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RESUMO

A sindrome metabdlica € caracterizada por um conjunto de fatores de risco que séo
frequentemente observados na pratica clinica, como obesidade abdominal, inflamacéo,
dislipidemia, hiperinsulinemia, hiperglicemia, e presséo arterial alta. O desenvolvimento
dos problemas metabdlicos € causado pela interacdo de fatores genéticos, ambientais,
e por condicdes estressantes durantes periodos criticos de desenvolvimento. A
metformina € uma droga utilizada para o tratamento da diabetes e sindrome do ovario
policistico em gestantes e lactantes, mesmo sabendo que ela tem a capacidade de
atravessar a placenta e passar para o leite. Pela necessidade de estudos que
investiguem possiveis mecanismos do efeito da utilizacdo da metformina em fases
criticas do desenvolvimento a longo prazo, e levando em consideracao o conceito de
programacao metabdlica, hipotetizamos que o tratamento com metformina durante a
lactacdo pode atenuar as disfuncdes metabdlicas na vida adulta induzidas pela
superalimentacdo durante a lactacdo. Apdés o nascimento das ninhadas (ratos wistar),
0s grupos controle foram padronizados para uma prole com nove animais, € 0S grupos
reducdo de ninhada, apds o terceiro dia, para trés animais. Do 1° dia até o 12° os
animais dos grupos NL-S (controle salina) e SL-S (reducdo de ninhada salina)
receberam uma inje¢do intraperitoneal de salina, e os grupos NL-M (controle
metformina) e SL-M (reducéo de ninhada metformina) receberam injecao intraperitoneal
de metformina na concentragdo de 100 mg/kg de massa corpérea/dia. Aos 90 dias de
vida, estes animais foram submetidos a eutanasia para avaliagdo dos parametros
biométricos e bioquimicos. O tratamento neonatal com metformina diminuiu o peso
corporal, o estoque de gordura retroperitoneal e o consumo alimentar, além disso
normalizou a glicemia e insulinemia durante o teste de tolerancia a glicose, regularizou
0s niveis de insulina plasmatica durante a lactacéo, e diminui a secrecdo de insulina

pelas ilhotas pancreaticas no grupo SL. Em concluséo, o tratamento neonatal com a



metformina reduziu a instalagdo da sindrome metabdlica induzida pelo modelo de

reducao de ninhada.

Palavras-Chave: Metformina. Sindrome Metabdlica. Reducdo de ninhada.
Programacao Metabdlica. Lactacao.



PREVIATE, Carina. NEONATAL TREATMENT WITH METFORMIN PREVENTS
METABOLIC SYNDROME IN ADULT LIFE. 2019. 32 p. Dissertation (Master Degree in
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ABSTRACT

Metabolic syndrome is characterized by a set of metabolic risk factors that are
frequently observed in clinical practice, such as abdominal obesity, inflammation,
dyslipidemia, hyperinsulinemia, hyperglycemia, and high blood pressure. The
development of metabolic problems is caused by the interaction of genetic,
environmental, and stressful conditions during critical periods of development.
Metformin is a drug used to treat diabetes and polycystic ovary syndrome in pregnant
women and breastfeeding women, even though it knows it has the ability to cross the
placenta and pass into the milk. Due to the need for studies that investigate possible
mechanisms of the effect of metformin on critical phases of long-term development,
and taking into account the concept of metabolic programming, we hypothesized that
early intraperitoneal treatment with metformin can programming the rat to resist the
development of metabolic dysfunctions in adult life, caused by overfeeding during
lactation. After the birth of the litters (wistar rats) the control groups were standardized
for on offspring with nine animals, and the litter reduction groups, after the third day, for
three. From the first day to the 12", animals from the NL-S (saline normal litter) and SL-
S (saline small litter) groups received an intraperitoneal saline injection, and the NL-M
(metformin normal litter) and SL-M (metformin small litter) received intraperitoneal
injection of metformin at the concentration of 100 mg / kg of body mass / day. At 90
days of age, these animals were submitted to euthanasia to evaluate the biometric and
biochemical parameters. Neonatal treatment with metformin decreased body weight,
retroperitoneal fat stores, and food intake, in addition normalized glycemia and
insulinemia during the glucose tolerance test, regularized plasma insulin levels during
lactation, and decreased secretion of insulin through the pancreatic islets in SL group.
In conclusion, neonatal treatment with metformin reduced the installation of the

metabolic syndrome induced by the small litter model.



Keywords: Metformin. Metabolic Syndrome. Small litter. Metabolic Programming.
Lactation.
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1 INTRODUCAO

A sindrome metabdlica € caracterizada por um conjunto de fatores de

risco metabolicos que sdo frequentemente observados na pratica clinica, como
obesidade abdominal, inflamacédo, dislipidemia, hiperinsulinemia, hiperglicemia, e
pressdo alta; e é definida pela presenca de pelo menos trés destes fatores (CAO et al.,
2019; GARRALDA-DEL-VILLAR et al., [s.d.]; KAUR, 2014; LINK; REUE, 2018). Estas
disfuncdes metabdlicas aumentam a predisposi¢ao para o desenvolvimento de doencas
cardiovasculares, diabetes mellitus tipo 2 e alguns tipos de cancer (CAO et al., 2019;
GARRALDA-DEL-VILLAR et al., [s.d.]; LINK; REUE, 2018).

A prevaléncia da sindrome metabdlica, apesar de variar entre diferentes
regibes, niveis sociais, sexo, idade, raca e etnia, tem um aumento significativo em todo
o0 mundo, a cada ano (KAUR, 2014; LINK; REUE, 2018; NOLAN et al., 2017). Estima-se
gue aproximadamente 25% da populacdo mundial tenha um quadro de sindrome
metabodlica (THE INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION, 2006), e no Brasil a
estimativa € de 8,9% (RAMIRES et al., 2013).

O desenvolvimento dos problemas metabdlicos é causado
principalmente pela interacdo de fatores genéticos e ambientais (KAUR, 2014). Dentre
estes, destacam-se os fatores ambientais, levando em consideracdo as mudanc¢as no
estilo de vida da sociedade moderna, pelos héabitos alimentares (quantidade e
qualidade do alimento) e a baixa frequéncia ou falta de exercicio fisico (GARRALDA-
DEL-VILLAR et al., [s.d.]; KAUR, 2014).

Entretanto, além dos fatores genéticos e ambientais, condigcbes
estressantes durante o periodo de preconcepc¢do parental (CHANG et al.,, 2017,
FULLSTON et al., 2015), gestacao e lactacdo (ARMENGAUD et al., 2018; CHAN et al.,
2013; MIRANDA et al., 2018), infancia e adolescéncia (DE OLIVEIRA et al., 2018;
LAMPL; MUMMERT; SCHOEN, 2016; LELIJVELD et al., 2016); como alteragcbes
nutricionais, metabdlicas e hormonais, também podem contribuir para o
desenvolvimento de doencas metabdlicas na vida adulta. Estas observacdes
corroboram com o conceito da programacdo metabdlica, também conhecido como

DOHaD (“Developmental Origins of Health and Diseases”) ou hipotese de Barker. De



forma contraria, o conceito DOHaD também pode ser interpretado como se fatores
benéficos quando incorporados em periodos criticos do desenvolvimento, diminuissem
ou impedissem o desenvolvimento de doencas metabdlicas na vida adulta (DE
OLIVEIRA et al., 2013; MALTA et al., 2016; RIBEIRO et al., 2017).

A metformina (dimetilbiguanida) € uma droga derivada da guanidina, o
composto ativo hipoglicemiante da Galega officinalis (French lilac), utilizada para o
tratamento da diabetes mellitus desde 1957 na Europa, e desde 1995 nos Estados
Unidos (NESTI; NATALI, 2017; PERNICOVA; KORBONITS, 2014).

Atualmente, além de ser a droga oral mais prescrita no mundo para o
tratamento da diabetes mellitus tipo Il, por reduzir os niveis de glicose e melhorar a
sensibilidade a insulina (SALPETER et al., 2008), a metformina também ¢é indicada para
o tratamento e prevencdo de diversas outras doencas devido aos seus efeitos
pleiotrépicos e poucos efeitos colaterais. A Unica rea¢do desagradavel comum que este
medicamento pode causar é desconforto gastrointestinal, principalmente no inicio do
tratamento (CUBEDDU et al., 2000). A metformina, desta forma, € indicada na pratica
clinica para o tratamento da diabetes gestacional (LINDSAY; LOEKEN, 2017), sindrome
do ovario policistico (DIAMANTI-KANDARAKIS et al., 2010), sindrome metabdlica
(ORCHARD et al., 2005), tratamento e prevencdo de cancer (POLLAK, 2013), e
prevencao da diabetes (CICERO; TARTAGNI; ERTEK, 2012; KHOKHAR et al., 2017).

Embora seu mecanismo de acdo ndo tenha sido completamente
elucidado, sabe-se que esta droga diminui a producdo de glicose hepatica, resultado
pela inibicdo da gliconeogénese e da glicogendlise, e estimulo da glicogénese; além
disso, a metformina aumenta a absorcdo de glicose periférica nos tecidos insulino-
dependentes, principalmente na musculatura esquelética, por aumentar a expressao de
GLUT1 e GLUT4 (DEL PRETE; LUTZ, SCHARRER, 1999; OWEN; DORAN;
HALESTRAP, 2000; ROWDEN; FASANO, 2007).

Recentes evidéncias indicam que estas vias sdo modificadas pela acao
indireta da metformina na ativacdo da proteina quinase ativada por adenosina
monofosfato (AMPK). A AMPK é principalmente expressa no figado, mas também é
encontrada em outras tecidos, incluindo o intestino, tecido adiposo, musculo
esquelético, miocardio e pancreas (NESTI; NATALI, 2017; RODRIGUEZ; HIEL;



DELZENNE, 2018). Esta proteina tem a funcdo no metabolismo celular de manter a
homeostasia energética, desligando vias metabdlicas que consomem ATP - vias
anabdlicas de sintese de acidos graxos e colesterol — e estimulando vias metabdlicas
que produzem ATP — vias catabdlicas de oxidacéo de glicose e acidos graxos (ZHOU et
al., 2001). Da mesma forma, a metformina, pode modular a atividade do hipotadlamo
através da fosforilacdo da AMPK, o que resulta na reducdo da expressdo do
neuropeptidio Y e consequentemente aumento da saciedade (DUAN et al., 2013)
evidenciando os possiveis mecanismos das propriedades anoréxicas desta droga.

Sabe-se que a metformina tem a capacidade de atravessar a placenta e
de transferéncia para o leite, entretanto, esta droga ainda é prescrita, em alguns paises,
para o tratamento da diabetes e sindrome do ovario policistico em gestantes e lactantes
(LINDSAY; LOEKEN, 2017). Estudos que mostram os efeitos causados pela metformina
nos fetos, e principalmente, seus possiveis efeitos a longo prazo, sdo escassos e
apresentam resultados contraditorios. Além disso, a Food and Drug Administration, nos
Estados Unidos, aprova o uso de metformina em criancas, com 10 anos ou mais, para o
tratamento da diabetes mellitus tipo 2 (KHOKHAR et al., 2017).

Visto a importancia das disfuncbes metabdlicas, a literatura apresenta
diversos modelos experimentais para o estudo da obesidade e da sindrome metabdlica
em animais. Um destes modelos, amplamente estudado em roedores, é obtido por meio
de reducédo de ninhada, que consiste na reducdo do namero de filhotes da ninhada para
trés animais, no terceiro dia de lactacdo. Normalmente, roedores, como ratos e
camundongos, geram de dez a doze filhotes por ninhada, assim, reduzindo a ninhada
para apenas trés filhotes a oferta de leite serd muito maior, resultando em uma
superalimentacdo durante a lactacdo. Na vida adulta estes animais apresentam
hiperfagia, hiperinsulinemia, resisténcia periférica a insulina e obesidade (GOMES et al.,
2012; PLAGEMANN et al., 1999; RINALDI et al., 2012).

Pela necessidade de estudos que investiguem possiveis mecanismos do
efeito da utilizacdo da metformina em fases criticas do desenvolvimento a longo prazo,
e levando em consideracdo o conceito de programacdo metabdlica, nossa hipbtese é
de que o tratamento com metformina durante a lactacdo pode atenuar as disfuncoes

metabdlicas na vida adulta induzidas pela superalimentacdo durante a lactacéo.



2 OBJETIVOS

2.1 Geral
Estudar o efeito do tratamento precoce intraperitoneal de metformina
em ratos adultos Wistar programados para disfuncbes metabolicas por

superalimentacdo durante a lactacao.

2.2 Especificos

- Determinar se a administragdo intraperitoneal de metformina altera de forma
significativa o peso corporal, consumo alimentar e estoques de gorduras na vida adulta;
- Verificar se a insulinemia e glicemia sdo modificadas pela administracdo neonatal de
metformina na vida adulta;

- Avaliar as concentragcfes plasmaticas de insulina durante a lactagdo em animais
tratados com metformina;

- Avaliar o efeito do tratamento com metformina sobre a secrecao de insulina em ilhotas

pancredticas isoladas.



3 METODOS

3.1 Aprovacao ética

Todos os protocolos experimentais foram realizados de acordo com as
normas do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) e aprovados pela
Comisséo de Etica no Uso de Animais da Universidade Estadual de Maringa (CEUA)

sob o protocolo de numero 4235260917.

3.2 Animais, tratamento e condi¢cfes experimentais

Ratos Wistar machos e fémeas provenientes do Biotério Central da
Universidade Estadual de Maringa foram acomodados no Biotério Setorial do
Laboratério de Biologia Celular da Secrecdo, vinculado ao Departamento de
Biotecnologia, Genética e Biologia Celular da mesma instituicdo. Os animais foram
acondicionados em caixas apropriadas e receberam agua e racao comercial a vontade.
Apoés cinco dias de adaptacdo, os animais foram colocados para cruzamento na
proporcao de trés fémeas por macho. ApOs detectada a prenhes, as fémeas foram
acomodadas em gaiolas individuais até o nascimento da ninhada.

Quatro grupos experimentais foram formados: controle salina (NL-S),
controle metformina (NL-M), reducdo de ninhada salina (SL-S), e reducédo de ninhada
metformina (SL-M). Os grupos controle, NL-S e NL-M, foram padronizados no primeiro
dia de nascimento para uma prole com nove animais, sendo dada a preferéncia para
animais machos, da mesma forma, os grupos reducéo de ninhada, SL-S e SL-M, foram
padronizados para uma prole com nove animais no primeiro dia, no entanto, ao terceiro
dia foram reduzidos a uma prole de apenas trés animais machos.

Do 1° ao 12° dia apds o nascimento os animais dos grupos NL-M e SL-
M receberam uma injecdo intraperitoneal de metformina (1,1-Dimethylbiguanide
hydrochloride, SIGMA-ALDRICH®) na dose de 100mg/kg de massa corpérea por dia, e
0S grupos NL-S e SL-S receberam uma injecéo intraperitoneal de salina (0,9% de

NaCl). Aos 21 dias de vida foi realizado o desmame de cada prole, quando entéo, foram



mantidos apenas trés animais por caixa, para a realizacao dos protocolos experimentais
(Fig. 1).
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Fig. 1. Linha do tempo do protocolo experimental. As barras cinzas representam a injecao
intraperitoneal de salina (0,9% de NacCl), as verdes, o tratamento intraperitoneal de metformina
(100 mg/ kg/ massa corporea), ambos do 1° ao 12° dia de vida. As barras soélidas representam
as ninhadas controle (NL) e as barras listradas as ninhadas reduzidas ao 3° dia (SL). O dia 21
representa o desmame das ninhadas, e o dia 90 a eutanasia para realizagdo dos experimentos.
NL-S: controle salina; NL-M: controle metformina; SL-S: reducéo de ninhada salina, SL-M:

reducdo de ninhada metformina.

Durante o periodo experimental todos os animais foram mantidos sob

condicdes controladas de temperatura (22 + 2°C) e fotoperiodo (12 h claro/escuro).

3.3 Parametros biométricos

A evolucdo do peso corporal e o consumo alimentar de todos os
animais (n = 9-15 por grupo) foram acompanhados semanalmente durante todo o
periodo experimental. Apos os procedimentos experimentais, os animais de todos os
grupos sofreram eutandsia aos 90 dias de idade por decapitagdo com guilhotina. Em
seguida, os animais foram laparotomizados para a coleta dos principais estoques de
gorduras (periepididimal, retroperitoneal e mesentérica) os quais foram pesados para
uma estimativa do acumulo total de gordura corporal. Os valores das gorduras foram

expressos em relacdo ao peso corporal de cada animal (g/100g de massa corpérea).



3.4 Avaliacdo dos niveis plasmaticos de insulina durante a lactagao
Apés 6 horas de jejum, amostras de sangue das ninhadas de todos os
grupos foram retiradas através de eutanasia por decapitacdo para determinar as

concentragdes de insulina nos dias 7, 13 e 21 de vida (n = 9-14 ratos por grupo).

3.5 Teste de Tolerancia a glicose intravenoso (ivGTT)

Para o teste de tolerancia a glicose intravenoso os animais (n = 9-
15 ratos por grupo) aos 86 dias de vida foram submetidos a uma cirurgia para a
implantagdo de uma céanula de silicone na veia jugular direita por onde foram
administradas todas as solucdes utilizadas bem como retiradas as amostras de sangue.
Este procedimento foi realizado através de uma incisdo na regido cervical anterior,
seguida da dissecacdo dos tecidos até a visualiza¢do da veia. A canula foi inserida na
veia e fixada através de uma sutura simples no muasculo peitoral maior. Para que néo
entrasse sangue na canula e ndo ocorresse a formacao de coagulos, ela foi preenchida
com solucéo de heparina a 10% (Liquemine®) diluida em salina (0,9% de NaCl).

ApoOs a cirurgia, os animais foram mantidos no biotério setorial em
caixas individuais com agua e racdo comercial a vontade. O teste foi realizado 24h
depois dos procedimentos cirdrgicos e com 0s animais submetidos a jejum de 12h (20h
as 8h).

O volume de glicose administrado nos animais durante o teste foi na
dose de 1lg/kg de massa corpérea. O ivGTT se iniciou com uma primeira coleta de
sangue (400puL), denominado tempo 0, em seguida, foi injetada a solucdo de glicose, e
nos tempos 5, 15, 30 e 45 minutos foram retiradas novamente amostras de sangue
(400uL). Apbs cada coleta de sangue foi injetado solucdo salina 0,9% para que a
volemia do rato ndo fosse alterada.

Depois deste procedimento, as amostras de sangue foram
centrifugadas a 13.000 rpm/5 minutos, o plasma foi recolhido e armazenado a -20 °C
para posterior quantificacdo da glicemia pelo método da glicose oxidase (TRINDER,
1969) por espectrofotometria (Analisador bioquimico semiautomético, BIO 200FL, Bio

Plus®, S&o Paulo/SP, Brasil), utilizando kit comercial (Gold Analisa® Belo



Horizonte/MG, Brasil) e a dosagem da insulinemia por radioimunoensaio (RIA) (SCOTT,
ATWATER; ROJAS, 1981) através de um contador de emissdo de particulas gama
(Wizard?® Automatic Gamma Counter, ty-2470, PerkinElmer®, Shelton/CT, USA), sendo
utilizado como padréo insulina de rato, anticorpo anti-insulina de rato (Sigma-Aldrich®,
St Louis/MO, USA) e insulina humana recombinante marcada com 1'** (PerkinElmer®,
Shelton/CT, USA). O ensaio tem sensibilidade de 90%.

3.6 Isolamento das Ilhotas Pancreaticas

llhotas pancreaticas foram isoladas adotando-se uma metodologia
previamente descrita (GRAVENA; MATHIAS; ASHCROFT, 2002). Aos 90 dias de vida
um lote de ratos (n = 6 ratos por grupo) sofreu eutanasia por decapitacdo, uma vez que
se faz necessario a exsanguinacao para a ndo coagulacdo no tecido pancreatico. Os
ratos foram imediatamente laparotomizados para exposicdo do ducto biliar comum,
sendo este dissecado proximo ao pediculo hepatico por onde se introduziu uma canula
de polietileno. Apos a canulagédo do ducto biliar comum e a oclusdo na sua extremidade
distal, préximo a entrada do duodeno, foram injetados no interior do pancreas 8mL de
solucéo fisiolégica, solucdo Hanks, contendo os seguintes componentes: colagenase
tipo Xl, 0,1%; soro albumina bovina (SAB), 5% e HEPES [N-(2-hydroxyethyl-
piperazine)-N’-(2-ethanesulphonic acid)], 0,6%, (Sigma-Aldrich®, St Louis/MO, USA)
adicionados em solucdo Hanks [(mmol/L): NaCl, 136,9; KCI, 5,4; MgS0,4.7H,0, 0,81,
Na,HPOQy,, 0,34; KH,PO4, 0,44; CaCl,.2H,0, 1,26; NaHCO3, 4,16; glicose, 0,06; SAB, 15
e (O, 95% + CO,, 5%)/10 min, pH 7,4].

Em seguida os pancreas foram removidos e postos para incubacao a
37°C/15min sob constante agitagdo. Posteriormente a incubacdo, os pancreas foram
lavados e centrifugados a 1000 rpm/5 segundos por trés vezes e a cada etapa o
sobrenadante foi sugado. As ilhotas foram visualizadas e coletadas com o auxilio de
uma lupa estereoscépica (Estereomicroscépio binocular, SQZ-DS4-BI-35, Tecnival®,

Brasil).

3.7 Resposta secretora frente a diferentes concentragdes de glicose



Grupos de 4 ilhotas foram previamente incubados (37°C/60min) em
1mL de solucdo Krebs-Ringer [(mmol/L): NaCl, 115; NaHCOs3, 24; KCI, 1,6; MgCI6H-0,
1; CaCl22H,0, 1; SAB, 15; e pH 7,4] contendo glicose a 5,6mmol/L, oxigenada (O,
95% + CO,, 5%) em placas de cultivo de células. Em seguida, o sobrenadante foi
descartado dos pocos e foi adicionado 1mL de uma nova solucdo Krebs-Ringer

contendo as seguintes concentragdes de glicose [(mmol/L): 5,6; 8,3 e 16,7].

3.8 Analise estatistica dos dados

Os resultados foram apresentados como média + o erro padrdo da média (EPM)
e submetidos ao teste de normalidade de D’Agostino Pearson. Os dados foram
submetidos a andlise de variancia (ANOVA two-way), seguido pelo teste Tukey’s post
hoc. Foram utilizados como intervalo de confiabilidade, valores de P<0,05. Os fatores
considerados foram tamanho da ninhada (L), tratamento (T), e interacéo (I). As analises
foram realizadas através do programa GraphPad Prism® vers&o 7 (Windows GraphPad

Prism® Software, San Diego/CA, USA).
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4 RESULTADOS

4.1 Efeitos do tratamento com metformina nos parametros biométricos

Como esperado, a ninhada que sofreu reducao no terceiro dia de vida,
grupo SL-S, teve aumento de peso corporal ao desmame (21 dias) e na vida adulta (90
dias), comparado aos animais do seu grupo controle NL-S, de 37% (p<0,0001) e 11%
(p<0,01), respectivamente (Fig. 3). Apesar de nao ter sido encontrada diferenca no
ganho de peso entre 0os grupos experimentais SL-S comparado ao seu controle NL-S, e
SL-M comparado a NL-M, o tamanho da ninhada mostrou ter efeito neste parametro
(pL<0,05; Fig. 4).

O tratamento durante os 12 primeiros dias de lactagdo com metformina,
mostrou-se eficaz (pT<0,0001 aos 21 dias; pT<0,01 aos 90 dias), visto que os animais
do grupo SL-M tiveram uma reducdo de peso tanto ao desmame (p<0,0001; Fig. 3)
guanto na vida adulta (p<0,05; Fig. 3), entretanto, ndo foram observadas diferencas
estatisticamente significativas nos ratos do grupo NL-M quando comparados aos

animais do grupo NL-S (Fig. 3).
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Fig. 2. Peso corporal no desmame (a) e na vida adulta (b). Os resultados foram apresentados
como média £ EPM de 9-15 ratos por grupo experimental. NL-S, controle salina; NL-M, controle
metformina; SL-S, reducéo de ninhada salina; SL-M, reduc¢éo de ninhada metformina. # P<0,05,
### P<0,001, para S vs M nas mesmas condicoes; ¢¢¢d P<0,0001 para NL vs SL no mesmo

grupo baseada na analise post-hoc de Tukey. L, fator de tamanho da ninhada; T, fator de
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tratamento; e I, interagdo entre os fatores tamanho da ninhada e tratamento. ** P<0,01, ****

P<0,0001 e ns, sem diferenca significativa, com base na andlise de variancia (ANOVA two-

way).
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Fig. 3. Ganho de peso. Os resultados foram apresentados como média + EPM de 9-15 ratos por
grupo experimental. NL-S, controle salina; NL-M, controle metformina; SL-S, reducdo de
ninhada salina; SL-M, reducdo de ninhada metformina. A insercdo na parte superior direita da
figura representa a ASC. L, fator de tamanho da ninhada; T, fator de tratamento; e |, interacéo
entre os fatores tamanho da ninhada e tratamento. * P<0,05, e ns, sem diferenga significativa,

com base na andlise de variancia (ANOVA two-way).
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Os principais estoques de gordura, como esperado, foram maiores nos
ratos do grupo SL-S quando comparado ao grupo NL-S, como observado na gordura
periepididimal (+ 33%; p<0,01; Fig. 6a), retroperitoneal (+ 48%; p<0,001; Fig. 6b) e
mesentérica (+ 37%; p<0,01; Fig. 6¢). O tratamento precoce intraperitoneal com
metformina mostrou ter efeito na deposi¢céo de gordura retroperitoneal (pT<0,01; Fig.6b)
e mesentérica (pT<0,05; Fig.6¢c), entretanto, reduziu apenas a gordura retroperitoneal
dos animais do grupo SL-M em 23% quando comparado aos animais do grupo SL-S
(p<0,05; Fig. 6b). Nao sendo constatada reducédo das gorduras nos animais do grupo

NL-M quando comparados aos animais do seu grupo controle NL-S (Fig. 6).
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Fig. 4. Estoques de gordura periepididimal (a), retroperitoneal (b), e mesentérica (c). Os

resultados foram apresentados como média + EPM de 9-15 ratos por grupo experimental. NL-S,

controle salina; NL-M, controle metformina; SL-S, reducdo de ninhada salina; SL-M, reducéo de
ninhada metformina. # P<0,05, para S vs M nas mesmas condi¢bes; ¢¢ P<0,01, ¢¢¢$ P<0,001

para NL vs SL no mesmo grupo baseada na andlise post-hoc de Tukey. L, fator de tamanho da
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ninhada; T, fator de tratamento; e |, interagcdo entre os fatores tamanho da ninhada e
tratamento. * P<0,05, ** P<0,01, *** P<0,001, **** P<0,0001 e ns, sem diferenca significativa,

com base na andlise de variancia (ANOVA two-way).

Os animais superalimentados durante a lactacdo, grupo SL-S,
mostraram-se hiperfagicos, como esperado. A ingestdo alimentar foi afetada pelo
tratamento com metformina (pT<0,01). Observou-se uma reducdo estatisticamente
significativa de 58% no consumo alimentar dos ratos do grupo SL-M comparado aos
ratos do seu grupo controle SL-S (p<0,01; Fig. 5), ndo sendo observadas diferencas
entre os grupos NL-M e NL-S (Fig. 5).
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Fig. 5. Consumo alimentar relativo (g/100g de massa corpérea). Os resultados foram
apresentados como média + EPM de 9-15 ratos por grupo experimental. NL-S, controle salina;
NL-M, controle metformina; SL-S, reducdo de ninhada salina; SL-M, reducdo de ninhada
metformina. A insercdo na parte superior direita da figura representa a ASC do consumo
alimentar. ## P<0,01, para S vs M nas mesmas condi¢des; ¢¢ P<0,01 para NL vs SL no mesmo
grupo baseada na andlise post-hoc de Tukey. L, fator de tamanho da ninhada; T, fator de
tratamento; e |, interagédo entre os fatores tamanho da ninhada e tratamento. ** P<0,01, e ns,

sem diferenca significativa, com base na analise de variancia (ANOVA two-way).

4.2 Niveis plasmaticos de insulina durante a lactacao

Durante a lactacdo, os niveis de insulina plasméatica dos animais do
grupo SL-S, mostraram-se elevados comparados aos animais do grupo controle NL-S
aos 13 (p<0,05) e 21 (p<0,001) dias de vida, como mostrado na figura 2. O tratamento
com metformina mostrou ter efeito nas mesmas idades, 13 e 21 dias (pT<0,05),
entretanto, os niveis plasmaticos de insulina foram reduzidos apenas nos ratos do
grupo SL-M gquando comparados com seu grupo controle SL-S (13 dias, p<0,05; 21
dias, p<0,01; Fig. 2), ndo sendo observada diferenca entre os grupos NL-S e NL-M.
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Fig. 6. Efeito da metformina na insulinemia da prole ao longo da lactacdo. NL-S, controle salina;
NL-M, controle metformina; SL-S, reducdo de ninhada salina; SL-M, reducdo de ninhada
metformina. L, fator de tamanho da ninhada; T, fator de tratamento; e |, interacdo entre os
fatores. * P<0,05, *** P<0,001, com base na andlise de variancia (ANOVA two-way) de 9-14

ratos por grupo experimental.

4.3 Glicemia e insulinemia durante o teste de tolerancia a glicose intravenosa
(ivGTT)

Durante o teste de tolerancia a glicose intravenosa, conforme
demonstrado pelo grafico da area sob a curva (ASC), a glicemia e a insulinemia dos
animais superalimentados durante a lactacdo, grupo SL-S, aumentaram em 21%
(p<0,05; Fig. 7a) e 63% (p<0,0001; Fig. 7b), respectivamente, em compara¢do ao seu
controle, grupo NL-S.

Embora o tratamento neonatal com metformina ndo tenha alterado a
glicemia durante o ivGTT, a insulinemia foi reduzida em 60% nos ratos do grupo SL-M
comparado aos ratos também superalimentados que ndo receberam o tratamento,
grupo SL-S (p<0,0001; Fig. 7b). Além disso, nota-se o efeito do tamanho da ninhada

(pL<0,01), do tratamento (pT<0,0001), e da interacdo destes dois fatores (pl<0,001).
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Fig. 7. Glicemia (a) e insulinemia (b) durante o ivGTT. Os resultados foram apresentados como
média + EPM de 9-15 ratos por grupo experimental. NL-S, controle salina; NL-M, controle
metformina; SL-S, redugdo de ninhada salina; SL-M, redugdo de ninhada metformina. A
inser¢cdo na parte superior direita da figura representa a ASC. #### P <0,0001, para S vs M nas
mesmas condig¢oes; ¢ P <0,05, ¢¢dd P <0,0001 para NL vs SL no mesmo grupo baseada na
analise post-hoc de Tukey. L, fator de tamanho da ninhada; T, fator de tratamento; e |, interacéo
entre os fatores tamanho da ninhada e tratamento. * P <0,05, ** P <0,01, *** P< 0,001, **** P

<0,0001 e ns, sem diferencga significativa, com base na analise de variancia (ANOVA two-way).
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4.4 Resposta secretora das ilhotas pancreéticas frente a diferentes concentracdes
de glicose

A figura 8 mostra que o tamanho da ninhada teve efeito na secrecao de
insulina pelas ilhotas pancreaticas (pL<0,01). Em concentracdo basal de glicose (5.6
mmol/L) o tratamento neonatal com metformina nao teve efeito sob esse parametro nas
diferentes ninhadas, sendo que o grupo SL-M, mostrou-se com maior secrecao de
insulina quando comparado ao seu controle NL-M (p<0,01; Fig. 8).

Em concentracbes pos-prandiais de glicose, o0 tratamento
intraperitoneal com metformina, diferentemente da concentracdo basal de glicose,
mostrou ter efeito sob a secrecdo de insulina pelas ilhotas pancreaticas (pT<0,001; Fig.
8). Os animais do grupo SL-M tiveram reducdo na secrecdo de insulina pelas ilhotas
pancreaticas isoladas em duas concentracdes pos-prandiais quando comparados aos
animais do grupo SL-S, de aproximadamente 44% (8.3 mmol/L de glicose, p<0,001;
17.7 mmol/L de glicose, p< 0,05; Fig. 8).
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Fig. 8. Secrecdo de insulina pelas ilhotas pancreaticas. Secrecdo de insulina estimulada por
diferentes concentracfes de glicose. Os resultados foram apresentados como média + EPM de
6 ratos, de 3 ninhadas diferentes, por grupo experimental. NL-S, controle salina; NL-M, controle
metformina; SL-S, redugdo de ninhada salina; SL-M, redugdo de ninhada metformina. A
insercdo na parte superior direita da figura representa a ASC. # P <0,05, ### P <0,001, para S
vs M nas mesmas condi¢des; ¢ P <0,05, ¢¢ P <0,01 para NL vs SL no mesmo grupo baseada
na andlise post-hoc de Tukey. L, fator de tamanho da ninhada; T, fator de tratamento; e |,
interagdo entre os fatores tamanho da ninhada e tratamento. ** P <0,01, ** P< 0,001, **** P

<0,0001 e ns, sem diferencga significativa, com base na analise de variancia (ANOVA two-way).
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5 DISCUSSAO

O tratamento neonatal com metformina durante os doze primeiros dias
de vida protegeu a prole de ratos contra as disfungbes metabdlicas na vida adulta
causadas pela superalimentacdo durante a lactacdo. Os animais do grupo SL-S,
superalimentados durante a lactacdo, apresentaram na vida adulta sobrepeso,
hiperfagia, intoleréncia a glicose e hiperinsulinemia durante o IVGTT, como j& descrito
na literatura (DE ALMEIDA et al.,, 2013; HAWLEY et al., 2002; PLAGEMANN et al.,
1999; RINALDI et al., 2012; RODRIGUES et al., 2009). No entanto, pela primeira vez,
demonstramos que essas caracteristicas podem ser atenuadas através do tratamento
com metformina durante o inicio da vida.

A ninhada que foi reduzida durante a lactagéao, e recebeu o tratamento
com metformina do primeiro ao décimo segundo dia de vida, grupo SL-M, mostrou na
vida adulta reducdo do peso corporal e da gordura retroperitoneal, provavelmente,
causadas pela menor ingestédo alimentar destes animais. Outros estudos, ja observaram
gue o tratamento com metformina diminui o peso corporal, os estoques de gordura e a
ingestdo alimentar (ADEYEMO et al., 2015; FREEMARK; BURSEY, 2001; GOLAY,
2008; LEE; MORLEY, 1998; MALIN; KASHYAP, 2014; MATSUI et al., 2010; PORTELA
et al.,, 2015; YANOVSKI et al., 2011), entretanto, estes resultados foram encontrados
durante o tratamento com metformina e ndo em um contexto de programagé&o.

Estudos que buscam efeitos a longo prazo da utilizacdo da metformina
durante a gestacéao realizados por Saloméki e colaboradores (2014), demonstraram que
a administracdo de metformina durante a gestacdo em camundongas prenhas, resultou
em menor ganho de peso corporal e estoques de gorduras na prole, diante da oferta de
uma dieta hiperlipidica. Diferencialmente, ensaios clinicos de Hanem e colaboradores
(2018), mostraram que criangcas expostas a metformina durante a gestagéo
apresentaram maior IMC e maior prevaléncia a sobrepeso/obesidade; Rowan e
colaboradores (2018), constataram que apesar das maiores medidas antropomeétricas,
como peso e IMC, o percentual de gordura das criangas expostas a metformina durante

a gestacdo, ndo eram maiores que das criangas expostas a insulina.



21

Apesar da reducgdo de gordura dos animais tratados com metformina ter
sido evidente apenas na gordura retroperitoneal do grupo SL-M em relagcédo aos ratos
do grupo SL-S, o tratamento precoce intraperitoneal com esta droga mostrou ter efeito
tanto na gordura retroperitoneal como na mesentérica, evidenciando seu efeito
benéfico, visto que o aumento do tecido adiposo visceral esta intimamente relacionado
com o0 aumento de risco a resisténcia a insulina, dislipidemias e consequentemente a
diabetes mellitus tipo 2 (BOYKO et al., 2000; WAJCHENBERG et al., 2002).

Embora ndo tenha sido avaliado a expressao do NPY e fosforilacdo da
AMPK, sugerimos que a metformina, administrada durante um periodo no qual a
barreira hematoencefalica ainda ndo esta completamente fechada, foi capaz de ativar a
AMPK no hipotalamo de modo a diminuir a expressdo do NPY, como ja observado
(DUAN et al., 2013), resultando em maior saciedade, e consequentemente menor
ingestéo alimentar.

Outros estudos, apontam diferencas nos niveis plasméticos de
importantes horménios relacionados a homeostase energética apos tratamento oral
com metformina. Estudos em ratos obesos induzidos por dieta hiperlipidica (KIM et al.,
2006; MATSUI et al., 2010), e estudos em pacientes obesos nao diabéticos (PAOLISSO
et al., 1998) apresentaram reducdo nos niveis plasmaticos do hormdnio leptina,
sugerindo que a metformina melhora a sensibilidade a leptina causada pela obesidade.

Aumento na concentracao plasmatica de GLP-1 (glucagon-like-peptide-
1) ja foi relatado em estudos com animais obesos (MAIDA et al., 2011; MATSUI et al.,
2010), em pacientes diabéticos e ndo-diabéticos (PREISS et al., 2017; WU et al., 2014),
e em homens obesos ndo-diabéticos (GARBER, 2011). Adicionalmente, o tratamento
com metformina também pode aumentar os niveis séricos de adiponectina em
pacientes com diabetes mellitus tipo 2 (SU et al., 2016; WANG et al., 2013).

O conjunto destas alteracdes nos niveis plasmaticos hormonais, como a
reducdo dos niveis de leptina, aumento de GLP-1 e aumento de adiponectina,
convergem para uma mesma funcédo, o aumento da saciedade e consequentemente
reducdo da ingestédo alimentar.

Neste estudo, demonstramos que o tratamento neonatal com

metformina induziu a reducdo dos niveis plasmaticos de insulina em animais
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superalimentados, normalizando este parametro durante a lactagcdo. Estudos anteriores
mostram que a hiperinsulinemia durante periodos criticos de desenvolvimento causam
mudancas na funcdo e estrutura do hipotalamo, o0 que resulta em alteracdes
permanentes como excesso de peso corporal, intolerancia a glicose e pressao arterial
elevada (HARDER et al., 1998). Dessa forma, propomos que 0s niveis normais de
insulina no inicio da vida, causados pelo tratamento intraperitoneal com metformina
durante os doze primeiros dias de vida, protegeu estes animais superalimentados
durante a lactacdo de desenvolverem doencas metabolicas na vida adulta. Da mesma
forma, a ndo alteracdo da quantidade de insulina nos animais controle que também
receberam o tratamento com metformina, poderia explicar porque estes animais nao
tiveram alteracfes nos parametros avaliados quando comparados aos animais controle
gue nédo receberam a droga.

Considerando o periodo do tratamento, a metformina provavelmente
programou os filhotes superalimentados na lactacdo para uma vida saudavel,
impedindo possiveis mudancgas danosas no hipotalamo causadas pela hiperinsulinemia.
A melhora do metabolismo causada pela normalizacdo dos niveis plasmaticos de
insulina durante a lactacdo ja foi demonstrada em estudos anteriores (MALTA et al.,
2016).

Além da normalizacdo da insulina plasmatica durante o periodo de
lactacdo, a insulinemia durante o ivGTT dos animais que foram superalimentados
durantes a lactacdo e receberam tratamento com metformina também foi menor quando
comparada aos animais que néo receberam tratamento, mesmo sem alteracdo da
glicemia. Sabe-se que a metformina aumenta a sensibilidade a insulina (FORD et al.,
2015; SEGHIERI et al.,, 2018) e estudos anteriores demonstraram a reducédo da
insulinemia causada pelo tratamento ndo precoce com metformina (FREEMARK;
BURSEY, 2001; VIOLLET et al., 2012; ZHOU et al., 2001).

Demonstramos, pela primeira vez, que 0 tratamento precoce com
metformina causa mudancas na funcdo das células beta pancreaticas in vitro. Um
recente estudo demonstrou que ilhotas incubadas em concentracbes de metformina
proximas a concentracdes terapéuticas da droga, inibiu a secrecdo de insulina pelas

ilhotas pancreaticas, em adicdo, altas concentracbes de metformina induziram a morte
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celular (GELIN et al., 2018). Neste trabalho, constatamos que ilhotas pancreaticas
isoladas de animais superalimentados durante a lactagdo que receberam o tratamento
intraperitoneal de metformina durante os doze primeiros dias de vida, grupo SL-M,
secretaram menos insulina em concentracdes de glicose pés-prandiais. Entretanto, o
tratamento precoce com metformina nao causou diferengas estatisticamente
significativas nos animais do grupo controle (NL-M).

Estudos anteriores, ainda ndo publicados, do nosso grupo de pesquisa,
mostraram que o tratamento com metformina durante doze dias na vida adulta (60 a 71
dias de vida) no mesmo modelo animal (SL) n&o causaram modificacdes na secrecéo
das ilhotas pancreéticas dos animais aos 150 dias de vida, além disso, Franco e
colaboradores (2014) constataram que o tratamento crénico com metformina néo
interferiu no efeito insulinotrépico da glicose em ilhotas pancreaticas isoladas. Este
resultado sugere, portanto, que o periodo de tratamento foi crucial para as alteracbes
causadas na secrecdo das células beta pancreéticas, possivelmente tendo efeito na
embriogénese do pancreas que se inicia no meio da gestacdo e termina durante a
lactacdo em roedores (GITTES, 2009; O’'DOWD; STOCKER, 2013).
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6 CONCLUSAO

O tratamento neonatal com injecdo intraperitoneal de metformina na
concentracdo de 100mg por kg de massa corporea por dia, durante os doze primeiros
dias de lactacdo, melhora o metabolismo de ratos wistar adultos programados para
disfuncbes metabolicas pela superalimentacdo na lactacdo, induzida pela reducédo da
ninhada. Esses animais apresentaram reducdo do peso corporal no desmame e na vida
adulta, atenuacdo do consumo alimentar, redugcdo da gordura retroperitoneal,
normalizacédo da insulinemia durante a lactacéo e durante o ivGTT, e normalizacdo da
secrecdo de insulina pelas ilhotas pancreéticas.

Com este estudo, portanto, sugerimos que normalizacdo dos niveis de
insulina durante a lactagdo causada pelo tratamento precoce com metformina, pode ser
um dos principais mecanismos envolvidos para que 0s animais superalimentados
durante a lactacdo resistissem ao desenvolvimento das alteracGes caracteristicas da

sindrome metabdlica.
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ANEXO A: APROVACAO DA COMISSAO DE ETICA NA EXPERIMENTACAO ANIMAL



