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RESUMO

Produzir um modelo experimental de sindrome metabdlica (SM) e analisar efeitos
da metformina sobre pressao arterial (PA), peso corporal (PC), metabolismo glicidico e conteu-
do de gordura epididimal (GE). Os machos SHR receberam 2 mg/kg/dia de glutamato  Laboratério de Hipertensdo
monossodico (MSG) até o 11° dia de vida. Os controles receberam salina. Apds 12 semanas, ~ Areridl, Disciplina de Nefrologia.
foram separados em dois grupos e tratados com 500 mg/kg/dia de metformina ou veiculo. Fo- gggigﬁg?ﬁnife?go' e
ram acompanhados a PA e o PC dos dois grupos. Ao final do seguimento, realizou-se o teste de ' Disciplina de Nefrologia,
tolerancia a glicose oral (TTGO) e mediu-se o indice de sensibilidade a insulina. Apds sacrificio  unifesp, Sdo Paulo, SP, Brasil
dos animais, a GE foi pesada. A administracdo de MSG intensificou a resisténcia
insulinica e aumentou o conteudo de GE, sem, no entanto, alterar a PA. O tratamento com
metformina promoveu melhora da sensibilidade insulinica e redugéo da GE e PA.
Observou-se importante papel da resisténcia hepatica a insulina na SM e efeitos cardiovascula-
res benéficos da melhora na sensibilidade insulinica. Arq Bras Endocrinol Metab. 2009;53(4):409-15.

Descritores
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ABSTRACT

To make available experimental model for the metabolic syndrome (MS) and verify
effects of chronic oral treatment with metformin upon blood pressure (BP), body weight (BW),
glucose metabolism, epididimal fat content (EF). Males SHR received monossodium  Correspondéncia para:
glutamate (MSG, 2 mg/kg/day/sc) during first 11 days of life. Control animals received saline. ~ Osvaldo Kohimann Jr. _
. . . . . Disciplina de Nefrologia da Unifesp
After 12 weeks, animals were separated in two groups, treated either with metformin 500 mg/ gy Botucatu, 740
kg/day or vehicle during 12 weeks. PA and BW were determined. At the end of the follow-up,  04023-900 — S&o Paulo, SF, Brasil

animals underwent an oral glucose tolerance test (OGTT) and insulin sensitivity index was kohimann@hrim.com.br

determined. Upon sacrifice EF was measured. MSG worsened insulin resistance and
induced V|sce.ral obesity in SHR, without change BP. Treatment with m.etformln |mproved glu- Recebido em 15/De2/2008
cose metabolism and reduces EF and BP. These observations emphasize the role  Aceito em 28/Fev/2009

of hepatic insulin resistance on MS and point out for beneficial cardiovascular effects with im-
provement in the insulin sensitivity. Arq Bras Endocrinol Metab. 2009;53(4):409-15.
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INTRODUGAO

A sindrome metabdlica (SM) caracteriza-se pelo con-
junto de fatores de risco para aterosclerose e doenga
cardiovascular. Essa sindrome tornou-se o protétipo do
estilo de vida atual marcado pelo estresse psicossocial,
pela mudanga de habitos alimentares e pela diminui-
¢do da pratica de atividade fisica. Atualmente, existem
vérias defini¢oes para a SM, mas todas incluem resis-
téncia a insulina, hipertensdo arterial, obesidade visce-
ral e dislipidemia. Embora nio se saiba a causa exata
da SM, a resisténcia a insulina e a adiposidade visceral
sdo consideradas como os principais fatores envolvidos
na fisiopatogenia desse conjunto de desordens (1-5).
Tais aspectos associados a capacidade do tecido adiposo
de produzir angiotensinogénio ¢ a ativagio do sistema
nervoso simpidtico e da reabsor¢io tubular de s6dio pela
insulina tornam possivel a compreensio do desenvolvi-
mento da hipertensio arterial nessa sindrome (6-8).

A SM, porém, ¢ dificil de ser estudada em animais
de experimentagdo. Modelos experimentais, como ratos
espontaneamente hipertensos, também sio resistentes a
insulina, porém nio sio obesos. J4 modelos de ratos
obesos, como o Zucker e o induzido pela administragio
neonatal de glutamato monossddico, sio resistentes a
insulina, porém ndo sio hipertensos (9). Faz-se neces-
saria a busca de modelo experimental que mimetize as
caracteristicas da SM humana.

Como a resisténcia a insulina representa papel-chave
entre todas as alteragdes encontradas na SM, o trata-
mento farmacoldgico dessa disfun¢io metabdlica pode
levar ao controle tanto das anormalidades glicémicas
quanto da elevagio dos niveis pressoricos.

A metformina é uma droga amplamente utilizada
no tratamento de pacientes portadores de diabetes me-
lito tipo 2 (DM2). Essa droga tem revelado diversos
efeitos, como estimulo da atividade quinase dos recep-
tores de insulina, melhora da atividade das enzimas en-
volvidas na cascata de sinaliza¢do intracelular da insu-
lina, aumento do transporte da proteina GLUT-4 até
a membrana plasmatica ¢ de sua atividade, diminuigdo
do risco de complicagoes macrovasculares relacionadas
ao DM2, como infarto agudo do miocdrdio e acidente
vascular encefilico, diminui¢do da lipdlise e dos acidos
graxos livres circulantes, diminui¢io dos niveis séricos
de triglicérides, diminui¢io da glicogendlise ¢ da gli-
coneogénese hepiticas, diminui¢gio do ganho de peso
corporal e aumento da captagio de glicose estimulada
» pela insulina nos tecidos periféricos, como musculo es-
quelético e tecido adiposo (10-13).
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Os objetivos deste estudo foram produzir modelo
experimental para o estudo da SM e analisar os efeitos
da metformina sobre a pressio arterial de cauda, o peso
corporal, o metabolismo glicidico ¢ o contetido de gor-
dura visceral desse modelo experimental.

METODO

Foram estudados ratos da cepa SHR (Spontancously
Hypertensive Rats — catalogados no Index Internacio-
nal de Animais de Laboratério) fornecidos pelo Centro
de Desenvolvimento de Modelos Experimentais para
a Medicina (Cedeme) da Universidade Federal de Sio
Paulo (Unifesp), mantidos no Biotério da Disciplina de
Nefrologia da mesma institui¢gdo em gaiolas coletivas
contendo, no maximo, seis animais em cada, permane-
cendo durante todo o estudo em condi¢oes ideais de
temperatura (25°C), umidade ambiental (55%) e ciclo
luz/escuro com alternancia de 12 horas, com acesso
livre 4 dgua e ragdo-padrio (Purina®). O protocolo do
estudo foi revisado e aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa da Unifesp — Escola Paulista de Medicina
(EPM) (CEP n° 0463,/2000).

Inicialmente, os animais foram divididos em dois
grupos: SHR e SHR-MSG. O grupo SHR-MSG rece-
beu inje¢do subcutinea de 2 mg/kg de glutamato mo-
nossodico (MSG — Sigma, St. Louis, MO, Estados Uni-
dos) em dias alternados, do 2° até o 11° dia de vida.
Os animais do grupo SHR receberam o mesmo volume
de salina. A partir da 122 semana de vida, as pressoes
arteriais de cauda (método oscilométrico) ¢ o peso
corporal basais foram aferidos em ambos os grupos, ¢
metade dos animais de cada grupo passou a receber,
por gavagem, 500 mg/kg/dia de metformina (clori-
drato de metformina, Merck Genéricos), durante mais
12 semanas consecutivas, constituindo, dessa forma,
os grupos SHR-Metformina ¢ SHR-MSG-Metformina
(SHR-Met ¢ SHR-MSG-Met).

Durante as 12 semanas de tratamento/acompanha-
mento, a pressio arterial de cauda e o peso corporal
foram medidos duas vezes por semana, sendo o valor
médio das duas medidas utilizado como representativo
daquela semana.

Teste de tolerdncia a glicose oral

Apbs o término do perfodo de tratamento/acompa-
nhamento, todos os animais foram submetidos ao teste

N

de tolerincia a glicose oral (TTGO). Vinte e quatro
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horas antes, os animais foram anestesiados com ceta-
mina (100 mg/kg) e xilasina (10 mg/kg) por via in-
traperitoneal e posicionados em dectbito dorsal. Por
meio de incisao obliqua na regido inguinal, um cateter
de polietileno do tipo PE-10 (Intramedic, Clay Adams,
New Jersey, Estados Unidos) foi implantado na arté-
ria femoral. Este cateter estava conectado a um cateter
PE50 (CPL, Sio Paulo, Brasil) de 20 cm de compri-
mento. Esses cateteres eram previamente preenchidos
com solugdo salina heparinizada (10 U/mL). O mesmo
cateter PE50 foi passado, com a ajuda de um trociter,
por via subcutinea pelo dorso do animal até a regiio
cervical posterior, onde foi exteriorizado e fixado. Ter-
minado o efeito da anestesia, os animais eram colocados
em gaiolas individuais e iniciava-se o jejum para s6lidos
de 12 horas antes do TTGO.

O primeiro passo do TTGO consistiu na coleta de
sangue para determina¢io da glicemia e insulinemia de
jejum. Por meio do cateter arterial, coletou-se 1 gota
de sangue para determina¢io da glicemia ¢ 1 mL de
sangue total em tubo Eppendorf para determinagio
da insulinemia. Depois de realizada a coleta basal, os
animais receberam, por gavagem, 1,7 g/kg de glicose
anidra diluida em dgua destilada (14). Novas coletas de
sangue foram realizadas 15, 30, 60, 90 ¢ 120 minutos
ap6s administrag¢io de glicose.

A glicemia foi determinada utilizando-se um glicosi-
metro (Optium — Abbott MediSense) e tiras reagentes
apropriadas (Optium Point-of-Care — Abbott MediSense).
Para a determinagio da insulinemia, o volume de sangue
coletado nos tubos Eppendorfstoi centrifugado ( Eppendorf
Centrifuge 5403) a velocidade de 10.000 rpm por 10 mi-
nutos a 4°C. O plasma foi separado, colocado em novos
tubos Eppendorfs e armazenado a temperatura de —70°C
em freezer (Reveco Scientific Inc., Asheville, NC, Estados
Unidos). O método empregado foi o de radioimunoen-
saio, utilizando-se o kit de reagentes Coat-A-Count.

Por fim, os valores de glicemia e insulinemia obtidos
no TTGO permitiram o calculo das dreas sob as curvas
de glicose e insulina (ASCG e ASCI) pela regra trape-
zoidal (15) e, com estes dois dados, foi feito o calculo
do indice de sensibilidade a insulina (ISI), pela formula
modificada de Sluiter e cols. (16):

ISI = 10.000,/ASCG x ASCI

Terminado o teste, os animais foram sacrificados por
excesso de anestésico para retirada e pesagem da gordu-
ra periepididimo, como representativa da gordura vis-
ceral (17). Determinou-se a gordura epididimal relativa
expressa por 100 g de peso corporal.
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Para a andlise dos resultados, foram utilizados testes
paramétricos € testes ndo paramétricos, levando-se em
considerag¢do a natureza das varidveis estudadas ¢ a variabi-
lidade das medidas obtidas. Foram aplicados os seguintes
testes: a) analise de varidncia de medidas repetidas (para-
métricas): para comparar as variagoes temporais da pressao
arterial de cauda e do peso corporal. Quando observadas
diferengas estatisticamente significativas, foi realizado o
teste de comparagdes multiplas de Bonferroni; b) analise
de varidncia entre os diferentes grupos (paramétrica): para
comparar os valores absoluto e relativo do peso da gordu-
ra epididimal. Quando observadas diferengas estatistica-
mente significativas, foi realizado o teste de comparagoes
multiplas de Bonferroni; ¢) andlise de varidncia por pos-
tos de Kruskal-Wallis (ANOVA on Ranks — medidas ndo
paramétricas): foi utilizada para comparar os valores do
TTGO, ou seja, as areas sob as curvas de glicose e insulina
¢ o indice de sensibilidade a insulina. Quando existiam
diferengas significativas entre os valores comparados, era
aplicado o teste de comparagdes multiplas de Dunn. Em
todos os testes fixou-se o nivel de significincia em 5% (p
< 0,05) para rejeigao da hipdtese de nulidade.

RESULTADOS

Os resultados estio apresentados como médias aritmé-
ticas dos valores individuais de cada grupo, acompanha-
das do erro-padrio da média (EPM), como medida de
dispersdo (Tabela 1).

Pressao arterial de cauda e peso corporal

Quando se compara a variagio percentual das pressoes
arteriais de cauda (Figura 1), verifica-se que a produgio
de obesidade neuroenddcrina pela administragio de
glutamato monossddico a ratos SHR nio alterou esse
parimetro, uma vez que a variagio observada nos ani-
mais do grupo SHR-MSG e do grupo-controle (SHR)
ndo revelou diferenga estatisticamente significativa. Ja o
tratamento com metformina reduziu significativamen-

te a pressdo arterial de cauda nos dois grupos tratados

(SHR-Met e SHR-MSG-Met).

Quando se realiza a mesma andlise para o peso cor-
poral (Figura 2), nio se observam altera¢oes significativas
com a administragio neonatal de glutamato monossodico,

embora o ganho de peso corporal tenha sido um pouco
menor neste grupo. Porém, o tratamento com metformi-
na produziu diminuigdo significativa do peso corporal nos 5
animais SHR-Met, mas nao nos animais SHR-MSG-Met. §
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Tabela 1. Valores médios + EPM da pressdo arterial de cauda no periodo basal e na 12* semana do estudo (mmHg) e variagdo percentual (APAC %). Valores médios + EPM do
peso corporal basal e da 12* semana (g) e variagdo percentual (APC %). Valores médios + EPM das éreas sob as curvas de glicose (ASCG, mg/dL) e insulina (ASCI, pu/mL),
indice de sensibilidade a insulina (ISI, mg~". y U-1.ml-") e gordura epididimal relativa (GER, g/100 g)

Parametro SHR SHR-MSG SHR-Met SHR-MSG-Met
n 10 8 10

PAC basal 174 2,83 180,4 + 8,69 174,5+5,09 156,7 +2,75
PAC 12 sem. 197,3+4,12 202 + 8,06 160 + 2,43 146,8 +2,85
APAC +13,37 £ 3,11 +11,91 £ 3,81 —7,81+2,58" -3,63£2,61*
PC basal 256,5 + 4,53 246,4 £14,47 252,25 3,95 2125+ 4,26
PC 12 sem. 3232+ 4,84 290,2 £17,38 276,87 +5,2 2548 + 6,58
APC +26,11£1,21 +17,75£1,32 +9,87 £2,12* +19,89+1,82
ASCG 237,54 £15,81 261,15+ 5,28" 148,66 + 11,03 198,96 + 15,55¢
ASCI 2,44 +0,12 21,681,717 2,51+017 1,85+ 0,06
ISI 18,59+ 1,45 1,66+ 0,14* 29,04 +3,23" 29,19+ 2,63
GER 1,17+0,03 1,71+0,08" 0,90 + 0,06 0,92 + 0,04

*p<0,05 versus SHR; # p < 0,05 versus SHR-MSG.
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*p<0,05 versus SHR; # p < 0,05 versus SHR-MSG.

Figura 1. Valores médios da variagdo percentual da presséo arterial de cauda +
EPM, dos grupos SHR, SHR-Metformina, SHR-MSG e SHR-MSG-Metformina nas 12
semanas de estudo.
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*p<0,05 versus SHR; # p < 0,05 versus SHR-MSG.

igura 2. Valores médios da variagdo percentual do peso corporal + EPM, dos
rupos SHR, SHR-Metformina, SHR-MSG e SHR-MSG-Metformina nas 12 semanas
e estudo.
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Parametros metabdlicos
Areas sob as curvas de glicose e insulina

Nota-se que a administragio neonatal de MSG aos ratos
SHR leva ao aumento significativo da drea sob a curva
de glicose e que o tratamento com metformina diminuiu
significativamente este pardmetro, tanto no grupo SHR-
Met quanto no grupo SHR-MSG-Met (Figura 3).

3007
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SHR SHR-Met ~ SHR-MSG ~ SHR-MSG-Met

*p<0,05 versus SHR; # p < 0,05 versus SHR-MSG.

Figura 3. Valores médios da area sob a curva de glicose, em mg/dL + EPM, dos
grupos SHR, SHR-Metformina, SHR-MSG e SHR-MSG-Metformina durante o teste
de tolerancia a glicose oral.

Verifica-se também aumento significativo na drea
sob a curva de insulina entre os animais SHR que rece-
beram MSG no periodo neonatal e foram tratados com
metformina. No grupo SHR-MSG-Met, o tratamento

foi capaz de diminuir a insulinemia durante o TTGO
(Figura 4).
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*p<0,05 versus SHR; # p < 0,05 versus SHR-MSG.

Figura 4. Valores médios da area sob a curva de insulina, em pU/mL + EPM, dos
grupos SHR, SHR-Metformina, SHR-MSG e SHR-MSG-Metformina durante o teste
de tolerancia a glicose oral.

indice de sensibilidade a insulina

O tratamento neonatal com MSG determinou dimi-
nuig¢do do indice de sensibilidade a insulina. Ambos os
grupos tratados com metformina (SHR-Met ¢ SHR-
MSG-Met) apresentaram aumento significativo deste
parametro quando comparados aos seus respectivos
controles (SHR ¢ SHR-MSG). Dessa forma, vé-se me-
lhora da sensibilidade a insulina apés tratamento com
metformina (Figura 5).
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*p<0,05 versus SHR; # p < 0,05 versus SHR-MSG.

Figura 5. Valores médios do indice de sensibilidade a insulina, em mg™". pU-".ml" =
EPM, dos grupos SHR, SHR-Metformina, SHR-MSG e SHR-MSG-Metformina durante
o teste de tolerancia a glicose oral.

Gordura epididimal

A administra¢io neonatal de MSG também levou ao
aumento significativo na deposi¢io de gordura visceral.
Todos os animais tratados com metformina (SHR-Met
¢ SHR-MSG-Met) apresentaram diminuig¢do significati-
va do contetido de gordura epididimal (Figura 6).
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*p<0,05 versus SHR; # p < 0,05 versus SHR-MSG.

Figura 6. Gordura epididimal relativa: valores médios em g/100 g + EPM, dos
grupos SHR, SHR-Metformina, SHR-MSG e SHR-MSG-Metformina.

DISCUSSAOQ

Os resultados deste estudo mostram dois aspectos re-
levantes. O primeiro deles é o desenvolvimento de um
modelo experimental que associa a obesidade neuroen-
décrina com a hipertensdo arterial neurogénica dos ratos
espontaneamente hipertensos machos. O modelo expe-
rimental obtido tem hipertensio arterial, é mais resisten-
te a agdo periférica da insulina, tem aumento do conted-
do de gordura visceral ¢ mimetiza, em parte, situagio
da SM. Outro achado importante ¢ que o tratamento
com metformina reduz o contetido de gordura visceral
e, com isso, melhora a sensibilidade a insulina, além de
promover diminui¢do da pressdo arterial de cauda.

O rato SHR ¢ um modelo de hipertensdo arterial
genética, que se assemelha a hipertensio essencial hu-
mana, sendo, assim, amplamente utilizado em estudos
experimentais. A hipertensio arterial deste modelo ex-
perimental tem como etiologia primdria a hiperatividade
adrenérgica (18,19). Esse animal também ¢ resistente a
agdo da insulina, seja pela prépria hiperatividade simpa-
tica, seja por apresentar defeito na captagdo de glicose,
esta mediada pela mutagio do alelo CD36. Apesar de
todas as alteragdes metabolicas, os ratos SHR ndo sio
obesos e seu contetido de gordura visceral assemelha-se
a ratos normotensos Wistar (20-22).

A administragio de MSG aos ratos do grupo SHR

determinou menor ganho de peso corporal dos ani- |

mais, nio obstante o aumento do contetido de gordura
visceral. Sabe-se que a administragio de MSG pode se
acompanhar de diminuigio do peso corporal, pois pro-
vavelmente a a¢do neurotdxica dessa droga determine
menor secre¢do de hormonio do crescimento, o que

determina animais com diminuigdo do comprimento :

nasocaudal. Apesar do menor peso corporal, a admi-
nistragdo de MSG determinou importante aumento da
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gordura visceral, o que intensificou a resisténcia a insu-
lina, sem, no entanto, promover elevagio adicional da
pressdo arterial de cauda. Essa observacio era inespe-
rada, pois na génese da hipertensdo arterial secundaria
a obesidade apresenta os mesmos fatores presentes nos
ratos SHR-MSG, como aumento da gordura visceral,
hiperatividade simpdtica, hipercortisolismo (media-
do pela administragio de MSG), aumento da leptina,
diminui¢io da adiponectina ¢ aumento de adipocinas
(23-27). No entanto, um estudo realizado por Iwase
e cols. (28) mostra dados que corroboram pelo menos
em parte com o presente trabalho. Esses pesquisadores
também administraram MSG no periodo neonatal a ra-
tos SHR e observaram até redugio da pressao arterial de
cauda apds 14 semanas de vida, que se manteve, porém,
em patamares de hipertensdo arterial. A justificativa dos
autores fundamentou-se no fato de que o MSG leva a
interrupgdo do eixo hipotilamo-hipdfise-adrenal, cujo
funcionamento deve estar intacto para o desenvolvi-
mento da hipertensio arterial dos ratos SHR. Assim to-
mando em conjunto o presente trabalho e o de Iwase e
cols., pode-se afirmar que embora a administragio neo-
natal de MSG ative mecanismos potencialmente presso-
res, ndo ocorre sinergismo com aqueles que sao ativados
na hipertensdo arterial experimental espontinea.

Porém, ndo obstante esses fatores nao determinaram
elevagdo da pressao arterial, contribuiram para elevar as
dreas sobre as curvas de glicose ¢ insulina, isto ¢, dimi-
nuiram a captagio periférica de glicose e insulina de ra-
tos SHR-MSG. A resultante desses dois fatores mostra
resisténcia a insulina aumentada em relagio aos ratos
SHR e, dessa forma, produziu-se modelo experimental
atil para o estudo da SM.

A importincia da metformina para o tratamento de
pacientes diabéticos foi ressaltada no estudo UKPDS
(Unated Kingdom Prospective Dinbetes Study), no qual
aqueles que fizeram uso dessa droga apresentaram me-
nor namero de eventos cardiovasculares, apesar do con-
trole metabdlico semelhante aqueles que nio usaram a
metformina (29).

A administragio de metformina aos animais SHR
produziu diminui¢io da pressio arterial, da gordura
visceral relativa e melhora da resisténcia a insulina. Com
exce¢do da diminuigio da pressio arterial, o mesmo
ocorreu com os ratos SHR-MSG, embora a redu¢io da
pressao arterial ndo tenha sido significativa.

Os efeitos benéficos da metformina neste modelo ex-
perimental podem ser atribuidos a diminui¢ao do con-
tetido de gordura visceral verificado nestes animais, pois
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ja é bem sabido que entre seus efeitos farmacologicos se
verificam diminui¢3o da lipogénese, diminuigdo da oxi-
dagdo de acidos graxos, além de melhora na captagio
muscular e hepdtica de glicose. Também ¢ conhecido
que a metformina diminui a lipotoxicidade ¢ melhora
a sinaliza¢io da insulina (30-39). Como ji menciona-
do, a diminuigdo da gordura visceral contribui com a
diminui¢do da atividade simpatica, a diminui¢io da ati-
vidade do sistema renina-angiotensina-aldosterona ¢ o
aumento da liberagio de éxido nitrico.

Conclui-se que a inje¢io neonatal de MSG induz
obesidade visceral ¢ agrava os distarbios do metabolis-
mo glicidico nos animais da cepa SHR, mas ndo altera
os niveis pressoricos. O tratamento com a metformina
melhora o metabolismo glicidico e reduz a pressio ar-
terial nesse modelo experimental de SM, além de redu-
zir a deposigao de gordura visceral. Essas observagoes
apontam para o importante papel da resisténcia hepati-
ca a insulina nos distarbios metabdlicos nesse modelo
e evidenciam os efeitos cardiovasculares benéficos da
melhora na sensibilidade a insulina.
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