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RESUMO

A metformina é uma das drogas antidiabéticas orais mais prescritas mundial-
mente, entretanto seu mecanismo de agao permanece desconhecido. Os estu-
dos do Diabetes Prevention Program Research Group demonstraram que tanto
a administracdo de metformina como a mudanca no estilo de vida (dieta e exer-
cicio fisico) podem reduzir a incidéncia de diabetes melito tipo 2 (DM2). Uma
possivel conexao bioquimica entre essas duas terapias pode ser a proteina
quinase ativada por AMP (AMPK). Essa enzima foi inicialmente descrita como
um sensor energético celular, sendo ativada pelo exercicio fisico. Por outro
lado, varias evidéncias experimentais indicam que a AMPK seja um alvo im-
portante da acdo da metformina. Este artigo discute as vérias formas da regu-
lacdo da AMPK, sugerindo um possivel mecanismo para sua ativacao pela
metformina que envolve a formacgao de espécies reativas de nitrogénio. A ati-
vacdo da AMPK determina ampla variedade de efeitos fisioldgicos, incluindo o
aumento da captacao de glicose pelos musculos esqueléticos e aumento do
catabolismo de lipidios, podendo ser interessante nao apenas na prevencao e
tratamento do DM2, mas também no contexto da sindrome metabdlica. A
descoberta da ativacdo da AMPK pela metformina faz dessa enzima importante
alvo farmacoldgico. (Arq Bras Endocrinol Metab 2008;52/1:120-125)

Descritores: Metformina; Metabolismo energético; Terapia por exercicio; Sin-
drome metabodlica X; Diabetes Melito

ABSTRACT

Metformin and AMPK: An Old Drug and a New Enzyme in the Con-
text of Metabolic Syndrome.

Metformin is one of the most commonly prescribed oral antidiabetic agents
worldwide. However, its mechanism of action remains unknown. The Diabe-
tes Prevention Program Research Group studies have shown that metformin
administration and lifestyle-intervention (diet and exercise) reduce the inci-
dence of Diabetes Mellitus type 2 (DM2). A possible biochemical connection
between both therapies may be the AMP-activated protein kinase (AMPK).
This enzyme was originally described as a sensor of cellular energy status,
being activated in exercise. On the other hand, several experimental evidenc-
es indicate that AMPK may be an important target of metformin action. This
paper discusses various ways for AMPK regulation, suggesting a possible
mechanism for its activation by metformin that involves the production of
reactive nitrogen species. AMPK activation determines a wide variety of
physiological effects, including enhanced glucose uptake by skeletal muscle
and enhanced lipid catabolism. Thus, it may be a key player not only in the
prevention and treatment of DM2, but also in the development of new treat-
ments for obesity and the metabolic syndrome. The finding of AMPK activa-
tion by metformin draws attention to this enzyme as an important
pharmacological target. (Arq Bras Endocrinol Metab 2008;52/1:120-125)

Keywords: Metformin; Energy metabolism; Exercise therapy; Metabolic syn-
drome X; Diabetes mellitus
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INTRODUCAO

Q_ METFORMINA E UMA DAS DROGAS antidiabéticas orais

ais comumente prescritas no mundo e deve man-
ter essa posi¢do apesar de inimeros antidiabéticos orais
que vém sendo introduzidos no tratamento do diabetes
melito tipo 2 (DM2) (1,2).

A metformina (dimetilbiguanida) é um derivado da
guanidina, o composto ativo hipoglicemiante da Gale-
g officinalis (3). Essa erva medicinal, também conheci-
da como Lilac francés, foi usada por séculos na Europa
como tratamento do diabetes desde a época medieval
(3). O uso das guanidinas e de seus derivados (fenfor-
mina, buformina ¢ metformina) como agentes terapéuti-
cos para DM data do inicio do século passado (1,3).
Apesar da longa histéria e de décadas de sucesso no uso
clinico da metformina como tratamento para DM2, seu
mecanismo de agdo permanece um enigma. Nem mes-
mo todo avan¢o da bioquimica e da biotecnologia con-
seguiu determinar exatamente seu alvo de atuagio.

Em estudo do Diabetes Prevention Program Rese-
arch Group (4), foi demonstrado que tanto a admi-
nistra¢ao de metformina como a mudanga no estilo de
vida (dieta e exercicio fisico) reduziram a incidéncia do
DM2 em 31% ¢ 58%, respectivamente, quando compa-
rados ao grupo controle. O estudo também mostrou
que tanto a metformina quanto a rigorosa mudanga no
estilo de vida foram capazes de reduzir significativa-
mente a glicemia de jejum e a porcentagem de hemo-
globina glicada (4). Esse resultado pode nio ser apenas
casual, pois recentemente mostrou-se que a proteina
quinase ativada por AMP (AMPK), uma enzima celular
que ¢ estimulada pelo exercicio fisico, também ¢é possi-
velmente o alvo de agio da metformina (5-8).

A prescrigio de dieta e exercicios fisicos para indivi-
duos portadores de DM2 esta intimamente relacionada
com a ativa¢do da AMPK, a qual parece ser responsavel
por muitos efeitos benéficos no tratamento e na preven-
¢3o da doenga (9). Essa enzima ¢ um sensibilizador do
balango energético celular, sendo ativada pelo aumento
da razio AMP/ATP (10). A AMPK ¢ um provivel alvo
da metformina ¢ existem indicagoes de que ela seja res-
ponsavel por efeitos benéficos no tratamento e na pre-
ven¢io do DM2 e da sindrome metabélica (7,11,12).
Entretanto os mecanismos exatos pelos quais a metfor-
mina ativaria a AMPK ainda permanecem obscuros. O
objetivo desta revisdo ¢ abordar as fungdes da AMPK no
organismo ¢ discutir os possiveis mecanismos molecula-
res pelos quais a metformina seria capaz de ativar a
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AMPK, justificando a similaridade dos efeitos benéficos
da terapia com essa droga e do aumento de atividade fi-
sica sobre o portador de DM2.

METFORMINA

A experiéncia profissional com o uso da metformina
mostra que esse medicamento ¢ muito eficaz em re-
duzir a glicemia plasmética e a hemoglobina glicada nos
pacientes com DM2. Essa efetividade clinica pode ser
comprovada pelos resultados do estudo do UKPDS
(13), que mostrou que a monoterapia com metformina
em individuos obesos com DM2 por 29 semanas di-
minui tanto a porcentagem média da hemoglobina gli-
cada quanto também a glicemia de jejum, quando
comparados com o grupo controle. A redu¢ido da glice-
mia deve-se principalmente a suas a¢des hepdticas e
musculares que apresentam efeito sensibilizador da
insulina (1). No hepatdcito, provoca inibi¢iao da gli-
coneogénese ¢ da glicogendlise, ¢ estimulacio da
glicogénese enquanto, nos tecidos periféricos insulino-
dependentes, principalmente na musculatura esquelé-
tica, aumenta a captagio de glicose provocando ripida
redugio da glicemia plasmatica (1). Diferentemente
dos secretagogos, a metformina nio aumenta os niveis
plasmiticos de insulina e nio é hipoglicemiante, mesmo
em doses consideraveis (1).

Esta biguanida também parece alterar o metabolis-
mo lipidico, diminuindo os triglicérides plasmaticos e
os acidos graxos livres em virtude de uma inibi¢do da
lipolise (14 ). Muitos estudos mostraram também redu-
¢do na taxa de colesterol ¢ LDL e discreto aumento na
taxa de HDL (15). Entretanto, alguns estudos indicam
que ndo ocorrem alterag¢des significativas nos niveis lipi-
dicos apds a administragao deste firmaco (14,16). A
metformina melhora as fung¢des endoteliais (17), pro-
voca discreta redugio da pressdo arterial (tanto sistOlica
quanto diastélica) (18) e reduz o peso de individuos
com diabetes ou resisténcia periférica a insulina (16),
possivelmente em vritude de propriedades anorexige-
nas. Por todas as acoes descritas, a metformina apresen-
ta potencial para reduzir o risco cardiovascular no
DM2, devendo ser mais bem avaliada no contexto da
sindrome metabdlica.

Um possivel mecanismo pelo qual a metformina
exerce sua agio farmacoldgica é por meio da ativagio da
enzima AMPK.
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PROTEINA QUINASE
ATIVADA POR AMP - AMPK

A AMPK ¢ uma enzima que induz uma cascata de even-
tos intracelulares em resposta a mudanga da carga ener-
gética celular (10,19). O papel da AMPK no metabolismo
celular é a manuten¢io da homeostasia energética (19).
Todas as células vivas devem continuadamente manter
alta relagio entre ATP ¢ ADDP para sobreviver. Isso é ob-
tido por intermédio do catabolismo que aumenta a ener-
gia celular convertendo ADP e fosfato em ATP, enquanto
o anabolismo diminui o componente energético celular,
por converter ATP em ADP e fosfato. Convém ressaltar o
fato de que a relagio ATP-ADP nas células geralmente
permanece quase constante, indicando que o mecanis-
mo que regula esse processo ¢ muito eficiente. A AMPK
¢ um componente-chave desse equilibrio fisioloégico
(10,19,20).

Essa enzima foi descrita pela primeira vez em 1973,
como uma proteina induzida por AMP que inativa as
enzimas 3-hidroxi-3-metilglutaril CoA redutase (HMG-
CoA redutase) e a acetil CoA carboxilase (ACC) (10).
Demorou-se mais de 14 anos para correlacionar a ativi-
dade dessa enzima com o balan¢o energético dentro da
célula (10). AMPK ¢ ativada pela fosforilagio do resi-
duo de treonina 172, localizado no sitio de ativa¢do do
dominio catalitico da subunidade o (10,19,21). Esse
mecanismo de ativagio depende da a¢io de uma ou mais
quinases regulatoérias, denominadas AMPK quinase
(AMPKK) (19,21). Diversas tentativas para determinar a
identidade dessa enzima ja foram feitas, e a principal can-
didata é a LKB1 (19). Essa proteina fosforila e ativa a
AMPK iz vitro ¢ na sua auséncia ou inibi¢do a ativagdo
da AMPK ¢ abolida (19).

Além disso, como ja esta implicado no proprio
nome, AMPK também ¢ ativada por AMP. A ligacio
desse nucleotideo 8 AMPK tem duas conseqiiéncias: au-
menta a velocidade catalitica da enzima e torna a AMPK
um pior substrato para desfosforilagio (21). Isso torna a
cascata de ativa¢do da AMPK ultra-sensivel, ou seja, pe-
quenas mudangas nos niveis de AMP induzem aumento
dramatico na atividade da AMPK (21).

O sistema da AMPK ¢, portanto, ativado por qual-
quer estresse que cause aumento na relagdo intra-celular
AMP-ATP, tanto aqueles que interferem com a produ-
¢io de ATP quanto também aqueles que aumentam o
consumo de ATP (10). Esses estimulos ativadores sdo
os mais diversos e podem ser fisiologicos como exerci-
cio fisico e contra¢io muscular ou patolégicos como
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deprivagao de glicose, hipdxia, estresse oxidativo, cho-
que osmoético, choque térmico, envenenamento meta-
bélico, isquemia, diminui¢do do pH, inibi¢do da gliclise
e desacopladores da fosforila¢ao oxidativa (10). Vale res-
saltar o papel do exercicio fisico na ativagio da AMPK,
pois ja foi comprovado que a atividade da enzima é au-
mentada por atividade fisica e contragio muscular tanto
em musculos de ratos quanto no musculo de humanos,
sendo essa estimula¢io dose e intensidade-dependente
(22). AMPK ¢ regulada, da mesma forma que visto an-
teriormente, por altera¢des que modifiquem a rela¢io
creatina—fosfocreatina (10). Também ¢ ativada por hor-
ménios (via receptores acoplados a proteina G), por lep-
tina e adiponectina (via mecanismos ainda desconhecidos)
e por drogas antidiabéticas orais, como as tiazolidinedio-
nas (glitazonas) e a metformina (10,19). Por outro lado,
AMPK ¢ inibida alostericamente por concentragoes fisio-
légicas de fosfocreatina, da mesma forma que scus efei-
tos sio também antagonizados por altas concentra¢des
de ATP. Isso esta de acordo com seu papel fisiologico de
medidor do combustivel celular (10). Além disso, as su-
bunidades f da AMPK possuem dominio de ligagio com
o glicogénio (GBD); no musculo, altas concentragoes de
glicogénio reprimem a atividade da AMPK, provavel-
mente por interagir com esse GBD, entretanto ndo exis-
tem evidéncias diretas para confirmar essa hipétese (21).

Uma vez ativada, AMPK exerce efeitos sobre o me-
tabolismo da glicose ¢ dos lipidios, sobre expressio gé-
nica e sobre sintese protéica (11). Essa enzima atua em
diversos 6rgios, incluindo figado, masculo esquelético,
coragdo, tecido adiposo ¢ pancreas (11). Sabendo que
ela ¢ ativada principalmente pela redu¢io no contetido
energético celular (ou seja, aumento na relagio AMP-
ATP), seu maior efeito é desligar vias metabolicas que
consumam ATP (por exemplo, as vias anabélicas de sin-
tese de acidos graxos e de colesterol), a0 mesmo tempo
que estimula vias metabdlicas que produzam ATP (por
exemplo, as vias catabolicas de oxidagio de glicose e de
acidos graxos) (10,19). Esses efeitos sio de curto prazo
¢ tém como objetivo manter a homeostasia energética
dentro da célula (21). Para realizar esses efeitos, a
AMPK fosforila diretamente enzimas regulatérias en-
volvidas nessas vias ¢ também atua indiretamente sobre
a expressdo génica (10,11).

No figado, a AMPK tem um papel essencial sobre
diversas cascatas celulares. Observa-se forte associa¢iao
entre a ativagdo da enzima por fosforilagio e a inativa-
¢ao da ACC também por fosforilagio (6,11). Com a
inativagio da ACC n3o hd concentragoes de malonil
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CoA suficientes para inibir a carnitina acil transferase e,
portanto, hi predominéncia da -oxidac¢do sobre a sin-
tese de dcidos graxos, permitindo que a producdo de
energia prevaleca sobre o gasto (11). Mas a AMPK nao
atua apenas inibindo a sintese de acidos graxos, ela tam-
bém inativa a glicerol-fosfato-acil transferase (GPAT) e
a HMGCoA redutase, enzimas-chaves na sintese de tri-
glicérides e de colesterol, respectivamente (11). Mais
ainda, AMPK também atua em longo prazo diminuin-
do a expressio de genes lipogénicos (por exemplo,
EAS, S14, L-PK ¢ SREBP-1) e neoglicogénicos (por
exemplo, PEPCK e glicose-6-fosfatase) (11). Em suma,
a AMPK atua no figado diminuindo a sintese de lipi-
dios e estimulando a queima de gordura, além de blo-
quear a producdo hepatica de glicose (11,12). Na
musculatura esquelética, AMPK atua principalmente
estimulando a captagdo de glicose. Sabe-se que mais de
70% da retirada de glicose do plasma ¢ feita pelos mas-
culos esqueléticos, logo esse fendmeno ¢ essencial para
a homeostasia da glicose (1,5,22). A AMPK pode con-
tribuir por intermédio de dois mecanismos para a cap-
tagio de glicose pelo musculo: aumentando a
translocagio do transportador de glicose GLUT4 e au-
mentando a sensibilidade a insulina (8,20). Outras im-
portantes atividades atribuidas a AMPK sio a regula¢io
da sintese de insulina e sua conseqiiente secregio pelas
células betas das ilhotas pancredticas, além de aprimorar
a sensibilidade a insulina nos tecidos hepatico e muscu-
lar (10). Finalmente, a AMPK também atua nas fun-
¢oes hipotalimicas, modulando os eventos relacionados
com a fome ¢ a saciedade (23).

Os efeitos da ativagio da AMPK no metabolismo
em geral sdo benéficos para pacientes com DM2, sendo
um potencial-alvo para futuros agentes terapéuticos no
tratamento da sindrome metabdlica.

ATIVACAO DA AMPK PELA METFORMINA

Zhou e cols. mostraram que a metformina é capaz de
ativar a AMPK em hepatécitos e musculos esqueléticos
de ratos in vitro e in vivo (11). Zang e cols. também
mostraram que essa enzima ¢ ativada pela metformina
em cultura de hepatécitos humanos insulino-resistentes
HepG2 (12). Zou e cols. comprovaram essa ativagio da
AMPK no endotélio de aorta i vivo (8). Musi ¢ cols.
aprimoraram as pesquisas ¢ observaram que essa ativa-
¢do também ocorria em humanos, mais especificamente
no musculo esquelético de pacientes com DM tipo 2
(5). De acordo com esses estudos, pode-se supor que a
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metformina seja capaz de ativar a AMPK em diversos
tecidos do corpo humano.

Sabe-se que a ativagio da AMPK ¢ dose-dependen-
te, sendo que a metformina ¢ capaz de ativar indireta-
mente ambas isoformas ol e¢ a2 eficientemente em
culturas celulares (19). Varios estudos mostraram que a
fostorila¢io do residuo de treonina 172, provavelmente
pela agio da LKB1, ¢ essencial para ativagio da AMPK,
confirmando que esse ¢ o sitio estimulatério mais im-
portante da enzima (10,19,22.23). Entretanto, essa
fostorila¢io da AMPK pela LKB1 nio foi observada em
preparados celulares iz vitro (8). Provavelmente a me-
tformina atua deflagrando uma cascata enzimdtica in-
tracelular cujos elementos finais sio a LKB1 e a AMPK,
mas os mecanismos intermedidrios ainda nio foram
elucidados (8).

Zang ¢ cols. mostraram que a ativagio da AMPK ¢
necessaria para que a metformina exerga seus efeitos de
redugio do perfil lipidico (12). Isso ocorre por meio da
fostorilagio e da conseqiiente inativacio da ACC e da
HMGCOoA redutase em hepatdcitos, contribuindo para
a redugio do contetdo de dcidos graxos e do coleste-
rol, além de diminuir a sintese de lipoproteinas (12).
Como conseqiiéncia desse efeito, hd aumento da oxida-
¢do de dcidos graxos no hepatdcito, diminuindo a estea-
tose hepdtica e aprimorando a sensibilidade do figado a
insulina (12).

O aumento da captag¢io de glicose pelo musculo
esquelético é um dos efeitos comuns tanto da metformi-
na quanto do exercicio fisico (11,22). O provavel me-
canismo pelo qual isso ocorre deve envolver a AMPK.
Ja foi demonstrado que a metformina ativa AMPK, iso-
formas al ¢ a2 agudamente no musculo isolado de ra-
tos (11,22), da mesma forma que a atividade fisica ¢ a
contra¢do muscular também levam ao aumento da ati-
vidade da AMPK (22). Observou-se que o exercicio
aumenta a transcri¢io do gene do GLUT4 e de protei-
nas da musculatura esquelética (22). Existem evidén-
cias consideraveis de que esse mecanismo também
envolve a ativagio da AMPK. E importante lembrar
que a atividade da AMPK depende de duas taxas meta-
bolicas — AMP-ATP e creatina—fosfocreatina — as quais
se encontram aumentadas durante o exercicio fisico
(21,24). A ativagio da AMPK| seja por exercicio seja
por metformina, estd relacionada com aumento da cap-
tagdo de glicose pelo musculo esquelético, via translo-
cagdo de GLUTH4, independentemente de insulina. Isso
ocorre principalmente no exercicio fisico agudo, porém
ainda ndo se sabe se a AMPK tem o papel principal nes-
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se mecanismo de captagio de glicose (20,22). Além
disso, evidéncias mostram que a AMPK também au-
menta a capta¢do de glicose mediada por insulina no
periodo poés-exercicio, potencializando a sinaliza¢io
desse hormoénio (24).

Em busca das relagdes moleculares entre a AMPK ¢ a
metformina, inicialmente considerou-se a capacidade des-
sa droga de inibir o complexo 1 da cadeia mitocondrial
(25) provocando dessa forma alteragio na carga energéti-
ca intracelular, a qual ativaria a AMPK. Entretanto, essa
hipdtese mostrou-se controversa ¢ nio pdde ser comple-
tamente confirmada por todos os estudos experimentais.
Musi e cols. (5) mostraram que o tratamento de individuos
com DM2 com metformina por dez semanas foi acompa-
nhado de pequena redugio da concentra¢io de ATD e
fosfocreatina no musculo (5). Fryer e cols. (7) mostraram
que a metformina ativa a AMPK #z vitro sem provocar
mudangas detectaveis na relaggo AMP-ATP. Na tentativa
de acomodar todas essas informagoes, Zou e cols. (8) pro-
puseram um novo mecanismo pelo qual a metformina
seria capaz de ativar a AMPK de maneira dose-dependen-
te em paralelo com aumento de espécies reativas de nitro-
génio (RNS) produzidas na mitocdndria. Esse estudo
indicou que o ONOO-, um potente agente oxidante for-
mado pela reagio do éxido nitrico (NO) com o anion
superoxido (O,7), € capaz de ativar a AMPK i vivo e in
vitro (8). A inibigdo do complexo I da cadeia respiratéria
pela metformina favorece a produgio de anions superoxi-
dos e conseqiientemente de ONOO™, responsavel por
ativar indiretamente a AMPK (8). Vale ressaltar que o
ONOO™ nio ativa diretamente a AMPK, mas induz a for-
magio de intermedidrios capazes de ativar a LKB1, enzi-
ma responsavel pela fosforilagio e conseqiiente ativa¢io da
AMPK (8).

DISCUSSAO

A metformina e o exercicio fisico parecem ter efeitos
semelhantes sobre a ativa¢ao da AMPK| principalmente
na musculatura esquelética. No entanto, o estudo epi-
demiolégico comparativo entre as agdes da metformina
e do exercicio fisico (4,9) ndo analisou o efeito do 1l-
timo separadamente. Os efeitos da metformina foram
comparados aos efeitos da interven¢do no estilo de vida,
ou scja, a restri¢do alimentar associada as atividades fisi-
cas regulares, na prevengio do desenvolvimento de dia-
betes em individuos com intolerincia a glicose (4). A
interveng¢do no estilo de vida e a metformina mostra-
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ram-se eficazes na prevengio do diabetes, sendo a in-
terven¢do no estilo de vida mais efetiva que a
administragdo isolada de metformina (4). Nio foi pes-
quisada, contudo, qual a relevincia separadamente da
dieta e do exercicio fisico na preveng¢io dessa doenga.
Talvez um estudo separado pudesse demonstrar maior
semelhanga entre os efeitos da metformina e do exerci-
cio fisico. Nesse caso, a hipotese da AMPK ser o media-
dor
significativamente favorecida.

intracelular de ambos o0s mecanismos seria

No contexto da sindrome metabdlica, observa-se
que a metformina também apresenta efeito regulariza-
dor sobre o perfil lipidico (12,14,15) e fun¢io endo-
telial (17,18). Esse efeito, apesar de estatisticamente
significativo, é menos intenso que a normaliza¢iao da
glicemia (26, 27) e pode passar despercebido na prati-
ca clinica. No entanto, deve ser considerado que o
mecanismo de a¢do da metformina ¢ distinto de ou-
tras drogas usadas no tratamento da sindrome meta-
bdlica, podendo haver potencializagio de seu efeito em
terapias combinadas.

Existem fortes evidéncias bioquimicas de que a ati-
vacio da AMPK seja o mecanismo principal pelo qual a
metformina produz seus efeitos metabdlicos benéficos.
No contexto nio-farmacoldgico, a ativagio da AMPK
ocorre em resposta ao exercicio, uma atividade conhe-
cida por ter impacto positivo para pacientes com DM2
(4,22). Desta forma, existe uma procura por agentes
seletivos e mais potentes ativadores da AMPK (28),
pois poderdo tornar-se drogas importantes no tratamen-
to das doengas que compdem a sindrome metabélica,
como DM2, obesidade, dislipidemias, hipertensio e
doenca cardiovascular. Neste sentido, torna-se funda-
mental o conhecimento dos mediadores envolvidos na
ativagio dessa enzima.
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