante en el metabolismo de carbohidratos.
Puede influir en la liberacion y la actividad de las implicadas en el metabolismo de la
glucosa (Kobrin et al, 1990, Guerrero-Romero et al, 2008). Con frecuencia se observa
hipomagnesemia en individuos con DM tipo 2 (Paolisso et al, 1992, Guerrero-Romero
et al ,2002).

La hipomagnesemia puede empeorar la resistencia a la insulina, una condicién
que a menudo precede a la DM, o puede ser una consecuencia de la resistencia a la
insulina (ver Fig. 2). Los rifiones parecen perder su capacidad de retencion de magnesio

durante periodos de hiperglucemia severa (Sales et al, 2006).
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Figura 9 .-La deficiencia de magnesio intracelular puede mediarla relacion entre la resistencia la

insulina,la DM tipo 2y la hipertension. (Barbagallo, 2006).

Hoy dia, la mayoria de los estudios, confirman que una dieta alta en magnesio
tiene un efecto beneficioso en la reduccion del riesgo de desarrollar diabetes. La
existencia de una estrecha relacion entre el control metabdlico y el desequilibrio de la
homeostasis del magnesio fue confirmada por Fujii y colaboradores (Fujii et al, 1982)
quienes observaron un marcado descenso de los niveles de magnesio en plasma e
intraeritrocitario, particularmente evidente en los pacientes diabéticos con retinopatia
diabética avanzada y con un inadecuado control de la enfermedad. Se han propuesto

varios mecanismos posibles, por los cuales los niveles bajos de magnesio sérico pueden
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conducir al desarrollo de DM tipo 2. Primero, el magnesio es un cofactor esencial en las
reacciones que implican la fosforilacion, por lo que la deficiencia de magnesio podria
perjudicar la cascada de sefializacion intraceluar de la insulina (Elin, 1998; Styler,
1988).

En segundo lugar, los bajos niveles séricos o eritrocitarios de magnesio pueden
afectar la interaccion entre la insulina y el receptor de la insulina por la disminucion de
la afinidad de receptores de hormonas o por aumento de la microviscosidad de la
membrana (Tongyai et al, 1989). Por ultimo, el magnesio también puede ser un factor
limitante en el metabolismo de hidratos de carbono ya que muchas de las enzimas en
este proceso requieren magnesio como cofactor en las reacciones de fosforilacion (Caro
et al, 1995; Matschinsky, 1990; Tosiello, 1996).

La DM se ha sugerido que es el trastorno metabdlico mas comun asociado con la
deficiencia de magnesio, mostrando un 25% a 39% de prevalencia (Rude, 1992;
Chaudhary et al, 2010).

3.5 ESTRES OXIDATIVO SU RELACION CON LOS ELEMENTOS TRAZA'Y
DIABETES MELLITUS

La DM juega un papel clave en la induccién del estrés oxidativo (Muchova el al,
1999), dado que esta patologia se encuentra asociada con la generacidén de especies
reactivas de oxigeno (ROS), causando un dafio oxidativo en varios tejidos (Muchova el
al, 1999).

Un incremento en el estrés oxidativo causa una reduccién de la capacidad
antioxidante, la cual se ve reflejada en el incremento de radicales libres causando dafio a
la integridad de la membrana celular, por tanto dicho estrés oxidativo juega un papel
importante en la etiologia de la DM (Baynes et al, 1999). Por otra parte, el aumento de
los niveles de glucosa incrementa la produccion de estrés oxidativo, lo cual puede
ocasionar dafio a nivel tisular, por lo cual la hiperglucemia puede contribuir a la
alteracion tanto de la estructura como de la funcién de los érganos.

La hiperglucemia puede estar involucrada en los efectos adversos de varias via
metabolicas como la oxidacion de la glucosa, formacion de productos finales de la
glicacion y la activacion de la via de polioles los cuales estan relacionados con la
generacion de ROS, también la hiperglucemia se encuentra relacionada con alteraciones

en la homeostasis de algunos iones y elementos traza y elementos de transicion. La
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acumulacion de algunos elementos de transicion es extremadamente tdxica, y esta
relacionada con el dafio oxidativo a nivel de la membranas celulares y a nivel
molecular, incrementando la susceptibilidad a la peroxidacion lipidica.

Los elementos traza juegan un papel fundamental en la induccion de la glicacion
de proteinas, las cuales tienen una afinidad substancial por dichos metales, por tanto
alteraciones en la concentracion tisular de dichos metales se cree que son responsables
del estrés oxidativo presente en higado, rifion en la DM (Ozcelik et al, 2011).

Estudios en ratas diabéticas han mostrado que los niveles de magnesio
encontrados en higado y en rifién fueron inferiores a los del grupo control, al igual que
la enzima glutation peroxidasa y la enzima GSH las cuales son enzimas antioxidantes
indispensables que proveen proteccién contra los metales de transicion y el dafio
producido por los radicales libres. La GSH se une a metales enddgenos como el selenio
jugando un papel importante en el transporte de metales, almacenaje y metabolismo de
estos, por tanto un decremento de esta enzima se ve reflejado en una reaccién directa
entre GSH y la generacion de radicales libres por la hiperglucemia en la diabetes
(Yoshida et al, 1995). También se ha visto en ratas diabéticas tipo 1 un incremento de la
enzima malonaldehido (MDA), la cual es un indicador de peroxidacién lipidica, por
tanto la diabetes causa un desequilibrio en el balance del estrés oxidativo (Ozcelik et al,
2011).

Dadas las condiciones mencionadas, el estrés oxidativo causa un incremento en
las complicaciones cronicas de la diabetes debido al incremento de la peroxidacion
lipidica producto de los radicales libres, causando las complicaciones crénicas como

retinopatia diabética, nefropatia diabética y neuropatia diabética (Scott et al, 2004).
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Abstract. Vanadium is an element whose role as a micronutrient and hypo-
glycaemic drug has yet to be fully clarified. The present study was undertaken
to investigate the bioavailability and tissue distribution of vanadium and its
interactions with magnesium in healthy and in magnesium-deficient rats, in
order to determine its role as a micronutrient and antidiabetic agent. Four
groups were used: control (456.4 mg magnesium and 0.06 mg vanadium/kg food);
control treated with 1mg vanadium/day; magnesium-deficient (164.4 mg magne-
sium/kg food and 0.06 mg vanadium/kg food); and magnesium-deficient treated
with 1 mg vanadium/day. The vanadium was supplied in the drinking water as
bis(maltolato)oxovanadium (IV). The experiment had a duration of five weeks.
We measured vanadium and magnesium in excreta, serum, skeletal muscle,
kidney, liver, adipose tissue and femur. Fasting glucose, insulin and total antiox-
idant status (TAS) in serum were studied. The vanadium treatment applied to
the control rats reduced the absorption, retention, serum level and femur content
of magnesium. Magnesium deficiency increased the retention and serum level of
vanadium, the content of vanadium in the kidney, liver and femur (organs where
magnesium had been depleted), serum glycaemia and insulin, and reduced TAS.
V treatment given to magnesium-deficient rats corrected magnesium content
in muscle, kidney and liver and levels of serum glucose, insulin and TAS. In
conclusion, our results show interactions between magnesium and vanadium
in the digestive and renal systems. Treatment with vanadium to magnesium-
deficient rats corrected many of the alterations that had been generated by the
magnesium deficiency.

Key words: vanadium, magnesium, metabolism interactions, glycaemia, insulin,
rat

Magnesium plays a structural and regulatory
role in the organism. Among its functions one of
the most important is to act as the ion that acti-
vates a large number of enzyme systems, making
magnesium essential for the metabolism of many
nutrients.
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From a physiological standpoint, the func-
tions of magnesium are well known and have
been amply described in many publications. In
another area of research, most epidemiological
studies have reported that in western countries,
magnesium intake is below the recommended
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allowances in considerable percentages of the
population. According to published data, the
amounts of magnesium consumed are below 80%
of the recommended intake in more than 20%
of the population. In addition, hypomagnesaemia
has been found in substantial proportions of the
adult population in Europe [1, 2].

The clinical manifestations of magnesium defi-
ciency are difficult to define because depletion of
this cation is associated with considerable abnor-
malities in the metabolism of many elements and
enzymes. However, if suboptimal intake is pro-
longed it can facilitate or cause the appearance
of symptoms currently attributed to other causes,
or whose causes are unknown. Some examples
of this situation are the relationships between
magnesium deficiency and cardiovascular, renal,
gastrointestinal, neurological, muscular and bone
disorders [1]. Furthermore, there is a well known
direct relation between nutritional magnesium
deficit, resistance to insulin, metabolic and glu-
cose transport disorders and the risk of developing
type II diabetes [3-10]. This mechanism is based
on the fact that the reduction in the intracellular
concentrations of magnesium raises the intracel-
lular levels of Ca [11-13], which brings about
a fall in the activity of tyrosine kinase in the
insulin receptor [14]. In addition, the intracellular
deficit of magnesium reduces the uptake of glu-
cose by interfering with the translocation of the
glucose transporter [GLUT 4]. Intracellular mag-
nesium depletion also reduces the intracellular
utilisation of glucose (magnesium is a cofactor of
the enzymes involved in glucose oxidation) thus
provoking peripheral resistance to insulin [15].
Furthermore, it has been observed that magne-
sium deficiency induces oxidative stress. These
circumstances facilitate the development of type
II diabetes [12, 13, 16-18].

Vanadium is a widely distributed element on
earth, but its role as a micronutrient in humans is
not yet fully established. In plasma, it is bound to
plasma proteins, primarily transferrin. It is dis-
tributed primarily in the bone, kidney and liver.
However, the mechanism of absorption, transport
and disposal of vanadium is not well established.

Some complexes of vanadium (IV) have been
shown to possess hypoglycaemic or insulin
mimetic properties, in type II diabetes patients,
stimulating the autophosphorylation of the
insulin receptors, increasing the activity of tyro-
sine kinase and favouring the translocation of the
transported GLUT 4 [19-21].
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Vanadium also alleviates oxidative stress, by
improving the metabolism of glucose, which
reduces the production of free radicals resulting
from disorders in glucose metabolism [20], and
thus prevents the development of the diabetes pro-
cess.

The fact that both magnesium and vanadium
participate in glucose metabolism, intervening in
the same processes, led us to consider that these
two elements could be related and be acting jointly
in the metabolism of carbohydrates. Therefore,
they may present metabolic interactions.

The aim of this study was to examine the diges-
tive and metabolic utilisation of vanadium and
its interactions with magnesium in control and
magnesium-deficient rats. This paper studies the
hypoglycaemic effects of vanadium compounds,
considering the magnesium-deficient rat as a
model of prediabetes. Vanadium was supplied as
bis(maltolato)oxovanadium (IV) (BMOV), a vana-
dium complex that is 2 to 3 times more effective
than inorganic vanadium as a glucose-lowering
agent [19, 20]. The results obtained clarify its role
as a micronutrient and anti-diabetic agent.

Materials and methods

Animals and diets

Male Wistar rats weighing 190-220 g (Charles
River Laboratories, Barcelona, Spain) were ran-
domly divided into 4 groups of 8 rats in which the
amount of dietary magnesium and vanadium was
varied.

Control group: 8 rats fed with the semisynthetic
diet AIN-93 [22]. This diet provided 456.4 mg mag-
nesium and 0.06 mg vanadium/kg food.

Control treated with vanadium group: 10 rats
fed with the AIN-93 diet. In addition, the rats in
this group received in their drinking water 6.22
mg bis(maltolato)oxovanadium (IV)/day, which
supplied 1mg vanadium/day.

Magnesium deficient group: 8 rats fed with the
diet AIN-93 deficient in magnesium. The diet con-
tained AIN-93 mineral mix without magnesium
oxide. This diet supplied 164.4 mg magnesium/kg
food.

Magnesium deficient treated with vanadium
group: 10 rats fed with the diet AIN-93 deficient
in magnesium. The diet contained AIN-93 mineral
mix without magnesium oxide. This diet sup-
plied 164.4 mg magnesium/kg food. In addition,
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the rats in this group received in their drink-
ing water 6.22 mg bis(maltolato)oxovanadium
(IV)/day, which supplied 1mg vanadium/day.

In all cases, the bis(maltolato)oxovanadium (IV)
solution was prepared daily. During the experi-
mental period, the weight gain and the intake of
food and water were monitored. Every seven days,
the glucose level in peripheral blood was analy-
sed. On day 35 the rats were anaesthetized with
a solution of pentobarbital (0.5g/100mL) (Sigma-
Aldrich. St. Louis, MO, USA), and exsanguinated
by cannulating the posterior aorta. Blood was col-
lected and centrifuged (Beckman Coulter, Cali-
fornia, USA) at 3,000 rpm for 15 minutes to
separate serum. The liver, gastrocnemius mus-
cle, kidney, perirenal adipose tissue and femur
were also removed, weighed, placed in preweighed
polyethylene vials, and stored at -80°C. During the
last 7 days of the experimental period, the faeces
and urine were collected every 24 h and stored
at -80°C in polyethylene bottles for subsequent
analysis.

All animals were housed from day 0 of the
experiment in individual metabolic cages
designed for the separate collection of fae-
ces and urine. The cages were located in a
well-ventilated, temperature-controlled room
(21°C+£2) with relative humidity ranging from 40
to 60%, and a light:dark period of 12 h.

The following biological indices were calculated:
Absorbed as [I-F], Absorption (%), as [(I-F)/I] x100,
Retained, as [I-(F+U)], and (%)R/I as

[I-(F+U)T] x 100, where I = intake, F = faecal
excretion, and U = urinary excretion.

All experiments were undertaken according to
Directional Guides Related to Animal Housing
and Care (European Council Community, 1986)
and all procedures were approved by the Animal
Experimentation Ethics Committee of the Univer-
sity of Granada.

Analytical methods

Determination of magnesium and vanadium in
the diet, serum and tissues was performed by ICP-
MS (Agilent 7500, Agilent Technologies, Tokyo,
Japan). All the materials used in the analysis
were previously cleaned with super-pure nitric
acid, and ultrapure 18 MQ2cm distilled de-ionized
water was obtained by means of a Milli-Q system
(Millipore, Bedford, MA, USA).
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Samples were prepared by attack with nitric
acid and hydrogen peroxide (super-pure quality,
Merck), in a microwave digester (Milestone,
Sorisole, Italy). When the sample had been
digested, the extract was collected and made up
to a final dilution of 1/10 (w/v) for subsequent
analysis.

Calibration curves were prepared following the
Ga addition technique as an internal standard,
using stock solutions of 1,000 mg/L of each ele-
ment (Merck, Darmstadt, Germany).

The total metal content (magnesium and vana-
dium) in the tissues was analysed using ICP-MS
techniques [23], and the accuracy of the method
was evaluated by analysis of suitable certified
reference materials Seronorm, (Billingstad, Nor-
way) and NIST 8414, (Gaithersburg, MD 20899,
USA) and by recovery studies in samples of organs
enriched with multi-element standards.

Glycaemia levels were determined using the
sensor ACCU-CHEK AVIVA (Roche-Mannheim,
Germany). Plasma levels of insulin were deter-
mined using the SPI BIO (Montigny le Breton-
neux, France) enzyme immune assay technique.
The homeostasis model assessment for insulin
resistance (HOMA-IR) was calculated using the
formula [fasting glucose (WIU/mL) x fasting glu-
cose (mg/dL)] / 405.

Total antioxidant status (TAS) was determined
using a Randox® assay kit (Randox Laboratories
Ltd. Crumlin, Co. Antrim, UK). The reagent mea-
sures inhibition of the absorbance of the radical
cation of 2,2 azinobis (3-ethylbenzothiazolinb 6-
sulfonate) (ABTS), which has a long-wave length
absorption spectrum showing maxima at 660 nm.
The ABTS radical cation is formed by the interac-
tion of ABT'S (150 mmol) with the ferrylmyoglobin
radical species generated by the activation of
metmyoglobin (2.5 mmol) with HsO5 (75 mmol).
Antioxidant compounds suppress the absorbance
of the ABTS radical cation to a degree and on a
time scale dependent on the antioxidant capacity.
Decolourisation was used as the assay endpoint.
This reaction requires the presence of myoglobin,
acting as a peroxidase through the formation
of the ferrylmyoglobin radical, to which ABTS
donates an electron, forming ABTS+. When an
aliquot of sample is added to the reaction mixture,
there is a degree of decolourisation owing to the
presence of plasma antioxidants that reverse the
formation of the ABTS radical cation. The per cent
loss of blue-green (blank-test measuring at 734
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nm) was used as an index of plasma antioxidant
status.

Statistical analysis

Descriptive statistical parameters (means and
standard deviations) were obtained for each of
the variables studied. The experimental data
were analysed using the tests for nonparametric
samples, using the Mann Whitney U test for
independent samples. To discern the possible
interactions between vanadium and magnesium
treatment, two-way analysis of variance (two-way
ANOVA) was used. For the bivariate analysis,
Pearson’s coefficient of correlation was calculated.
All the analyses were performed using Statistical
Package for Social Science 15.0 (SPSS, Chicago,
IL, USA). Differences were considered statistically
significant at a probability level of 5%.

Results

Figure 1 shows the evolution of the mean weight
of the rats in the experimental period and Figure 2

shows that of fasting glycaemia during the same
period. The results obtained show that consump-
tion of the magnesium-deficient diet significantly
increased glycaemia. The vanadium treatment
given to magnesium-deficient rats maintained
glycaemia levels similar to those of the controls.

Table 1 shows serum magnesium, vanadium
and insulin, the HOMA-IR index and TAS. The
magnesium-deficient diet significantly increased
levels of circulating insulin and HOMA-IR, while
the treatment given to the deficient rats returned
these levels to values similar to those of the con-
trols. Consumption of the magnesium-deficient
diet led to a fall in TAS. The vanadium treatment
given to the deficient rats returned these levels to
values similar to those presented by the control
animals.

Table 2 shows the digestive and metabolic utili-
sation of magnesium and vanadium during the
final weeks of the study (days 28-35), in the four
experimental groups. Vanadium treatment to con-
trol rats produced a significant increase in the
percentage of vanadium absorbed and retained,
as well as a significant increase in the urinary
excretion of magnesium, together with a decrease
in magnesium retention.

320 —
300 —
280
260 —
240
220 —
200 —
180 T T

"0 0o

a
c
d
f

Day 7 Day 14

Day 21 Day 28 Day 35

-..¢--- Control

- -&- - Magnesium deficient

—-m-- Vanadium treated (1mg V/day)

—x— Magnesium deficient treated with vanadium (1mg V/day)

Figure 1. Evolution of mean body weight in rats during the experimental period (mean+SD, n=8).

2 Control vs vanadium treated; ® control vs magnesium deficient; ¢ control vs magnesium deficient
treated with vanadium; 4 vanadium treated vs magnesium deficient; ® vanadium treated vs magnesium
deficient treated with vanadium; f magnesium deficient vs magnesium deficient treated with vanadium.

P<0.05.
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Figure 2. Fasting glycaemia during the experimental period (mean+SD, n=8).
2 Control vs vanadium treated; ® control vs magnesium deficient; ¢ control vs magnesium deficient

treated with vanadium; 4

vanadium treated vs magnesium deficient; © vanadium treated vs magnesium

deficient treated with vanadium; f magnesium deficient vs magnesium deficient treated with vanadium.

P<0.05.

Consumption of the magnesium-deficient diet
produced a significant reduction in urinary losses
of vanadium and increased vanadium retention,
together with higher serum vanadium levels
(table 2).

Vanadium treatment in the rats given the
magnesium-deficient diet increased the absorp-
tion and retention of vanadium. These increases
were smaller than those found in the treated con-
trol rats.

Although no significant changes were observed
in magnesium concentration in the adipose
tissue following consumption of the magnesium-
deficient diet, a downward tendency in these
values was observed. On the other hand, there
was a significant reduction in magnesium in the
skeletal muscle, kidney, liver and femur. In addi-
tion, the magnesium-deficient diet slightly raised
vanadium content in the muscle, liver and kidney
(table 3).

Vanadium treatment produced a significant
reduction in magnesium in the femur. The vana-
dium treatment given to the magnesium-deficient
rats increased the content of magnesium in the
kidney and liver, eliminating the differences pro-
duced by magnesium deficit with respect to the
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control rats. Nevertheless, there was no change
in the level of magnesium content in the femur
(table 3).

The bivariate study revealed the existence of a
high number of significant relations, among which
the following are particularly important. Ingested
magnesium correlated inversely with glycaemia,
serum insulin and HOMA (r=-0.461, r=-0.507
and r=-0.468 respectively; p<0.01 in every case).
Ingested vanadium also correlated inversely with
glycaemia, insulin and HOMA (r=-0.463, r=-0.501
and r=-0.514; p<0.01). TAS correlated positively
with the intake of magnesium (r=0.500; p<0.01)
and serum levels of vanadium(r=0.458; p<0.01)
and negatively with glycaemia, serum insulin and
HOMA (r=-0.567, r=-0.568 and r=-0.677 respec-
tively; p<0.01 in every case).

Discussion

The dose of vanadium used in this study (6.22 mg
bis(maltolato)oxovanadium (IV)/day or ~0.6 mg
bis(maltolato)oxovanadium (IV)/mL, which sup-
plied 1mg vanadium/day or ~5mg vanadium/kg
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b.w./day). This dose is higher than the lowest dose
reported by other authors to cause adverse effects
in rats (0.8 mg vanadium/kg b.w./day), but is low
in comparison with those used by other authors
[24-27] and is much lower than the LD50 (40-
90 mg vanadium/kg b.w./day) [28]. Nevertheless,
this dose was chosen following a careful study of
published research, and represents an intermedi-
ate level between those tested by Yuen et al. [29]
(0.5 to 0.75 mg bis(maltolato)oxovanadium (IV)
/mL), with which no toxic effects were observed in
STZ diabetic rats. In all cases, the vanadium com-
pounds were supplied in the drinking water. In our
study, the presence of gastrointestinal disorders
was observed in two animals in each vanadium
treatment group, and these animals were removed
from the study. These gastrointestinal disorders
were also observed by Scibior et al. [27] using
~9.5 mg vanadium/b.w./day in healthy Wistar
rats.

In our research we found that the growth curves
for control and magnesium-deficient rats did not
differ significantly. This finding has also been
reported by other authors who used the AIN-93
diet [22] with similar magnesium content [30].

Treatment with 1mg vanadium/day (as
bis(maltolato)oxovanadium (IV)) to control
rats produced a lower weight gain (figure 1). We
also observed that the HOMA-IR correction in
the group of rats given the magnesium-deficient
diet, treated with vanadium, did not correct the
weight gain curve. However, food consumption by
all groups presented very similar levels (data not
shown). On the other hand, we found no signifi-
cant correlations between body weight changes
and HOMA-IR (r=0.34; p>0.05), although there
was seen to be an inverse correlation between
body weight changes and vanadium intake (r=-
0.44; p<<0.01). These facts lead us to believe that
vanadium treatment is the sole factor responsible
for the low weight gain observed among these
groups [31] and that, in our study, these weight
losses were not related to the HOMA-IR normali-
sation found in the magnesium-deficient animals
treated.

Epidemiological and clinical research suggests
that low serum magnesium levels are associated
with resistance to insulin and increase the risk of
type II diabetes [3-10], and that oral magnesium
supplementation improves insulin sensitivity and
metabolic control in type II diabetic patients with
decreased serum magnesium levels [32]. In our
study, consumption of the magnesium-deficient
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diet produced hypomagnesaemia accompanied by
a significant increase in glycaemia (figure 2) and
in serum levels of insulin. In vitro and in vivo
studies have shown that magnesium deficiency
deteriorates insulin secretion and that magne-
sium supplementation prevents the development
of diabetes in rats [33, 34]. The intracellular deficit
of magnesium reduces the uptake of glucose by
interfering with the translocation of the glucose
transporter [GLUT 4]. Intracellular magnesium
depletion also reduces the intracellular utilisation
of glucose [15]. Furthermore, the reduction in the
intracellular concentrations of magnesium pro-
motes disorders in the activity of tyrosine kinase
in the insulin receptor [14], these events being
related to the development of insulin resistance.
The increased HOMA-IR index in the magnesium-
deficient rats confirmed the presence of increased
resistance to insulin among the deficient animals
(table 1). Moreover, the inverse correlations found
between magnesium consumption and glucose,
serum insulin and HOMA (see results) support the
above findings.

It has recently been shown that vanadium is
a trace element associated with the regulation of
the glucose metabolism, improving its transport
and metabolism and increasing the sensitivity
of the insulin receptor [35]. Our results confirm
these findings, showing that vanadium treatment
given to rats consuming a magnesium-deficient
diet maintains levels of glucose (figure 2), serum
insulin and HOMA-IR (¢able 1) at values similar to
those of the controls. In this case, too, the correla-
tions found between V intake and levels of glucose,
serum insulin and HOMA (see results) support the
results given.

The results of the TAS study reveal the cumu-
lative action of all the antioxidants present in
the plasma. Thus, it is considered to be a reli-
able and sensitive biomarker of in vivo oxidative
stress [36] The reduction in TAS observed in the
rats given the magnesium-deficient diet (table 1)
is a consequence of the pro-oxidant capacity of
magnesium deficiency [12, 13, 17, 37, 38]. It
has been suggested that magnesium deficiency
may provoke an increase in intracellular cal-
cium [11-13, 37, 38]. Higher levels of cytosolic
calcium would activate a whole set of fac-
tors (leukocyte and macrophage activation, the
synthesis of inflammatory cytokines and acute
phase proteins), giving rise to a pro-inflammatory
effect [17, 38]. This inflammatory response would
be the factor responsible for the increased
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production of free radicals and for the oxida-
tive damage found with magnesium deficiency
[12, 16, 36, 37]. A previous study reported a reduc-
tion in TAS among magnesium-deficient patients
[39]. Vanadium treatment did not significantly
modify TAS in the control rats. Other studies have
failed to observe changes in plasma TAS following
vanadium treatment [26, 27]. However, vanadium
treatment of magnesium-deficient rats returned
levels to values comparable to those of the con-
trols (tablel). It has been reported that vanadium
alleviates the oxidative stress process related to
the appearance and development of diabetes, by
improving the metabolism of glucose [20, 40].
The positive correlations of TAS with vanadium
intake, serum vanadium and magnesium, and the
negative correlations with glycaemia and insulin,
support the above findings. Nevertheless, other
authors have reported vanadium to have pro-
oxidant effects [25, 41].

Magnesium absorption among both the con-
trol rats and the magnesium-deficient animals
(table 2) presented values similar to those
reported previously [42]. In magnesium-deficient
groups, the percentage of absorption remained
high, as expected under these experimental con-
ditions. These changes reflected the adaptation
of the digestive system under conditions of mag-
nesium depletion, to compensate the insufficient
dietary supply by increasing absorption. Treat-
ment with vanadium did not modify the faecal
excretion of magnesium (table 2). Therefore, at the
digestive level, treatment with vanadium did not
modify magnesium absorption.

Cation retention is the relationship between
gastrointestinal and renal absorption and the
process of excretion. The rats consuming a
magnesium-deficient diet presented a cation
retention value that was significantly lower
than that of the control animals, as a conse-
quence of the lower intake levels of this element.
Expressing retained magnesium as a percent-
age of magnesium ingested, the groups given the
magnesium-deficient diet presented higher values
than the control animals, presenting a reaction
pattern parallel to that of the absorption [42]
(table 2).

Vanadium absorption among the control ani-
mals presented values that were clearly higher
than those described in previous publications
[43, 44]. The higher absorption of vanadium found
in our study could be related to the type of
vanadium complex supplied and/or the different
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methods used to determine the presence of this
element in the faeces.

Vanadium treatment produced an increased
percentage of absorption of this element, which
could be due in part to interactions with other
elements in the digestive system. It has been
reported that vanadium competes with divalent
cations for binding sites [43]. Nevertheless, in our
study the magnesium absorption in the animals
treated with vanadium only presented a slight
downward trend (¢able 2).

Although magnesium deficit increases the
absorption of different elements [45-47], in
the present study the magnesium-deficient diet
was associated with slightly reduced vanadium
absorption. Although these differences are not sig-
nificant, the analysis of the variance for absorbed
vanadium revealed the existence of interactions
between magnesium and vanadium caused by
treatments (¢able 2).

The vanadium treatment given to the control
rats produced greater urinary losses of mag-
nesium, causing reduced retention and lower
magnesium retention. These losses account for
the falls in serum levels of magnesium in this
group (table 2). Moreover, it is known that
vanadium stimulates magnesium uptake in ery-
throcytes [48]. The vanadium treatment given
to magnesium-deficient rats did not affect uri-
nary losses or magnesium retention, these values
remaining similar to those observed in the
non-treated deficient rats (table 2). However, con-
sumption of the magnesium-deficient diet reduced
urinary losses of vanadium and increased its
retention, which explains the increase in serum
levels of vanadium in the non-treated magnesium-
deficient rats (table 1). In previous studies, our
group found that the nutritional deficit of mag-
nesium reduced the renal excretion of various
elements [11, 45, 46]

These results show the existence of interactions
in the kidney between magnesium and vana-
dium. The analysis of the variance with respect
to retained vanadium confirmed the existence of
significant interactions caused by the treatments
(table 2).

The low level of magnesium retention observed
in the control rats treated with vanadium is
reflected in the lower levels of serum magnesium
(table 1) and in the lower magnesium content in
the femur (table 3), while in the other tissues
studied no significant decreases were observed.
The bone tissue constitutes the highest corporal
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reserve of magnesium, and as a consequence of
the reduced magnesium retention, this cation was
mobilised in order to maintain its homeostasis
[42, 49].

The intake of a magnesium-deficient diet led
to a fall in the magnesium content in the skele-
tal muscle, kidney, liver and femur [42, 49], and
an increase in the vanadium content in the same
tissues (table 3). This raised level of vanadium
deposits is a consequence of the higher retention
and circulating levels of vanadium caused by a
magnesium-deficient diet, as remarked above. It
is interesting to observe that vanadium deposits
were produced in the organs where magnesium
had been depleted, which indicates the existence
of possible interactions between these elements in
the tissues in question. Moreover, in the case of the
muscle and liver, the incorporation of vanadium
could help alleviate the alterations to carbohy-
drate metabolism generated by the magnesium
deficit.

The vanadium treatment given to control and
magnesium-deficient rats produced an accumula-
tion of vanadium in all the tissues studied. In the
tissues of the magnesium-deficient rats treated
with vanadium, magnesium depletion was only
observed in the femur, with respect to the control
group, which would indicate that the treatment
prevented, at least in part, the mobilisation of
magnesium from the muscle, kidney and liver
tissues. The mechanism involved in this process
could reflect the fact of vanadium increasing cel-
lular magnesium uptake [47].

In summary, the vanadium treatment given to
control rats reduced the retention of magnesium
by the organism, producing a reduction in mag-
nesium content in serum and in the femur, while
the other parameters remained unchanged. Mag-
nesium deficiency increased vanadium retention
and vanadium deposits in the kidney, liver and
femur. In addition, in the magnesium deficient
group there was increased resistance to insulin,
and a reduction in TAS. The vanadium treatment
given to magnesium-deficient rats corrected many
of the alterations that had been generated by the
magnesium deficiency.

Therefore, we conclude that there are inter-
actions between magnesium and vanadium in
the digestive and renal systems. The increased
hepatic deposits of vanadium observed in the
magnesium-deficient rats could help alleviate the
resistance to insulin generated by the magne-
sium deficit. Nevertheless, further studies are
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needed, assaying lower doses of vanadium in order
to determine optimum levels for pharmacological
use, reducing or avoiding toxic effects.
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Vanadium is an element whose role as a micronutrient for humans is not yet completely
established, but which has been shown to possess hypoglycaemic properties in diabetes. In an
earlier study, we showed that in STZ-diabetic rats, exposure to 1 mg V per day has no effect on
glycaemia or on antioxidant status. When the exposure was raised to 3 mg V per day there was a
hypoglycaemic effect, together with reduced Se in the tissues, which reduced antioxidant defences.
The aim of the present study was to examine whether exposure to 1 mg V per day modifies Se
nutritional status and/or antioxidant defences in healthy rats. Two groups of rats were examined:
control and vanadium-treated. Vanadium, as bis(maltolato)oxovanadium(iv), was supplied in the
drinking water. The experiment had a duration of five weeks. Selenium was measured in excreta,
serum, skeletal muscle, kidneys, liver, heart, femur and adipose tissue. Number of red (RBC) and
white (WBC) blood cells and haemoglobin (Hb) were determined in samples of whole blood.
Glutathione peroxidase (GPx), glutathione transferase (GST), catalase (CAT) and
NAD(P)H:quinine-oxidoreductasel (NQO1) activity, and malondialdehyde (MDA) in the liver
were evaluated. Treatment significantly reduced food intake, produced an anaemic state, and
decreased Se absorption and Se content in serum, kidneys and the liver. GPx, GST and NQOI1
activity were decreased in the liver, while MDA levels rose. We conclude that healthy rats are
more sensitive than diabetic ones to the effects of V. This should be taken into account for
populations that are particularly exposed to V for environmental reasons, and/or that consume

V as a nutritional supplement.

Introduction

Vanadium is an element that is essential for some living
organisms, but its essentiality, distribution and toxicology,
as well as its biological and pharmacological activity, are still
not fully understood.' Some complexes of vanadium (1v) have
been shown to possess hypoglycaemic properties in diabetes.
The compound bis(maltolato)oxovanadium (1v) (BMOV) has
been reported to be more effective than inorganic V as a
glucose-lowering agent.> Moreover, long-term studies (12 and
25 weeks) have revealed no evidence of V toxicity.** It has been
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suggested that V can reduce the production of free radicals
resulting from disorders in glucose metabolism, and thus
prevent the oxidant damage caused by diabetes.>® On the
other hand, pro-oxidant effects of this metal in the tissues,
especially the erythrocyte, liver and kidney, have been described,
associated with interactions with various trace elements including
iron, copper and zinc.”®

In this regard, selenium (Se) is an essential trace element
that has been associated with a large number of selenoproteins
involved in various biological processes such as antioxidant
defence, the synthesis of thyroid hormones, protection against
heavy metal toxicity, immune responses, erc.”'®

To the best of our knowledge, few studies have been made
of the effects of Se on the action of V in mammals, but the
results that have been reported show that Se can interact with
V.'% Se protects against the neurotoxic effects of V in all areas
of the brain,!" and helps protect the liver against the toxic
effects of V (lipid peroxidation and structural damage) when
the latter is supplied in combination with the chelating agent
Tiron.'? Nevertheless, Se has not been found to protect against
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the toxic effects of V in Balb/3 T3 cell cultures.'® It has also
been found that Se and V participate in the insulin signalling
pathway, by activating the MAP kinase and S6 kinase.'?

We recently studied the hypoglycaemic effect of
bis(maltolato)oxovanadium (1v) (BMOV) in two rat models,
and found that at a dose of 1 mg V per day, glycaemia
returned to normal values in insulin-resistant rats,'* but that
this dose had no effect on STZ-diabetic rats. However, when
the diabetic rats were given a dose of 3 mg V per day, fasting
glycaemia normalised'® and random-testing glycaemia did so
in part,'® but this was accompanied by a deterioration in
antioxidant status, related to the depletion of Se in the tissues.
It has been suggested that V in the diet of healthy rats may
provoke toxic effects at lower doses than in diabetic rats.>!”

Since V can increase sugar absorption in the muscles, more
energy can be stored, and so it is often used as a supplement by
athletes and body builders.'® Rising levels of V in the environ-
ment, due to its widespread use in diverse industrial processes
(fossil fuels release V during combustion), together with the
use of V as a nutritional supplement by part of the healthy
population, led us to address the present study as a continuation
of those cited above."*'* The focus of this study is to examine
changes in the bioavailability, metabolism and distribution of
Se, and any associated alterations in antioxidant defence in
healthy rats, following exposure to 1 mg V per day in the form
of bis(maltolato)oxovanadium (1v), a dose that in diabetic rats
had virtually no effect. The results obtained could help clarify
the role of V as a micronutrient, and its biological activity and
toxicity.

Experimental
Animals and diets

Male Wistar rats weighing 190-220 g (Charles River Laboratories,
L’Abresde, France) were randomly divided into 2 groups of
rats. Control group (C): 9 healthy rats fed with the AIN93M
semisynthetic diet, containing 65 pg Se and 60 pg V per kg
food. Vanadium-treated group (V): 10 healthy rats fed with
the AIN93M diet. In addition, the rats in this group received
in their drinking water 6.22 mg BMOV per day, which
supplied 1 mg V per day. In all cases, the BMOV solution
was prepared daily.

During the experimental period, weight gain, glucose level
and the intake of food and water were monitored. On day 35,
the rats were anaesthetised with a solution of pentobarbital
(0.5 g per 100 mL, Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA), and
exsanguinated by cannulating the posterior aorta. Blood was
collected and centrifuged (Beckman, Fullerton, CA, USA) at
3000 rpm for 15 minutes to separate the serum. The liver,
gastrocnemius muscle, kidneys, heart, femur and perirenal
adipose tissue were also removed, weighed, placed in preweighed
polyethylene vials, and stored at —80 °C. During the last 7 days of
the experimental period, the faeces and urine were collected every
24 h and stored at —80 °C in polyethylene bottles for subsequent
analysis.

From day 0 of the experiment, all animals were housed in
individual metabolic cages designed for separate collection of
faeces and urine. The cages were located in a well-ventilated,

temperature-controlled room (21 + 2°) with relative humidity
ranging from 40 to 60%, and a light: dark period of 12 h.

The following biological indices were calculated: absorbed
as [I — F], where I = intake and F = faecal excretion.

All experiments were undertaken according to Directional
Guides Related to Animal Housing and Care (European
Council Community, 1986) and all procedures were approved
by the Animal Experimentation Ethics Committee of the
University of Granada.

Instrumentation

Samples for quantitative determination of metals were firstly
lyophilised in a vacuum pump (Telstar, Madrid, Spain) and
then prepared by attack with nitric acid and hydrogen peroxide
(supra-pure quality, Merck), in a microwave digester (Milestone,
Sorisole, Italy). Determination of V and Se in the diet, serum
and tissues was performed by ICP-MS (Agilent 7500, Agilent
Technologies, Tokyo, Japan) fitted with a Meinhard type
nebulizer (Glass Expansion, Romainmotier, Switzerland)
and equipped with a collision cell.

All enzymatic assays were carried out at 25 + 0.5 °C using a
PowerWavex microplate scanning spectrophotometer (Bio-Tek
Instruments, Winooski, VT, USA) in duplicate in 96-well micro-
plates (UVStar™, Greiner Bio-One, Frickenhausen, Germany).

Reagents and materials

A Milli-Q system (Millipore, Bedford, MA, USA) was used to
obtain deionized water (18 MQ). All reagents used were of the
highest available purity. Hydrogen peroxide was of supra-pure
quality from Merck (Darmstadt, Germany).

A standard solution of 100 ug 17! of Li, Mg, Sc, Co, Y, In,
Ce, Ba, Pb, Bi and U in 1% (v/v) HNOj; was prepared from a
1000 mg 1" multi-element stock standard solution (Merck)
and used for the daily optimising of the ICP parameters. Single
element standard solutions for ICP-MS containing 1000 pug ml~'
of Se and V were also purchased from Merck. Certified reference
materials of serum (Seronorm) and bovine muscle NIST 8414
were purchased from SERO AS, (Billingstad, Norway) and NIST
(Gaithersburg, MD 20899, USA) respectively.

All biochemicals used for measurement of antioxidant
status, including substrates, coenzymes and purified enzymes,
were obtained from Roche (Mannheim, Germany) or Sigma
Chemical Co. All other chemicals came from Merck and were
of reagent grade.

Procedures

Determination of the total metal concentrations. For tissue
homogenization, the liver of each rat was frozen in liquid
nitrogen, freeze-dried and ground using a porcelain pestle and
mortar. Finally, the samples were digested with nitric acid and
hydrogen peroxide in a microwave oven. The extracts were
collected and made up to a final dilution of 1/10 (w/v) for
subsequent analysis. Determination of V and Se in the diet,
serum and tissues was performed by collision reaction cell
ICP-MS (He/H, mode). Calibration curves were prepared
by using Ga as internal standard and by dilution of stock
solutions of 1000 mg 1" in 1% HNOs;.
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The accuracy of the method was evaluated by analysis of
suitable certified reference materials (Seronorm and NIST
8414) and by recovery studies in samples of organs enriched
with multi-element standards.

Measurement of blood cells. Red blood cells (RBC), white blood
cells (WBC), lymphocyte and platelet counts and haemoglobin (Hb)
were determined using a Sysmex KX-21 automatic haematology
analyser (Sysmex, Japan).

Assay of the antioxidant status. Liver samples were homo-
genized in ice-cold buffer (100 mM Tris—HCI, 0.1 mM EDTA
and 0.1% triton X-100 (v/v), pH 7.8) at a ratio of 1:9 (w/v).
Homogenates were centrifuged at 30000 rpm for 30 min in a
Centrikon H-401 (Kontron, Hermle, Zurich, Switzerland)
centrifuge. After centrifugation, the supernatant was collected
and frozen at —80 °C until analysed. All enzymatic assays were
carried out at 25 + 0.5 °C using a Power Wavex microplate
scanning spectrophotometer (Bio-Tek Instruments, USA) in
duplicate in 96-well microplates (UVStar®™, Greiner Bio-One,
Germany). The enzymatic reactions were started by the addition
of the tissue extract. The specific assay conditions were as follows.

Glutathione peroxidase (GPx; EC 1.11.1.9) activity was
measured following the method of Flohé and Giinzler' with some
modifications.”® A freshly prepared glutathione reductase solution
(24 U ml™" in 0.1 M potassium phosphate buffer, pH 7.0) was
added to a 50 mM potassium phosphate buffer (pH 7.0), 0.5 mM
EDTA, 1 mM sodium azide, 0.15 mM NADPH and 0.15 mM
cumene hydroperoxide. After the addition of 1 mM GSH
(reduced glutathione), the NADPH-consumption rate was
monitored at 340 nm.

Glutathione transferase (GST; EC 2.5.1.18) activity was
determined by the method of Habig er al.?' adapted to
microplate.?? The reaction mixture consisted of 0.1 M phosphate
buffer (pH 6.5), 1.2 mM GSH and 1.23 mM solution of 1-chloro-
24-dinitrobenzene in ethanol, prepared just before the assay.
GST activity was monitored at 340 nm by the formation of
glutathione—chloro-dinitro benzene conjugate.

Catalase (CAT; EC 1.11.1.6) activity was determined by
measuring the decrease of H,O, concentration at 240 nm
according to Aebi,® as adapted by Trenzado et al*® The
reaction mixture contained freshly prepared 10.6 mM H,O,; in
50 mM potassium phosphate buffer pH 7.0.

NAD(P)H:quinine-oxidoreductasel (NQOI; EC 1.6.99.2)
activity was determined by measuring DCPIP reduction at
600 nm according to Sturve er al.** adapted by Sanz er al.??
The reaction mixture contained 50 mM Tris—HCI (pH 7.6),
50 uM 2,6-dichlorophenol indophenol (DCPIP) and 0.5 mM
NADH. A control reaction with distilled water (three measures
average) was assayed and subtracted from each sample reaction.

For these enzymes, one unit of activity is defined as the
amount of enzyme required to transform 1 pumol of substrate
per min under the above assay conditions. The protein content
of the supernatant solutions was determined by the Bradford
method,? using bovine serum albumin as the standard.

Lipid-peroxidation levels were determined based on malondi-
aldehyde (MDA) levels generated by oxidation of polyunsaturated
fatty acids. In the presence of thiobarbituric acid, MDA reacts

producing coloured thiobarbituric-acid-reacting substances
(TBARS) that were measured at 535 nm.?*

Statistical analysis

Descriptive statistical parameters (means and standard deviations)
were obtained for each of the variables studied. The experimental
data were analysed using the tests for nonparametric samples,
using the Mann Whitney U-test for independent samples. For
the bivariate analysis, Spearman’s coefficient of correlation
was calculated. All the analyses were performed using Statistical
Package for Social Science 15.0 (SPSS, Chicago, IL, USA).

Results and discussion

Studies have shown that V treatment reduces the hyperglycaemia
associated with diabetes, and that the compound bis(maltolato)-
oxovanadium (1v) (BMOV) is more effective than inorganic V
as a glucose-lowering agent.®> Although some V compounds
are currently undergoing human clinical trials,> many metabolic
aspects have yet to be established, such as the digestive and
metabolic interactions with other elements. In the present study,
we aimed to determine the changes in the bioavailability and
tissue distribution of Se, and alterations in antioxidant defence
following exposure to BMOV in healthy rats.

The reasons for the specific doses used, and observations on
toxicity problems observed in the treated animals, have been
described in a previous publication.'*

Effect of V(1v) exposure on body weight, food intake and fasting
glycaemia

Treatment with 1 mg V per day (as BMOV) for the control rats
caused a reduction in food intake, associated with lower
weight gain (Table 1). Reduced food intake (15%) (control
15.5 4 2.5 g per day' vs. V treated 13.2 & 6.4 g per day, P < 0.05)
and body weight (b.w. on day 35, control 296 + 30'° vs. V
treated 236 + 24 g, P < 0.05) following the administration of
V compounds has been described in several studies.”® It has
been suggested that the reduced food intake could be caused
by the direct action of the ion on the central nervous system,
which stimulates local glucose uptake.?” Other authors have
reported that when V treatment is combined with leptin, V
enhances the catabolic effects of the hormone (leptin), thus
tending to reduce body weight and decrease food intake.?® Other
authors have observed that V reduces food intake but not body
weight.?? Some of these discrepancies in the results reported may
be influenced by the different doses and V compounds used and

Table 1 Haematological parameters and selenium content in serum,
muscle, kidney, liver, heart and adipose tissue on day 35
C Ccv

Red cells (x 10° mm ™) 8.6+ 1.5 7.0 £1.1¢
Hb (g dli™") 16.0 £ 3.2 12,5+ 0.7
White cells (x 10°> mm ™) 55+ 1.4 2.7+ 0.8
Lymphocytes (%) 70 + 4.8 64 + 6.9¢
Platelets (x 10° mm™) 618 + 269 507 + 324
Serum Se (mg 17") 81.01 + 6.43"° 49.74 + 10.23¢

Values shown are means + SD. C (control rats); CV (control rats
treated with 1 mg V per day). “C vs. CV. P < 0.05. Ref. 15.
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the variable durations of the experiments described. As stated
above, treatment with 1 mg V per day has no significant effect
on fasting glycaemia in healthy rats.'* This fact has also been
observed in previous studies.”*"

Effect of the V(1v) exposure on absorption of Se

Se absorption was calculated as the difference between Se intake
and faecal excretion of Se. In our experimental conditions, the V
treatment led to a severe decrease (42%) in Se absorbed (control
0.79 £ 0.05' vs. vanadium treated 0.49 + 0.15 pg Se per day,
P < 0.01). We believe this fact is due to the participation of
various factors. On the one hand, the reduced intake led to a
reduction in Se absorbed; however, the slight decrease in
intake (15%) is not sufficient to fully account for the fall
in Se absorbed. It has been reported that V may inhibit
Na+ /K + ATPase activity in different tissues.>! The inhibition
of ATPase could have been one of the mechanisms responsible
for the reduced absorption. Moreover, the high concentrations
of V in the digestive system could have displaced the Se from its
binding ligands,*? thus favouring the reduced absorption of Se.
In diabetic rats, treated with 1 mg V per day, we observed a
slightly greater decrease (19%), while the Se absorbed only fell
by 22%, in comparison with non-treated diabetic rats.'® These
results show that, in the digestive apparatus, the treatment had
a stronger negative effect on Se absorption in healthy rats than
in the diabetic animals.

Effect of V(1v) exposure on haematological parameters and Se
distribution in tissues (Tables 1 and 2)

There are conflicting views regarding the haematological
changes provoked by V treatment in non-diabetic rats. Some
authors have found these values to decrease®>** while others,
using higher doses of BMOV (9.2 mg V per kg per 24 h) for a
longer period of time (12 weeks) have observed no such
changes.> It has been reported that V produces peroxidative
changes in the erythrocyte membrane reduce erythrocyte
deformability and haemolysis. It has also been suggested that
it may provoke a disorder in erythropoiesis and erythrocyte
maturation.*3 In our study, the exposure of healthy rats to
BMOYV also led to a significant reduction in the number of
erythrocytes and haemoglobin. However, when diabetic rats
were given the same treatment, there were no significant
haematological changes, with levels remaining similar to those
observed in non-treated diabetic rats and/or healthy animals.
The degree of anaemia found in the healthy rats (Table 2) was
similar to that in the diabetic rats, when a dose of 3 mg V per

Table 2 Selenium content in muscle, kidneys, liver, heart and adipose
tissue on day 35

C Cv
Kidneys (mg per kg dry tissue) 462+ 049  2.85+0.78¢
Liver (mg per kg dry tissue) 238 +£0.33° 091 £0.287
Heart (mg per kg dry tissue) 0.85 £ 0.12 1.14 £ 0.15¢
Femur (mg per kg dry tissue) 0.09 £+ 0.01 0.11 £+ 0.02¢
Muscle (mg per kg dry tissue) 0.44 £ 0.06 0.47 £ 0.02
Adipose tissue (mg per kg dry tissue)  0.09 £+ 0.11 0.06 £+ 0.02

Values shown are means + SD. C (control rats); CV (control rats
treated with 1 mg V per day). “C vs. CV. P < 0.05. Ref. 15.

day was applied (data not published). The decrease in
lymphocytes appears to be due mainly to the V-provoked
leukopaenia. However, there is no consensus regarding the
effect of V on the number of leukocytes.'”3*3

Regarding Se concentration in the tissues, the treatment
provoked a sharp fall in serum, kidneys and the liver. However, Se
content rose in the femur and heart, remaining unchanged in the
muscle and adipose tissue. In our opinion, the reduced absorption
could be the main factor responsible for Se depletion in the tissues.
However, the fact that the depletion was measured in the kidney
and liver, organs with the highest relative concentrations of Se’
and where V content increased most' leads us to believe that the
V provoked a displacement of Se from its binding ligands toward
these tissues, thus aggravating tissue depletion. The results of the
bivariate analysis confirmed the existence of a strong inverse
relation between V intake and serum levels of Se (r = —0.888;
P < 0.001), Se content in kidneys (r = —0.821; P < 0.001) and Se
content in the liver (r = —0.929; P < 0.001).

On comparing these results with those obtained for the
diabetic rats, we again see that the degree of depletion in the
healthy rats treated with 1 mg V per day was higher than that
found in the diabetic rats given the same dose, and similar to
that observed in the diabetic rats treated with 3 mg V per day."®

Effect of V(1v) exposure on the activities of parameters related
to antioxidant defence (Table 3)

In order to determine whether the Se tissue depletion had
affected the oxidative status, we designed a study of the
activity of four enzymes and the lipid-peroxidation level
(MDA). The treatment led to a decrease in the activity of
GPx, GST and NQOI, had no effect on that of CAT, and
provoked an increase in the lipid-peroxidation level (Table 3).

GPx is a seleno-protein that is related to oxidative defence
and very effective in determining the nutritional status of Se.?¢
NQOIL is a cytosolic enzyme which catalyses the reduction of
quinone, thus protecting cells from oxidative damage. In
experimental animals, NQO/1 increases in response to xenobiotics,
oxidants, heavy metals and carcinogens, which has led to the
suggestion that the enzyme may offer protection against the toxic
effect of these agents.’>’

It has been suggested that, in vivo, V(1v) oxidises to vanadate
[V(v)] in the presence of oxygen, and that vanadate could be
reduced by glutathione (GSH).! Tt is also known that exposure to
vanadate results in depletion of the cellular GSH pool.*® In earlier
studies, it was also observed that treatment with V reduces the
activity of Se-dependent GPx in the liver,” although in this study

Table 3 Activity of GPx (glutathione peroxidase), GST (glutathione
transferase), catalase (CAT), NAD(P)H:quinine—oxidoreductasel
(NQO1) and MDA in the liver on day 35

C cv
GPx (mU mg~' protein) 631 + 132"° 298 + 154
GST (mU mg ' protein) 281 + 2413 215 4 24¢
CAT (U mg~! protein) 389 + 97 430 + 18
NQOI(mU mg " protein) 192 + 58 109 + 63¢
MDA (nmol g~ ! liver) 50 £ 12 71 + 139

Values shown are means + SD. C (control rats); CV (control rats
treated with 1 mg V per day). “C vs. CV. P < 0.05. Ref. 15.
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no relation with Se was studied, and in erythrocytes.** Moreover,
in studies of the rat brain,® liver” and erythrocytes® treated with
different V compounds, it was found that GSH content tended to
decrease. However, other authors have reported no modifications
to GPx, but reduced GST activity in the erythrocytes.*’ The
discrepancies in the results obtained by these authors may be due
to the different experimental conditions used in each case.

In our study, the activity of the hepatic enzymes that
participate in antioxidant defence (Table 3) shows that the
depletion of Se in the liver, caused by the V treatment, is
accompanied by a reduction in the activity of GPx, GST and
NQOI, especially the former. The reduced activity of the
above enzymes is accompanied by a significant increase in
lipid peroxidation (MDA) in the liver. Divariate analysis
reveals a high positive correlation between the liver content
of Se and the activity of GPx (r = 0.873; P < 0.001 and GST
(r = 0.813; P < 0.001). MDA is also inversely correlated with
the content of Se in the liver (r = —0.708; P < 0.01).

In our opinion, the depletion of Se and GSH could account
for the reduced activity of GPx and GST. We observed no
significant changes in hepatic catalase (CAT) activity. Previous
studies, too, have reported no such changes in the CAT of
erythrocytes using a dose of 9 mg V per kg b.w. per 24 h.*
However, there were changes when the dose was raised to 12 mg
V per kg b.w. per 24 h.* (as sodium metavanadate in both cases).
In our case, the dose used was lower than in the above-mentioned
studies (~5 mg V per kg b.w. per 24 h). Recent “in vitro” studies
with HepG2 cells*’ have shown that exposure to V (ammonium
metavanadate) decreases the activity of NQOI1. These authors
suggest that V inhibits the gene expression of NQOI1. Although
our study used a different V compound and our results were
obtained “in vivo”, they coincide with those mentioned above.

Markedly fewer enzymatic activities were obtained in
healthy rats treated with 1 mg V per day than in the diabetic
rats given the same dose, and were similar to those found in
the diabetic rats treated with a dose three times higher.'> The
situation found was comparable to that regarding the level of
Se absorption and distribution in the tissues. Therefore, we
conclude that V appears to exert a greater toxic effect on
healthy rats than on diabetic animals.'®

As reported in previous studies, there is an inverse correlation
between the appearance of coronary heart disease and low
serum Se levels.”*? The reduced serum Se levels following V
treatment (Table 3) could increase the risk of cardiovascular
disease, by compromising antioxidant defence.

Conclusions

The results obtained from this study reveal that V treatment
given to healthy rats at a dose of 1 mg V per day in the form of
bis(maltolato)oxovanadium (1v) (BMOV) reduces food intake
and produces a sharp fall in Se absorption, which could be the
main factor responsible for the depletion of Se in serum,
kidneys and the liver. The losses of Se in the liver are
accompanied by falls in GPx, GST and NQOI activity and
by increased lipidic peroxidation, which compromises Se
status and antioxidant defences. Furthermore, the increased
peroxidation could be the cause of the anaemic status observed
in these rats. This situation has also been observed in diabetic

rats when BMVO is administered at a dose three times higher,15
but not when the dose is as described in the present study.
Therefore, we conclude that healthy rats are more sensitive to
the toxic effects of V than are diabetic rats. This finding should
be taken into consideration for populations that are exposed to
V due to environmental circumstances and/or that use it as a
nutritional supplement. However, further studies are needed to
better determine the effects arising from these interactions.
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Abstract

The role of V as a micronutrient, and its hypoglycaemic and toxicological activity, have yet to be completely established. The present study
focuses on changes in the bioavailability and tissue distribution of Se in diabetic streptozotocin rats following treatment with V. The
following four study groups were examined: control; diabetic (DM); diabetic treated with 1 mg V/d (DMV); diabetic treated with 3 mg
V/d (DMVH). V was supplied in the drinking water as bis(maltolato)oxovanadium (IV). The experiment had a duration of 5 weeks.
Se was measured in food, faeces, urine, serum, muscle, kidney, liver and spleen. Glucose and insulin serum were studied, together
with glutathione peroxidase (GSH-Px), glutathione reductase (GR), glutathione transferase (GST) activity and malondialdehyde (MDA)
levels in the liver. In the DM group, we recorded higher levels of food intake, Se absorbed, Se retained, Se content in the kidney, liver
and spleen, GSH-Px and GST activity, in comparison with the control rats. In the DMV group, there was a significant decrease in food
intake, Se absorbed, Se retained and Se content in the liver and spleen, and in GSH-Px and GST activity, while fasting glycaemia and
MDA remained unchanged, in comparison with the DM group. In the DMVH group, there was a significant decrease in food intake,
glycaemia, Se absorbed, Se retained, Se content in the kidney, liver and spleen, and in GSH-Px and GST activity, and increased MDA,
in comparison with the DM and DMV groups. We conclude that under the experimental conditions described, the treatment with 3 mg
V/d caused a tissue depletion of Se that compromised Se nutritional status and antioxidant defences in the tissues.

Key words: Vanadium: Selenium: Diabetes: Nutritional status: Oxidative defence

Diabetes is a pathology that affects many metabolic processes,
altering the concentration of various trace elements in the
tissues, and of enzymes related to antioxidant defence. This
circumstance, together with the metabolic changes induced
by hyperglycaemia, may contribute to the development of
the disease.

V is a widely distributed element, which is essential for
some living organisms, but its role as a micronutrient, its
essentiality, and its biological and pharmacological activity
are as yet incompletely understood. Due to growing interest
in the pharmacological effects of some V compounds, the

metabolism of V is an important area of current investi-
gation”. In the plasma, V is present as 90% bound to
plasma proteins, primarily transferrin. Elsewhere, it is distribu-
ted primarily in the bone, kidney and liver. However, its inter-
actions with other trace elements, regarding absorption and
tissue distribution, are not well understood. Some complexes
of V have been shown to possess hypoglycaemic effects,
stimulating autophosphorylation of the insulin receptors and
increasing the activity of tyrosine kinase, favouring the
translocation of GLUT4?. It has been known that the V
complex, bis(maltolato)oxovanadium (IV) (BMOV), is more

Abbreviations: ABTS, 2,2'-azino-di-(3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid); BMOV, bis(maltolato)oxovanadium (IV); GR, glutathione reductase; GSH,
reduced glutathione; GSH-Px, glutathione peroxidase; GST, glutathione transferase; MDA, malondialdehyde; STZ, streptozotocin; TAS, total antioxidant

status.

*Corresponding author: Dr J. Llopis, fax +34 958 248959, email jllopis@ugr.es
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effective than inorganic V as a glucose-lowering agent™”.

Although some V complexes are currently undergoing human
clinical trials”| there are many aspects that remain to be deter-
mined, such as the digestive and metabolic interactions with
other elements involved in antioxidant defence. According to
some authors" ™, V improves glucose metabolism, and thus
reduces the production of free radicals resulting from
disorders in glucose metabolism; in consequence, it prevents
oxidant damage caused by diabetes. However, others® have
related V to pro-oxidant effects, because it does not normalise
alterations in the metabolism of various trace elements, such
as Fe, Zn and Cu, that are associated with diabetes.

In vitro and in vivo studies have shown that sodium sele-
nate has an insulin-mimetic action similar to that of V, and
that its administration to diabetic streptozotocin (STZ) rats
produces hypoglycaemia®® by favouring the translocation of
GLUT4 transporters in diabetic rats®. Moreover, Se is an
element that is associated with antioxidant defence and
protection against heavy metal toxicity'”, a fact also observed
in relation to diabetic rats®®.

However, to date, no data have been published as to
whether exposure to V might alter the metabolism of Se. For
these reasons, we consider it important to address the present
study of the interactions between V and Se in diabetic rats.

The aim of the present study is to examine whether
V-treated diabetic rats experience alterations in the bioavail-
ability and tissue distribution of Se, and in the activity of
enzymes related to the nutritional status of Se and to antioxi-
dant defence. The results obtained will reveal the existence, or
otherwise, of interactions between these two elements and
clarify the role of V as an anti-diabetic agent.

Materials and methods
Animals and diets

Male Wistar rats weighing 190—220g (Charles River Labora-
tories, I'Arbresle, France) were randomly divided into four
groups.

(1) Control group (C): nine rats fed the semi-synthetic diet
AIN-93. This diet provided 65 pg Se and 60 pg V/kg food.

(2) Diabetic group (DM): eight rats fed the semi-synthetic
diet AIN-93. Diabetes was induced in rats by the injection
of STZ at a dose of 60 mg/kg.

(3) Diabetic group treated with 1 mg V/d (DMV): ten rats fed
the semi-synthetic diet AIN-93. Diabetes was induced in
rats by the injection of STZ at a dose of 60mg/kg. In
addition, the rats in this group received in their drinking
water 6:22mg BMOV/d, which supplied 1 mg V/d.

(4) Diabetic group treated with 3mg V/d (DMVH): ten rats
fed the semi-synthetic diet AIN-93. Diabetes was induced
in rats by the injection of STZ at a dose of 60 mg/kg. In
addition, the rats in this group received in their drinking
water 18:66 mg BMOV/d, which supplied 3 mg V/d.

In all cases, the BMOV solution was prepared daily. During
the experimental period, the weight gain and the intake of
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food and water were monitored. Every 7d, the glucose level
in the peripheral blood was analysed.

On day 35, rats were anaesthetised with a solution of pen-
tobarbital (0-5g/100 ml; Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA),
and exsanguinated by cannulating the posterior aorta. Blood
was collected and centrifuged (Beckman Coulter, Fullerton,
CA, USA) at 3000 rpm for 15min to separate serum. The gas-
trocnemius muscle, kidney, liver and spleen were also
removed, weighed, placed in preweighed polyethylene vials
and stored at —80°C. During the last 7d of the experimental
period, the faeces and urine were collected every 24h and
stored at —80°C in polyethylene bottles for subsequent
analysis.

All animals were housed from day 0 of the experiment in
individual metabolism cages designed for the separate collec-
tion of faeces and urine. The cages were located in a well-
ventilated, temperature-controlled room (21 £ 2°C) with
relative humidity ranging from 40 to 60%, and a light—dark
period of 12 h.

The following biological indices were calculated: absorbed
as (I — F), absorption (%) as ((I — F)/D X 100, retained as
(I — (F+ 0U) and retained (%) R/I as (I — (F+ U))/I X 100,
where 7 is the intake; F is the faecal excretion; U is the urinary
excretion.

All experiments were carried out in accordance with Direc-
tional Guides Related to Animal Housing and Care (European
Council Community, 1986) and all procedures were approved
by the Animal Experimentation Ethics Committee of the Uni-
versity of Granada.

Analytical methods

Determination of V and Se in the diet, serum and tissues was
performed using inductively coupled plasma spectroscopy—
MS (Agilent 7500; Agilent Technologies, Tokyo, Japan). All
materials used in the analysis were previously cleaned with
super-pure HNOj; and ultra-pure water (182()) obtained
using a Milli Q system (Millipore, Bedford, MA, USA).

Samples were prepared by digestion with HNO3 and H,O,
(super-pure quality; Merck, Darmstadt, Germany), in a micro-
wave digester (Milestone, Sorisole, Italy). When the sample
had been digested, the extract was collected and made up
to a final volume of 10 ml for subsequent analysis.

Calibration curves were prepared following the Ga addition
technique as an internal standard, using stock solutions of
1000 mg/1 of each element (Merck).

The total metal content (V and Se) in the tissues was ana-
lysed using inductively coupled plasma spectroscopy—MS
techniques®, and the accuracy of the method was evaluated
by the analysis of suitable certified reference materials, Sero-
norm (Billingstad, Norway) and NIST 8414 (Gaithersburg,
MD, USA), and by recovery studies in samples of organs
enriched with multi-element standards. The percentage of
CV obtained for Se was 2:9% and that for V 5-6%. For each
element, we used the mean of five separate determinations
of this reference material.

Glycaemia levels were determined using the sensor ACCU-
CHEK AVIVA (Roche, Mannheim, Germany). Plasma levels of
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insulin were determined using the SPI BIO (Montigny le
Bretonneux, France) enzyme immune assay technique.

Total antioxidant status (TAS) was determined using a
Randox® assay kit (Randox Laboratories Limited, Crumlin,
Antrim, UK). The assay is based on the incubation of 2,2'-
azino-di-(3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid) (ABTS) with
a peroxidase (methmyoglobin) and H,O, to produce the rad-
ical cations ABTS™, which has a relatively stable blue-green
colour, measured at 600 nm. The suppression of the colour
is compared with that of Trolox, which is widely used as a
traditional standard for TAS measurement assays, and the
assay results are expressed as Trolox equivalent (nmol/D.

Liver samples were homogenised in ice-cold buffer
(100 mm-Tris—HCl, 0:1mm-EDTA and 0-1% Triton X-100
(v/v), pH 7-8) at a ratio of 1:9 (w/v). Homogenates were
centrifuged at 30000rpm for 30min in a Centrikon H-401
(Kontron Hermle, Zurich, Switzerland) centrifuge. After cen-
trifugation, the supernatant was collected and frozen at
—80°C until analysed.

All enzymatic assays were carried out at 25 = 0-5°C using
a PowerWavex microplate scanning spectrophotometer
(Bio-Tek Instruments, Winooski, VT, USA) in duplicate in
ninety-six-well microplates (UVStar®; Greiner Bio-One,
Frickenhausen, Germany). The enzymatic reactions were
started by the addition of the tissue extract. The specific
assay conditions were as follows:

Glutathione peroxidase (GSH-Px; EC 1.11.1.9) activity
was measured following the method of Flohé & Giinzler'?
with some modifications'V. A freshly prepared glutathione
reductase (GR) solution (40 wkat/l in 0-1M-potassium phos-
phate buffer, pH 7:0) was added to a 50mm-potassium
phosphate buffer (pH 7-0), 0-5mm-EDTA, 1mwm-sodium
azide, 0-15mM-NADPH and 0-15 mM-cumene hydroperoxide.
After the addition of 1mwm- reduced glutathione (GSH), the
NADPH consumption rate was monitored at 340 nm.

GR (EC1.6.4.2) activity was assayed as described by Carlberg
& Mannervik'® with some modifications"”, by measuring the
oxidation of NADPH at 340 nm. The reaction mixture consisted
of 0-1m-sodium phosphate buffer (pH 7-5), 1mm-EDTA,
0-63 mM-NADPH and 0-15 mm-oxidised glutathione.

Glutathione transferase (GST; EC 2.5.1.18) activity was deter-
mined by the method of Habig et al."® adapted to a microplate
reader™®. The reaction mixture consisted of 0-1 M-phosphate
buffer (pH 6:5), 1:2mM-GSH and 1-23 mm-solution of 1-chloro-
2,4-dinitrobenzene in ethanol, all prepared just before the
assay. GST activity was monitored at 340 nm by the formation
of glutathione—chloro-dinitro benzene conjugate.

For these enzymes, one unit of activity is defined as the
amount of enzyme required to transform 1pmol of
substrate/min under the above assay conditions. The protein
content of the supernatant solutions was determined by the
Bradford method®, using bovine serum albumin as the
standard.

Lipid peroxidation levels were determined based on malon-
dialdehyde (MDA) levels generated by the oxidation of PUFA.
In the presence of thiobarbituric acid, MDA reacts to produce
coloured thiobarbituric-acid-reacting substances that were
measured at 535 nm, following Buege & Aust'®,

The percentage of CV for GSH-Px, GR, GST and MDA was
7-3, 55, 6:4 and 85%, respectively. For each enzyme, we
used the mean of five separate determinations of the same
liver sample from a control rat.

All biochemicals, including substrates, coenzymes and pur-
ified enzymes, were obtained from Roche or Sigma Chemical
Company. All other chemicals came from Merck and were of
reagent grade.

Statistical analysis

Descriptive statistical parameters (means and standard deviations)
were obtained for each of the variables studied. The Mann—
Whitney U test for two independent samples and the Kruskal—
Wallis test for multiple independent samples were used in the
analyses. For the bivariate analysis, Spearman’s coefficient of
correlation was calculated. All analyses were performed using
SPSS 15.0 (SPSS, Chicago, 1L, USA). Differences were considered
statistically significant at a probability level <5 %.

Results

Table 1 shows the evolution of the mean body weight and
mean food intake of rats during the experimental period.
The diabetic STZ rats (DM) did not present a significant
change in body weight during the experimental period. Treat-
ment with V, both at 1mg V/d (DMV) and at 3mg V/d
(DMVH), induced weight changes similar to those observed
in the DM rats.

Diabetes increased the food intake. However, the higher-
dose V treatment reduced the food intake of rats, to levels
slightly below those of the control rats (Table 1).

Table 2 shows the evolution of fasting glycaemia during the
experimental period. The V treatment of 1mg/d did not sig-
nificantly alter glycaemia levels in the diabetic rats during
the first 28d. However, on day 35, glycaemia levels were
higher than those in the DM group. The treatment with the
3mg V/d dose maintained glycaemia at levels similar to
those of the control rats.

Table 1. Evolution of mean body weight and mean food intakes during
the experimental period

(Mean values with their standard errors)

Body weight (g)

Day 0 Day 35 Food intake (g)
Groups Mean SE Mean SE Mean SE
C 200 5 296 10 15.5 0-4
DM 184** 7 201** 15 30-1*** 09
DMV 187* 3 181*** 3 22.6"* 11 1.2
DMVH 2031ttt 1 204***% 8 11-6"*t+t1tt 04

C, control rats; DM, diabetic streptozotocin rats; DMV, diabetic streptozotocin rats
treated with 1 mg V/d; DMVH, diabetic streptozotocin rats treated with 3 mg V/d.
Mean value was significantly different from that of the C group: * P<0.05, ** P<0-01,
*** P<0-001.

Mean value was significantly different from that of the DM group: 1 P<0-05,
111 P<0-001.

Mean value was significantly different from that of the DMV group: i P<0-05,
1$ P<0-01, 111 P<0-001.
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Table 2. Fasting glycaemia during the experimental period (mmol/l)
(Mean values with their standard errors)

Day 0 Day 7 Day 14 Day 21 Day 28 Day 35
Groups Mean SE Mean SE Mean SE Mean SE Mean SE Mean SE
C 36 0-4 5.0 0-3 5.7 0-1 5-1 0-2 52 0-1 4.7 0-3
DM 7-9** 1-3 13.9** 21 13-6** 11 14.3** 1.9 14.2** 2.0 14.6** 1.2
DMV 11.6** 1.9 17-0** 20 16-0** 1.8 16-0** 2.2 12.5** 1.5 19-6***1 1.7
DMVH 9-4** 1- 5-0tt1t 0-3 4.7*tt1t 0- 5-41t11t 0-3 511ttt 0-3 5-3t11tt 0-3

C, control rats; DM, diabetic streptozotocin rats; DMV, diabetic streptozotocin rats treated with 1 mg V/d; DMVH, diabetic streptozotocin rats treated with 3mg V/d.
Mean value was significantly different from that of the C group: * P<0-05, ** P<0-01, *** P<0-001.

Mean value was significantly different from that of the DM group: 1 P<0-05, 11 P<0-01.

Mean value was significantly different from that of the DMV group: 11 P<0-01, $}3 P<0-001

British Journal of Nutrition

Table 3 shows serum V, Se and insulin on day 35, in the
experimental groups. Diabetes induced by STZ produced a
significant increase in the serum levels of V and Se and a
decrease in circulating insulin. The diabetic rats treated with
1mg V/d did not present any change in serum Se or insulin,
compared with the untreated diabetic rats. However, the dia-
betic rats treated with 3mg V/d presented serum Se values
below those of the control rats, while insulin and TAS
remained at levels similar to those of the diabetic rats.

Table 4 shows the digestive and metabolic utilisation of Se.
Diabetes (DM group) increases the net values of absorbed and
retained Se; although when expressed as a percentage
(% absorption and %R/I), no significant changes were
observed. The diabetic rats treated with 1mg V/d (DMV)
presented a reduction in Se absorption and Se retained, in
comparison with the DM group.

Table 5 shows the Se content in the muscle, kidney, liver
and spleen on day 35. Diabetes increased Se content in the
kidney, liver, spleen and heart. In the diabetic rats, the V treat-
ment, at a dose of 1 mg V/d, decreased Se content in the liver
and spleen in comparison with the untreated diabetic rats
(DM), but these values remained higher than those of the con-
trol rats, except in the case of the muscle and spleen. The
treatment of the diabetic rats with 3 mg V/d produced a signifi-
cant reduction in Se in the kidney, liver and spleen.

TAS and the activities of GSH-Px, GR, GST and lipid peroxi-
dation levels (MDA) are shown in Table 6. The treatment leads
to a decrease in the activity of GSH-Px and GST and an
increase in the lipid peroxidation level.

The bivariate study revealed the existence of significant
relationships, among which the following are particularly

important: V intake correlated negatively with Se absorbed
(r —0-556; P<0-01), Se retained (r —0-644; P<0-001), GSH-
Px (r —0-414; P<0-05) and GST (r —0-817; P<0:001) activity,
and positively with MDA (7 0-388; P<0-05).

Se intake correlated positively with Se content in the kidney
(r 0-790; P<0-001), liver (» 0-840; P<0-001), spleen (r 0-593;
P<0:001) and heart (+ 0-529; P<0:01). Se absorbed correlated
positively with the serum levels of Se (r 0-870; P<<0-001), Se
content in the kidney (r 0-876; P<0:001), liver (r 0-880;
P<0-001), spleen (r 0-664; P<0-001) and heart (r 0-420;
P<0:05). Se content in the liver correlated positively with
GSH-Px (r 0941; P=0-001) and negatively with MDA
(r —0-529; P<0-0D).

Discussion

Diabetes is a pathology that affects the metabolism of various
trace elements and the activity of enzymes related to antioxi-
dant defence. This circumstance may contribute to the devel-
opment of the disease. It has been shown that V is a trace
element associated with the regulation of glucose, improving
its transport and metabolism and increasing the sensitivity of
the insulin receptor”’. However, there are many aspects that
remain to be determined, such as the interactions with other
elements.

In view of the lack of information on Se—V interactions, the
present study examines diabetic rats treated with different
doses of V in order to determine Se bioavailability and
tissue distribution, and its relationship to some indicators of
the nutritional status of this element. Based on the study
results, under our experimental conditions, the V treatment

Table 3. Fasting selenium, vanadium and insulin in serum on day 35

(Mean values with their standard errors)

Groups. .. C DM DMV DMVH

Mean SE Mean SE Mean SE Mean SE Pi_w test
Serum V (umol/l) 0-045 0-004 0-12** 0-009 7-5*tt 0.7 150" t11f 1.5 <0-001
Serum Se (umol/l) 1-03 0-03 1-15** 0-03 1-49** 0-06 0-86"*tt1t 0-04 <0-001
Serum insulin (pmol/l) 313 40 38** 9 41* 12 34** 3 <0-001

**Mean value was significantly different from that of the C group (P<0.-01).

11 Mean value was significantly different from that of the DM group (P<0-01).
11 Mean value was significantly different from that of the DMV group (P<0-01).
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Table 4. Digestive and metabolic utilisation of selenium on days 28—35 of the study
(Mean values with their standard errors)

Groups. .. C(n9) DM (n 8) DMV (n 8) DMVH (n 8)
Mean SE Mean SE Mean SE Mean SE Pi_w test

I (ng/d) 0-99 0-04 2.18*** 0-06 1.77*t 1t 0-04 0-9111+111t 0-03 <0-01
F (ng/d) 0-20 0-03 0-39** 0-06 0-37** 0-04 0-54**f 0-06 <0-001
U (ng/d) 0-26 0-02 0-59*** 0-07 0-63*** 0-04 0-17*ttt1tt 0-01 <0-001
A= (- F) (ng/d) 0-79 0-05 1-80*** 0-05 1-40"**+tt 0-04 0-37**ttt11t 0-07 <0-001
A (%) = (A/l) x 100 80 3 82 2 79 2 40 tttitt 7 <0-001
R= (/- (F+ U) (ng/d) 0-53 0-05 1.20*** 0-06 0-76**ttt 0-06 0-19"*1t+t1t 0-07 <0-001
R (%) = (R/l) x 100 53 4 56 4 43t 3 21"ttt 7 <0-01

C, control rats; DM, diabetic streptozotocin rats; DMV, diabetic streptozotocin rats treated with 1 mg V/d; DMVH, diabetic streptozotocin rats treated with 3mg

V/d; I, intake; F, faecal excretion; U, urinary excretion; A, absorbed; R, retained.
Mean value was significantly different from that of the C group: * P<0.-05, ** P<0-01, *** P<0-001.
Mean value was significantly different from that of the DM group: 1P<0.05, 11P<0.01, +11P<0.001.
Mean value was significantly different from that of the DMV group: $P<0-05, $+£P<0-01, +$P<0-001.

897

caused a tissue depletion of Se that compromised Se nutri-
tional status and antioxidant defences in the tissues

The doses of V used in the present study (1 mg V/d approxi-
mately 5mg V/kg body weight per d and 3mg V/d approxi-
mately 15mg V/kg body weight per d) are higher than the
lowest dose reported to cause adverse effects in rats (0:-8 mg
V/kg body weight per d). However, the doses used are low
in comparison with those used in other studies and much
lower than LD50 (lethal close 50) (40-90mg V/kg body
weight per d)?”. In each group treated with V, two rats
(20%) were removed from the present study due to gastroin-
testinal disorders.

In the untreated diabetic rats (DM), there were no signifi-
cant weight increases during the experimental period, due
to the hypercatabolism that accompanies the disease, although
the rats presented polyphagia. The diabetic rats treated with V
did not present significant weight changes”, although food
intake did significantly decrease as the V dose was increased,
reaching values similar to those of the control rats in the case
of the dose of 3mg V/d. It has been suggested that the
decrease in food intake could be because V heightens the
catabolic effects of leptin, favouring body-weight loss and
reducing food intake®.

The V treatment of 1 mg/d (DMV) did not significantly alter
glycaemia levels in the diabetic rats during the first 28 d. The
higher levels of glycaemia observed on day 35 in the DMV
group, with respect to the DM group, could be because STZ
produced more severe pancreatic damage in some rats, and

this circumstance was apparent at the end of the experimental
period.

The dose of 3mg V/d normalised glycaemia levels in
the diabetic rats, from the first week of the treatment. These
results coincide with those reported earlier’**=2", Neverthe-
less, other authors have observed that although V exercises
a hypoglycaemic effect, normal glycaemia levels are not
achieved®*??® This inconsistency could be due to various
factors, such as the use of different compounds and doses
of V, the duration of assays, the method employed to deter-
mine glucose levels, the dose of STZ used and/or variability
in the animals’ responses.

The diabetic rats presented a level of insulinaemia that
was well below that observed in the control rats, due to the
destruction of B-cells caused by STZ. Treatment with V, inde-
pendently of the dose applied, had no effect on the serum
levels of insulin (Table 3).

Serum levels of Se in the DM group were higher than those
in the control group, because the animals in the DM group
consumed more food, which led to increases in the net quan-
tities of Se absorbed and retained (Table 4). The increased
body retention of Se caused by diabetes is assumed to be
responsible for the increased serum levels and the content
of Se in the tissues of the diabetic rats (Table 5). The corre-
lations found between Se intake and its content in the tissues
(see the Results section) corroborate this hypothesis.

The treatment of the diabetic rats with 1mg V/d (DMV
group) had no effect on fasting glycaemia, but in comparison

Table 5. Selenium content in muscle, kidney, liver, spleen, heart, adipose tissue and femur (mg/kg dry tissue) on day 35

(Mean values with their standard errors)

Groups. .. C DM DMV DMVH

Mean SE Mean SE Mean SE Mean SE Pr—w test
Gastrocnemius muscle 0-43 0-02 0-47 0-02 0-44 0-01 0.42 0.02 >0-05
Kidney 4.62 017 6:11*** 0-14 5.71* 0-14 307"ttt 0-09 <0-001
Liver 2.38 0-11 3.73*** 0-15 3-01*1t 0-09 1-19**ttt1tt 0-01 <0-001
Spleen 1.54 0-04 1.76* 0-06 1-54t 0-06 13111t 0.07 <0-01

C, control rats; DM, diabetic streptozotocin rats; DMV, diabetic streptozotocin rats treated with 1 mg V/d; DMVH, diabetic streptozotocin rats treated with 3mg V/d.
Mean value was significantly different from that of the C group: * P<0-05, ** P<0-01, *** P<0-001.

Mean value was significantly different from that of the DM group: 1P<0-05, +1P<0.01 1+11P<0-001.

Mean value was significantly different from that of the DMV group: $P<0-05, $33P<0-001.
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Table 6. Total antioxidant status (TAS) in serum and activity of glutathione peroxidase (GSH-Px); glutathione reductase (GR) and
glutathione transferase (GST), and malondialdehyde (MDA) levels in the liver on day 35

(Mean values with their standard errors)

Groups. .. C DM DMV DMVH

Mean SE Mean SE Mean SE Mean SE Pi_w test
TAS (mmol/l) 1-29 0-08 0-91* 0-08 0-95* 0-07 0-86* 0-10 <0-01
GSH-Px (ukat/g protein) 10-5 0-9 19.2%* 0-6 14.4*+1 1.0 7-3*tttitt 1.0 <0-001
GR (kat/g protein) 0-57 0-05 0-55 0-01 0-55 0-01 0-53 0-02 > 0-05
GST (pkat/g protein) 4-68 0-05 4.10** 012 3-67** 0-12 3-48***t1 0-12 <0-001
MDA (nmol/g liver) 48 4 42 3 49 2 62*t1t 4 <0-05

C, control rats; DM, diabetic streptozotocin rats; DMV, diabetic streptozotocin rats treated with 1 mg V/d; DMVH, diabetic streptozotocin rats treated with

3mg V/d.

Mean value was significantly different from that of the C group: * P<0-05, ** P<0-01, *** P<0-001.
Mean value was significantly different from that of the DM group: t1P<0-01, t11P<0-001.
Mean value was significantly different from that of the DMV group: $+P<0-05, $33P<0-001.

with the untreated diabetic rats, there was a decrease in food
intake and in the net quantities of Se absorbed and retained.
In our opinion, the lower absorption and retention of Se in
the DMV group appears to respond to the changes in food
intake produced by the treatment. The reduced Se retention
is responsible for the slight decrease in Se content in the
liver and spleen.

The dose of 3 mg V/d given to the diabetic rats (DMVH group)
had a clearly anti-diabetic effect, normalising glycaemia
levels and reducing food intake to levels similar to those of
the controls. Moreover, this dose of V produced a severe
reduction in the absorption and urinary losses of Se. We believe
that the main cause of the drastic reduction in absorbed Se may
be due to reduced Se intake (Table 3). Nevertheless, the high
concentration of V in the intestine could also have interfered

4.25 . .
2429 " The negative correlations found

with Se absorption
between the intake of V and the absorbed Se (see the Results
section) corroborate the above remarks.

The reduction in the urinary losses of Se could be a
compensatory mechanism to avoid its depletion. Under
physiological conditions, the homoeostasis of Se is basically
regulated by urinary excretion”2,

We believe that in the DMVH group, the reduced absorption
is responsible for the lower Se content in serum (Table 3) and
in the kidney, liver and spleen (Table 5).

In order to better determine whether Se tissue depletion
had affected the oxidative status, we designed a study of
serum TAS and of the activity of three GSH-dependent
enzymes: GSH-Px and hepatic GR and GST.

The present results show that in the untreated diabetic rats,
serum TAS decreased, while in the liver, the activity of GSH-Px
increased, that of GR remained unchanged and that of GST
diminished (Table 6). The increased GSH-Px activity could
be related to the greater content of hepatic Se found in this
group. Hepatic GSH-Px is known to be very effective in deter-
mining the nutritional status of Se‘*” (Table 5). An earlier pub-
lication has reported lower levels of GSH in the erythrocytes
of diabetic patients®®
degradation of GSH would account for the reduced activity
of GST found in this group.

. In the present study conditions, the
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The V treatment given to the diabetic rats did not affect TAS
(Table 6), irrespective of the dose. Other authors, in previous
studies®”| have observed no significant changes in TAS fol-
lowing the V treatment.

It has been reported that exposure to V results in the
depletion of the cellular GSH pool, which increases the vul-
nerability to lipid peroxidation®®~3?_ The results obtained in
the present study show that the V treatment to the diabetic
rats at 1 mg V/d does not modify glycaemia, but does produce
slight decreases in food intake, Se absorbed and Se in the liver
and spleen. The depletion of Se in the liver is accompanied by
a reduction in the activity of GSH-Px and a non-significant
increase in MDA, compared with the untreated diabetic rats.
The treatment at 3mg V/d induced a clearly anti-diabetic
effect, as both food intake and glycaemia levels were normal-
ised. In addition, there was a sharp decrease in Se absorption
and Se content in various tissues. The strong depletion of Se in
the liver (Table 5) could account for the reduced activity of
GSH-Px. Studies**" have reported that the depletion of
GSH could account for the reduced activity of GST and also
contribute to that of GSH-Px. The lower levels of activity of
these enzymes could be related to the higher levels of MDA.
Bivariate analysis reveals a high positive correlation between
the liver content of Se and the activity of GSH-Px, together
with a negative correlation with MDA (see the Results section).
We conclude that under our experimental conditions, the V
treatment caused a tissue depletion of Se that compromised
Se nutritional status and antioxidant defences in the tissues.
However, further studies are needed to better determine the
effects arising from these interactions.
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ABSTRACT. This study examined changes in the metabolism of magnesium
(Mg), and related serum parameters, following treatment with vanadium (V) in
streptozotocin-diabetic rats. Over a period of five weeks, four groups were exami-
ned: control, diabetic, diabetic-treated with 1 mg V/day or 3 mg V/day. The V was
supplied in drinking water as bis(maltolato)oxovanadium(IV). The Mg levels
were measured in food, faeces, urine, serum, muscle, kidney, liver, spleen, heart
and femur. Albumin, uric acid, urea, total-cholesterol, LDL-cholesterol, triglyc-
erides, aspartate-aminotransferase and alkaline-phosphatase were determined
in serum. In the diabetic group, Mg retained and Mg content in serum and femur
decreased, while levels of uric acid, urea, total-cholesterol, LDL-cholesterol, tri-
glycerides and alkaline-phosphatase and aspartate-aminotransferase activity
increased compared with control rats. In the diabetic group treated with
1 mg V/day, Mg retained, serum levels of Mg, urea and triglycerides, and
alkaline-phosphatase activity remained unchanged, while levels of uric acid,
total-cholesterol and LDL-cholesterol increased and the Mg content in femur
and aspartate-aminotransferase activity decreased compared with the dia-
betic untreated group. In the diabetic rats treated with 3 mg V/day, food
intake and glycaemia were normal. In this group, Mg content in serum,
kidney and femur, levels of urea and aspartate-aminotransferase and alkaline-
phosphatase activity decreased, whereas LDL-cholesterol increased, uric acid
and total-cholesterol levels remained unchanged in comparison with untreated
diabetic rats.In conclusion, although treatment with 3 mg V/day normalised
the glycaemia, the hypomagnesaemia and tissue depletion of Mg seen in the
diabetic rats, caused by thetreatment with V, could have partially contributed
to the fact that V did not normalise other serum parameters altered by the
diabetes.

Key words: vanadium, magnesium, diabetes, interactions, blood parameters
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V and status of Mg in diabetic rats

Some complexes of vanadium (V) have been
shown to possess hypoglycaemic effects, stimu-
lating autophosphorylation of the insulin recep-
tors and increasing the activity of tyrosine
kinase, favouring the translocation of the glu-
cose transporter GLUT 4 [1, 2]. The V com-
plex, bis(maltolato)oxovanadium (IV) (BMOV), is
known to be more effective than inorganic V as a
glucose-lowering agent [1].

Although some V compounds are currently
undergoing human clinical trials [1], many
aspects remain to be determined, such as its inter-
actions with other elements.

Magnesium (Mg) is an essential co-factor in the
enzymatic pathways involved with energy, pro-
tein and lipid metabolism and the modulation of
glucose transport through the cellular membrane
[3, 4]. A reduction in the intracellular concentra-
tion of magnesium provokes a fall in the activity
of tyrosine kinase in the insulin receptor [5, 6]
and reduces the uptake of glucose by interfering
with the translocation of the glucose transporter
[GLUT 4]. Furthermore, Mg deficiency induces
oxidative stress [7, 8]. A diet rich in Mg improves
the homeostasis of glucose and insulin [9-13].
Moreover, it has been shown that abnormal mag-
nesium homeostasis occurs in diabetes, frequently
accompanied by hypomagnesaemia.

The fact that both Mg and V participate in
glucose metabolism, intervening in the same pro-
cesses, led us to consider that these two elements
could be linked and might be acting jointly in the
metabolism of carbohydrates [14]. Scibior et al.
[15-18] studied the possible relationship between
V and Mg in healthy rats. However, no data have
been published on whether exposure to V might
alter the metabolism of Mg in diabetic rats.

In a previous paper [19], it was reported
that V treatment reduced the absorption, reten-
tion, serum level and femur content of Mg
in control rats and that treatment with V of
Mg-deficient rats corrected many of the alter-
ations that had been generated by Mg deficiency.
Thus, we considered it of interest to determine
whether V treatment might affect the alter-
ations in Mg metabolism associated with diabetes.
Therefore, the aim of the present study was
to examine changes in the metabolism of Mg,
and related blood parameters, following treat-
ment with bis(maltolato)oxovanadium (IV) of
STZ-induced diabetic rats. The results obtained
might help to clarify the role of V as an anti-
diabetic agent, as well as its biological activity.
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Methods and material

Animals and diets

Male Wistar rats weighing 190-220 g (Charles
River Laboratories, L’Arbresle, France) were ran-
domly divided into four groups. Control group:
nine rats were fed the semi-synthetic diet
AIN93M. This diet provided 456.4 mg Mg and
60 wgV/kg. Diabetic group: eight rats were fed
the semi-synthetic diet AIN93M. Diabetic group
treated with 1 mg V/day: 10 rats were fed the
semi-synthetic diet AIN93M. In addition, the rats
in this group received 6.22 mg BMOV/day in their
drinking water, which supplied 1 mg V/day. Dia-
betic group treated with 3 mg V/day: 10 rats were
fed the semi-synthetic diet AIN-93M. In addi-
tion, the rats in this group received 18.66 mg
BMOV/day in their drinking water, which sup-
plied 3 mg V/day.

In all cases, diabetes was induced in the rats by
injection of streptozotocin at a dose of 60 mg/kg
b.wt. To confirm diabetes, on day seven, blood
samples were obtained from the tail and glu-
cose concentrations were analysed. Animals with
levels greater than 13.8 mmol/L were considered
to be diabetic.

During the experimental period, the BMOV
solution was prepared daily, and the weight gain
and intake of food and water were monitored.
Every seven days, the glucose level in peripheral
blood was analysed. On day 35, the rats were
anaesthetised with a solution of pentobarbital
(0.5 g/100 mL, Sigma-Aldrich, St Louis, MO. USA),
and exsanguinated by cannulating the posterior
aorta. Blood was collected and centrifuged (Beck-
man, Fullerton, CA, USA) at 3,000 rpm for 15 min
to separate the serum. The liver, gastrocnemius
muscle, kidney, liver, spleen, heart and femur were
removed, weighed, placed in preweighed polyethy-
lene vials, and stored at -80°C. Over the last
seven days of the experimental period, the faeces
and urine were collected every 24 h and stored
at -80°C in polyethylene bottles for subsequent
analysis.

From day 0 of the experiment, all animals were
housed in individual metabolic cages designed
for the separate collection of faeces and urine.
The cages were located in a well-ventilated,
temperature-controlled room (21 & 2°C) with rela-
tive humidity ranging from 40 to 60%, and a
light:dark period of 12 h.
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The following biological indices were calcu-
lated: absorbed as [I-F], absorption (%), as
[T-F)T] x 100, retained, as [I-(F+U)], and (%)R/I
as [I-(F+U)I/T x 100, where I = intake, F = faecal
excretion, and U = urinary excretion.

All experiments were undertaken according to
Directional Guides Related to Animal Housing
and Care (European Community Council, 1986),
and all procedures were approved by the Animal
Experimentation Ethics Committee of the Univer-
sity of Granada.

Analytical methods

Determination of V and Mg in the diet, serum and
tissues was performed by ICP-MS (Agilent 7500,
Tokyo, Japan). All of the materials used in the
analysis were previously cleaned with super-pure
nitric acid and ultra-pure water (18.2 2) obtained
using a Milli Q system.

Samples were prepared by digestion with nitric
acid and hydrogen peroxide (super-pure quality,
Merck), in a microwave digester (Milestone,
Sorisole, Italy). When the sample had been
digested, the extract was collected and made up to
a final volume of 10 mL for subsequent analysis.

Calibration curves were prepared following the
Ga addition technique as an internal standard,
using stock solutions of 1,000 mg/L of each ele-
ment (Merck).

The total metal content (V and Mg) in the tis-
sues was analysed using ICP-MS techniques, and
the accuracy of the method was evaluated by
analysis of suitable, certified, reference materials,
Seronorm (Billingstad, Norway) and NIST 8414,
(Gaithersburg, MD 20899) and by recovery studies
in samples of organs enriched with multi-element
standards. The %CV obtained for Mg was 1.9%
and that for V 5.6%. For each element we used
the mean of five separate determinations of this
reference material.

Glycaemia levels were determined using the
sensor ACCU-CHEK AVIVA (Roche-Mannheim,
Germany). Serum levels of insulin were deter-
mined using the SPI BIO (Montigny le Breton-
neux, France) enzyme immune assay technique.
Albumin, uric acid, urea, total cholesterol, LDL
cholesterol, triglycerides, aspartate aminotrans-
ferase and alkaline phosphatase were determined
using a BS-200 Chemistry Analyzer (Shenzhen
Mindray Bio-Medical Electronics Co., Ltd., Ham-
burg, Germany).
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Statistical analysis

Descriptive statistical parameters (means and
standard deviations) were obtained for each of
the variables studied. Taking into account the
difficulty of determining whether the data fol-
low a normal distribution, because the sample
size (eight values per group) did not have enough
power to test the normality of the variable, the
Mann Whitney U test for two independent sam-
ples and the Kruskal-Wallis test for multiple
independent samples were used in the analysis.
For the bivariate analysis, Spearman’s coefficient
of correlation was calculated. All analyses were
performed using the Statistical Package for Social
Science 15.0 (SPSS, Chicago, IL, USA).

Results

As a consequence of gastrointestinal disorders,
two rats were removed from each V-treated group.

Table 1 shows the digestive and metabolic utili-
sation of Mg during the experimental period.
Intake was higher in the diabetic and the diabetic
group treated with 1 mg V/day than in the control
group. However, the intake by the diabetic group
treated with 3mg V/day was similar to that of the
control group and lower than that of the other
diabetic groups. A similar pattern was observed
with respect to faecal excretion. Urinary excretion
was higher in the diabetic groups than in the con-
trol group. However, in the diabetic group treated
with 3 mg V/day, urinary excretion was lower than
in the other diabetic groups. The net values of
absorbed Mg were higher in the diabetic group and
in the diabetic group treated with 1 mg V/day than
in the control group. Nevertheless, in the diabetic
group treated with 3 mg V/day, the absorbed value
was lower than in the other diabetic groups.

Retention values were lower in the diabetic
group and in the treated diabetic groups than in
the control group. When expressed as a percentage
(% absorption and %R/I), no significant changes
were observed in % absorption, but the percentage
of retention was lower in the diabetic and diabetic
treated groups than in the control group.

Table 2 shows serum V and Mg on day 35 in the
experimental groups. The streptozotocin-induced
diabetic rats showed a significant increase in
serum V and a decrease in Mg. The rats treated
with 1mgV/day did not present any changes in
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Table 1. Digestive and metabolic utilisation of magnesium on days 28-35 of the study, for control
rats (C), diabetic streptozotocin rats (DM), diabetic streptozotocin rats treated with 1 mg V/day (DM-
1 mg V/day), and diabetic streptozotocin rats treated with 3 mg V/day (DM-3 mg V/day).

Cn=9 DM (n =8) DM-1mg V/d DM-3 mg V/d
(n=8) (n=8)

Mean SD Mean SD Mean SD Mean SD P
Intake Mg (mg/day) 6.8 0.9 15.1 1.1% 12.3 0.9% 6.3 0.5 <0.001
Faecal Mg (mg/day) 3.5 0.6 8.6 0.8* 6.6 0.8%f 3.3 0.71% <0.001
Urinary Mg (mg/day) 0.4 0.2 4.8 1.2% 4.0 0.8% 1.3 0.3%t <0.001
Absorbed Mg (mg/day) 3.3 0.9 6.5 1.1% 5.7 1.3% 3.0 0.6 <0.001
Absorbed Mg (%) 48 9 43 5 46 8 48 9 NS
Retained Mg (mg/day) 2.9 0.9 1.7 0.8% 1.7 0.8* 1,7 0.6% <0.05
Retained Mg (%) 42 9 11 5% 14 6% 27 gt <0.001

Values shown are means +SD standard deviation,;

*Mean value was significantly different from that of the C group.
"Mean value was significantly different from that of the DM group.
*Mean value was significantly different from that of the DM-1mgV/d group.

P<0.05. NS non-significant

Absorbed as [I-F]; absorption (%), as [(I-F)/I] x 100; retained, as [[-(F+U)]; and retained (%) as [I-(F+U)J/I x100,
where I = intake, F = faecal excretion, and U = urinary excretion.

Table 2. Serum vanadium and magnesium on day 35 of the study, for control rats (C), diabetic strep-
tozotocin rats (DM), diabetic streptozotocin rats treated with 1 mg V/day (DM-1mgV/d), and diabetic
streptozotocin rats treated with 3 mg V/day (DM-3mgV/d).

Cn=9 DM (n=8 DM-lmgV/d(n=8) DM-3mgV/d (n=8)
Mean SD Mean SD Mean SD Mean SD PK.W test
Serum V (umol/L)  0.045 0.004 0.12 0.009% 7.5 0.7+t 15.0 1.5%f <0.001
Serum Mg (mmol/L) 0.86 0.03 0.71 0.07* 0.62 0.07* 0.50 0.06%t <0.001

Values shown are means +SD standard deviation;

*Mean value was significantly different from that of the C group.
"Mean value was significantly different from that of the DM group.
*Mean value was significantly different from that of the DM-1mgV/d group.

P<0.05.

serum Mg compared with the diabetic group. The
group treated with 3mgV/day presented lower
levels of serum Mg than the control and diabetic
groups.

Figure 1 shows glycaemia and serum insulin
levels on day 35 in the diabetic groups. The rats
treated with 1 mg V/day presented increased gly-
caemia, but no changes in serum insulin compared
with the diabetic group. The treatment with 3 mg
V/day maintained glycaemia at levels similar to
those found in the control group and presented
lower levels of serum insulin than in the control
group.

Table 3 shows the Mg content in the muscle,
kidney, liver, spleen, heart and femur on day 35.
Mg content decreased in the femur in the diabetic
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groups, in comparison with the control group. The
diabetic group treated with 1 mgV/day presented
alower content of Mg in the spleen and femur than
the control and diabetic groups. The diabetic group
treated with 3 mg V/day presented a lower content
of Mg in the kidney than the other diabetic groups,
and a lower Mg content in the liver, spleen and
femur than the control group. Table 4 shows the
changes in serum albumin, uric acid, urea, total
cholesterol, LDL cholesterol, triglycerides, aspar-
tate aminotransferase and alkaline phosphatase,
caused by the diabetes and the V treatment.

The bivariate study revealed the existence of a
significant relationship, among which the follow-
ing are particularly important: fasting glycaemia
correlated positively with uric acid (r = 0.54,
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Figure 1. Fasting glycaemia and serum insulin
on day 35, for control rats (C. n = 9), diabetic
streptozotocin rats (DM. n = 8), diabetic streptozo-
tocin rats treated with 1 mg V/day (DM-1mgV/d.
n = 8), and diabetic streptozotocin rats treated
with 3 mg V/day (DM-3mgV/d. n = 8). Values
shown are means + SD standard deviation.
*Mean value was significantly different from that
of the C group.

tMean value was significantly different from that
of the DM group.

‘Mean value was significantly different from that
of the DM-1mgV/d group.

P<0.05.

P<0.01), urea (r = 0.80, P<0.01), total choles-
terol (r = 0.69, P<0.01), LDL-cholesterol (r = 0.56,
P<0.01) and triglycerides (r = 0.59, P<0.01).
Serum Mg correlated negatively with uric acid
and urea (r = - 0.48, P<0.05 and r = - 0.42,
P<0.05, respectively), total cholesterol (r = -0.42,
P<0.05), LDL-cholesterol (r = -0.57, P<0.01) and
triglycerides (r =-0.53, P<0.01). Aspartate amino-
transferase activity correlated positively with
serum Mg (r = 0.56, P<0.01) and alkaline phos-
phatase (r = 0.64, P<0.01).
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Discussion

Vanadium is a trace element associated with the
regulation of glucose, improving its transport and
metabolism and increasing the sensitivity of the
insulin receptor [1]. Although some V compounds
are currently undergoing human clinical trials [1],
many aspects remain to be determined, such as
its interactions with other elements. The present
study was designed to obtain information on possi-
ble changes in the metabolism and distribution of
Mg, and any associated alterations in biochemical
parameters, following exposure to V. The results
obtained reveal the existence or otherwise of inter-
actions between these two elements in diabetic
rats and could help to clarify the role of V as an
anti-diabetic agent, as well as its toxicity.

The reasons for the specific doses used, and
observations of toxicity problems observed in the
animals thus treated, have been described in pre-
vious publications [19-21].

In the untreated diabetic rats, hyperphagia
associated with diabetes led to increased intake
of food and therefore of Mg. The absence of
significant changes in the % absorption of Mg sug-
gests that the increase in the net absorption of
the cation in these rats is a consequence of the
increased intake (table 1). Despite the increased
net absorption, the sharp increase in urinary
losses of Mg as a result of the polyuria caused
by the altered endocrine state led to Mg retained
in this group being less than in the control group
(table 1), and also produced a decrease in plasma
levels (table 2) [22].

The dose of 1 mg V/d did not produce
any metabolic correction (figure 1), and so the
behaviour of this group was similar to that of the
group of untreated diabetic rats. However, serum
Mg levels presented a downward trend. Previous
studies performed by our research group showed
that the treatment of healthy rats with 1 mg V/day
also causes a decrease in serum Mg [19]. It is
known that V stimulates Mg uptake in erythro-
cytes [14], this fact could have contributed to the
hypomagnesaemia.

An earlier study [20] showed that treatment
with 3 mgV/day produces a hypoglycaemic effect,
normalising fasting blood glucose levels (figure 1)
and food intake (¢able 1). Reduced intake causes a
decrease in net Mg absorption, but does not modify
the % absorption of Mg, which suggests that, at
this dose, the changes observed in absorbed Mg
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Table 3. Magnesium content in muscle, kidney, liver, spleen, heart and femur (mg/kg dry tissue) on
day 35 for control rats (C), diabetic streptozotocin rats (DM), diabetic streptozotocin rats treated with
1 mg V/day (DM-1mgV/d) and diabetic streptozotocin rats treated with 3 mg V/day (DM-3mgV/d).

Cn=9) DMm®m=8 DM-ImgV/d(n=8 DM-3mgV/d (n=8)

Mean SD Mean SD Mean SD Mean SD PK.w test
Gastrocnemius muscle 900 45 930 46 983 405 874 78 NS
Kidney 860 112 854 37 879 119 791 441t NS
Liver 922 123 849 130 817 111 787 35% NS
Spleen 656 38 647 56 596 46* 600 71* <0.05
Heart 713 67 719 106 706 51 676 79 NS
Femur 2,610 107 2,424 145% 1,869 367+ 1,972 229" <0.001

Values shown are means +SD standard deviation.

*Mean value was significantly different from that of the C group.
"Mean value was significantly different from that of the DM group.
iMean value was significantly different from that of the DM-1mgV/d group.

P<0.05. NS : non-significant

Table 4. Blood parameters on day 35 for control rats (C), diabetic streptozotocin rats (DM), diabetic
streptozotocin rats treated with 1 mg V/day (DM-1mgV/d), and diabetic streptozotocin rats treated with

3 mg V/day (DM-3mgV/d).

Cn=9 DM®m=8 DM-ImgV/d(n=8) DM-3mgV/d (n =8)

Mean SD Mean SD Mean SD Mean SD PR.W test
Albumin (g/L) 38 3 37 8 42 6 44 8 NS
Uric acid (umol/L) 77 18 125 24*% 262 71+t 137 36+ <0.001
Urea (mmol/L) 13 2 35 5% 36 2% 26 3xit <0.001
Total cholesterol (mmol/L) 19 02 24 04% 38 0.2+t 2.5 0.1t <0.001
LDL cholesterol (mmol/L) 09 02 11 02% 22 0.2%f 1.6 0.1%Tt <0.001
Triglycerides (mmol/L) 08 0.2 1.2 0.07%* 1.3 0.1% 1.1 0.08%! <0.001
Aspartate aminotransferase 98 10 137 15%* 88 11f 72 gt <0.001
(U/L)
Alkaline phosphatase (U/L) 91 11 189 17% 172 21% 74 9xft <0.001

Values shown are means +SD standard deviation.

*Mean value was significantly different from that of the C group.
"Mean value was significantly different from that of the DM group.
*Mean value was significantly different from that of the DM-1mgV/d group.

P<0.05. NS: non-significant

are due to changes in intake, and that there are
no interactions between the two elements in the
digestive system.

The Mg retained in the diabetic group treated
with 3 mg V/day was similar to that found in the
other diabetic groups (table 1). However, serum
Mg levels (table 1) were much lower than in the
other groups. This fact could be explained on the
basis that treatment of diabetic rats at a dose of
3 mg V/d produces higher renal losses of Mg than
those found in the control group. The normali-
sation of the glycaemia (and consequently of the
osmotic diuresis) found in diabetes could lead to
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an assumption that the renal losses of Mg would
improve. However, our results indicate that gly-
caemic control with V does not correct the renal
losses of Mg observed in diabetic rats that worsen
the Mg status. It has been found that V treatment
of diabetic rats reduces renal Na*, K*-ATPase
activity, but this does not occur in non-diabetic
rats [23]. The decrease in the activity of renal
Na*, K*-ATPase in diabetic rats may explain the
renal losses of Mg. However, we also observed
increased renal losses in both diabetic and non-
diabetic rats treated with V [19]. In our opinion,
in addition to the possible inhibition of renal Na*,
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K*-ATPase activity, other renal processes could
have been altered; for example the V may block
the transport of Mg and/or alter the expression of
Mg transporter proteins in the kidney.

The diabetic rats presented lower levels of Mg in
the femur with respect to the control group, which
could be the result of a mobilisation of the cation in
order to prevent a further decline in serum levels
and to maintain homeostasis of the cation [24].
This tissue is the largest reservoir of Mg in the
body [25].

In the 1 mg V/day group, the mobilisation of Mg
affected both the bone and the spleen. However,
in the 3 mg V/day group, Mg mobilisation was
observed in all of the tissues studied, although in
the case of the heart, the difference was not statis-
tically significant (table 3). In the latter group, the
hyperphagia was corrected and intake remained
similar to that of the control group, although renal
excretion was higher. This situation, coupled with
increased Mg uptake by erythrocytes, may have
been responsible for the increased hypomagne-
saemia. In our opinion, the cause of the greater
mobilisation of Mg from some tissues toward the
extracellular space was the need to maintain ion
homeostasis.

To determine whether the hypomagnesaemia
caused by the diabetes and aggravated by the V
treatment (table 2) affected the metabolic status of
the rats, we examined certain biochemical param-
eters related to the metabolism of Mg (table 4) [26].
The results obtained show that diabetes causes
an increase in the levels of circulating uric acid
and urea, which may be due to an increased
catabolism of amino acids [27] and to the existence
of kidney problems [28]. Furthermore, it has been
reported that even when glycaemia is controlled
with insulin, levels of urea remain significantly
increased [27].

Treatment with 1 mg V/day provoked a sharp
rise in the levels of both metabolites, while a dose
of 3 mgV/day significantly reduced both values.
However, in the latter group, the uric acid levels
were similar to those found in untreated diabetic
rats but higher than those of the control rats; urea
levels remained above those of the control rats.
Increased levels of plasma urea in diabetic rats
exposed to V have also been observed when other
compounds of V are used [29, 30].

Furthermore, it is known that Mg deficiency
affects the metabolism of proteins and nucleic
acids [26, 31, 32]. Our results indicate that dia-
betes produces hypomagnesaemia, which worsens
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with V treatment, in a dose-related fashion. In
addition, serum Mg levels correlated negatively
with those of uric acid and urea (see results). This
suggests that hypomagnesaemia may be involved
in the above-mentioned metabolic disorders.

The mobilisation of fatty acids as a result of
diabetes is known to produce alterations in lipid
metabolism. It is also known that Mg deficiency
alters the metabolism of lipoproteins by reducing
the activity of lecithin-cholesterol acyltransferase
and of lipoprotein lipase [33-35].

In the present study, diabetes was also found
to increase total-cholesterol, LDL-cholesterol and
triglycerides. The treatment with 1mgV/day
increased total-cholesterol and LDL-cholesterol,
in comparison with untreated diabetic rats,
whereas a dose of 3 mg V/day produced a down-
ward trend in these parameters in comparison
with a dose of 1 mg V/day, approaching those
found in the untreated diabetic rats. In relation
to the effect of V treatment on the lipid profile
in diabetic rats, the literature is contradictory.
Although some authors have observed increases
in cholesterol [36], others have not [37], while
various authors [30, 36, 38, 39] have found that
in treated diabetic rats, the levels of circulating
cholesterol and triglycerides tend to decrease, but
in many cases the reduction is only partial. In gen-
eral, the effects obtained vary greatly depending
on the compound, dose, and duration of treatment.
Comparing our results with those obtained with
V doses close to the highest one used in our study
(3 mg V/day), some authors, using a slightly lower
dose, reported no changes in levels of cholesterol
and triglycerides [37], and others, at a slightly
higher dose, only observed a small decrease in
cholesterol levels, compared to untreated diabetic
rats [30]. In neither of the cases discussed were
data on Mg presented.

The fact that at a dose of 3 mg V/day, levels of
urea, uric acid, total-cholesterol and triglycerides
tended to fall in comparison with the dose of 1 mg
V/day, approaching values found in the untreated
diabetic rats — despite the fact that hypomagne-
saemia found in the group treated with the dose
of 3 mg V/day remained higher than in the group
treated at the dose of 1 mg V/day — led us to con-
sider that the metabolic improvement found in the
diabetic group treated at the highest dose tested
could be related to a direct effect of V on the lipid
and protein metabolism, acting not only as a hypo-
glycaemic agent, but also as an insulin-mimetic
agent [1, 2]. Hypomagnesaemia would tend to
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aggravate the metabolic alterations caused by
diabetes, while the improvement in lipid and pro-
tein metabolism derived from the insulin-mimetic
effect of vanadium would favour its normalisation.
This would explain the fact that the higher dose
reduced these values, even though the levels in the
control rats were not reached.

Alkaline phosphatase and aspartate amino-
transferase exhibit similar behaviour patterns;
diabetes increases their activity, while V treat-
ment tends to decrease it, with a dose of 3 mg
V/day causing the activity of both enzymes to fall
below that of the control rats. There is no current
consensus as to how V affects the activity of these
enzymes. Some authors have described a partial
normalisation of their activity after the exposure
of diabetic rats to V [30], but others have found
no such effect, or have obtained indeterminate
results [29, 40]. Alkaline phosphatase is known to
be an Mg-dependent enzyme [26] that is necessary
for the uptake of pyridoxal-5-phosphate (vitamin
Bg) by the tissues, and this vitamin is a coenzyme
of aspartate aminotransferase. Furthermore, Mg
deficiency is associated with decreased alkaline
phosphatase activity and a deficit of vitamin Bg
[41]. In our opinion, hypomagnesaemia may also
account for the decrease in alkaline phosphatase
activity and thus in aspartate aminotransferase
activity. The positive correlations between aspar-
tate aminotransferase activity, serum Mg and
alkaline phosphatase (see results), support this
opinion.

In conclusion, under our experimental condi-
tions, treatment with 3 mg V/day, as BMOV, to
diabetic rats normalised glycaemia, but increased
the renal losses of Mg, that induced tissue deple-
tion of Mg. This effect could have partially
contributed to the fact that the highest dose of V
tested, failed to normalise the lipid and protein
metabolism biomarkers studied. However, further
studies of Mg dietary supplementation in diabetic
rats are needed to determine better the effects
arising from these interactions.
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Discusion

El vanadio es un elemento traza ampliamente distribuido en la naturaleza,
esencial para algunas formas de vida, pero su papel como micronutriente, su
esencialidad y su actividad biologica y farmacoldgica no se encuentran completamente
establecidas. Dicho elemento se asocia con la regulacion, incremento del transporte y
metabolismo de la glucosa, asi como con el aumento de la sensibilidad al receptor de la
insulina. Debido a los altos niveles de vanadio presentes en el medio ambiente, su
amplio uso industrial, su frecuente empleo como suplemento por diferentes tipos de
atletas (fundamentalmente culturistas) (Barceloux et al, 1999) y al creciente interés por
sus efectos farmacoldgicos, el estudio del metabolismo del vanadio constituye
actualmente una importante area de investigacion (Domingo et al, 1991; Oster et al,
1993; Domingo et al, 1995; Zaparowska et al, 1998; Thompson et al, 2006; Michibata,
2012). Aungue para algunos compuestos de vanadio se han completado los ensayos
clinicos (Thompson et al, 2006), se ha recomendado que el uso de los compuestos de
vanadio debe estar controlado hasta que se disponga de mas informacion sobre sus
posibles efectos toxicos derivados de los tratamientos crénicos.

Como se ha comentado anteriormente, actualmente muchos aspectos del
metabolismo del vanadio no se encuentran bien establecidos, como lo son las
interacciones digestivas y metabolicas con otros elementos envueltos en la defensa
antioxidante.

Segun algunos autores (Thompson et al, 2006b, Kawabe et al, 2006; Yanardag et
al, 2006), el vanadio al favorecer la metabolizacion de la glucosa, reduciria la
produccion de especies reactivas de oxigeno (ERO) y en consecuencia prevendria el
dano oxidativo ocasionado por la hiperglicemia. Pero muchos autores han asociado el
vanadio con efectos pro-oxidantes porque altera el metabolismo de diversos elementos
traza como el Mg, Fe, Cu, Zn and Se (Oster et al, 1993; Scibior et al, 2006;, 2009,
2010a, 2014; Sanchez et al, 2011, 2012, 2014 a,b). La presencia de estrés oxidativo se
encuentra asociada con cambios en la produccién de citokinas (Dye et al, 1999),
cambios inflamatorios (Pierce et al, 1996) y la presencia de tumores pulmonares (Assem
et al, 2012). Sin embargo, otros autores han sugerido que el vanadio puede actuar como

inhibidor en diferentes formas de cancer (Das et al, 2012).
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Aunque existe cierto grado de informacion sobre interacciones entre el vanadio y
selenio (Haider et al, 1998; Kumar et al, 1993; Zwolak et al, 2012) y entre el vanadio y
magnesio en ratas no diabéticas (Scibior et al, 2006,2009,2010, 2012, 2014), no existe
informacidn sobre posibles alteraciones en la homeostasis del selenio y del magnesio en
ratas diabéticas como consecuencia del tratamiento con vanadio, dos elementos muy
relacionados con la presencia de estrés oxidativo. Ademas, de su relacion con el estrés
oxidativo, también se ha puesto de manifiesto que ambos elementos se encuentran
relacionados con el metabolismo de la glucosa, y de modo similar al vanadio, participan
en el control del metabolismo de la glucosa favoreciendo la activacion de kinasas del
receptor de la insulina la translocacion del transportador GLUT 4 en las ratas diabéticas.

De acuerdo con los comentarios anteriores, en el presente estudio nos
planteamos profundizar en el efecto de la exposicion a vanadio en ratas sanas, y aportar
nuevos datos sobre si el tratamiento con vanadio a ratas diabéticas alteraba la
homeostasis del selenio y del magnesio, ademas, dada la ausencia de publicaciones
sobre este tema, también consideramos de interés estudiar si el tratamiento podria
afectar a los cambios en el metabolismo del magnesio ocasionados por la DM.

Para la realizacion del estudio se seleccion6 el bis(maltolato)oxovanadio(lV)
(BMOV), porque se ha sugerido que dicho compuesto es mas efectivo como
hipoglucemiante, mejor tolerado y menos toxico en los modelos animales que los
compuestos inorganicos de vanadio (Caravan et al, 1995; Thompson et al, 2006b).

Ademas, es un compuesto estable en soluciones acuosas (Caravan et al, 1995).

El desarrollo del trabajo se ha realizado en dos fases:
1. En la primera fase se estudio la influencia de la exposicion de ratas sanas al
BMOV sobre la homeostasis del selenio y magnesio.
2. En una segunda fase se estudiaron los cambios en la homeostasis del selenio
y magnesio ocasionados por el tratamiento con BMOV a ratas a las que se

les ha inducido una DM tipo | mediante tratamiento con STZ.

Queremos destacar que para la realizacion de la primera fase (estudios realizados
en ratas sanas) se empleo una unica dosis de vanadio (1 mg V / dia), mientras que para
la realizacién de la segunda fase (estudios realizados en ratas diabéticas) se emplearon
dos dosis de V (1 y 3 mgV / dia), este hecho se explica porque al tratar a las ratas

diabéticas con la dosis de 1 mg V / dia, no obtuvimos efecto hipoglucemiante lo que nos
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condujo a la utilizacién de una dosis mayor con la finalidad de poder asociar el efecto
hipoglucemiante con los cambios en la homeostasis de ambos elementos.

La dosis empleadas en el presente estudio (Img V / dia= 5 mg V/ kg de peso/d y
3mg V/dia = 15 mg V / kg de peso / dia) son superiores a la menor dosis descrita que
causa efectos adversos en la rata (0.8 mg V / kg de peso / dia), pero estas dosis son bajas
en comparacion con las dosis utilizadas habitualmente en otros estudios y mucho
menores que la LD50 (dosis letal %0 (40-90 mgV/kg peso/dia) (EFSA 2004 ). No
obstante, las dosis empleadas se eligieron cuidadosamente tras una larga revision de los
estudios realizados anteriormente y representan dosis intermedias de BMOV entre las
empleadas en la bibliografia (Yuen et al, 1993; Dai et al, 1995).

En nuestro estudio se observaron la presencia de desordenes gastrointestinales
en dos animales de cada uno de los grupos tratados con vanadio. Dichos animales
fueron retirados del estudio. Estos desordenes gastrointestinales también han sido
observados en otros estudios en ratas sanas (Scibior et al, 2006) y diabéticas (Oster et al,
1993).

El estudio ha dado lugar a diversas publicaciones entre las que destacamos por

mayor relacion con la Tesis que se presenta:

Sanchez C, Torres M, BermUdez-Pefia C, Aranda P, Montes-Bayon M, Sanz-Medel A,
Llopis J. Bioavailability, tissue distribution and hypoglycaemic effect of vanadium in

magnesium-deficient rats. MagnesRes 2011; 24: 196-208.

Sanchez-Gonzélez C. Bermudez-Pefia C, Trenzado CE, Goenaga-Infante H, Montes-
Bayon M, Sanz-Medel A, Llopis J. Changes in the antioxidant defence and in selenium

concentration in tissues of vanadium exposed rats. Metallomics 2012; 4: 814 — 819

Sanchez-Gonzélez C, Bermudez-Pefia C, Guerrero- Romero F, Trenzado CE, Montes-
Baydn M, Sanz-Medel A, Llopis J. Effect of bis(maltolato) oxovanadium (1V) (BMOV)
on selenium nutritional status in diabetic streptozotocin rats. Br J Nutr 2012; 108: 893-
899.

Bermudez-Pefia C, Lopez-Chaves C, Llopis J, Guerrero- Romero F, Montes-Bayon M,
Sanz-Medel A, Séanchez-Gonzalez C. Aggravation by vanadium of magnesium
deficiency in STZ-induced diabetic rats. . MagnesRes 2013; 26: 74-82.
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Con la finalidad de facilitar el seguimiento del estudio su discusion no se
realizara siguiendo la cronologia de las publicaciones, sino basdndonos en los estudios
realizados para cada elemento. De este modo, en primer lugar abordaremos la discusion
de los resultados obtenidos sobre los cambios en la homeostasis del selenio y tanto en
ratas sanas como en diabéticas, y posteriormente continuaremos con los cambios en la

homeostasis del magnesio.

5. 1. Estudios sobre el efecto del tratamiento con vanadio sobre la homeostasis del

selenio.

5.1.1. Estudios en ratas sanas. (Changes in the antioxidant defence and in selenium
concentration in tissues of vanadium exposed rats. Metallomics 2012; 4: 814 — 819;
Exposure to vanadium (1V) increases levels of hepcidin mRNA and impairs the
homeostasis of iron, Acta Physiologica 2014; 212 S 698: 66).

El selenio es un elemento traza esencial asociado a un amplio nimero de
selenoproteinas que participan en un gran nimero de procesos biolégicos como la
defensa antioxidante, la sintesis de hormonas tiroideas, la proteccion contra la toxicidad
debida a metales pesados, respuesta inmunitaria, etc. (Mataix y Llopis, 2009).

Existen pocos estudios en los que se relacione las acciones del vanadio y selenio
en mamiferos, pero los resultados obtenidos muestran que el selenio puede interactuar
con el vanadio (Zwolak et al, 2012). También se ha descrito que el selenio puede
proteger contra los efectos neurotoxicos del vanadio en todas las éareas cerebrales
(Haider et al, 1998) y ayudar a proteger el higado contra los efectos toxicos del vanadio
(peroxidacion lipidica y dafios estructurales, cuando se suministra en combinacidon con
el agente quelante Tiron (Srivastava et al, 2005). También se ha sugerido que el selenio
puede actuar como protector contra los efectos toxicos del vanadio en cultivos celulares
de neuronas Balb/3 T3 (Zwolak et al, 2012). Ademas se conoce que el selenio al igual
que el vanadio participa en la cadena de sefalizacion de la insulina activando la MAP y
S6 kinasas (Hei et al, 1998).

En este trabajo, nuestro objetivo fue determinar los cambios en la
biodisponibilidad y distribucion tisular del selenio y en la defensa antioxidante tras la

exposicion a BMQOV en ratas sanas.
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5.1.1.1. Efecto de la exposicion al V (1V) sobre el peso corporal, ingesta de

alimentos y agua y niveles circulantes de glucosa y leptina.

La ingesta de vanadio (1 mg V /dia) como BMOV causé una reduccion en la
ingesta de alimentos y agua (= 15% y 50% respectivamente), la cual se asocio con una
reduccion en la ganancia de peso (= 20%) (Tabla 1).

Grupos C V
Peso corporal en el dia 0 (g) 200+14  198+8
Peso corporal en el dia 35 (Q) 296+30 236+24°
Ingesta de alimento (g/dia) 15.5+2.5 13.2+1.6°
Ingesta de agua (mL/dia) 16.6+4.3 8.3+1.9°
Ingesta de V (ug/dia) 1.01+0.2 1038+208°
Leptina sérica en el dia 35 (ng/L) 16.3+4.4 5.9+2.3°

Glucemia en ayunas en el dia 35 (mg/dL)  90+7 79+7

Tabla 1. Peso de las ratas al inicio y fin del periodo experimental e ingestas medias de alimento, agua y
vanadio, en la Ultima semana de estudio (dias 28-35) y niveles circulantes de leptina y glucosa en ayunas
en el dia 35 de estudio. Valores medios + SD, C (ratas control; V (ratas expuestas a 1mgV/dia). * C vs. V,
P<0.05.

Estos efectos del vanadio sobre las ingestas de alimento y agua, asi como su
repercusion sobre la ganancia de peso también han sido observados por otros autores en
anteriores publicaciones (Oster et al, 1993; Scibior A et al, 2006). Como se muestra en
la Tabla 1, el vanadio también disminuye los niveles séricos de leptina. La leptina es
una adipoquina sintetizada principalmente por el tejido adiposo. Esta hormona participa
en la regulacion del apetito ya que reduce la ingesta de alimento y el gasto energético
(Jéquier, 2002; Almanza-Perez, 2008). La menor ganancia de peso ocasionada por la
ingesta de vanadio, indica la presencia de una menor masa de tejido adiposo, lo que
conduciria a menores niveles de leptina sérica y a un incremento de la ingesta de
alimento y peso corporal. Sin embargo, en nuestro estudio se encontrd lo contrario, lo
qgue pudo deberse a la accion directa del cation sobre el sistema nervioso central
estimulando la captacion local de glucosa (Meyerovitch et al, 1989).

También se ha observado que el vanadio incrementa la transduccién de la sefial
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de la leptina (Wilsey et al, 2005). Esto podria explicar el por que niveles menores de
leptina estuvieron acompafiados de una reduccion de la ingesta de alimento y del peso
corporal. Otros autores han referido que el vanadio reduce la ingesta de alimentos pero
no el peso corporal (Adachi et al, 2000).

Algunas de estas discrepancias podrian deberse a las diferentes dosis y tipos de
compuestos de vanadio utilizados, asi como el tiempo de duracién de los experimentos
descritos.

El tratamiento con 1 mg V/dia no ha mostrado un efecto significate en los
niveles de la glucosa en ayunas de las ratas sanas. Este hecho ha sido también observado

en estudios previos (Oster et al, 1993; Majithiya et al, 2005) (Tabla 1).

5.1.1.2. Efecto de la exposicion del vanadio (IV) sobre la absorcion del selenio

La absorcion del selenio fue calculada como la diferencia entre la ingesta y la
excrecion fecal del selenio. En nuestras condiciones experimentales, el tratamiento con
vanadio ocasion6 un fuerte decremento (42%) en la absorcion del selenio (control 0.79+
0.05 vs. tratadas 0.49 + 0.15 mg Se por dia, P <0.01). Creemos que este hecho es debido
a la participacion de varios factores. Por un lado, la reduccion de la ingesta permitio una
reduccion en la absorcion del selenio; sin embargo, el leve decremento en la ingesta
(15%) no fue suficientemente para representar la caida en el selenio absorbido. Por otro
lado, es conocido que el vanadio puede inhibir la actividad de Na'/K" ATPasa en
diferentes tejidos (Ardiiser et al, 1985). La inhibicion de la ATPasa podria ser uno de
los mecanismos responsables de la reduccion en la absorcion. Ademas, las altas
concentraciones del vanadio en el digestivo podria desplazar el selenio desde sus
ligandos de union (Nielsen, 1996), favoreciendo asi una reduccion en la absorcion del
selenio.

Estos resultados muestran que, a nivel del aparato digestivo, el tratamiento tiene

un importante efecto negativo en la absorcion del selenio de las ratas sanas.
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5.1.1.3. Efecto de la exposicion al vanadio (IV) sobre parametros

hematologicos y distribucion del selenio en los tejidos.

Actualmente existen discrepancias en relacion a los cambios hematologicos
provocados por el tratamiento con vanadio en ratas no diabéticas. Algunos autores han
encontrado que estos valores disminuyen (Zaparowska et al, 1998; Scibior et al, 2006)
mientras que otros, utilizando altas dosis de BMOV (9.2 mg V por kg peso/dia ) por
periodos prolongados (12 semanas) no han observado tales cambios (Dai et al, 1995).
Se ha indicado que el vanadio produce cambios peroxidativos en la membrana
eritrocitaria reduciendo la deformidad eritrocitaria lo que favoreceria la hemdlisis.
También se ha sugerido que el tratamiento puede provocar un desorden en la
eritropoyesis y la maduracion eritrocitaria (Zaparowska et al, 1998; Scibior et al, 2006).

En nuestras condiciones experimentales las ratas sanas expuestas al BMOV
también presentaron una tendencia a la reduccidén en el numero de eritrocitos y de

hemoglobina (Fig. 10).
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Figura 10.- Parametros hematoldgicos y contenido de selenio sérico.
Grupo control (C); grupo tratado con 1mg de V por dia (V). (a) P<0.05
Eritrocitos (x 10° mm™); Hb (g dI™); Leucocitos (x 103 mm); Linfocitos (%); Se sérico (mg | 7).
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El decremento en los linfocitos pareci6 deberse principalmente a la leucopenia
provocada por el vanadio. No obstante, no existe consenso sobre como el vanadio afecta
al numero de leucocitos (Domingo et al, 1995; Zaparowska et al, 1998; Scibior et al,
2006).

En cuanto a la concentracion del selenio en los tejidos, el tratamiento provocd un
fuerte descenso en el contenido de selenio sérico (Fig. 10), rifiones e higado (Fig. 11).
Sin embargo, el contenido de selenio en el fémur, corazon incremento ligeramente y
permanecid sin cambios en el musculo y el tejido adiposo. En nuestra opinidn, la
reduccién de la absorcion podria ser el principal factor responsable de la deplecion del
selenio en los tejidos. Sin embargo, el hecho de que la deplecion fue medida en el rifion
e higado, 6rganos con altas concentraciones de selenio (Navarro-Alarcon et al, 2008) y
donde mayormente se acuso el incremento del contenido del vanadio (S&nchezet al,
2011) nos permitido suponer que el vanadio provocd un desplazamiento del selenio

desde sus ligandos de union en estos tejidos, agravando la deplecion tisular.
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Figura 11.- Contenido de selenio en rifiones, higado, corazén, fémur, musculo gastrocnemio y tejido
adiposo (mg / kg de tejido seco) en el dia 35.Grupo control (C); grupo tratado con 1mg de V por dia (V).
(a) P<0.05

Los resultados del andlisis bivariado confirm6 la existencia de una fuerte
relacion inversa entre la ingesta de vanadio y los niveles séricos del selenio ( r = -
0.888; p <0.001), del contenido de selenio en rifidon (( r = - 0.821; p <0.001) y del
contenido de selenio en el higado (r=-0.929; P< 0.001).
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5.1.1.4. Efecto de la exposicion el vanadio (IV) sobre parametros relacionados con

la defensa antioxidante y con la respuesta inflamatoria.

Con el fin de determinar si la deplecion tisular del selenio afecta el estado
antioxidante, determinamos la capacidad total antioxidante (CTA) del suero y la
actividad de cuatro enzimas (GPx, GST, CAT y NQOI1), de peroxidacion lipidica
(MDA, Malondialdehido) y oxidacion proteica (grupos carbonilo) en el higado. El
tratamiento disminuyo la actividad de la GPx, GST y la NQO1 (Fig. 12), no tuvo
efectos significativos sobre la CTA (Fig. 13) y actividad de la CAT, y provocod un
incremento en el nivel de la lipoperoxidaciéon lipidica (MDA) y oxidacidon proteica
(grupos carbonilo). La GPx es una selenoproteina que estd relacionada con la defensa
oxidativa y se encuentra muy relacionada con el estado nutricional del selenio (Hafeman
et al, 1974). NQOI es una enzima citosolica la cual cataliza la reducciéon de quinona, asi
protege las células del dafio oxidativo. La actividad de la NQOI incrementa en
respuesta a xenobioticos, oxidantes, metales pesados y carcinogénesis, lo que sugiere
que la enzima pudiera ofrecer proteccion contra el efecto toxico de estos agentes (Dai et

al, 1995; Foppoli et al, 2005).
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Figura 12.-Actividad de la GPx (Glutation peroxidasa) (mU mg™ proteina); GST ( Glutation transferasa)

(mU/ mg proteina); CAT (Catalasa) (U/ mg proteina); NQO1 (NAD(P)H:quinona-oxidoreductasa I) (mU/

mg proteina); MDA (Malondialdehido)( nmol/ g higado); PCG (grupos carbonilo)( pmol/mg proteina), en

el higado en el dia 35 del periodo experimental. Grupo control (C); grupo tratado con 1mg de V por dia
(V). (a) P<0.05
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En anteriores estudios, también se ha observado que el tratamiento con vanadio
reducia la actividad de la GPx Se-dependiente en el higado (Oster et al, 1993), aunque
en este estudio no se relaciono con el contenido hepatico de selenio, y en los eritrocitos
(Scibior et al, 2010b). Sin embargo, otros autores no han encontrado modificaciones en
la actividad de la GPx, pero si una reduccion de la actividad de la GST en los
eritrocitos (Scibior et al, 2010). Las discrepancias en los resultados obtenidos por estos
autores podria deberse a las diferentes condiciones experimentales utilizadas en cada

Caso.
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Figura 13.- Niveles séricos de la CTA (capacidad total antioxidante) (mmol/L) , en el higado en el dia 35

del periodo experimental. Grupo control (C); grupo tratado con 1mg de V por dia (V). (a) P<0.05

El andlisis bivariado reveld que existe una alta correlacion positiva entre el
contenido de selenio en el higado y la actividad de la GPx (r = 0.873; P < 0.001 y GST
(r=0.813; P <0.001). La MDA fue inversamente correlacionada con el contenido de
selenio en el higado (r =-0.708; P <0.01).

En nuestra opinion, la deplecion del selenio pudo favorecer la reduccion de la
actividad de la GPx y GST.

En el estudio no observamos cambios significativos en la actividad de la catalasa
hepatica (CAT). Estudios previos, tampoco han observado cambios en la CAT
eritrocitaria utilizando una dosis de 9mg V / kg peso corporal / 24 horas (Scibior et al,
2010c). Sin embargo, si hubo cambios cuando la dosis fue incrementada hasta 12 mg
V/kg peso corporal / 24 horas (Scibioret al, 2010b) (en ambos casos el compuesto
empleado fue el metavanadato sddico). En nuestro caso, la dosis utilizada fue menor

que las anteriormente mencionadas (5 mg V / kg peso corporal / 24 horas).
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Recientemente estudios “in vivo” con células HepG2 (Abdelhamid et al, 2010)

mostraron que la exposicion a vanadio (metavanadato aménico) decremento la actividad
de la NQOI. Estos autores sugieren que el vanadio inhibe la expresion génica del
NQOI. Aunque hemos utilizado un compuesto diferente de vanadio y nuestros
resultados fueron obtenidos “in vivo”, estos coinciden con lo anteriormente
mencionado. El descenso de la actividad de los mencionados enzimas junto al
incremento de la peroxidacion lipidica y oxidacion proteica, sugiere la existencia de un
dafio oxidativo hepatico.
Se ha descrito la existencia una correlacion inversa entre la aparicion de enfermedad
coronaria y un bajo nivel del selenio sérico (Arnaud et al, 2006; Navarro-Alarcon et al,
2008). Por tanto, la reduccion de los niveles del selenio sérico posteriores al tratamiento
con vanadio (Fig. 11) podrian favorecer el riesgo de enfermedad cardiovascular, por
compromiso de la defensa antioxidante.

La presencia del estrés oxidativo se ha asociado a la respuesta inflamatoria y la
exposicion al vanadio se ha relacionado con la aparicion de cambios inflamatorios en el
tracto respiratorio (Pierce et al, 1996).La génesis de especies reactivas de oxigeno es
critica en la produccion de citokinas inducidas por efecto del vanadio (Dye et al, 1999).
Se ha descrito que el V¥ causo un fuerte incremento de los niveles pulmonares de
citokinas, que explicarian los efectos toxicos de este metal cuando es inhalado (Ghio et
al, 2005; Prophete et al, 2006; Cohen et al 2010). Nuestro grupo, en otros estudios, ha
puesto de manifiesto que la ingesta de vanadio incrementa significativamente los
niveles de IL-6, TNF-a. y la expresion génica de la hepcidina hepatica (Sanchez-
Gonzaélez et al, 2014a). La sintesis hepatica de hepcidina se encuentra regulada a nivel
transcripcional por la IL-6 (Nemeth et al, 2004b). El incremento en la produccion de
hepcidina mediada por el proceso inflamatorio favorece el secuestro de Fe en los
tejidos, lo que limitaria la disponibilidad de hierro para la eritropoyesis y contribuiria a
la aparicién de anemia (Ganz et al, 2011; Sdnchez-Gonzalez et al, 2014a).

En nuestro estudio, el vanadio causa la aparicion de una anemia moderada (Fig.

10), resultados que esta de acuerdo con estudios anteriores (Scibior et al, 2006, 2012).
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Aunque la estimulacion de la produccién de hepcidina por IL-6 se esta bien
definida, no podemos olvidar que otros efectos derivados de la produccion de especies
reactivas de oxigeno e inflamacion pueden haber contribuido a la aparicion de la
anemia, como la reduccion de la vida media de los eritrocitos debida a la hemolisis, la
activacion de macrofagos y el descenso de la eritropoyesis debida a un efecto directo de
las citokinas sobre los precursores de los eritrocitos junto a una inhibicion parcial de la

eritropoyetina (Ganz et al, 2011).

5.1.2. Estudios en ratas diabéticas (Effect of bis(maltolato)oxovanadium (IV)
(BMOV) on selenium nutritional status in diabetic streptozotocin rats. British
Journal of Nutrition, 2012; 108: 893-899)

La DM es una patologia que afecta el metabolismo de varios elementos traza, asi
como la actividad de enzimas relacionadas con la defensa antioxidante. Estas
circunstancias junto con los cambios metabolicos inducidos por la hiperglucemia,
pueden contribuir al desarrollo de la enfermedad.

Se ha demostrado que el vanadio es un elemento traza asociado con la
regulacion del metabolismo de la glucosa (Thompson et al, 2006a). Sin embargo, hay
poca informacion sobre las interacciones del vanadio con otros elementos en la diabetes.
Como se ha comentado anteriormente, el tratamiento con vanadio a ratas sanas causo
una deplecion tisular del selenio, la cual comprometio el estado nutricional del selenio y
las defensas antioxidantes en los tejidos.

En vista de la falta de informacion entre las interacciones entre el Se-V en ratas
diabéticas, decidimos tratar ratas diabéticas inducidas con estreptozotocina (STZ) en las
mismas condiciones que habiamos empleado en las ratas sanas. Sin embargo, como ya
se ha comentado, la falta de efecto hipoglucemiante de la dosis de 1 mg V/dia, nos
condujo a repetir los experimentos con dosis mayores (3mg V/dia aproximadamente 15
mg V/kg de peso corporal por dia) con el fin de estudiar la biodisponibilidad y
distribucion tisular del selenio, y su relacion con algunos indicadores del estado

nutricional de este elemento, antioxidantes e inflamatorios.
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5.1.2.1. Efecto del tratamiento con vanadio (IV) a ratas diabéticas-STZ sobre los

niveles de glucosa e insulina séricos.

El tratamiento con vanadio de Img /dia (DMV) no causé cambios significativos
en los niveles glucémicos durante los primeros 28 dias, cuando se comparan con las
ratas diabéticas no tratadas (DM). Los altos niveles de glucemia observados en el dia 35
en el grupo DMV, con respecto al grupo DM, podria deberse a que la estreptozotocina
puede producir un dafo pancredtico mas severo en algunas ratas (variabilidad
interindividual), y esta circunstancia se pudo presentar al final del periodo experimental.

La dosis de 3mg V/d normalizé los niveles glucémicos en las ratas diabéticas,
desde la primera semana del tratamiento. Estos resultados coinciden con los aportados
en publicaciones anteriores (Majithiya et al, 2005; Qian et al, 2000; Cam et al, 1999)
(Fig. 14).
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Figura 14.- Glucemia en ayunas durante el periodo experimental (mmol/l).
(a)C vs DM; (b) control vs DMV; (¢) control vs DMVH; (d) DM vs DMV; (e¢) DM vs DMVH;
(f) DMVvs DMVH. P<0.05.
C (control) ; DM(grupo de ratas diabéticas-STZ); DMV (grupo de ratas diabéticas tratadas con 1mg
V/dia); DMVH (grupo de ratas diabéticas tratadas con 3mg V/dia)
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No obstante, algunos autores han observado que aunque el vanadio ejerce un
efecto hipoglucemiante, los niveles glucémicos normales no fueron alcanzados
(Yanardag et al, 2006; Oster et al, 1993; Facchini et al, 2006; Tas et al, 2007). Esto
podria deberse a varios factores: como es el uso de diferentes compuestos y dosis del
vanadio, la duracion de los ensayos, la metodologia empleada para determinar los
niveles de glucosa, la respuesta a la dosis de estreptozotocina utilizada o la variabilidad
en los animales.

Las ratas diabéticas presentaron un nivel de insulinemia inferior al observado en
el grupo control, debido a la destruccion de las células beta causada por la
estreptozotocina. El tratamiento con vanadio, independientemente de la dosis aplicada,

no tuvo efectos en los niveles séricos de insulina (Fig. 15).
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Figura 15.- Insulina sérica (ng/mL) en el dia 35 del periodo experimental.(a) Valores significativamente
diferentes al grupo control (C); (b) Valores significativamente diferentes al grupo de ratas diabéticas-STZ
(DM); (c) Valores significativamente diferentes al grupo de ratas diabéticas tratadas con 1mg V/dia
(DMV). P<0.05.

C (control) ; DM(grupo de ratas diabéticas-STZ); DMV (grupo de ratas diabéticas tratadas con 1mg
V/dia); DMVH (grupo de ratas diabéticas tratadas con 3mg V/dia)
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5.1.2.2. Efecto del tratamiento con vanadio (IV) a ratas diabéticas-STZ, sobre el

peso corporal, ingesta de alimentos y agua y niveles circulantes de leptina.

En las ratas diabéticas control (no tratadas) (DM) no se aprecioé un incremento

del peso corporal significativo durante el periodo experimental (Fig. 16), debido al

hipercatabolismo que acompafia a la enfermedad, aunque las ratas presentaron

polidipsia y polifagia.

La ratas diabéticas tratadas con vanadio (grupos DMV y DMVH) no presentaron

cambios significativos en el peso (Oster et al, 1993) (Fig. 16), aunque la ingesta de

alimentos disminuy6 con el tratamiento, siendo dicho descenso paralelo al incremento

de la dosis de vanadio y alcanzando valores similares al grupo de ratas control en el

caso de la dosis de 3mg V/d (Fig.17).
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Figura 16.- Peso corporal en los dias 0 y 35 (g).

(@ CvsDM o DMV o DMVH; (b) DM vs DMV 0 DMVH; (c) DMV vs DMVH. P<0.05.

C (control) ; DM(grupo de ratas diabéticas-STZ); DMV (grupo de ratas diabéticas tratadas con 1mg

V/dia); DMVH (grupo de ratas diabéticas tratadas con 3mg V/dia)
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Figura 17.-Ingesta de alimentos (g/dia) e ingesta de agua (mL/dia) durante el periodo experimental.
(@ CvsDM o DMV o0 DMVH; (b) DM vs DMV o0 DMVH,; (c) DMV vs DMVH. P<0.05.
C (control) ; DM(grupo de ratas diabéticas-STZ); DMV (grupo de ratas diabéticas tratadas con 1mg
V/dia); DMVH (grupo de ratas diabéticas tratadas con 3mg V/dia)

El descenso de los niveles séricos de leptina (Fig. 18) en las ratas diabéticas-STZ
(DM), probablemente causado por las pérdidas de peso corporales, deberia haber
causado un fuerte incremento del apetito dirigido a restaurar los depésitos corporales de
energia y ser el responsable de la hiperfagia presente en este grupo (Kirel et al, 2000).
Como se ha comentado la leptina es una adipokina que participa en la regulacion del
apetito y que es sintetizada principalmente en el tejido adiposo.

Del mismo modo que ocurre con las ratas sanas el tratamiento con 1 mg V/dia
(DMV) produce una reduccion de los niveles séricos de leptina, de las ingestas de
alimento y agua y del peso corporal, cuando comparamos este grupo con las ratas
control. Estos resultados confirman los obtenidos en las ratas sanas (anteriormente
descritos) y la hipétesis de que se han podido deber a la accidn directa del catidn sobre
el sistema nervioso central incrementando la transduccion de la sefial de la leptina
(Wilsey et al, 2006).
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Figura 18.-valores séricos de leptina (ng/L) en el dia 35 del periodo experimental.
(@) C vs DM 0 DMV 0 DMVH; (b) DM vs DMV 0 DMVH ; (c) DMV vs DMVH. P<0.05.
C (control) ; DM(grupo de ratas diabéticas-STZ); DMV (grupo de ratas diabéticas tratadas con 1mg
V/dia); DMVH (grupo de ratas diabéticas tratadas con 3mg V/dia)

El tratamiento con 3 mg V/dia (DMVH) disminuy0 las ingestas de alimento y
agua (redujo la hiperfagia y polidipsia) e incremento los niveles circulantes de leptina
aproximandose a los valores controles (Fig. 18). Estos hechos ponen de manifiesto que
dicha dosis tuvo un claro efecto antidiabético. Los mayores niveles de leptina podrian
explicar la reduccion de las ingestas de alimento y agua cuando se comparan con los
grupos DM y DMV. Sin embargo, la ganancia de peso en este grupo fue similar a la
observada en los grupos DM y DMV. Por tanto, las ratas del grupo DMVH tenian una
masa adiposa similar a la de los grupos DM y DMV. Como se ha mencionado
anteriormente, la secrecion de leptina se encuentra directamente relacionada con la masa
de tejido adiposo, pero también se conoce que una gran proporcion de la variabilidad
interindividual en los niveles circulantes de leptina es independiente de la grasa corporal
(Jequier, 2002). Se sabe que la secrecion de leptina se encuentra regulada por
mediadores inflamatorios (Likuni et al, 2008). Los niveles de leptina incrementan tras la
exposicion a citokinas proinflamatorias como TNF-a, IL-1 y IL-6 (Li et al, 2006.) y, a la
vez, la produccion de leptina facilita la secrecion de citokinas proinflamatorias (Likuni
et al, 2008).
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c DM DMV DMVH P test
PCR (mg/L) 2.0£0.4 2.1+0.3 5.9+0.8%" 5.3+1.2%" P< 0.001
IL-1B (pg/mL) 56428 51425 6554 80+42 NS
IL-6 (pg/mL) 127469 69+22 139451 24078 ° P<0.01
TNF-a (pg/mL) 7.742.0 7.1£3.9 10.743.1 0.9+4.9 NS

Tabla 2.- Niveles séricos de proteina-C reactiva (PCR), interleukina-1f (IL-1p), interleukina-6 (IL-6) y
factor de necrosis tumoural alfa (TNF-a) en el dia 35. Valores medios + SD; @ Valores
significativamente diferentes al grupo control (C); ® Valores significativamente diferentes al grupo de
ratas diabéticas-STZ (DM); © Valores significativamente diferentes al grupo de ratas diabéticas tratadas
con 1mg V/dia (DMV). P<0.05.

En nuestra opinidn, el fuerte incremento de los niveles circulante de IL-6
producidos por la dosis de 3 mg V/dia (Tabla2), podrian haber causado el incremento de
la secrecion de leptina, aunque la masa de tejido adiposo de las ratas de este grupo fue
similar a las de los grupos DM y DMV. Ademas, el incremento de la secrecion de
leptina podria haber favorecido el efecto hipoglucemiante del vanadio, ya que la leptina
también mejora la tolerancia a la glucosa (Jéquier, 2002).

5.1.2.3. Efecto del tratamiento con vanadio (IV) a ratas diabéticas-STZ, sobre la

absorcion, retencion y contenido de selenio en tejidos.

La diabetes (DM) incremento los valores netos de selenio absorbido y retenido,
aunque cuando se expresan como % de absorcion o % de la retencién, no se encuentran
cambios significativos (Figs. 20 y 21). Los incrementos de los valores netos de selenio
absorbido y retenido, fueron una consecuencia de las mayores ingestas de alimento (Fig.
19) y esta mayor absorcion fue la responsable de los mayores niveles séricos de selenio

encontrados en el grupo de ratas diabéticas (Fig. 22).
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=C ® DM ®"DMV ®DMVH

Figura 19.- Ingesta (l) (g/dia), excrecion fecal (F) (ug/dia), y excrecién urinaria (U) (ug/dia) de selenio

en la dltima semana del periodo experimental (dias 28 y 35).

(a) Cvs DM o DMV 0 DMVH; (b) DM vs DMV 0 DMVH ; (c) DMV vs DMVH. P<0.05.

C (control) ; DM(grupo de ratas diabéticas-STZ); DMV (grupo de ratas diabéticas tratadas con 1mg

V/dia); DMVH (grupo de ratas diabéticas tratadas con 3mg V/dia)
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Figura 20- Selenio absorbido (A=(l- F) (ug/dia) y % de absorcidn de Se (A%=(A/1)x100) en la Gltima

(@)

semana del periodo experimental (dias 28 y 35).
C vs DM o0 DMV o0 DMVH; (b) DM vs DMV o0 DMVH ; (c) DMV vs DMVH. P<0.05.

C (control) ; DM(grupo de ratas diabéticas-STZ); DMV (grupo de ratas diabéticas tratadas con 1mg

V/dia); DMVH (grupo de ratas diabéticas tratadas con 3mg V/dia).
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El tratamiento con 1mg V/d (grupo DMV) no ejercié ningun efecto sobre la
glucemia en ayunas, pero en comparacion con las ratas diabéticas no tratadas (DM),
hubo un decremento en la ingesta de alimento y en las cantidades netas del selenio
absorbido y retenido (Figuras 20 y 21). En nuestra opinion, la menor absorcion y
retencion del selenio en el grupo DMV pareci6 responder a los cambios en la ingesta de
alimentos producida por el tratamiento.

La dosis de 3mg V/d (DMVH) tuvo un claro efecto antidiabético, normalizando
los niveles glucémicos (Fig. 14) y reduciendo la ingesta de alimentos a niveles similares

a los encontrados en el grupo control (Fig. 19).
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Figura 21.- Retencion (R= I- (F+U) (ug/dia)) y% de retencion (R%= (R/I) x100) del selenio en la
Gltima semana del periodo experimental (dias 28 y 35).
(& CvsDM o DMV o DMVH; (b) DM vs DMV o0 DMVH ; (c) DMV vs DMVH. P<0.05.
C (control) ; DM(grupo de ratas diabéticas-STZ); DMV (grupo de ratas diabéticas tratadas con 1mg
V/dia); DMVH (grupo de ratas diabéticas tratadas con 3mg V/dia)

144



Discusion

18 -

16 - mC

14 - LR

12 1 DMV

0] ab H OMVH

a
2 a abc
a _

o _ il =am

WV sérico Se sérico

Figura 22.- Selenio y vanadio séricos en el dia 35 del periodo experimental.
(@) C vs DM 0 DMV 0 DMVH; (b) DM vs DMV o0 DMVH; (c) DMV vs DMVH. P<0.05.
C (control) ; DM(grupo de ratas diabéticas-STZ); DMV (grupo de ratas diabéticas tratadas con 1mg
V/dia); DMVH (grupo de ratas diabéticas tratadas con 3mg V/dia)

Ademas, a esta dosis el vanadio produjo una severa reduccion en las pérdidas
urinarias (Fig. 19) y de la absorcion (Fig. 20). Creemos que la causa principal de esta
dréstica reduccion en el selenio absorbido podria deberse a la reduccion de la ingesta de
selenio (Fig. 19). Sin embargo, la alta concentracion de vanadio en el intestino pudiera
también interferir con la absorcion del selenio (Ardiiser et al, 1985; F. H. Nielsen,
1996). Las correlaciones negativas encontradas entre la ingesta de vanadio y del selenio
absorbido (r = -0.556; p<0.01) corroboran las observaciones anteriores. La reduccion de
la pérdidas urinarias de selenio que se observa en este grupo (Fig. 19), pueden haber
constituido un mecanismo compensador para evitar un deplecion del ion. Bajo
condiciones fisioldgicas, la homeostasis del selenio se encuentra basicamente regulada
por la excrecion urinaria (Navarro-Alarcon et al, 2008; Gammelgaard et al, 2008). En
nuestra opinion, la reduccién de la absorcion encontrada en el grupo DMVH, habria
sido la causante de los menores niveles séricos de selenio en suero (Fig. 22) y en los
tejidos (rifdn, higado y bazo) (Fig. 22)

El incremento de la retencidn corporal del selenio causada por la diabetes se explica por
el incremento de los niveles séricos y del contenido de selenio en los tejidos en las ratas
diabéticas (Fig. 23).
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Musculo gastrocnemio Rifidn Higado Bazo

Figura 23.- Contenido de selenio en musculo gastrocnemio, rifién, higado y bazo (mg/kg tejido seco) en
el dia 35 del periodo experimental.
(@) CvsDM o DMV o DMVH; (b) DM vs DMV o DMVH; (c) DMV vs DMVH. P<0.05.
C (control) ; DM(grupo de ratas diabéticas-STZ); DMV (grupo de ratas diabéticas tratadas con 1mg
V/dia); DMVH (grupo de ratas diabéticas tratadas con 3mg V/dia).

Las correlaciones encontradas entre la ingesta de selenio y su contenido en los
tejidos corroboran esta hipétesis. La ingesta de selenio correlaciond positivamente con
el contenido de selenio en el rifion (r = 0.790; P<0.001), higado (r = 0.840; P<0.001),
bazo (r = 0.593; P<0.001) y corazén (r = 0.529; P<0.01). El selenio absorbido
correlacion6 positivamente con sus niveles séricos (r = 0.870; P<0.001), contenido en el
rifion (r = 0.876; P<0.001), higado (r = 0.880; P<0.001), bazo (r = 0.664; P<0.001) y
corazén (r = 0.420; P<0.05).

Pensamos que la reduccion del selenio retenido es responsable del leve

decremento del contenido de selenio en el higado y el bazo.
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5.1.2.4. Efecto del tratamiento con vanadio (IV) a ratas diabéticas-STZ, sobre el

estado antioxidante.

Con el fin de determinar si la deplecion tisular del selenio afectaba el estado
antioxidante, estudiamos la capacidad total antioxidante del suero (CTA) y la actividad
de diversas enzimas glutation peroxidasa (GPx), glutation reductasa (GR), glutation
transferasa (GST), catalasa (CAT) y NAD(P)H:quinona-oxireductasa-1 (NQOL1), y los
niveles de peroxidacion lipidica (MDA, Malondialdehido) y oxidacion proteica (grupos
carbonilo) en el higado. Los resultados mostraron que en las ratas diabéticas sin
tratamiento (DM), los niveles de CTA disminuyeron, mientras que en el higado, la
actividad de la GPx y NQO1 incremento, que la GR permaneci6 sin cambios y la GST y
CAT disminuyeron (Figs. 24 y 25). El incremento de la actividad de la GPx esta
relacionada con el mayor contenido hepatico de selenio encontrado en este grupo. La
GPx hepatica se ha puesto de manifiesto que se encuentra altamente relacionada con el
estado nutricional del selenio (Shuang-Qing Zhang et al, 2008). En relacion a la GSH,
en publicaciones anteriores se ha observado la presencia de bajos niveles de GSH en los
eritrocitos de paciente diabéticos (Lei XG et al, 2007). En las condiciones
experimentales de nuestro estudio, la degradacion del GSH explicaria la reduccion de la

actividad de la GST encontrada en este grupo.
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Figura 24.- Capacidad total antioxidante (CAT) (mmol/l) en el plasma y de los niveles de las enzimas:
glutation peroxidasa (GSH-Px) (pkat/g protein); glutation reductasa (GR) (ukat/g protein), glutation
transferasa (GST) (pkat/g protein) en el dia 35 del periodo experimental.

(d CvsDMo DMV o DMVH; (b) DM vs DMV 0 DMVH; (c) DMV vs DMVH. P<0.05.
C (control); DM (grupo de ratas diabéticas-STZ); DMV (grupo de ratas diabéticas tratadas con 1mg
V/dia); DMVH (grupo de ratas diabéticas tratadas con 3mg V/dia)
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Figura 25.- NAD(P)H: quinina-oxidoreductasa-1 (NQO1) (mU/mg proteina).
(@) C vs DM 0 DMV o0 DMVH; (b) DM vs DMV 0 DMVH ; (c) DMV vs DMVH. P<0.05.
C (control) ; DM(grupo de ratas diabéticas-STZ); DMV (grupo de ratas diabéticas tratadas con 1mg
V/dia); DMVH (grupo de ratas diabéticas tratadas con 3mg V/dia)

El tratamiento con vanadio, independientemente de la dosis empleada, no afect6
la CTA (Fig. 24). Otros autores, en estudios previos (Scibior et al, 2010c), han
observado que no hay cambios significativos en CTA tras el tratamiento con vanadio.

Se ha observado que la exposicion al vanadio resulta en una deplecion de la
reservas de GSH, las cuales incrementan la vulnerabilidad de la peroxidacion lipidica
(Valko et al, 2005; Bycczkowski et al, 1998; Cuesta et al, 2011). Los resultados
obtenidos en el presente estudio muestran que el tratamiento con Img /dia de V (DMV)
a ratas diabéticas no modifica la glucemia (Fig. 14), pero produce un leve decremento
en la ingesta de alimento, selenio absorbido y retenido en el higado y bazo (Fig. 23). La
disminucion del selenio en el higado va acompafnada por una reduccion en la actividad
de la GPx (fig. 24), incrementos de la oxidacion proteica hepatica (grupos carbonilo) y
sin cambios significativos de la peroxidacion lipidica (MDA) (Fig. 26), cuando lo

comparamos con el grupo de ratas diabéticas sin tratamiento (DM).

148


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Scibior%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20352315

Discusion

250
200
150 4 mC
W DM
100 DY
abc
m DMWH
50 . -
0 A T
MDA PCG

Figura 26.- Malondialdehido (MDA) (nmol/g higado) y niveles de grupos carbonilo (pm/mg proteina).
(a) C vs DM 0 DMV o0 DMVH; (b) DM vs DMV o0 DMVH; (c) DMV vs DMVH. P<0.05. C (control) ;
DM(grupo de ratas diabéticas-STZ); DMV (grupo de ratas diabéticas tratadas con 1mg V/dia); DMVH

(grupo de ratas diabéticas tratadas con 3mg V/dia)

El tratamiento con 3mg V/d induce un claro efecto antidiabético, normalizando
la ingesta de alimentos y la glucemia en ayunas (Fig. 14 y 17). Ademas, produjo un
descenso en la absorcion del selenio y el contenido de este en varios tejidos (Fig. 20 y
23). Esta fuerte deplecion del selenio en higado podria ser responsable de la reduccioén
de la actividad de la GPx. Diversos estudios (Oster et al, 1993; Bycczkowski et al,
1998) han mostrado que la disminucion de la GSH (Valko et al, 2005; Bycczkowski et
al, 1998; Cuesta et al, 2011) podria ser responsable de la reduccion de la GST y también
contribuir a la menor actividad de la GPx. Los niveles mas bajos de la actividad de
estas enzimas podria estar relacionado con los altos niveles de MDA y grupos carbonilo
en el higado encontrados en este grupo (Fig. 26). El andlisis bivariado mostrd una alta
correlacion positiva entre el contenido hepatico del selenio y la actividad de la enzima
GPx (r=0.941; p<0.001), y una correlacion negativa con MDA (R = - 0.529; p<0.01).

Como se ha comentado para las ratas sanas tratadas con vanadio, la presencia del
estrés oxidativo se encuentra asociado a la respuesta inflamatoria y la exposicion al
vanadio se ha relacionado con la aparicién de cambios inflamatorios. La génesis de
especies reactivas de oxigeno es de gran importancia en la produccion de citokinas

inducidas por efecto del vanadio (Dye et al., 1999).
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En este estudio hemos puesto de manifiesto que la ingesta de vanadio
incrementa significativamente los niveles de PCR y IL-6 (Tabla 2). Actualmente se
piensa que los incrementos de los niveles de citokinas pueden explicar, en parte, los
efectos toxicos de este metal cuando es inhalado (Ghio and Cohen, 2005; Prophete et
al., 2006; Cohen et al., 2010).

Por tanto, bajo nuestras condiciones experimentales, el tratamiento con vanadio
a ratas diabéticas causé una deplecion tisular del selenio que comprometio el estado
nutricional del selenio y las defensas antioxidantes en los tejidos, lo que condujo a un

incremento de algunos de los parametros antiinflamatorios estudiados.

5.2.Estudios sobre el efecto del tratamiento con vanadio sobre la homeostasis del

magnesio.

5.2.1. Efecto del tratamiento con vanadio sobre la homeostasis del magnesio.
(Bioavailability, tissue distribution and hypoglycaemic effect of vanadium in

magnesium-deficient ratas. Magnesium-Research, 2011; 24 (4): 196-208).

El magnesio juega un papel estructural y regulador muy importante en nuestro
organismo. Entre sus funciones destaca el ser un i6n que activa un amplio nimero de
sistemas enzimaticos siendo esencial en el metabolismo de diversos nutrientes. Bajo el
punto de vista fisiologico, las funciones del magnesio son bien conocidas y se
encuentran descritas en un amplio nimero de publicaciones. Por otro lado, estudios
epidemiolégicos han puesto de manifiesto que, en amplios porcentajes de la poblacién,
las ingestas de magnesio en los paises occidentales se encuentra por debajo de las
ingestas recomendada. Ademas, se ha observado que la hipomagnesemia esta presente
en un amplio nimero de la poblacion adulta europea (Durlach 1988; Mataix et al,
2006). También es bien conocida la relacion entre el déficit nutricional de magnesio,
resistencia a la insulina, las alteraciones en el metabolismo y transporte de glucosa y el
riesgo de desarrollar DM tipo 2 (Guerrero-Romero et al, 2002; Barbagallo et al,2003;
Lopez-Ridaura R et al, 2004; Curiel-Garcia et al,2008; Barragan-et al, 2008; Guerrero—
Romero et al,2008; Simental-Mendia et al, 2009; Barbagallo et al2010), dicho
mecanismo se basa en el hecho de que la reduccion del magnesio intracelular inhibe la
actividad de la tirosina kinasa en el receptor de la insulina, reduce la captacion de

glucosa, al interferir con la translocacion del transportador de la glucosa (GLUT 4) y la
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utilizacion intracelular de la glucosa. El resultado de esta situacion es un incremento de
la resistencia periférica a la insulina (Yeh, et al 2003). También se ha observado que el
déficit de magnesio induce estrés oxidativo (Petrault et al, 2002).

El hecho de que magnesio y vanadio participen en el metabolismo de la glucosa,
interviniendo en los mismos procesos, nos conduce a pensar que ambos elementos
puedan estar relacionados y actlen conjuntamente en el metabolismo de los hidratos de
carbono. Por tanto, el estudio de posibles interacciones entre ambos elementos, podria

ayudar a clarificar el papel del vanadio como micronutriente y agente antidiabético.

5.2.1.1. Efecto de la exposicion a vanadio (IV) sobre la absorcion, retencién y
contenido de magnesio en los tejidos.

La absorcion de magnesio en ratas control presenta valores semejantes a los
observados en publicaciones anteriores (Lerma et al, 1993). El tratamiento con vanadio
(1 mg V/dia) BMOV no modificd la excrecion fecal ni la absorcion de magnesio
(Tabla3).

C \%
Mg Ingerido (mg/dia)  6.8+0.89  5.9+0.75°%
Mg Fecal (mg/dia) 3.53+0.93 3.44+1.11
Mg Urinario (mg/dia)  0.4+0.43 1.4+1.01°
Mg absorbido (mg/dia) 3.3£1.23  2.4+0.95

Mg absorbido (%) 48+14.4  41+16.3

Mg retenido (mg/dia)  2.9+1.64 1.0+1.47°
Mg retenido (%) 43+13.2  17+14.2°
Mg Serico (mg/L) 21+1.0 17+2.0°
V sérico (ug/L) 24+057 456+53°

Tabla 3. Utilizacion digestiva y metabdlica del Mg en la Gltima semana de estudio (dias 28-35) y valores
séricos de Mgy V en el dia 35. Valores medios + SD, C (ratas control; V (ratas expuestas a 1mgV/dia). ?
Cvs. V, P<0.05.

Sin embargo, el vanadio produjo un incremento de las pérdidas urinarias de
magnesio, causando un descenso de la retencion del cation. Estas pérdidas podrian
justificar la caida de los niveles de magnesio sérico en los animales que ingieren
vanadio (Tabla 2). Estos resultados nos muestran la existencia de interacciones entre el

vanadio y el magnesio a nivel renal.
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La menor retencion de magnesio encontrada en las ratas tratadas queda
reflejada, ademas de en los menores niveles circulantes de magnesio, en los menores
contenidos de magnesio en el fémur (Tabla 4). El hueso constituye la mayor reserva
corporal de magnesio y como consecuencia de la menor retencién, el cation fue

movilizado con la finalidad de mantener su homeostasis (Lerma et al, 1993).

Control V treated

Musculo 899.86+44.87 901.01£72.11
Rifion 859.59+111.72  867.82+106.83
Higado 922.07£123.47  900.34+141.96

Tejido adiposo  19.67 £5.31 17.16 £7.08
Femur 2609.62+107.203 2130.16+312.68°

Tabla 4.- Contenido de magnesio en musculo gastrocnemio, rifiones, higado, tejido adiposo y fémur
(mg/ kg de tejido seco) en el dia 35.Grupo control (C); grupo tratado con 1mg de V por dia (V). #P<0.05.

Podemos concluir este apartado, diciendo que el tratamiento con vanadio a ratas
sanas produce un incremento de las pérdidas renales de magnesio que conduce a un
descenso de la retencién del cation en el organismo, reflejado en la caida de los niveles

séricos y el menor contenido de magnesio en el fémur.

5.2.1.2. Efecto de la exposicion a vanadio (IV) sobre diversos parametros

bioquimicos.

Con el fin de determinar si la hipomagnesemia causada por el tratamiento y
afectd el estado metabolico de las ratas, examinamos un conjunto de parametros
bioquimicos relacionados con el metabolismo del magnesio (Tabla 5).

Los resultados obtenidos mostraron que el tratamiento con Img V/d provocd un
incremento de los niveles de urea. Se sabe que la deficiencia de magnesio afecta el
metabolismo de las proteinas y los acidos nucleicos (Durlach, 1988; Rico et al, 1995), lo
que sugiere que la hipomagnesemia pudiera haber causado la alteracion metabolica

mencionada.
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C \%
Albldmina (g/L) 3813 40+2
Acido Grico (umol/L) 77+18  49+15
Urea (mmol/L) 132 213
Colesterol total (mmol/L) 1.9+0.2 1.7£0.4
Colesterol LDL (mmol/L) 0.9+0.2 0.7+0.3
Triglicéridos (mmol/L) 0.8+0.2 0.6+0.3
Aspartato aminotranferasa (U/L) 98+10 100£21
Fosfatasa alcalina (U/L) 91+11 77+13°

Tabla 5.-Niveles séricos de alblmina, acido Urico y urea, colesterol total, colesterol LDL y actividad de
la aspartato aminotransferasa y fosfatasa alcalina del suero en el dia 35.Grupo control (C); grupo tratado
con 1mg de V por dia (V). *P<0.05.

En relacién al efecto del tratamiento con vanadio sobre el perfil lipidico de las
ratas, en nuestro estudio se observa una ligera tendencia a disminuir sin ocasionar
cambios significativos.

La actividad de la aspartato aminotransferasa no sufre cambios como
consecuencia del tratamiento, sin embargo, la actividad de la fosfatasa alcalina
disminuye significativamente. Actualmente no existe un consenso de como el vanadio
afecta la actividad de dichas enzimas. (Domingo et al, 1991; Macara, 1980). La
fosfatasa alcalina se sabe que es una enzima magnesio dependiente (Durlach, 1988) la
cual es necesaria para el consumo de piridoxal-5 fosfatasa (vitamina B6) por los tejidos
y esta vitamina es una coenzima de la aspartato aminotransferasa. También, se conoce
que la deficiencia de magnesio esta asociada con un decremento de la actividad de la
fosfatasa alcalina y una deficiencia de la vitamina B6 (Planells et al. 1997). En nuestra
opinidn, la hipomagnesemia podria haber influido en el descenso de la actividad de la
fosfatasa alcalina, pero dicho descenso ha sido insuficiente para llegar a afectar la

actividad de la aspartato aminotransferasa.
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5.2.2. Estudios sobre el efecto del tratamiento con vanadio a ratas diabéticas sobre
la homeostasis del magnesio. (Aggravation by vanadium of magnesium deficiency
in STZ-induced diabetic rats. Magnesium-Research, 2013; 26: 74-82).

Como se ha comentado anteriormente, magnesio y vanadio son dos elementos
asociados con la regulacion, incremento del transporte y metabolismo de la glucosa, asi
como el aumento de la sensibilidad al receptor de la insulina.

Este articulo se realizo con el fin de obtener informacion sobre los posibles
cambios en el metabolismo y distribucion tisular del magnesio y parametros
bioquimicos asociados al metabolismo del magnesio, tras el tratamiento de ratas
diabéticas con BMOV.

Los resultados obtenidos pueden ayudar a clarificar el papel del vanadio como

agente antidiabético, asi como su toxicidad.

5.2.2.1. Efecto del tratamiento con vanadio (IV) a ratas diabéticas-STZ, sobre la

absorcion, retencion y contenido de magnesio en los tejidos.

En este apartado no comentaremos los resultados relativos a cambios de peso e
ingesta, ya que se han realizado anteriormente en el apartado (4.1.2.2).

La ausencia de cambios significativos en el % de absorcion del magnesio nos
sugiere que los cambios encontrados en los niveles de magnesio absorbido en todos los
grupos estudiados son una consecuencia de los cambios de la ingesta (Figs. 27 y 28).

La dosis de 1mg V/d (DMV), como se ha comentado, no produjo ninguna
correccion metabolica (Figs. 14 y 17), y el comportamiento de este grupo fue similar al
del grupo de ratas diabéticas sin tratamiento (DM). No obstante, los niveles séricos de
magnesio presentaron una tendencia a disminuir (Fig. 30). En el apartado anterior
(4.2.1.1), se ha comentado que el tratamiento en ratas sanas con 1mg V/dia también

causaba un decremento del magnesio sérico.
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Figura 27.-Valores medios de Mg ingerido, fecal y urinario en los dias 28-35 del estudio.(a) C vs DM o
DMV o DMVH; (b) DM vs DMV 0’'DMVH; (c) DMV vs DMVH. P<0.05. C (control) ; DM(grupo de
ratas diabéticas-STZ); DMV (grupo de ratas diabéticas tratadas con 1mg V/dia); DMVH (grupo de ratas

diabéticas tratadas con 3mg V/dia)

A pesar del incremento de la absorcion neta del magnesio observada en las ratas

diabéticas no tratadas (DM) (fig.28).el fuerte incremento de las pérdidas urinarias de

magnesio como consecuencia de la poliuria causada por el estado endocrino alterado,

provoco un descenso del magnesio retenido en este grupo (Fig. 29) y ademas, ocasiond

un decremento en los niveles plasmaticos (Abou-Seif et al, 2004) (Fig. 30).
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Fig 28.- Magnesio absorbido en los dias 28-35 del estudio. Absorbido como (I-F): absorcidn (%) como
((1-F)/1)x100..(a) C vs DM 0 DMV 0 DMVH; (b) DM vs DMV 0’'DMVH; (c) DMV vs DMVH. P<0.05.

C (control) ; DM(grupo de ratas diabéticas-STZ); DMV (grupo de ratas diabéticas tratadas con 1mg

V/dia); DMVH (grupo de ratas diabéticas tratadas con 3mg V/dia)
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Figura 29.- Magnesio retenido en los dias 28-35 del estudio. Retenido como (I-(F+U)) y retencién (%)
como (I-(F+U))/1 x100. I= ingesta, F= excrecidn fecal y U= excrecion urinaria. .(a) C vs DM o DMV
0'DMVH; (b) DM vs DMV oDMVH ; (c) DMV vs DMVH. P<0.05. C (control) ; DM(grupo de ratas

diabéticas-STZ); DMV (grupo de ratas diabéticas tratadas con 1mg V/dia); DMVH (grupo de ratas

diabéticas tratadas con 3mg V/dia)

El tratamiento con 3 mgV/d produce un efecto hipoglucemico, normalizando los
niveles de glucosa al azar (Fig. 14) y la ingesta de agua y alimentos (Fig. 17). La menor
ingesta estuvo acompanada de una disminucion en la absorcion neta del magnesio, pero
no modifico el porcentaje de absorcion del magnesio, lo cual sugiere, que a esta dosis,
los cambios observados en la absorcion del magnesio (Fig. 28) son una consecuencia de
los cambios en la ingesta (Fig. 27) y que no existen interacciones entre estos dos

elementos a nivel digestivo.
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Figura 30.-Magnesio sérico en el dia 35. (a) C vs DM 0 DMV 0 DMVH; (b) DM vs DMV 0 DMVH ;
(c) DMV vs DMVH. P<0.05. C (control) ; DM(grupo de ratas diabéticas-STZ); DMV (grupo de ratas
diabéticas tratadas con 1mg V/dia); DMVH (grupo de ratas diabéticas tratadas con 3mg V/dia)
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El magnesio retenido en el grupo de ratas diabéticas tratadas con 3mg V/d
(DMVH) fue similar al encontrado en los otros grupos de ratas diabéticas (Fig. 29).

Sin embargo, los niveles de magnesio sérico fueron mucho mas bajos
comparados con los otros grupos (Fig. 30).

Este hecho podria explicarse sobre la base de que el tratamiento a ratas
diabéticas con de 3mg V/d produjo mayores pérdidas renales de magnesio que las
encontradas en el grupo control (Fig.27).

La normalizacion de la glucemia (y consecuentemente de la diuresis osmotica)
encontrada en la DM, permitia asumir que las perdidas renales de magnesio deberian
mejorar.

No obstante, nuestros resultados indicaron que el control glucémico con esta
dosis de vanadio, no corrigio las pérdidas renales del magnesio observadas en ratas
diabéticas, empeorando el estado nutricional en magnesio. Se ha descrito que el
tratamiento con vanadio a ratas diabéticas reduce la actividad de la Na*, K*-ATPasa
renal, pero que esto no ocurre en en ratas no diabéticas (Morsy et al, 2011).

El descenso en la actividad de la Na*, K*-ATPasa renal podria explicar las
pérdidas renales de magnesio en el grupo de ratas diabéticas no tratadas (DM). Sin
embargo, en este estudio, hemos observamos un incremento de las pérdidas renales en
ambos grupos diabéticos (Bermudez-Pena et al, 2013) y en ratas sanas (Sanchez et al,
2011) tratadas con vanadio. En nuestra opinién, ademads de una posible inhibicion de la
actividad de Na®, K™ -ATPasa, otros procesos renales podrian estar alterados, por
ejemplo el vanadio podria haber bloqueado el transportador del magnesio y /o alterar la

expresion de las proteinas transportadoras de magnesio en los tiibulos renales.
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Figura 31.-Contenido de magnesio en el tejido masculo gastrocnemio, rifiones, higado, bazo, corazon y
fémur (mg/kg tejido seco) en el dia 35.(a) C vs DM 0 DMV o0 DMVH; (b) DM vs DMV 0'DMVH ; (c)
DMV vs DMVH. P<0.05. C (control) ; DM(grupo de ratas diabéticas-STZ); DMV (grupo de ratas
diabéticas tratadas con 1mg V/dia); DMVH (grupo de ratas diabéticas tratadas con 3mg V/dia)

Las ratas diabéticas (DM) presentaron niveles bajos de magnesio en el fémur
con respecto al grupo control, lo cual pudiera ser el resultado de una movilizacion del
catién con el fin de evitar un descenso de los niveles séricos dirigido a mantener la
homeostasis del cation (Vormann, 2003), ya que el fémur es el mayor reservorio de
magnesio en el cuerpo (Lerma et al, 1995). En el grupo tratado con Img V/d (DMV), la
movilizacion del magnesio afecto al hueso y bazo. No obstante, el grupo tratado con
3mg V/d (DMVH), la movilizaciéon del magnesio se observo en todos los tejidos
estudiados, aunque en el caso del corazon, la diferencia no fue estadisticamente
significativa (Fig. 31). En este ultimo grupo (DMVH), la hiperfagia fue corregida y la
ingesta permanecid similar a la ingesta del grupo control, aunque la excrecion renal fue
mayor (Fig. 27).

Esta situacion, junto con el incremento de la captacion de magnesio por los
eritrocitos, pudiera ser responsable del incremento de la hipomagnesemia. Pensamos
que la causa de la gran movilizacion del magnesio desde los tejidos a través del espacio

extracelular fue necesaria para mantener la homeostasis.
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5.2.2.2. Efecto del tratamiento con vanadio (V) a ratas diabéticas-STZ, sobre los

parametros bioquimicos.

Con el fin de determinar si la hipomagnesemia causada por la DM y agravada
por el tratamiento con vanadio (Fig. 30) afecto el estado metabdlico de las ratas, como
en el caso de las ratas sanas, examinamos un conjunto de pardmetros bioquimicos
relacionados con el metabolismo del magnesio (Durlach, 1988) (Figs. 32, 33 y 34).

Los resultados obtenidos mostraron que la DM causa un incremento en los
niveles de acido turico y de la urea circulante (Fig. 32), los cuales son debidos al
incremento del catabolismo de los aminoacidos y a la posible existencia de problemas
renales (Blessing et al, 2011). Ademas, se ha puesto de manifiesto que incluso cuando la
glucemia esta bajo control con insulina, los niveles de la urea permanecen
significativamente elevados (Freyser et al, 1996).

El tratamiento con 1mg V/d (DMV) provocé un incremento de los niveles de
ambos metabolitos, mientras que las dosis de 3mg V/d (DMVH) reduce ambos valores
significativamente (Fig. 32). Sin embargo, en el ultimo grupo, los niveles de acido urico
fueron similares a los encontrados en el grupo de ratas diabéticas no tratadas pero
mayores que en el grupo de ratas control; los niveles de urea también se mantuvieron

por encima de los del grupo control.
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Figura 32.- Niveles séricos de albimina, acido Urico y urea en el dia 35.(a) C vs DM 0 DMV 0 DMVH,;
(b) DM vs DMV 0 DMVH ; (c) DMV vs DMVH. P<0.05. C (control) ; DM(grupo de ratas diabéticas-
STZ); DMV (grupo de ratas diabéticas tratadas con 1mg V/dia); DMVH (grupo de ratas diabéticas
tratadas con 3mg V/dia)
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El incremento de los niveles de urea plasmatica en ratas diabéticas expuestas al
vanadio, también se han observado cuando se emplearon otros compuestos del vanadio
(Domingo et al, 1991, 1992).

Es conocido que la deficiencia de magnesio afecta el metabolismo de las
proteinas y los acidos nucleicos (Durlach, 1988; Rico et al, 1995). Nuestros resultados
indican que la diabetes produjo hipomagnesemia, la cual empeor6 con el tratamiento
con vanadio, existiendo una relacion dosis-efecto (Fig. 30).

Ademas, los niveles séricos de magnesio correlacionaron negativamente con
aquellos de acido urico (r = -0.48, p<0.05) y urea (r = -0.42, p<0.05). Esto resultados
sugieren que la hipomagnesemia pudiera estar involucrada con los desordenes
metabolicos mencionados previamente.

La movilizacion de los 4acidos grasos como resultado de la DM, da lugar a
alteraciones en el metabolismo lipidico. También se conoce que la deficiencia de
magnesio altera el metabolismo de las lipoproteinas por reduccion de la actividad de la
lecitin colesterol aciltransferasa y de la lipoproteina lipasa (Rayssiguier, 1986 a,b;
Gueux etal, 1991)

En el presente estudio, se encontré que la DM incrementa el colesterol total, el
colesterol-LDL y los triglicéridos. El tratamiento con 1mg V/d (DMV) increment6 el
colesterol total y el LDL en comparacion con las ratas diabéticas sin tratamiento,
mientras que la dosis de 3mg V/d (DMVH) produjo una tendencia a la baja en estos
parametros en comparacion con la dosis de 1mg V/d, aproximéandose estos resultados a

los hallados en las ratas diabéticas sin tratamiento (DM) (Fig. 33).
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Figura 33.- Niveles séricos de colesterol total, colesterol LDL vy triglicéridos en el dia 35.
(&) Cvs DM o DMV o DMVH; (b) DM vs DMV o DMVH; (c) DMV vs DMVH. P<0.05.
C (control) ; DM(grupo de ratas diabéticas-STZ); DMV (grupo de ratas diabéticas tratadas con 1mg
V/dia); DMVH (grupo de ratas diabéticas tratadas con 3mg V/dia).

En relacion al efecto del tratamiento con vanadio sobre el perfil lipidico de las
ratas diabéticas, la literatura es contradictoria. Algunos autores han observado
incrementos en el colesterol (Al-Bayati et al, 1990), otros no (Majithiya et al, 2005),
mientras varios autores (Domingo et al, 1992; Al-Bayati et al, 1990; Ramachandran et
al, 2005; Tas et al, 2007) han observado que el tratamiento con vanadio a ratas
diabéticas, mostraron que niveles de colesterol circulante y triglicéridos tienden a
disminuir, pero en muchos casos la reduccion es solamente parcial. En general, los
efectos obtenidos varian ampliamente dependiendo del compuesto, la dosis y la
duracion del tratamiento.

Comparando nuestros resultados con los resultados de estudios que utilizaron
dosis de vanadio cercanas a la dosis mas alta de nuestro estudio (3mg V/d), algunos
autores, usando una dosis ligeramente menor, no encontraron cambios en los niveles de
colesterol y triglicéridos (Gueux et al, 1991), otros autores, empleando dosis
ligeramente superiores, solo observaron un pequefio decremento en los niveles de
colesterol (Domingo et al, 1992). En ninguno de los casos discutidos se muestran datos

sobre el magnesio.
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El hecho de que la dosis de 3mg V/d (DMVH), los niveles de urea, acido urico,
colesterol total y triglicéridos tendieron a bajar en comparacion con la dosis de Img V/d
(DMYV), aproximéandose a los valores encontrados en ratas diabéticas sin tratamiento
(Figs. 32 y 33), a pesar del hecho que la hipomagnesemia encontrada en el grupo
DMVH fue mas elevada que en el grupo DMV, nos permiti6 pensar que la mejora
encontrada a nivel metabdlico en el grupo de ratas diabéticas tratadas a altas dosis,
pudiera estar relacionado directamente con el efecto del vanadio sobre el metabolismo
de los lipidos y las proteinas, al actuar como agente hipoglucemiante, e
insulinomimético (Kawabe, 2006). La hipomagnesemia tiende a agravar las alteraciones
metabolicas causadas por la diabetes, mientras que la mejoria en el metabolismo de los
lipidos y proteinas derivado desde el efecto insulinomimético del vanadio favoreceria su
normalizacion. Esto explicaria el hecho de que a dosis altas estos valores se reducen,

aunque no se alcancen los niveles de los del grupo control.
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Figura 34- Actividad de la aspartato aminotransferasa y la fosfatas alcalina en suero.
(a) Cvs DM 0 DMV o0 DMVH,; (b) DM vs DMV o0 DMVH ; (c) DMV vs DMVH. P<0.05. C (control) ;
DM(grupo de ratas diabéticas-STZ); DMV (grupo de ratas diabéticas tratadas con 1mg V/dia); DMVH
(grupo de ratas diabéticas tratadas con 3mg V/dia).

La fosfatasa alcalina y la aspartato aminotransferasa exhibieron un patrén de
comportamiento similar; la diabetes incrementd su actividad, mientras que el
tratamiento con vanadio tendio a disminuirla, con la dosis de 3mg V/d la actividad de
ambas enzimas cayeron a valores semejantes a los encontrados en el grupo de ratas
control (Fig. 34).

Actualmente no existe un consenso de como el vanadio afecta la actividad de
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dichas enzimas. Algunos autores han descrito que existe una parcial normalizacion de la
actividad después de la exposicion al tratamiento en ratas diabéticas (Domingo et al,
1992), pero otros no han obtenido tal efecto (Domingo et al, 1991; Macara, 1980).
Como se ha comentado anteriormente, la fosfatasa alcalina es una enzima magnesio
dependiente (Durlach, 1988) la cual es necesaria para el consumo de piridoxal-5
fosfatasa (vitamina B6) por los tejidos, y esta vitamina es una coenzima de la aspartato
aminotransferasa. Ademas, la deficiencia de magnesio estd asociada con un decremento
de la actividad de la fosfatasa alcalina y una deficiencia de la vitamina B6 (Planells et
al, 1997). En nuestra opinion, la hipomagnesemia podria haber influido en el descenso
de la actividad de la fosfatasa alcalina y de este modo en la actividad de la aspartato
aminotransferasa, hecho que no fue observado en las ratas sanas (Tabla 5). Las
correlaciones positivas entre la actividad de la aspartato aminotransferasa, el magnesio
sérico y la actividad de la fosfatasa alcalina, apoyan esta hipdtesis. La actividad de la
aspartato aminotransferasa correlaciond positivamente con el Mg sérico (r = 0.56;
p<0.01) y la actividad de la fosfatasa alcalina (r = 0.64; p<0.01)

En conclusion, bajo nuestras condiciones experimentales, el tratamiento con 3
mg V/d, como BMOYV, a ratas diabéticas normalizo la glucemia, pero incremento las
pérdidas renales de magnesio, lo que indujo la deplecion tisular del magnesio. Este
efecto podria haber contribuido en parte al hecho de que a altas dosis el vanadio no

normalizara los marcadores del metabolismo lipidico y proteico empleados.

5.2.3. Estudios “in vitro” del efecto de la exposicion a vanadio sobre el transporte
de Mg®'en células embrionarias renales humanas HEK293. (Estudios en

realizacion)

El hecho de que el tratamiento con vanadio, tanto a ratas sanas como a ratas
diabéticas, provoque hipomagnesemia como consecuencia de un incremento de las
pérdidas renales de magnesio, nos hizo pensar que podria ser de gran interés conocer la
causa de dicho efecto toxico del vanadio. Nuestra hipdtesis de partida fue que
probablemente el vanadio habia alterado el comportamiento del intercambiador
Na*/Mg?* ya que el vanadio inhibe la actividad de la ATPasa-Na*,K* renal.
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Para la realizacion de este estudio se empled la linea de células embrionarias
renales humanas HEK293 inducidas con tetraciclina durante 15 horas (flag-hSLC41A1).
Dichas células sobreexpresan hSLC41A1, proteina que se comporta como un
intercambiador Na*/Mg?*( Kolisek et al. 2012). En dichos experimentos se evaltio el
efecto de la exposicién a insulina y del vanadio, como Cl4V, sobre el flujo de salida del
Mg?* de las células HEK293 previamente cargadas con el cation. Para la determinacion
de los cambios en el flujo de salida de Mg?* desde las células se empleo la prueba Mag-
Fura2. En todos los experimentos se utilizé como referencia el flujo estandar de salida

del Mg?* con el fin de determinar el efecto
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Figura 35.-Flujo de salida de Mg®* en condiciones de trabajo estandar. +TET: células HEK293 inducidas
con tetraciclina, con un periodo de incubacién de 15 horas. -TET: células HEK293 no inducidas durante
el periodo experimental.

(a) +TET vs -TET. P<0.05

Los resultados obtenidos mostraron que la induccion con tetraciclina da lugar a
un fuerte incremento de salida del Mg?*, lo que confirma la existencia de una
sobreexpresion de hSLC41A1Na*/Mg? en dichas células (Fig. 35).

La exposicion a 400pU de insulina produjo una reduccion del flujo de salida del
elemento, lo cual nos indicaria que la insulina puede inhibir la actividad de
hSLC41A1Na‘/Mg? evitando las pérdidas renales de magnesio.
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La exposicion a diferentes dosis de vanadio como Cl,V (Fig. 36) (se empleo
este compuesto porque el BMOV colorea la disolucién y entorpece la medida), ocasion6
una caida del flujo de salida muy similar al encontrado para la insulina cuando se

emplea la dosis de 60 uM, lo que nos podria hacer pensar en un efecto insulinomimético

del vanadio.
B TET
M .TET
M V6uM+TET
a B V60uM+TET
0.1 B V60uM-TET
'u.u
= .01+
-T_-E-:
-
=
-0.2+
-u+3.
-u-nd.

Figura 36.- Flujo de salida de Mg®* tras la exposicién a Cl,V.

+TET: células HEK293 inducidas con tetraciclina, con un periodo de incubacién de 15 horas. -TET: control

células HEK293 no inducidas durante el periodo experimental. V6UM+TET: células HEK293 inducidas con
tetraciclina, con un periodo de incubacion de 15 horas, cargadas con el buffer de HBSS, durante la medicién se

agregaron 6 micromoles de Cl,V. V60UM+TET: células HEK293 inducidas con tetraciclina, con un periodo

de incubacién de 15 horas, cargadas con el buffer de HBSS, durante la medicion se agregaron 60 micromoles

de Cl,VV60uM-TET: células HEK293 no inducidas,cargadas con el buffer de HBSS, durante la medicién se

agregaron 60 micromoles de Cl,V.
(a) +TET vs -TET, V6OUM+TET, V60pM-TET. P< 0.05
(b) -TET vs V6UM+TET, V6OUM+TET. P< 0.01
(c) V6UM+TET vs V60UM+TET, V60uM-TET . P< 0.05, P<0.01
(d) V6OUM+TET vs V60uM-TET. P< 0.01
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Sin embargo, no podemos descartar la posibilidad de que se haya producido una
sobresaturacion de la membrana por vanadio ocasionando un bloqueo del transportador.
Al comparar los resultados del vanadio “in vivo” e “in vitro”, podemos pensar
en gue son contradictorios. Cuando calculamos la concentracién del vanadio en la orina
de las ratas que ingieren la mayor dosis (3mgV/dia) encontramos que es = 6 uM,
concentracion que en los estudios “in vitro” ya ejerce un efecto significativo. Pero no
podemos olvidar que “in vivo” las ratas se encuentran sometidas a un gran nimero de
procesos metabdlicos, endocrinos, etc, que pueden haber sido los causantes de los
resultados obtenidos. Ademaés, desconocemos si ha podido afectar el hecho de cambiar
el compuesto de vanadio utilizado. Por altimo, debemos indicar que los resultados
mostrados son resultados previos basados en un numero pequefio de medidas para
obtener conclusiones definitivas. Por tanto, es necesario realizar nuevas

determinaciones que confirmen los resultados obtenidos.

5.3. Estudio de la influencia de los cambios del contenido de selenio y magnesio en

el suero e higado sobre los parametros séricos y hepaticos estudiados

A lo largo del presente estudio hemos encontrado que el tratamiento con vanadio
da lugar a cambios metabolicos y en el estado oxidativo e inflamatorio de los animales.
Los cambios observados, tanto en ratas sanas como en diabéticas son muy semejantes,
pero que las ratas sanas presentan mayor sensibilidad al tratamiento que las diabéticas.

Basandonos en este hecho y que en ambos casos el tratamiento conducia, por
diferentes caminos, a alteraciones en la homeostasis del selenio y magnesio que se
manifestaron con descensos del contenido sérico y tisular de ambos elementos,
decidimos realizar un pequefio estudio estadistico que pudiera orientarnos sobre que
alteracion homeostatica (del selenio 0 magnesio) habia tenido mas influencia sobre los
cambios en los pardmetros séricos y hepaticos estudiados.

Siguiendo el consejo de los especialistas en estadistica consultados y teniendo en
cuenta el nimero de ratas utilizadas en el estudio, decidimos abordar este estudio
realizando un analisis bivariado empleando el coeficiente de correlacion de Spearman
como indicador del grado de relacion entre las variables del modelo.

Los resultados obtenidos para los parametros determinados en el suero en las
ratas sanas, nos muestran que la mayor parte de los pardmetros séricos no aparecen

correlacionados con los niveles circulantes de selenio o0 magnesio.
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Observamos que la actividad de fosfatasa alcalina que aparece correlacionada
con los cambios séricos de selenio y no con el magnesio, mientras que los niveles de
ambos elementos se encuentran correlacionados con los cambios en la PCR e IL-6 de
un modo muy semejante. Sin embargo, los cambios en el TNFa parecen mas
dependiente del magnesio y los de la leptina del selenio (Tabla 6).

En cuanto a la relacién existe entre el contenido hepatico de selenio 0 magnesio
con las actividades de las enzimas determinadas y los niveles de peroxidacion lipidica
(MDA) y oxidacion proteica (grupos carbonilo). Los resultados nos muestran que los
pardmetros que tuvieron cambios significativos (Fig. 12) aparecen correlacionados con
la deplecion hepética de selenio, no encontrandose ninguna correlacion con el contenido
hepatico de magnesio (Tabla 7). Estos resultados en cierto modo eran previsibles ya que
el contenido hepatico de magnesio, aunque disminuye ligeramente, no se ve modificado

significativamente por el tratamiento (Tabla 4).

Se suero Mg suero

CTA (mmol/L) -0,111 -0,120
Ac. Urico (mg/dL) 0,215 0,200
Urea mg/dL -0,277 -0,451
C-T mg/dL 0,381 0,160
C-LDL mg/dL 0,176 0,286
Triglicéridos mg/dL 0,308 0,468
AST U/L 0,044 0,227
FA U/L 0,576° 0,251
PCR mg/L 0,884 0,819
IL-1Bpg/ml 0,160 0,337
IL-6pg/ml -0,617*  -0,760°
TNFapg/ml -0,531 -0,562°
Leptina pg/ml 0,476° 0,405

Tabla 6.-Coeficientes de correlacion de Spearman entre los niveles séricos de selenio y magnesio (mg/L)
y los parametros bioquimicos séricos determinados en ratas sanas. CTA (capacidad total antioxidante); C-
T (colesterol total); C-LDL (colesterol de muy baja densidad); AST (aspartatoaminotransferasa); FA
(fosfatasa alcalina); PCR (proteina C reactiva);IL-1p (interleucina 1-B); IL-6 (interleucina-6); TNFa.
(factor de necrosis tumoral o). *P<0.05.
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Contenido hepético Se Mg

GPxmU/mg proteina 0,873 0,046
GR mU/mg proteina 0,203 0,123
GST mU/mg proteina 0,813 0,105
SOD U/mg proteina  -0,188 0,134
CAT U/mg proteina  -0,354 0,139
NQO1U/mg proteina 0,435 0,113
MDA nmol/g tejido  -0,773* -0,217
GC pm/mg proteina  -0,598% 0,343

Tabla 7.- Coeficientes de correlacion de Spearman entre las actividades de las enzimas, MDA y niveles
de grupos carbonilos yl el contenido de selenio y magnesio en higado (mg/kg) en ratas sanas . GPx
(Glutationperoxidasa), GR (Glutationreductasa), GST (Glutationtransferasa), SOD
(superéxidodismutasa), CAT (Catalasa), NQO1 (NAD(P)H:quinona-oxidoreductasa I), MDA
(malonaldehido), GC (Grupo carbonilo).?P<0.05.

En las ratas diabéticas podemos observar un mayor grado de correlacion entre
los parametros bioguimicos y los niveles de magnesio que con el selenio circulante.
Encontramos asociado al magnesio la capacidad antioxidante total, la urea la AST y la
PCRy IL-6, como en el caso de las ratas sanas. El selenio aparece correlacionado con la
Fosfatasa alcalina, AST, IL-6, TNFa y leptina (Tabla 8).
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Se suero Mg suero

CTAmmol/L -0,099 0,520°
Ac. Urico mg/dL 0,218 -0,363
Urea mg/dL 0,294 -0,515%
C-T mg/dL 0,155 -0,366
C-LDL mg/dL -0,089 -0,296
Triglicéridos mg/dL  -0,155 -0,336
AST U/L 0,540? 0,427°
FA U/L 0,796° 0,098

PCR mg/L -0,051 -0,693%
IL-18 pg/ml -0,121 0,059

IL-6 pg/ml -0,461°  -0,448°
TNFa pg/ml -0,530*  -0,209
Leptina pg/ml -0,618° 0,160

Tabla 8 - Coeficientes de correlacion de Spearman entre los niveles séricos de selenio y magnesio (mg/L)
y los pardmetros bioquimicos séricos determinados en ratas diabéticas. CTA (capacidad total
antioxidante); C-T (colesterol total);C-LDL(colesterol de muy baja densidad);AST
(aspartatoaminotransferasa); FA (fosfatasa alcalina); PCR (proteina C reactiva);IL-1p (interleucina 1-p);

IL-6 (interleucina-6); TNFa (factor de necrosis tumoral o). *P<0.05.

Se Mg
GPxmU/mg proteina  0,498° 0,160
GR mU/mg proteina 0,179 -0,010
GST mU/mg proteina 0,775 0,056
SOD U/mg proteina  -0,224 0,078
CAT U/mg proteina  -0,651% -0,331
NQO1U/mg proteina  -0,011 -0,031
MDA nmol/g tejido ~ -0,468* -0,139
GC pm/mg proteina  -0,487% -0,115

Tabla 9. - Coeficientes de correlacién de Spearman entre las actividades de las enzimas, MDA y niveles
de grupos carbonilos yl el contenido de selenio y magnesio en higado (mg/kg) en ratas diabéticas. GPx
(Glutationperoxidasa), GR (Glutationreductasa),GST (Glutationtransferasa), SOD
(superdxidodismutasa), CAT (Catalasa), NQO1 (NAD(P)H:quinona-oxidoreductasa 1), MDA
(malonaldehido), GC (Grupo carbonilo).? P<0.05.

169



Discusion

En cuanto a la relacion existe entre el contenido hepatico de selenio 0 magnesio
con las actividades de las enzimas determinadas y los niveles de peroxidacion lipidica
(MDA) y oxidacion proteica (grupos carbonilo) en las ratas diabéticas. Los resultados
nos muestran un comportamiento semejante al observado en las ratas sanas. Aunque en
este caso la CAT también aparece correlacionada con el selenio hepatico, en general los
coeficientes de correlacion encontrados son menores (Tabla 9).

Aunque la interpretacion de los resultados obtenidos en este apartado es
complejo, por el bajo nimero de ratas disponible, y su validez es relativa. No obstante,
los resultados muestran que en las ratas diabéticas existe una mejor relacion entre los
indicadores de inflamacion y el selenio sérico que con el magnesio, aunque la PCR
parece estar mejor relacionada con los cambios en el magnesio (Tabla 8). Ademas, tanto
en ratas sanas como en diabéticas, los del estado oxidativo aparece solo relacionado con
el contenido hepatico de selenio (Tablas 7 y 9). Por tanto, en nuestra opinién, podemos
decir que los cambios en la homeostasis del selenio parece haber tenido una mayor
repercusion en la presencia de estrés oxidativo y el proceso inflamatorio.

Por altimo, con el fin de confirmar si el proceso oxidativo se encuentra asociado
al inflamatorio. Hemos estudiado el grado de correlacion existente entre los resultados
de los parametros de estrés oxidativo (determinados en suero e higado) y los del estado
inflamatorio (determinados en suero). Los resultados nos han mostrado, que tanto en
ratas sanas como en diabéticas, la IL-6 aparece correlacionada con la GPx (r = -0.48 y
r=-0.67, para ratas sanas y diabéticas respectivamente; p<0.05 en ambos casos) y la
catalasa (r = 0.56 y r=-0.84, para ratas sanas y diabéticas respectivamente; p<0.05 en
ambos casos), y en el caso de las ratas diabéticas encontramos la PCR relacionada con
la GPx (r = -0.39; p<0.05), GST (r = -0.74; p<0.05), niveles hepéaticos de MDA (r =
0.47; p<0.05) y niveles hepaticos de grupos carbonilo (r = 0.62; p<0.05). Estos
resultados apoyan la hip6tesis mantenida a lo largo del estudio sobre la existencia de
una relacion entre ambos procesos y que parecen estar mas relacionados con la

alteracion de la homeostasis de selenio que la del magnesio.
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Conclusiones (Conclusions)

Sobre el efecto del tratamiento con vanadio sobre la homeostasis del selenio

1.- El tratamiento con 6.22 mg de bis (maltolato)oxovanadio (1V) / dia a ratas
sanas, produjo una caida de la absorcidn del selenio que ocasiono un descenso de los
niveles séricos de selenio y wuna deplecion tisular delcation que afecto
fundamentalmente al rifidn e higado. Las pérdidas hepéticas de selenio estuvieron
acompariadas por una reduccion de la actividad de la glutation peroxidasa, glutation
transferasa y NAD(P)H:quinona-oxidoreductasa | y por el incremento de la
peroxidacion lipidica y oxidacion proteica en el higado, lo que indica un deterioro de las
defensas antioxidantes y la presencia de un dafio oxidativo hepatico. Ademas, esta
situacion va acompafiada de un incremento de los niveles circulantes de citokinas pro-
inflamatorias (IL-6 y TNFa). Ambos factores podrian haber sido la causa del moderado

estado anémico obhservado en estas ratas.

2.- Mientras que el tratamiento a ratas diabéticas inducidas con estreptozotocina
con 6.22 mg bis(maltolato)oxovanadio (IV) / dia (Img V/dia) no tuvo ningin efecto
antidiabético, el tratamiento con 18.66 mg bis(maltolato)oxovanadio (1V) / dia (3mg
V/dia) induce un claro efecto antidiabético, normalizando la ingesta de alimentos y la
glucemia en ayunas. Ademas, el tratamiento con 3mg V/dia causo un descenso en la
absorcion del selenio, deplecion tisular, dafio oxidativo hepatico e incremento de los
niveles circulantes de parametros pro-inflamatorios. Por tanto, podemos decir que en las
ratas diabéticas se han observado efectos semejantes a los encontrados en las ratas sanas

pero empleando una dosis tres veces superior.

Sobre el efecto del tratamiento con vanadio sobre la homeostasis del magnesio

3.- El tratamiento con 6.22 mg bis(maltolato)oxovanadio (I1V) / dia ratas sanas,
produjo un incremento de las pérdidas renales de magnesio que ocasiond un descenso
de la retencion del catién en el organismo, reflejado en la caida de los niveles séricos
del catién, menor contenido de magnesio en el fémur y de la actividad de la fosfatasa

alcalina y por el incremento de los niveles de urea circulante.

4.- El tratamiento a ratas diabéticas inducidas con estreptozotocina, con 6.22 mg

bis(maltolato)oxovanadio (V) / diano tuvo ningun efecto sobre la homeostasis del
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magnesio cuando se compara con las ratas diabéticas no tratadas, mientras que el
tratamiento con 18.66 mg bis(maltolato)oxovanadio (IV) / dia (3mg V/dia), ademas de
tener un claro efecto antidiabético, produjo un incremento las pérdidas renales del
magnesio, que indujeron una hipomagnesemia y deplecion tisular de magnesio . Esta
situacion podria haber contribuido a que a altas dosis el vanadio no normalizaran los
marcadores del metabolismo lipidico y proteico analizados. En este caso, volvemos a
observar la mayor sensibilidad de las ratas sanas que las diabéticas al efecto del

vanadio.

Conclusion general

5.- En términos generales podemos concluir que las ratas sanas presentan una
mayor sensibilidad que las ratas diabéticas al bis(maltolato)oxovanadio (IV). Que este
compuesto altera la homeostasis del selenio y del magnesio, lo que facilita la presencia
de estrés oxidativo y la aparicion de un proceso inflamatorio. Ambos procesos parecen
estar mas relacionados con las alteraciones la homeostasis del selenio que con la de

magnesio.
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On the effect of vanadium treatment on the homeostasis of selenium

1.- Treatment of healthy rats with 6.22 mg bis(maltolato)oxovanadium (1V) /day
produced a decrease in the absorption of Se and a consequent fall in serum levels of
selenium and tissue depletion of this cation, primarily affecting the kidneys and liver.
The liver selenium losses were accompanied by a reduction in the activity of glutathione
peroxidase, glutathione transferase and NAD(P)H:quinone oxidoreductase I, together
with increased lipid peroxidation and protein oxidation in the liver, indicating impaired
antioxidant defences and the presence of hepatic oxidative damage. Furthermore, this
situation was accompanied by increased circulating levels of pro-inflammatory
cytokines (IL-6 and TNFa). Both factors may have been the cause of the moderately
anaemic state observed in these rats.

2.- While treatment of estreptozotocin-induceddiabetic rats with 6.22 mg
bis(maltolato)oxovanadium (1V) /day (1 mg V/day) had no antidiabetic effect, treatment
with 18.66 mg bis(maltolato)oxovanadium (IV) /day (3 mg V/day) induced a clear
antidiabetic effect, normalising food intake and fasting glucose. Furthermore, treatment
with 3 mg V/day led to a decrease in selenium absorption, tissue depletion and oxidative
liver damage and increased the circulating levels of pro-inflammatory parameters. In
summary, the diabetic rats presented effects similar to those found in the healthy rats,
but only when a dose three times higher was used.

On the effect of vanadium treatment on the homeostasis of magnesium

3.- Treatment of healthy rats with 6.22 mg bis(maltolato)oxovanadium (V) /day caused
an increase in renal losses of magnesium and thus reduced its retention in the body, as
reflected by the fall in serum levels, the lower magnesium content in the femur, the

reduced activity of alkaline phosphatase and the increased circulating levels of urea.

4.- Treatment of rats with estreptozotocin-induced diabetic rats 6.22 mg
bis(maltolato)oxovanadium (IV) /day had no effect on the homeostasis of magnesium,
compared with the untreated diabetic rats, while treatment with 18.66 mg
bis(maltolato)oxovanadium (1V) /day (3 mg V/day), besides having a clear antidiabetic
effect, led to an increase in renal losses of Mg, which induced hypomagnesaemia and
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tissue depletion of the magnesium. This situation may have contributed to the fact that
high doses of vanadium did not normalise the markers of lipid and protein metabolism
used. We again observed a greater sensitivity of healthy than diabetic rats to the effect

of the vanadium.

General Conclusion

5.- Overall, we conclude that healthy rats are more sensitive than diabetic ones
to BMOV. This compound alters the homeostasis of selenium and magnesium, which
facilitates the presence of oxidative stress and the onset of an inflammatory process.
Both processes seem to be more related to the alteration of Se homeostasis than to that

of magnesium.
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