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RESUMO

Objetivos: Metformina e glibenclamida sao farmacos utilizados para diminuir a
glicemia de diabéticos tipo 2. Metformina reduz a absorcdo gastrintestinal de
glicose e a gliconeogénese hepatica e aumenta a captagao de glicose periférica.
Por sua vez, glibenclamida aumenta a liberagdo de insulina apés bloquear canais
de K*. Apesar destes efeitos, metformina em altas concentragdes e glibenclamida
podem influenciar o sistema cardiovascular e acelerar a progressao de doencas
vasculares, predispondo o coragao a faléncia cardiaca ou infarto. Estas e outras
mudancas fisioldgicas podem ser associadas a um ECG anormal, mostrando
aumento do intervalo QT e de sua dispersao (QTd). Estas mudancas podem ser
associadas a um baixo limiar para arritmias ventriculares e provocar morte subita
durante isquemia. Neste estudo avaliamos os efeitos do tratamento com
metformina e/ou glibenclamida em ratos diabéticos por aloxana sobre os intervalos
do ECG: QT e suas derivadas QTc, QTd, e QTcd. Em outra série experimental
avaliamos a pressado desenvolvida pelo ventriculo esquerdo (LVP) e as suas
derivadas (DP/Dt* e DP/Dt), usando a preparacdo de Langendorff utilizando
coragao isolado de ratos diabéticos. A isquemia foi provocada pela perfuséao (1 h)
com noradrenalina (NE). Além disso, o glicogénio foi medido em coragao de ratos
antes e apos perfusao com noradrenalina. As alteragdes histoldgicas no ventriculo
também foram estudadas. Métodos: Ratos Wistar machos, diabéticos por
aloxana, foram tratados com metformina (3,5, 30 e 74 ug.g"' de peso corporal —
p.c) ou glibenclamida (0,10 pg/g™” p.c) e/ou glibenclamida e metformina (0,10 + 3,5
ng.g” p.c), simultaneamente durante 30 dias. O ECG foi registrado no 15° e 30°
dia de tratamento. No 30° dia, sob anestesia, o coracao foi isolado e perfundido
com solucdo de Krebs-Henseleit em um aparelho de Langendorff. A isquemia foi
induzida com noradrenalina 10° M (2 ml.min™.g™') mantida durante 1 h na solucéo
perfusora. O glicogénio tecidual (mg.100.mg™) foi extraido de fragmentos de
ventriculo de ratos em repouso ou apds a perfusdo. O glicogénio foi medido pelo
método do fenol sulfdrico. Em outros grupos de ratos, preparados de modo

idéntico, os coragdes foram removidos sob anestesia e fixados em formoldeido em

viii



tampao PBS. Secc¢des de ventriculo foram preparadas depois de embebidas em
parafina e em seguida, os cortes foram fixados em Iaminas e corados pelo método
hematoxilina eosina (HE). O ensaio do glicogénio ventricular foi feito usando o
método &cido de Schiff. Os nucleos foram contados e as suas areas foram
medidas (um?). Os granulos de glicogénio foram detectados pela coloragéo violeta
do citoplasma, usando o método de schiff (PAS positivo) e fotografados.
Resultados: Apds 15 e 30 dias, a glicemia, o intervalo QT e as suas derivadas
aumentaram nos ratos diabéticos. Ap6s 30 dias, a glicemia diminuiu em ratos
diabéticos que foram tratados com doses baixa ou intermediaria de metformina
(3,5 e 30 ug.g”' p.c.), ou com glibenclamida e com a combinacgéo glibenclamida +
metformina (3,5 pg.g” p.c.). Entretanto, o grupo tratado com a dose mais alta de
metformina (74 pg.g” p.c) ndo teve a sua glicemia diminuida. Por outro lado, nos
ratos tratados com doses: baixa ou intermediaria de metformina os intervalos do
ECG: QTc, QTd e QTcd foram reduzidos, em relagdo ao grupo diabético tratado
com a maior dose de metformina. Estes resultados também produziram melhores
efeitos em comparacdo aos grupos diabéticos tratados com glibenclamida e nos
grupos tratados com a associagdao glibenclamida e metformina. Doses baixas,
intermediarias e altas (3,5, 30 e 74 pg.g' p.c.) de metformina aumentou o
armazenamento de glicogénio no ventriculo de ratos diabéticos de 0,19 + 0,007
(controle) para 0,38 + 0,007 mg.100 mg™”, 0,5 + 0,05 mg.100 mg' e 0,7 + 0,04
mg.100 mg™" (p< 0,05), respectivamente. Quanto a presséo sistdlica ventricular,
houve rapido aumento da pressao logo no inicio da perfusdo com NE no grupo
controle, com pico de pressao a 145 + 9,7 mmHg), seguido de lenta queda até 99
+ 3 mmHg. Esta tendéncia foi observada também nas derivadas DP/Dt" e DP/Dt.
Metformina (3,5 e 30 pg.g”' p.c) e glibenclamida isoladamente ou em associagdo
com metformina protegeram o musculo cardiaco durante a isquemia, nao diferindo
do grupo controle. Contudo, ratos diabéticos ndo tratados ou tratados com a maior
dose de metformina, desenvolveram pressao sistélica maxima inferior a todos os
grupos experimentais, revertendo aos niveis basais mais rapidamente que nos
demais grupos. As derivadas DP/Dt" e DP/Dt" mostraram curvas semelhantes.

Apébs a isquemia, o glicogénio diminuiu em todos os grupos, sendo 0,09 + 0,007
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no grupo controle; 0,1 + 0,006 nos diabéticos e 0,6 + 0,005 nos diabéticos tratados
com 74 ng.g”' pc de metformina. O tratamento com glibenclamida e/ou metformina
diminuiu o estoque de glicogénio de 0,62 + 0,05 mg.100 mg™ para 0,19 + 0,05
mg.100 mg' e de 0,74 + 0,03 mg.100 mg"' para 0,22 + 0,008 mg.100 mg™,
respectivamente. Entretanto, a utilizagdo de glicogénio foi proporcional em todos
os grupos. A andlise morfolégica demonstrou um aumento na quantidade dos
nucleos no coracao de ratos diabéticos de 21,33 + 1.17 (no grupo controle) para
36,6 £+ 5 (p< 0,05) e reducdao na média da area dos nucleos, de 0,16 + 0,02
(controle) para 0,08 + 0,01 (p< 0,05). No grupo tratado com a menor concentracao
de metformina (DM 3.5) diminuiu a quantidade de nucleos de 36,6 + 5 (grupo
diabético) para 22,8 + 2 (p< 0,05), porém aumentou a média da area dos nucleos
de 0,08 + 0,01 um? para 0,17+ 0,01 um? (p< 0,05). Nos grupos tratados com as
maiores doses de metformina (30 e 74 pg.g" p.c.), a quantidade de nucleos
aumentou para 34,16 = 1,85 e 47,29 + 2,92, respectivamente), e suas respectivas
areas aumentaram para 0,86 + 0,05 e 0,5 + 0,06, diferindo dos grupos controle e
dos diabéticos nao tratados. Nos grupos diabéticos tratados com glibenclamida e
glibenclamida + metformina, as areas dos nucleos aumentaram de 0,08 + 0,01
um? para 0,71 + 0,09 um? e 0,67 + 0,01 um? respectivamente, (p< 0,001).
Conclusdes: O aumento na dispersao dos intervalos QT com o tratamento pode
significar um risco de arritmia que predispde ratos a morte subita. Os resultados
da pressao obtidos pelo método de Langendorff indicam que a forga de contragao
diminuiu durante o periodo de isquemia por NE, sugerindo que o coracdo estava
mais rigido. Estes resultados permitem-nos deduzir que as maiores doses de
metformina, 74 pg.g” indicados como as maximas para humanos, podem causar
sérios prejuizos ao trabalho cardiaco em caso de sobrecarga. Por outro lado, altas
doses de metformina, de glibenclamida e a associacdo entre estas drogas
aumentam a quantidade e o tamanho dos ndcleos. Conseqlientemente, o
ventriculo hipertrofia, em decorréncia do aumento da atividade celular,

prejudicando de modo importante, a estrutura e a fungéo cardiaca. Portanto, este



aumento de glicogénio estd associado a severidade e a duracao do diabetes.

Assim, o coracao torna-se altamente susceptivel a isquemia.
ABSTRACT

Objectives: Metformin and glibenclamide are pharmacos used to decrease blood
glucose on type 2 diabetics. Metformin decreases gastrointestinal absorption of
glucose and gluconeogenesis and increases peripheric glucose uptake.
Glibenclamide increases insulin secretion by blocking K™ channels. Besides these
effects, metformin and glibenclamide may influence cardiovascular system, which
accelerate the progression of vascular disease, predisposing heart to failure or
infarct. These abnormalities associated to physiological changes may generate an
abnormal ECG, with an increased QT interval and its correspondent dispersion
(QTd). These changes could be associated to a lower threshold for malignant
ventricular arrhythmias and a sudden death by ischemia. The aim of this study was
to evaluate the effects of metformin and/or glibenclamide treatment on QT intervals
and its derivatives: QTc, QTd, and QTcd. We also evaluated the pressure
developed by left ventricle (LVP) and calculate the correspondents derivatives
(DP/Dt" and DP/Dt) on heart isolated from diabetic rats, under ischemia caused by
norepinephrine (NE). Glycogen was measured after ischemia and compared to
control heart, non-submitted to NE. We also analyzed the histological changes in
ventricle cells. Methods: Male Wistar diabetic rats were treated by metformin (3.5,
30 and 74 upg.g”' b.w) or glibenclamide (0.13 ug.g™' b.w) and its association to
metformin (0.13 pg.g” b.w + 3.5 pg.g” b.w) during 30 days. A 6-lead ECG was
recorded initially and after 15 and 30 days treatment. At the end, under
anaesthesia, heart were isolated and perfused by Krebs-Henseleit solution in a
Langendorff apparatus. Ischemia were induced by adding norepinephrine 10° M to
the solution (2 ml.min"'.g) during 1 h. Glycogen (mg.100 mg” wet tissue) was
measured on heart at rest or after perfusion, using the fenol sulfuric method. In
another group, after anaesthesia hearts were removed, cleaned and fixed in

phormoldheyde in PBS buffer. Thin ventricle sections were made and after paraffin
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embedding, fine slices were cut and stained with hematoxilin eosin (HE). Ventricle
glycogen assay was performed on those slides using the acid Schiff process. The
number of nuclei was counted out and nuclei area was measured (um?). Glycogen
granules were recognized the violet colored cytoplasm. Results: After 15 and 30
days, glycemia, QT interval and its derivates increased on diabetic rats. On the
other hand, diabetic rats treated during 30 days by low and intermediate doses of
metformin (3.5 and 30 upg.g"' b.w.) or glibenclamide or glibenclamide plus
metformin, all decreased glycemia. However, the group treated with the highest
dose of metformin (74 pg.g™" b.w) failed to reduce glycemia. On the other hand, the
groups treated by low and intermediate doses reduced the ECG intervals: QTc,
and QTd, and QTcd, in contrast to the diabetic group treated with the highest
metformin dose and the groups treated by glibenclamide and glibenclamide
associated to metformin. Metformin, in low and high doses (3.5, 30 and 74 ng.g™
b.w.) increased glycogen storage on diabetic rat ventricle, from 0.19 + 0.007
(control group) to 0.38 + 0.007 mg.100 mg™", 0.5 + 0.05 mg.100 mg ™" and 0.7 + 0.04
mg.100 mg"', p< 0.05, respectively. The treatment with glibenclamide alone or
associated to metformin increased glycogen, too. In the control group, isolate
hearts showed a rapid increase on ventricular pressure, just initiation of NE
perfusion (145 + 9.7 mmHg), followed by a slow fall to 99 + 3 mmHg. Similar
changes was found on the derivates DP/Dt* and DP/Dt". Metformin (3.5 and 30
ng.g™), glibenclamide and glibenclamide associated to metformin protected cardiac
muscle during ischemia, similarly to the control group (p> 0.05). But, the non-
treated diabetic group and the group treated by 74 pg.g™" of metformin, produced a
maximal pressure which were inferior to the control group and the reversion of the
LVP, DP/Dt* and DP/Dt was faster than that of the control group. After ischemia,
glycogen was reduced on all groups to 0.09 + 0.007 mg.100 mg™' on control group;
0.1 + 0.006 mg.100 mg" on diabetic group and 0.06 + 0.005 mg.100 mg" on
DM74. However, this decrease was inferior to that of the group treated by the
highest dose. The treatment with glibenclamide alone and associated to metformin
diminished glycogen storage from 0.62 + 0.05 mg.100 mg™' to 0.19 + 0.05 mg.100
mg' and 0.74 + 0.03 mg.100 mg™' to 0.22 + 0.008 mg.100 mg™'. However its
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utilization was proportional for all groups. Heart submitted to ischemia decreases
its reserve, (p< 0.05 compared to non-ischaemic). These results suggested that
high doses metformin, in special 74 ng.g™' b.w., indicated as maximal for humans,
makes heart prompt to ischemia. Diabetic rat hearts showed an increase on the
amount of nuclei, from 21.33 + 1.17 to 36.6 £ 5 (p< 0.05) and a reduction of its
area, from 0.16 + 0.02 um? to 0.08 + 0.01 pm? (p< 0.05) in comparison to the
control group. The lowest dose of metformin (DM 3.5) diminished the amount of
nuclei (36.6 + 5 vs 22.8 + 2; p< 0.05) and increased theirs size (0.08 + 0.01 vs
0.17+ 0.01). The amount of nuclei increased to 34.16 = 1.85 and 47.29 + 2.92
during the treatment with high metformin doses, (30 and 74 pg.g' b.w.,
respectively), and the nuclei area increased to 0.86 + 0.05 um? and 0.5 + 0.06 pm?,
respectively, differing from control and non-treated diabetic groups. Similar result,
was obtained on the group treated by glibenclamide and/or metformin, on cardiac
cells, which the nuclei area increased to 0.71 + 0.09 um? and 0.67 + 0.01 um?,
respectively, (p< 0.001). Conclusions: The increased dispersion of QT intervals
during treatment may be subjacent to the risks of arrhythmias that predispose
humans to sudden death. Results shown on Langendorff methodology indicate that
contraction force decreased, suggesting that ventricle muscle were prone to
ischemia. Then, high metformin doses (74 ng.g™"), as indicated for humans, may
cause damage to cardiac work during overload. High metformin doses,
glibenclamide and glibenclamide associated to metformin increase the number of
nuclei, as well, theirs size. Consequently, the ventricle hypertrophy due to an
increased cellular activity may cause important injuries to cardiac structure and
function. We can conclude that, the increased glycogen content on ventricle was
associated to the severity and the duration of diabetes. Then, heart became more

susceptible to the ischemia effects.
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1.1 APRESENTACAO

Diabetes é uma desordem metabdlica caracterizada pelo aumento da glicemia, devido
a alteragbes no metabolismo de proteinas, lipidios e carboidratos, resultante de secrecao
deficiente ou de resisténcia periférica a insulina. Estas alteracdes aumentam a tendéncia ao
desenvolvimento de doencgas cardiovasculares e neuropatias, as quais representam uma das
maiores causas de morte de pacientes (SMITH, T. W. 1992; PAULSON, 1996, BALKAU et al,
2004; SUAREZ et al, 2005).

As alteracdes do metabolismo lipidico aumentam os riscos de aterosclerose e de
outras doengas cardiovasculares como: hipertenséo arterial, isquemia e hiperlipoproteinemia
(BODEN, 1997). Além destas, as mudangas no metabolismo de carboidratos do proprio
musculo cardiaco também podem promover complicagdes cardiacas (HIGUCHI et al, 1991).
Nos diabéticos, 0 aumento da concentragao de glicogénio no ventriculo cardiaco (HIGUCHI
et al, 1995, da SILVA, 2002, GONCALVES et al, 2002), aparentemente esta associado a
gravidade do diabetes (HIGUCHI et al, 1995; RAJAKUMAR et al, 2004).

Embora este aumento represente uma protecdo ao miocardio durante a isquemia de
curta duragdo, ndo tem o mesmo efeito na isquemia de longa duragao, pois o glicogénio é
rapidamente degradado devido ao aumento da atividade da glicogénio fosforilase (HIGUCHI
et al, 1995; RAJAKUMAR et al, 2004).

Farmacos, como a biguanida metformina, um anti-hiperglicemiante utilizado no
tratamento de diabéticos tipo 2, contribuem para a diminuicdo da glicemia e a melhoria do
perfil metabdlico. Aléem dos efeitos indiretos da metformina favorecerem a diminuicdo da
resisténcia tecidual a insulina ela parece oferecer prote¢cao contra doengas cardiovasculares,

que afetam particularmente os obesos, dislipidémicos e hipertensos. Em contraposicéao,



nossos resultados mostraram que altas doses de metformina, como as recomendadas a
pacientes humanos, promoveram grande aumento de glicogénio cardiaco em ratos
aloxanizados.

Em diversas situacbes a metformina tem sido associada a outros farmacos, tal como,
a glibenclamida, a qual estimula a secrecéo de insulina. Segundo OLSSON et al (2000) esta
associagao aumenta o efeito anti-hiperglicemiante do tratamento. Todavia, esta associagao
pode aumentar os riscos de dano sobre o sistema cardiovascular e, conseqlientemente, o
seu uso tem sido reavaliado (UKPDS Group, 1998, OLSSON et al, 2000; FISMAN et al,
2004).

Dados preliminares de nosso laboratério (GONCALVES et al, 2003) mostraram que
altas concentragdes de metformina, equivalentes as doses diarias recomendadas a pacientes
humanos, induziram aumento no conteudo de glicogénio do ventriculo de ratos diabéticos em
relagdo ao grupo nao tratado. Por outro lado, doses mais baixas induziram aumento menor
no conteudo de glicogénio ventricular. Modificagbes metabdlicas e as conseqientes
mudang¢as no armazenamento de glicogénio podem interferir na resposta do miocardio a
isquemia. Assim sendo, € importante estabelecer se as altas doses de metformina, assim
como, a sua associagdo com a glibenclamida, poderia prejudicar o metabolismo lipidico e as

funcdes do musculo cardiaco de diabéticos.
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1.2 FISIOLOGIA DO MUSCULO CARDIACO

1.2.1 Estrutura do Coracao

O coragao dos mamiferos € um 6rgao muscular globular com quatro camaras e um
esqueleto fibroso, composto de quatro anéis tendinosos em torno de seus quatro orificios
valvulares. O anel adrtico € o mais forte de todos; embora os outros anéis sejam menos
rigidos, e firmes o bastante para resistir as dilatagdes. A musculatura atrial é fina, translucida,
situando-se acima dos ventriculos. Em contraste, o musculo ventricular, € grosso, opaco e
composto de trés lados: um superficial, um medial e outro interno. A parede do ventriculo
esquerdo é de duas a trés vezes mais grossa que a parede do ventriculo direito. Os dois
ventriculos sao anatomicamente separados por um septo (LICATA & ROBERTS, 1959;

ANDERSON et al, 2004).

1.2.2 Vascularizacao do Musculo Cardiaco

O coragao é nutrido pelas artérias coronarias que terminam em uma rica rede de
capilares. Estes capilares formam um plexo que inserem entre fibras musculares individuais.
A quantidade de capilares no musculo cardiaco é trés a quatro vezes maior do que no
musculo esquelético, suprindo o coragao com um fluxo sanguineo, em média, vinte vezes

maior (GREEN, 1959; ANDERSON et al, 2004).

1.2.3 Ultraestrutura do Musculo Cardiaco

As células musculares do coracdo formam um sincicio composto de varias fibras
ramificadas. O seu nucleo oval é centralizado e o material intranuclear é condensado dentro
de uma estrutura reticulada que pode mudar sua aparéncia durante a contragdo ou
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relaxamento da célula. Em torno de cada nucleo ha um acumulo de sarcoplasma granular. O
sarcoplasma é composto de matriz intracelular homogénea contendo organelas e miofibrilas.

O sarcolema das células cardiacas € mais fino do que de musculos esqueléticos,
possibilitando menor resisténcia a difusao de gases e substratos neste musculo aerébio. Em
microscopia eletrénica, o sarcolema do coragao aparece como uma dupla membrana,
separado por um pequeno espago. A membrana interna € mais densa do que a externa e é
conhecida como a membrana plasmatica (PERRY, 1960; KOBAYASHI & SOLARO, 2005).

O musculo cardiaco também é caracterizado pela presenca de discos intercalares que
servem de comunicagao entre células por todo o musculo. Os discos intercalares apresentam
invaginacdes e fusdo das membranas plasmaticas (MOORE & RUSKA, 1957; SHIMADA et
al; KOBAYASHI & SOLARO, 2005).

A linha Z é uma estrutura helicoidal continua unindo as fibrilas entre si fundindo-se
com a membrana plasmatica nas margens da célula. Os miofilamentos prosseguem sem
interrupgdes de um sarcOmero a outro conectando-se através da linha Z (PERRY, 1956;
KOBAYASHI & SOLARO, 2005).

O musculo cardiaco € rico em mitocdndrias. Elas possuem membrana dupla, sendo
que a membrana interna se ramifica em numerosas cristas, onde se situam as enzimas que
forma a cadeia respiratéria terminal responsavel pelo metabolismo aerébio (HOGEBOOM et
al, 1948). As mitocéndrias livres no sarcoplasma estdo situadas proximas a miofibrilas. Os

granulos de glicogénio e, mais raramente, goticulas de gordura também sao encontradas nas

células musculares cardiacas (PERRY, 1956; MARIN-GARCIA & GOLDENTHAL, 2004).
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1.2.4 Mioglobinas do Musculo Cardiaco

O musculo cardiaco e o esquelético vermelho sdo caracterizados pela presenca de
pigmentos vermelhos de mioglobina no sarcoplasma. As mioglobinas estdo conjugadas a
proteinas que contém um grupo prostético ferritina, que esta relacionado a hemoglobina
(MILLIKAN, 1939).

A mioglobina € um carreador de oxigénio presente em grande quantidade em
musculos vermelhos em resposta a demanda mitocondrial por oxigénio, além de transportar
oxigénio do sarcolema para a mitocondria de células musculares vermelhas no coragéo. Este
€ um processo molecular, chamado de difusdo facilitada de oxigénio (SCHNEIDER &

HOGEBOOM, 1956; WITTENBERG & WITTENBERG, 2003) em virtude de sua finalidade.

1.2.5 Lipideos do Miocardio

O coragao é relativamente rico em complexos lipidicos. Estes sdo, em grande parte
fosfatideos e componentes relacionados. Ha também quantidade moderada de colesterol e
uma pequena quantidade de triglicerideos em condi¢gdes normais. Estes lipideos estao
contidos no interior das organelas da célula. A mitocdndria e o reticulo endoplasmatico
apresentam uma grande quantidade de lipideos (94% de fosfolipides e 6% de colesterol)

(SPIRO & McKIBBEN, 1956).
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1.2.6 Vias do Metabolismo Cardiaco

O processo metabdlico no musculo cardiaco pode ser dividido em trés fases:
conservagao de energia, liberagcdo de energia e utilizagdo de energia. A fase de liberagéao de
energia inclui aquelas reagbes pelas quais as ligagdes de carbono-carbono e carbono-
hidrogénio sado oxidadas liberando energia sob a forma livre. Os processos de glicdlise,
oxidacao de acidos graxos livres e as reagdes terminais oxidativas do ciclo de Krebs ocorrem
nesta fase.

A fase de conservagao de energia inclui principalmente os processos de fosforilagéo
oxidativa, pelo qual a energia do hidrogénio € convertida em trifosfato de adenosina (ATP) e
fosfato de creatina (CP). O processo de armazenamento de glicogénio no musculo cardiaco
também & um processo de conservagao de energia.

A fase de utilizagdo de energia inclui uma variedade de processos anabdlicos
envolvidos nos trabalhos quimicos e nos processos de contragdo (LEHNINGER et al, 1958;

LUIKEN et al, 2003).

Metabolismo de glicose

A utilizagdo de glicose no coragdo € maior do que em outros musculos, apesar do
miocardio também utilizar outros substratos como os acidos graxos, lactato, corpos ceténicos
e aminoacidos. Recentes evidéncias indicam que o transporte e a utilizagdo de glicose pelas
células do musculo cardiaco € de grande importancia para a manutencado de sua funcéo
normal. Além disso, uma alta taxa de metabolismo de glicose pode ser crucial em condigbes
fisiopatoldgicas, tal como, durante a isquemia (McVEIGH & LOPASCHUK, 1990; LOCHNER

et al, 1996).
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Segundo MORGAN et al (1965), sob condigdo basal ou de trabalho forgado, assim
como, sob anoxia, a glicose € transportada através da membrana no coragéo.

O transporte de glicose em cardiomiécitos é regulada por varios fatores, dentre eles:
hormdnios como a insulina, a prépria fungao contratil e maior ativacdo do sistema nervoso
central, via inervagao simpatica.

A insulina induz um rapido aumento do transporte de glicose (ZANINETTE et al 1988),
porém, sob hipdxia ou isquemia, o transporte de glicose nao requer insulina (SUN et al, 1994;
ZORZANO et al, 1997).

O proprio ato contratil também estimula o transporte de glicose em cardiomidcitos,
pois ativa a translocagao de GLUT4 para a membrana (KOLTER et al, 1992; WHEELER et
al, 1994). Isto ocorre, em virtude do trabalho contratii promover a ativagdo da proteina
quinase ativada (AMPK), cuja fungédo é aumentar a transcricao de GLUT 4 para a membrana
plasmatica (ZHENG et al, 2001) auxiliando o transporte de glicose independente da presenga
de insulina.

O sistema nervoso central também controla o transporte de glicose. A estimulagao
elétrica do hipotalamo aumenta a captacado de glicose pelos cardiomidcitos via inervacao
simpatica intermediada pela liberacdo de catecolaminas e serotonina, estimulando a
translocagcado de GLUT4 e GLUT1 para a membrana (FISCHER et al, 1996 (a); FISCHER et
al, 1996 (b); ZORZANO et al, 1997). O efeito das catecolaminas € independente da
contragdo cardiaca e da presenca de insulina e se deve a ativagdo de receptores oq-
adrenérgicos (FISCHER et al, 1996(a)).

O perdxido de hidrogénio, produzido a partir da via glicose oxidase, estimula a

secregao de serotonina (BOSIN , 1990). A serotonina liberada estimula o transporte de GLUT
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para a membrana, por mecanismo desconhecido, aumentando a captagcdo de glicose
(HAJDUCH et al, 1999).

O transporte de glicose também pode ocorrer pela inibicdo da oxidagdo de acidos
graxos (ciclo de Randle) (RANDLE, 1998). Este fato ocorre sempre que o coragao estiver em

deébito de oxigénio, ou seja, durante isquemia, andxia ou exercicio fisico exaustivo.

Metabolismo de acidos graxos

Os acidos graxos e os produtos de sua oxidagéo, o acido B-hidroxobutirico e o acido
acetoacético sdo rapidamente oxidados pelo musculo cardiaco, podendo contribuir com 80%
da energia requerida para efetuar o trabalho cardiaco (LEHNINGER et al, 1958).

Os disturbios regionais da contratilidade ventricular, tal como aquele proporcionado
pela isquemia, pode reduzir a fungdo da bomba cardiaca. Com a privagao aguda de oxigénio,
os acidos graxos livres ndo podem ser oxidados tornando o coragdo dependente da
producdo anaerobia de energia. Nestas condigbes, a produgdo de ATP depende,
grandemente, da disponibilidade de substratos intracelulares armazenados. Nestes casos, as
reservas de glicogénio séo utilizadas como substrato glicolitico adicional durante a isquemia,
retardando o processo de rigidez cardiaca que pode ocorrer em virtude da insuficiéncia

ventricular esquerda (SELWYN & BRAUNWALD, 1998).

1.2.7 Condicoes Patologicas
Cardiopatia Isquémica

A isquemia decorre da deficiéncia no aporte de oxigénio para o musculo cardiaco.
Consequentemente € desencadeado o processo de aumento na liberagdo de noradrenalina.

A oxigenacao inadequada do coragcdo pode promover disturbios nas fun¢gdes mecanicas,
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bioquimicas e elétricas. Ocorrem mudancgas na utilizacdo dos substratos, pois na auséncia
de oxigénio, a glicose sera a principal fonte de energia. A isquemia também produz
alteracbes no ECG devido a alteracbes no processo de repolarizagcdo da membrana,
causando inversao da onda T ou também promovendo o deslocamento do intervalo ST
(SELWYN & BRAUNWALD, 1998).

A causa mais comum de isquemia é a esclerose coronariana, a qual produz
estreitamento das artérias pelo acumulo de gordura, em virtude do aumento de lipoproteinas
de baixa densidade (LDL) e da diminuicdo das lipoproteinas de alta densidade (HDL)

(BODEN, 1997).

1.2.8 Eletrofisiologia do Coracao

As fases do potencial de acdo cardiaco estdo associadas a variagdes da
permeabilidade da membrana aos ions sédio, potassio e calcio. Assim como nas demais
células, devido a alta permeabilidade da membrana, o ion K+ é o principal cation, enquanto
no exterior predominam os cations Na* e Ca®". De modo semelhante, a membrana da fibra
muscular cardiaca, gera um potencial de acdo quando seus respectivos canais se abrem.

Embora a atividade destes canais idnicos seja constantemente variavel, dando origem
a atividade contratil ritmica, ela pode ser afetada por diversos fatores, tais como:
neurotransmissores, horménios e “fatores locais”: variagcdo na concentracao de O, e CO; no
plasma e a propria atividade contratil, entre outros. Uma importante via de comunicagao
intercelular é formada pelas jungdes comunicantes (“gap junctions”) que possibilitam trocas
de ions e de pequenas moléculas entre células vizinhas.

As variagdes do fluxo de K*, Na* e da atividade das bombas de Na‘'/K* e de Ca?*

principalmente, promovem automaticamente as altera¢des do potencial de membrana dando
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origem ao potencial de acgdo cardiaco. Durante o potencial de agdo sao reconhecidas 4
fases. Na fase 0, ocorre a abertura dos canais rapidos de Na*, despolarizando a membrana.
Entretanto, a quantidade de Na* que entra na célula é pequena ndo produzindo modificacéo
da concentragdo de Na® intracelular. Posteriormente ha entrada de maior quantidade de Na“,
tornando o interior da célula positivo. A inversao do gradiente elétrico promove o fechamento
de canais rapidos de Na* e reduz a sua entrada. Na fase 1 ocorre efluxo de K*, provocando
uma breve e limitada repolarizacao. Na fase 2, a fase de platd, ocorre a abertura dos canais
de Ca®" e dos canais lentos de Na*, promovendo a entrada deste ions na célula. E nesta fase
que também ocorre um efluxo de K*, contrabalanceando o efeito das correntes de entrada.
Na fase 3, a fase de repolarizacdo, o efluxo de K* excede o influxo de Ca** e de Na*
completando-se a repolarizagdo e o potencial de membrana retorna ao seu nivel mais
polarizado. As trocas idnicas de Na+ e de K" ativam a bomba de Na‘'/K* ATPase e de Ca?*
ATPase restabelecendo a condicdo de repouso da célula. A fase 4 representa o periodo
entre o término da repolarizagao e o inicio do potencial de agédo seguinte (ROCHA E SILVA,

1999).

1.2.9 Eletrocardiografia

O eletrocardiograma é um dos métodos mais importantes no diagndstico de
cardiopatias. Dependendo da extensdo e das areas lesadas, a propagacéo do potencial de
agao no musculo cardiaco altera as ondas do ECG e os respectivos intervalos.

O eletrocardiograma (ECG) é registrado utilizando eletrodos conectados aos bragos e
as pernas para registrar as variagdes do potencial elétrico contra um potencial de referéncia
em cada batimento cardiaco. O desenvolvimento do potencial de acdo das células

musculares cardiacas gera uma corrente elétrica que se difunde pelos liquidos corporais e,
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rapidamente, alcanga a superficie do corpo (LENGYEL, 1974). O conhecimento desta
propriedade de condugédo através dos fluidos corporais permite registrar, de modo nao
invasivo, eventos que ocorrem no coragao.

As ondas do ECG decorrem da somatéria temporal de despolarizagdes e
repolarizagdes em grupos de fibras cardiacas. A sequéncia normal de ativacdo cardiaca
(ndédulo sinusal, auriculas, nédulo atrio-ventricular, feixe de His, rede de Purkinge e massa
ventricular) determina a sequéncia e as duragdes dos trés primeiros elementos do registro: a
onda P, o complexo QRS e aonda T.

A onda P corresponde a deflexdo produzida pela despolarizagao auricular, iniciada a
partir do ndédulo sinusal e que se espalha em ondas de ativagado, via feixes condutores
internodais para o ventriculo. A onda seguida € a Q, registrada como uma deflexdo negativa
inicial, resultante da despolarizagdo do septo ventricular, seguida imediatamente pela onda
R, a primeira deflexdo positiva, devido a despolarizacao do apice ventricular e pela onda S,
outra deflexdo negativa, correspondente a despolarizagdo da base ventricular. Estas trés
ondas formam o complexo QRS, que corresponde ao periodo total da despolarizacéo
ventricular. A onda T, que se segue ao complexo QRS, € uma deflexdo positiva gerada pela
repolarizagdo ventricular. Esta onda €& mais lenta e de menor amplitude que o complexo
QRS. A onda U, que € a responsavel pela lenta repolarizagdo do sistema condutor
intraventricular (sistema de Purkinge) (LENGYEL,1974; ROCHA E SILVA, 1999), ndo é
sempre evidente; aparecendo com maior frequéncia apds a realizacdo de exercicio fisico e
nos casos de hipopotassemia (SILVEIRA & ARAUJO, 1960).

As ondas do ECG permitem distinguir intervalos que correspondem ao tempo para
ativar as regides do musculo cardiaco. As ondas, bem como, os intervalos entre elas, estao

ilustrados na figura 1:
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Figura 1: fases do eletrocardiograma em repouso (WILMORE & COSTIL, 2001).

Os segmentos de registro do ECG, mostrando as ondas P e seus intervalos estao
identificados, e corresponde ao tempo desde o inicio da ativagdo sinusal ao inicio da
despolarizagao ventricular. A duragdo do complexo QRS, que corresponde ao tempo total
para a despolarizacéo ventricular, tem inicio no feixe de His e se alastra pelo tecido condutor
His-Purkinge com alta velocidade para toda massa ventricular contratil. O intervalo S-T inicia-
se no final do complexo QRS e vai até o inicio da onda T. Este intervalo corresponde ao
tempo que decorre desde o final da despolarizagao completa até o inicio da repolarizagao do
ventriculo, ou seja, toda a fase de platd do potencial de agdo. O intervalo R-R, que determina
o tempo entre duas ondas R sucessivas, € utilizado rotineiramente para determinar a
freqUéncia cardiaca. O intervalo entre o inicio do complexo QRS e o fim da onda T é
chamado de intervalo Q-T, que corresponde ao tempo necessario para a completa excitagao
elétrica e a recuperacao dos ventriculos, sendo, portanto, a medida da duracdo da sistole
“elétrica”, a qual inclui a despolarizagdo e a repolarizagdo ventricular (LENGYEL,1974;

ROCHA E SILVA, 1999). O intervalo Q-T varia com a frequéncia cardiaca. Por esta razéo,
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em 1920, Bazett’s (citado por ARILDSEN, 1999) introduziu uma equagao que permitiu corrigir

este valor em fung¢ao da frequéncia cardiaca:

QTc=Q-T

NrRR

Planos de Projecao - Vetores

Para fins de registro grafico, o coragcao esta no espacgo e o seu estudo é feito em dois
planos: um horizontal e outro frontal. Ao juntar os dois planos é possivel determinar as
diregbes dos vetores no espaco. A projecéo do plano frontal € representada pelas derivagdes
D4, Dy, D3, aVR, aVL e aVF. O plano horizontal é representado pelos vetores V4, V3, V3, Vg4,
Vs e V. O plano frontal mostra se a proje¢ao esta para cima ou para baixo, para a direita ou
esquerda e o plano horizontal mostra se a projecéo esta para frente ou para tras. Ao juntar
as duas projegdes determina-se o vector no espago.

O sistema de derivagdes eletrocardiograficas determina o vetor cardiaco resultante,
que é a soma vetorial de toda a atividade elétrica do coracéo. Os vetores sao formados pelos
ombros direito e esquerdo e pela regido pubiana formando um triangulo. As derivagdes
periféricas dos membros |, Il e Ill sdo orientadas sobre o plano frontal, em 0, 60 e 120 graus,
respectivamente, em relagcao ao plano horizontal. Outras derivagdes unipolares dos membros
ficam ao longo dos eixos de 90, -30 e —150 graus do plano horizontal.

Entre as seis linhas de derivagdo, o angulo que as separa é de 30°. Passando-se
todas as linhas de derivagbes para o centro do tridngulo forma-se o sistema hexa-axial do
plano frontal.

Por convencdo, todos os angulos para baixo sdo positivos, isto é, 30", 60°, 90°, 120’

150°, 180", e para cima s&o negativos: -30°, -60°, -90°, -120°, -150", -180".
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A posicao da projecao do vetor cardiaco no plano frontal € determinada pelas ondas
que este vetor forma nas seis derivagcdes do plano frontal. A partir da positividade e
negatividade das ondas, bem como pelo seu tamanho é determinada a posigéo do vetor no

plano frontal (GUS, 1997).

1.2.10 Ciclo Cardiaco

Sistole Ventricular

O inicio da contragdo ventricular é representado pelo pico da onda R do
eletrocardiograma. O tempo que decorre entre o inicio da sistole ventricular e a abertura das
valvulas semilunares € chamado de contracdo isovolumétrica. Neste periodo a pressao
ventricular aumenta, porém o volume ventricular ndo se modifica. Este aumento de presséao
ocorre enquanto as valvulas semilunares ainda estdo fechadas, sendo denominada DP/Dt
positiva.

Quando as valvulas semilunares se abrem, inicia-se a fase de ejecdo. Nesta fase, as
pressdes ventricular e adrtica, aumentam, sendo chamadas de presséo sistdlica ventricular.
Apds o pico da curva do fluxo continuado do ventriculo esquerdo, este desacelera em virtude
da inversdo do gradiente de pressado. Nesta fase da ejecdo, ocorre o encurtamento das

paredes ventriculares para propulsionar o sangue (ROCHA & SILVA, 1999).

Diastole Ventricular

O intervalo entre o fechamento das valvulas semilunares e a abertura das valvulas
atrio-ventriculares é chamado de relaxamento isovolumétrico. Nesta fase, diminui a presséo
ventricular, sem que haja modificacdo do volume ventricular. A relacdo DP/Dt é negativa

neste periodo.
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Apds a abertura das valvulas atrio-ventriculares ocorre o enchimento da camara
ventricular. Durante o enchimento a pressdo ventricular esquerda cai a valores abaixo da
pressao atrial. Esta fase é denominada presséo diastélica ventricular (ROCHA & SILVA,

1999).
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1.3 DIABETES MELLITUS

No diabetes mellitus, ao lado de um menor transporte de glicose nos tecidos sensiveis
a insulina, ha também, uma grande producao de glicose pelo figado. Estas anormalidades
sdo decorrentes, principalmente, de insuficiente secregdo de insulina em resposta a glicose
e/ou da insensibilidade tecidual & agdo da insulina (resisténcia a insulina). As causas do
aparecimento do diabetes mellitus ndo sdo completamente conhecidas. Ao menos, uma
predisposicao € hereditaria. Foram reconhecidos dez diferentes tipos de genes relacionados
ao diabetes mellitus tipo 1, sendo que os mais importantes estao situados nos cromossomos
6 e 11, onde estdo os genes responsaveis pela produgdo de insulina (TODD, 1995). O
diabetes mellitus também pode ser causado por destruicdo de células B por drogas ou por
doengas de origem viral ou desenvolver-se em decorréncias de desnutricdo ou gravidez.
Modernamente, classifica-se o diabetes mellitus em dois tipos (EMILIEN et al, 1999).

O tipo 1 ou diabetes mellitus dependente de insulina (IDDM), anteriormente chamado
diabetes juvenil porque manifesta-se com maior freqiéncia em criangas e adolescentes (em
torno de 12 anos idade). Nos individuos portadores de diabetes tipo 1, o pancreas produz
pouca ou nenhuma insulina. Esta € uma desordem auto-imune, na qual as células T ativadas
infiltram-se nas ilhotas e provocam a destruicao das células . O tratamento do diabético tipo
1 é feito principalmente através de inje¢cdes de insulina e o controle do numero e conteudo
das refeicoes. O médico deve levar em conta a sensibilidade de cada paciente aos efeitos da
insulina exégena (EMILIEN et al, 1999).

Os principais sintomas do diabetes tipo 1 sdo: aumento de micgao (frequéncia e
volume), aumento da sede, perda de peso e cansago. Estes sintomas sdo causados pelo

aumento de glicose no sangue e de sua perda na urina. A perda de glicose e de agua na
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urina resulta em desidratagao, o que provoca efeitos osmoticos e sede (BENNETT & CECIL,
1997).

Concomitantemente, ha aumento do metabolismo lipidico e parte dos sub-produtos
sao convertidas a cetonas. Se esta produgao for excessiva, havera aumento de acidez no
plasma que sera eliminada na urina e no ar expirado, exalando um odor caracteristico (halito
cetdnico) (BENNETT & CECIL, 1997).

O diabetes do tipo 2, também chamado, diabetes mellitus ndo dependente de insulina
(NIDDM), aparece mais frequentemente em individuos com mais de 40 anos e em obesos
mais jovens. Em geral, pode ser causada por diminuicdo da secregdo de insulina por
diminuigdo do numero de células  ou por diminuigdo da sensibilidade destas a glicose ou
por aumento da resisténcia periférica ao horménio, como no caso de aumento de peso e por
diminuicao da atividade fisica (BENNETT & CECIL, 1997).

A hiperglicemia mantida causa a glicosilagdo nao-enzimatica das proteinas, o que
altera a estrutura e fungdo desta. Um exemplo é a glicosilagado de lipoproteinas de baixa
densidade (LDL), as quais ndo sdo mais capazes de se ligarem aos receptores de LDL.
Outro exemplo € a glicosilagdo da hemoglobina, um processo continuo que ocorre no interior
das hemacias, constituindo um histérico da concentragao de glicose a qual a hemacia esteve
exposta durante a sua vida (SHERWIN, 2004). Por esta razdo a concentragcdo de
hemoglobina glicosilada é utilizada como um indicador do estado do diabético.

O diabetes também promove alteragdes no metabolismo de proteinas, lipidios e
carboidratos. A hiperglicemia e a hiperlipidemia mantidos em diabéticos agravam ainda mais
0 quadro de resisténcia tecidual a insulina. Uma das consequéncias finais € a reducao da
atividade da glicogénio sintetase e/ou aumento da quebra de glicogénio aliada ao aumento

da degradacéao dos triglicerideos, com a resultante liberagcado de glicerol e de acidos graxos
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livres para o plasma (WESTERGAARD et al, 1991; DeFRONZO et al, 1992; LAWRENCE Jr
et al, 1997). Em diabéticos do tipo 2, os acidos graxos livres esta elevado devido ao aumento
da lipdlise. O aumento dos acidos graxos livres compete com a glicose como substrato
energético causando inibicdo da sintese de glicogénio via retroalimentagcéo negativa sobre a
captacao de glicose que causa consequente aumento da glicemia (RANDLE et al, 1998).

O glicerol plasmatico € originario da lipolise de triglicerideos do tecido adiposo, bem
como, da hidrdlise dos alimentos gordurosos da dieta. O figado é responsavel por 70 a 90%
da utilizagdo do glicerol. Apos ser captado, ele é irreversivelmente convertido a glicerol-3-
fosfato, pela quinase do glicerol. O glicerol é o unico substrato que prové novos carbonos
para a gliconeogénese, em contraste com a geragao de lactato e alanina, cujos carbonos sao
originados diretamente através da glicolise. Em diabéticos, aproximadamente 80% do glicerol
€ convertido em glicose, enquanto nos individuos ndo-diabéticos, esta conversao varia entre
40 e 60% (WESTERGAARD et al, 1998).

Dentre as anormalidades do metabolismo lipidico de diabéticos também estao
incluidos o aumento de colesterol LDL e VLDL e a diminuicdo de HDL, além do aumento dos
niveis plasmaticos de triglicerideos (BARAKAT et al, 1996).

As modificagbes da composicdo de acidos graxos, fosfolipidios e colesterol da
membrana plasmatica alteram as funcdes celulares, podendo ter consequéncias importantes
na difusdo de agua e de pequenas moléculas, inclusive glicose (GOMEZ DUMM et al, 1998).

As alteragcdes no metabolismo lipidico aumentam os riscos de aterosclerose, além de
doencgas cardiovasculares, tais como: hipertensdo arterial, isquemia e hiperlipoproteinemia
(BODEN, 1997). Estas disfungbes cardiacas podem também ser ocasionadas pela

glicosilacdo de glicoproteinas circulantes, alterando a sua renovacgédo e contribuindo para
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aumentar o risco de aterosclerose. Tem sido sugerido que as anormalidades da fungéo das
células endoteliais aumentam a probabilidade de lesdes (SMITH, 1992).

Doencas cardiovasculares também podem ocorrer em virtude de mudangas no
metabolismo de carboidratos do musculo cardiaco, gerando complicagées durante uma
isquemia prolongada (HIGUCHI et al, 1991).

Como referimos anteriormente (pg 9), a propria contragdo estimula o transporte de
glicose em cardiomiocitos. O transporte de glicose € estimulado pela liberacdo das
catecolaminas, que promovem a translocagao de GLUT4 e GLUT1 para a membrana. Além
dessas condi¢cdes, a hipoxia, andxia ou a isquemia causam aumento da utilizacdo e
transporte de glicose no musculo cardiaco, mesmo na auséncia de insulina (ZORZANO et al,
1997).

Nos diabéticos, o aumento da concentragdo de glicogénio no ventriculo cardiaco
(HIGUCHI et al, 1995, da SILVA, 2002, GONCALVES et al, 2002), aparentemente esta
associado a gravidade do diabetes (HIGUCHI et al, 1995; RAJAKUMAR et al, 2004).

Embora este aumento represente uma protecdo ao miocardio durante a isquemia de
curta duragdo, ndo tem o mesmo efeito na isquemia de longa duragao, pois o glicogénio é
rapidamente degradado devido ao aumento da atividade da glicogénio fosforilase (HIGUCHI
et al, 1995; RAJAKUMAR et al, 2004).

Este aumento de glicogénio pode ser provocado por uma mutagdo no gene PRKAG2,
que é uma subunidade regulatéria na ativagdo da AMP kinase, e causa hipertrofia cardiaca e
anormalidades eletrofisiologicas, particularmente na pré-excitagdo e bloqueio de ramo na
conducgao atrio-ventricular (ARAD et al, 2001).

A causa mais comum de isquemia miocardica € a aterosclerose das artérias

coronarias epicardicas. A reducdo da luz das artérias coronarias provocada pela
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aterosclerose diminui a perfusdo miocardica no estado basal e limita os aumentos
apropriados de perfusdo durante a demanda aumentada (SELWYN & BRAUNWALD, 1998).
A caréncia de oxigénio no tecido, provocada pela perfusdo inadequada, resulta em
desequilibrio entre o aporte e a demanda de oxigénio, o que provoca disturbios transitérios
das fungbes mecanica, bioquimica e elétrica do miocardio. Durante a isquemia, a
contratilidade do miocardio (inotropismo) € aumentada pela liberagdo reflexa de
noradrenalina pelas terminagdes nervosas adrenérgicas no miocardio, provendo aumento do
débito cardiaco (SMITH, 1992). A isquemia transitéria pode estar associada a angina no
peito e quando for prolongada pode levar a necrose e fibrose do miocardio. Por outro lado os
disturbios regionais da contratilidade ventricular podem reduzir a fungdo da bomba cardiaca
(SELWYN & BRAUNWALD, 1998). Com a privagdo grave de oxigénio, os acidos graxos
livres ndo podem ser oxidados, tornando o coragdo dependente da produgdo de energia
anaerdbia. A producao anaerébia de ATP é muito dependente da disponibilidade de
substratos intracelulares para a glicdlise. Nestes casos, as reservas de glicogénio sao
utilizadas como substrato glicolitico adicional durante a isquemia, retardando o processo de
rigidez cardiaca que ocorre em virtude da insuficiéncia ventricular esquerda.

Como observado por diversos autores (HIGUCHI et al, 1995; FEUVRAY &
LOPASCHUK, 1997; PAULSON, 1997), o metabolismo de carboidratos do musculo cardiaco
de diabéticos € alterado. Em ratos diabéticos (por estreptozotocina) foi registrado no musculo
cardiaco maior conteudo de glicogénio do que no grupo de ratos nao diabéticos, fato
condizente com observagdes de nosso grupo (da SILVA, 2001; da SILVA et al, 2002). Este
aumento poderia estar associado ao grau de severidade e a duragéo do diabetes, conforme

sugerido por HIGUCHI et al (1995).
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O aumento do conteudo de glicogénio no musculo cardiaco pode prover substrato
glicolitico adicional durante a isquemia (HIGUCHI et al, 1991; SCHAEFER & RAMASAMY,
1997; TAEGTMEYER, 1998). Baseado nestas informacgdes, diversos autores (HIGUCHI et al,
1991; PAULSON, 1997; FEUVRAY & LOPASCHUK, 1997) sugeriram que o diabético estaria
protegido durante a isquemia, desde que nao houvesse acumulo de lactato. O proprio
HIGUCHI et al (1995), contudo, sugeriu que o diabético s6 estaria protegido durante a
isquemia de curta duragdo. Neste trabalho, a maior parte do conteudo de glicogénio cardiaco
foi preservado mesmo apos 15 minutos de perfusdo em presenca de noradrenalina. Porém,
apos 1 hora de perfusdo, o conteudo de glicogénio havia sido reduzido a valores inferiores
aos de ratos ndo diabéticos sujeitos as mesmas condi¢cdes. Como consequéncia, a
manutengado da estimulagdo com noradrenalina causou aumento da rigidez do ventriculo
esquerdo (HIGUCHI et al, 1995), que foi acompanhada pela diminuigao do fluxo cardiaco. A
rigidez diastolica no ventriculo esquerdo foi atribuida a contratura miocardial (HIGUCHI et al,
1997). O autor sugeriu que, sob estas condigbes, ha maior atividade da glicogénio fosforilase
no musculo cardiaco nos diabéticos, e que o conteudo aumentado de glicogénio, apenas

protege o ventriculo durante a isquemia de curta duragéo.

29



1.4 METFORMINA

Uma das prioridades no tratamento do diabetes € diminuir a glicemia para reduzir as
complicagdes micro- e macro-vasculares. A abordagem padrédo tem sido a pratica de
exercicio fisico e dietas. Quando estas praticas ndo sao suficientes para baixar a glicemia, ha
necessidade de adicionar medicamentos a terapia, levando em conta a origem das
implicagdes e a sua gravidade. Agentes orais, como as sulfoniluréias, metformina, as
tiazolidinas (troglitazona e rosiglitazona) e acarbose tem sido utilizadas como monoterapias.

A metformina é uma biguanida, cuja férmula estrutural é:
NH NH
o | |
N C NH C NH,HCI

/ A

CHs

As biguanidas, conhecidas de longa data, foram utilizadas no tratamento de diabetes
ja em 1920 (DAWIS & GRANNER, 1996). Fenformin, a primeira a ser utilizada, foi retirada do
mercado pois seu uso foi associado a cetoacidose que afetava individuos com deficiéncias
hepaticas e renais. Metformina tem sido utilizada a longo tempo para tratar do diabetes tipo 2
na Europa e mais recentemente nos Estados Unidos e Brasil. Metformina tem sido utilizada
no tratamento do diabetes tipo 2, sozinha ou em associagdo com outras drogas, pois melhora
o controle glicémico e lipidico em pacientes que nao respondem a dieta alimentar (De
FRONZO & GOODMAN, 1995; HOWLETT & BAILEY, 1999). Em contraste com as
sulfoniluréias, metformina promove a perda de peso do diabético, ndo aumenta a secrecao
de insulina e ndo causa hipoglicemia. Consequentemente, a metformina favorece a

diminuicdo da resisténcia a insulina.

30



Recentemente, também foi demonstrado que ela protege contra doencgas
cardiovasculares, particularmente, em obesos, dislipidémicos e hipertensos (HOWLETT &
BAILEY, 1999). Em conjunto, varios efeitos da metformina reduzem a glicemia: supressao da
saida de glicose hepatica, estimulacédo da captacdo de glicose pelas células musculares,
estimulagdo do aumento do armazenamento de glicogénio e inibicdo da oxidagdo de acidos
graxos (RICCIO et al, 1991; STUMVOLL et al, 1995; da SILVA , 1998, BAILEY, 1999).

O mecanismo de acdo da metformina € multifatorial, mas ainda ndo é completamente
conhecido. Tem sido sugerido que metformina pode ativar o mecanismo de ag¢ao da insulina,
aumentando a atividade do receptor de insulina levando a translocag¢ao dos transportadores
de glicose GLUT4 para a membrana plasmatica dos musculos esqueléticos (HOWLETT &
BAILEY, 1999). Contudo, a presenca de insulina € necessaria para que o efeito da
metformina se manifeste (BAILEY, 1995) o que parece envolver o prolongamento do efeito
da insulina na célula.

Nos musculos esqueléticos, tecido adiposo e figado a metformina aumenta a oxidagao
de glicose e diminui a oxidagao de acidos graxos livres. Entretanto, metformina talvez possa
também afetar a oxidagcédo de glicose e acidos graxos livres em outros tecidos, inclusive nas
células B. Estes efeitos sdo importantes para o tratamento de diabéticos pois, quando os
acidos graxos livres estdo em excesso, a oxidagado de glicose diminui (ciclo de Randle),
principalmente pela inibicdo da atividade da piruvato desidrogenase (PATANE et al, 2000).

Outra proposta do mecanismo de agdo da metformina é sugerida por ZHOU et al,
(2001), ao estudar os efeitos da metformina sobre a ativagdo de AMPK (proteina quinase
ativada por AMP). AMPK é uma subunidade alvo capaz de mediar os efeitos metabdlicos da
metformina. A clivagem desta quinase é uma etapa regulatoria na biossintese de lipideos,

fosforilando e inativando enzimas chaves como a Acetil-CoA carboxilase. A AMPK também

31



regula o metabolismo de acidos graxos e consequentemente, aumenta a captagdo de glicose
(ciclo de Randle) e estimula a gliconeogénese pela estimulagéo da glicose 6 fosfato fosfatase
(G6P). A ativagado crénica de AMPK também induz a expressao da hexoquinase e de
transportadores GLUT 4 reproduzindo os efeitos proporcionados pela pratica de exercicios
fisicos.

Todavia, o tratamento com metformina ndo é isento de efeitos colaterais. Estudos
demonstraram que metformina, em altas doses, pode reduzir a responsividade das células 3
ao aumento de glicose e em caso de exposigdao prolongada pode resultar em apoptose
(KEFAS et al, 2004).

Além disso, foram observados que cerca de 20% dos pacientes, no inicio do
tratamento, relataram: desconforto abdominal, sabor metdlico, nauseas, anorexia e diarréia.
Segundo HERMANN (1979) e SCARPELLO et al (1998), a diarréia pode refletir um disturbio
na absorg¢ao de sais biliares. Disturbios gastrintestinais, tais como a diarréia, séo frequentes
e dessa forma, a absorgao intestinal de vitamina B, especialmente o folato, & prejudicado
durante terapia cronica. Esta deficiéncia pode levar ao aumento dos niveis de homocisteina
que acelera a progressao das doengas vasculares. O aumento dos niveis de homocisteina &
associado ao aumento de mortalidade de pacientes com doenga cardiovascular aterogénica
(FISMAN et al, 2004). Apesar da rapida excregao urinaria com meia vida plasmatica entre,
1,5 e 4,5 h (HOWLETT & BAILEY, 1999), ha risco de acidose lactica (1 caso por 10.000
pacientes/ano). Por esta razao, esta droga néo é recomendada a pacientes com deficiéncias

hepaticas e renais.
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1.5 GLIBENCLAMIDA

As sulfoniluréias vem sendo utilizadas para o tratamento do diabetes ha mais de 50
anos. Atualmente, as sulfoniluréias continuam sendo a principal forma de tratamento de
pacientes com diabetes tipo 2 (FISMAN et al, 2004).

A primeira sulfoniluréia utilizada foi a tolbutamida, que foi substituida pela
glibenclamida e a gliburide. E atualmente existe uma nova geragdo de sulfoniluréia, a
glimepiridina, que tem efeito mais especifico no pancreas (FISMAN et al, 2004).

A glibenclamida, € um antidiabético oral do grupo das sulfoniluréias, dotado de potente
acao hipoglicemiante, sendo indicado no tratamento de alguns tipos de diabetes mellitus tipo

2. Sua féormula estrutural é:

Grupo meio
benzamida sulfoniluréia
Ic:| ‘|3 11 ﬁ' ‘l? 1
: H S | H C
C—N—CH,—CH S—N—C—N
2 2 ll)
OCH,4 - .
Glibenclamida

Figura 2: férmula estrutural da glibenclamida

O modo de acgdo das sulfoniluréias envolve a sua ligagédo a receptores especificos
(SUR1) que é um dos principais componente dos canais de potassio sensiveis ao ATP nas
células B (ASHCROFT & ASHCROFT, 1992). E através desta ligacdo que o efluxo de K* é
bloqueado pelas sulfoniluréias e, conseqlentemente, ocorre a despolarizacdo da membrana
plasmatica que resulta na abertura de canais de Ca?*, sensiveis & voltagem. O influxo de

Ca?*, por sua vez, estimula migracao dos granulos de insulina para a periferia e a sua fusao
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com a membrana da inicio a exocitose (FERRER et al, 1984; MEDA et al, 1984; EMILIEN et
al, 1999).

Seu uso é recomendado a pacientes diabéticos do tipo ndo dependente de insulina
que nao respondem apenas a dieta e cujo pancreas ainda conserva parcela de capacidade
de producéo e secrecao de insulina (LARNER, 1983).

Canais de potassio sensiveis a ATP também sao encontrados no sistema
cardiovascular (NOMA, 1989). Ja os receptores do miocardio e do musculo vascular liso sao
diferentes do SUR pancreatico, e sédo caracterizados como SUR2, e SURy,, respectivamente
(CHUTKOW et al, 1996; ISOMOTO et al, 1995). A glibenclamida, porém, possui mais
afinidade ao SURy do que ao SURj, e SURy, (YOKOSHIKI et al, 1998), n&do sendo ainda
conhecida a concentragcdo de glibenclamida que possa afetar a fungdo do sistema
cardiovascular. Teoricamente, o bloqueio de canais de potassio sensiveis a ATP pode
interferir no mecanismo cardioprotetor enddgeno, especialmente durante uma isquemia,
quando niveis reduzidos de ATP intracelular desencadeiam a abertura destes canais K*
(COETZEE, 1992; NOMA, 1989)

As sulfoniluréias também afetam o metabolismo energético miocardial, estimulando a
glicogendlise, a captacéo e a utilizagado de glicose, bem como a diminuigdo do metabolismo
de acidos graxos livres. Estes efeitos sdo devidos a inibicdo da atividade da carnitina palmitil-
transferase, uma enzima reguladora da oxidagao dos acidos graxos (SCHOTBORGH &
WILDE, 1997).

A glibenclamida pode causar reacgdes hipoglicémicas, inclusive levando o paciente ao
coma devido a reducgdo dos niveis de glicose circulatoria. Por outro lado, as sulfoniluréias sao
contra-indicadas em pacientes com insuficiéncia hepatica e/ou renal em virtude do seu papel

na eliminacdo do medicamento. Sulfoniluréias também pode causar intolerancia ao alcool,
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provocando nauseas, rubor e palpitagdes (LARNER, 1983). Além disso, 0 mecanismo pelo
qual a glibenclamida atua, o bloqueio do canal de K* sensivel a ATP (Katp), € considerado
um aumento de riscos cardiovasculares (GARLID et al, 1997; QUAST et al, 2004).

Quanto a glicemia e Hb glicosilada a associacédo de metformina com glibenclamida
possibilitou o aproveitamento de suas respectivas propriedades favoraveis e o seu emprego
conjunto foi sugerido por diversos pesquisadores (BAILEY & TURNER, 1996; HERMANN,
1996; LEITER, 1996;; BAILEY, 2000) e inclusive o grupo UKPDS (1998) durante pesquisa de
ampla abrangéncia.

A associacédo de metformina com glibenclamida promoveu a diminuicédo de 25 a 30 %
da concentragéo da glicose plasmatica e também diminuiu entre 16-27 %, a concentragao de
hemoglobina glicosilada (EMILIEN et al, 1999). Também foi observado que estes
medicamentos produziram efeitos benéficos em doencgas micro e macro-vasculares. Poderia
esta combinacgao ser benéfica ao tratamento de diabéticos?

Todavia, os efeitos dos agentes anti-hiperglicémicos orais sobre o sistema
cardiovascular foi reavaliado recentemente. Estudos realizados pelo UKPDS Group (1998)
revelaram maior risco de morte em diabéticos tratados com esta associagdo do que em
grupos tratados por apenas uma das drogas. Esta associacdo também foi responsabilizada
pelo aumento de risco de infarte do miocardio (OLSSON et al, 2000). Isto provavelmente
ocorra em virtude de ambos aumentarem os riscos cardiovasculares isoladamente e quando

associados, os riscos sao potencializados.
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2. OBJETIVOS

O propdsito deste trabalho foi investigar os efeitos do tratamento com metformina e/ou

de sua associagao a glibenclamida em ratos diabéticos por aloxana sobre:

1) a for¢ca de contragdo e o relaxamento cardiaco, assim como, a pressao sistélica
ventricular e a pressdo desenvolvida em fungao do tempo (DP/Dt), sob isquemia
induzida por noradrenalina;

2) o conteudo de glicogénio do ventriculo apdés a perfusdo com noradrenalina para
avaliarmos os efeitos da isquemia, comparados com os correspondentes grupos
nao perfundidos;

3) as fungbes cardiacas, avaliados por parametros eletrocardiograficos;

4) os aspectos morfolégicos do musculo ventricular cardiaco e as implicagées sobre

suas funcgoes;
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais
Para o desenvolvimento deste trabalho foram utilizados ratos, albinos, Wistar com
idade de 10 semanas, fornecidos pelo Centro de Bioterismo da UNICAMP. Os ratos foram
mantidos no Biotério do Departamento de Fisiologia e Biofisica, sendo adaptados durante
duas semanas. Os ratos foram alimentados com ragao (Purina para roedores) e agua “ad
libitum” em ciclo fotoperiddico de 12 h claro e 12 h escuro, a 22 + 2°C. O Comité de Etica em
Experimentagdao Animal da Unicamp aprovou o protocolo experimental sob o nimero 262-1.
A metformina nas concentracdes 5,6, 56 e 112 pg.ml" elou a glibenclamida na
concentragdo de 0,13 ug.ml™ foi adicionada na agua de beber. Posteriormente a ingestdo
hidrica foi medida e dividida pelo peso corporal dos ratos para avaliarmos a quantidade de
medicamento ingerido (da SILVA, 2001).
Grupos:
1) Controle (ndo diabético) (C; n = 5)
2) Diabetes (sem tratamento) (D; n = 6)
3) Diabetes Metformina - [3,5 pg.g'1 pc] (DM3,5; n = 8)
4) Diabetes Metformina [30 pg.g™ pc] (DM 30; n =7)

5) Diabetes Metformina [74 pg.g” pc] (DM 74; n = 8)

1) Diabetes Glibenclamida [0,10 pg.g™' pc] (DG; n = 6)

2) Diabetes Metformina [3,5 nug.g™' pc] + Glibenclamida [0,10 pg.g™ pc] (DGM; n = 6)
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3.2 Inducao do Diabetes Mellitus

Antes que o diabetes mellitus fosse induzido, os ratos foram mantidos sob jejum de 24
horas, com livre acesso a agua. Apos serem anestesiados com pentobarbital sodico
(40mg.kg™ de peso corporal), os ratos receberam uma injegdo de aloxana em salina (40
mg.kg™” de peso, i.v. pH 4,5) (SCHERER, 1955; STEINER et al., 1961). O estabelecimento
do diabetes foi verificado através da presenca de glicose na urina no dia seguinte.

Constatando o estado diabético, nos trés dias seguintes, os ratos receberam
subcutaneamente, 1 U (unidade) de insulina de longa duragdo (Neosulin N, NPH suina,

monocomponente) para diminuir a mortalidade causada pelos efeitos da aloxana.

3.3 Eletrocardiograma

Uma das formas de avaliar os efeitos do diabetes por aloxana sobre a fung¢ao cardiaca
foi comparar os registros do eletrocardiograma (ECG) em ratos anestesiados.

Os ratos foram anestesiados (pentobarbital sédico, 40 mg.kg” de peso corporal) e
mantido na posicdo supina sob respiragdo espontanea. Embora diferentes agentes
anestésicos produzam efeitos sobre os registros eletrocardiograficos, os barbituricos n&o
produzem efeitos cardiovasculares significativos sob doses hipnéticas (KUMAR et al, 1995).

As ondas do ECG foram registradas por um aparelho eletrocardiografico (Heart Ware
System) através de eletrodos conectados por meio de agulhas hipodérmicas as patas do
rato. Os registros obtidos através das derivadas (D1, D2, D3, aVR, aVL e aVF) foram
utilizados para calcular a freqléncia cardiaca, para mediar a intensidade e os intervalos entre
as ondas e o estabelecimentos do eixo cardiaco. O intervalo QT foi corrigido pela féormula de
Bazzet’'s (SGOIFO et al., 1996):

QTc=Q-T
VR-R
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A dispersao do QT e do QTc foi calculada em valores absolutos, subtraindo o intervalo
QT mais curto do intervalo QT mais longo. Este valor foi convertido a um percentual (%QTd)
usando a formula (%QTd = [QT max — Qtmin/Qtmin} x 100]). A mesma operacao foi usada

para calcular o QTcd.

3.4 Coracao Isolado de Rato pelo Método de Langendorff

Outra forma de avaliar a funcao cardiaca foi estudar a atividade de coracao isolado,
perfundido com solugéo fisioldgica, sob pressao constante através de uma céanula inserida no
ventriculo esquerdo, método desenvolvido por Langendorff.

O principio deste método consiste em perfundir o coragédo através de um sistema de
pressao de perfusdo, conectado a uma canula inserida na aorta. Neste sistema, a pressao de
perfusdo adequada para ratos varia de 60 a 70 mmHg e a frequiéncia nao deve ser inferior a
200 batimentos por minutos. Para perfusdo do coracao isolado foi utilizada a solugao de
Krebs-Henseleit com a seguinte composicao em (mM): NaCl 188, NaHCO3; 25, glicose 11,1,
KCl 4,7, KHoPO4 1,2, MgSO47H,0 1,17 e CaCl,6H20 2,5 continuamente aerada com O2:CO,
(95:5%). Através deste método foi possivel induzir uma isquemia e avaliar seus efeitos sobre

a forga de contragéo e sobre o glicogénio restante no musculo cardiaco.

3.5 Procedimentos Cirurgicos

Todos os processos cirurgicos foram realizados em ratos anestesiados para os
estudos usando o método de Langendorff. Apds anestesia, os animais foram submetidos a
toracotomia e o coragao foi rapidamente removido com aproximadamente 1 cm da aorta e
montados no sistema de perfusdo Langendorff. A perfusdo foi realizada sob pressao

constante de 65 mmHg, a 37° C. Através de uma pequena incisdo no atrio esquerdo, um
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balao de latex acoplado a uma céanula (PE 160) foi introduzido cruzando o orificio mitral até
atingir o ventriculo esquerdo. Esta canula foi acoplada ao transdutor de pressao (Ugo Basile),
e os registros de pressao e frequiéncia cardiaca foram amplificados. A pressao diastélica

inicial foi estabelecida entre 0 e 10 mmHg

Solucgéo

Infusao

Camara de
troca de calor

—
—
TN
Canula Registro da Pressio
Adrtica de Perfusao
\S
2 Registro da Presséo

Intraventricular

Balao
Intraventricular

Esquema de perfusédo de coragéo sob pressao constante pelo método de Langendorff.
Adaptado: Doring & Dehnert. The isolated perfused heart. Germany, Biomesstechnik-Verlag,
1988.

Canula
Adrtica

/

Balao no
V.E.

Esquema do coracgédo isolado de rato com o balédo inserido na cavidade ventricular.
Adaptado: Doéring & Dehnert (1988).
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3.6 Protocolo de Perfusao - Isquemia

Nos grupos submetidos a isquemia, apdés 10 min. de perfusdo normal (solugao
fisiologica de Krebs), cada coragao foi perfundido durante 60 minutos em solugédo de Krebs
contendo noradrenalina 10 M através de uma bomba de perfusdo regulada em 2 ml.min™.g"
1

. Concluida a perfusdo, as amostras foram congeladas em nitrogénio liquido para

subsequente medida de substratos.

3.7 Determinacao do Glicogénio

As amostras de ventriculo (200 mg) foram digeridas em KOH 30% a quente e o
glicogénio precipitado a partir da passagem por etanol a quente. Entre uma fase e outra da
precipitagcdo, a amostra foi centrifugada (3000 rpm durante 15 min). O glicogénio precipitado
foi submetido a hidrdlise acida na presenca de fenol (LO et al., 1970). A concentragao de
glicogénio (mg.100 mg™”' de peso Umido) foi determinada pela leitura da absorbancia a 490

nm, em espectrofotdmetro.

3.8 Determinacao da Glicose no Plasma
As amostras de sangue (i.v) foram retiradas apos anestesia. O sangue foi centrifugado
e o plasma separado. Aliquotas de plasma foram utilizadas para a determinagao da glicose.

A glicose foi determinada pelo método da glicose oxidase (TRINDER, 1969).

3.9 Histologia
Os coracgdes utilizados nos estudos histolégicos foram retirados de ratos sob anestesia
e imediatamente colocados em solugcdo salina (e perfundidos sob leve pressdo) com a

finalidade de lavar o sangue presente no interior do coragdo. Apds pesagem, foram
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colocados em frascos contendo formol 10% por 72 horas. Em seguida cada coragao foi
lavado sucessivamente em solucdo contendo tampéao fosfato e salina.

A seguir, foi iniciada a desidratacdo com alcool 70% durante 16 h. Apds esta
passagem, segue-se a desidratacdo com alcool 80% (1hora), alcool 95% (1 h), 4 passagens
por alcool 100% (30 min cada passagem), e a seguir alcool 100% + xilol (1:1) por 30 min,
xilol (20 min), xilol + parafina (1:1) por 30 min. em estufa.

Terminado este periodo, foi transferido para uma férma contendo apenas parafina,
permanecendo na estufa por 3 horas.

Apo6s resfriado, cada bloco foi retirado das formas e o excesso de parafina foi
removido.

Os cortes foram realizados em micrétomo e fixados em laminas com albumina.

3.10 Corantes Histoldgicos

Apos fixacdo em laminas os cortes foram coloridos pelos métodos de hematoxilina
eosina (HE) e pelo Acido de Schiff.

O numero e a area dos nucleos, bem como, a presenca de granulos de glicogénio
foram observados e gravados utilizando o software Image Pro Plus apds imagem obtida no

microscopio Leica (100 x).

3.11 Analise Estatistica
Quando adequada, a avaliagdo dos dados foi feita através da analise de variancia por
dois fatores, seguida do teste de TUKEY quando necessario. Foram considerados

significativos os valores cujas diferengas foram demonstradas menores que 5%.
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4. RESULTADOS

4.1 Efeitos do Diabetes

Inicialmente caracterizamos o modelo diabético, avaliando as principais diferengas em
relacdo ao grupo controle. Nos ratos diabéticos por aloxana a glicemia aumentou de 97.76 +
10.6 mg.dl”" para 562.8 + 60.6 mg.dI”" (p< 0.001; fig. 3).

Quanto aos registros eletrocardiograficos, as figuras 2 A-D ndo mostram diferengas
quanto aos intervalos QT e suas derivadas: QTc, QTd e QTcd ao iniciar os experimentos nos
grupos controle e diabéticos. Apos 15 dias, os registros revelaram um aumento nos
intervalos: QTc variou de 45.7 £ 2.26 ms para 53.2 £ 3.24 ms (p< 0.05). Suas derivadas
aumentaram significativamente, também, o QTd variou de 9.68 + 2.1 ms para 58.12 + 5.1 ms
(p< 0.001) e 0 QTcd variou de 15.7 £ 3.1 ms para 86.9 + 4.4 ms (p< 0.001). Apés 30 dias,
estes parametros aumentaram novamente: o QT passou de 39.8 + 0.7 ms para 47.5+ 1.6 ms
(p< 0.05), 0 QTc passou de 45.7 + 2.26 ms para 63.1 + 1.31 ms (p< 0.001), o QTd passou de
9.68 + 2.1 ms para 75.5 + 7.1 ms (p< 0.001) e o QTcd passou de 15.7 + 3.1 ms para 86.3 +
8.4 ms (p< 0.001). O grupo controle ndo apresentou modificagdes significativas no mesmo
periodo, (figs. 4 A—D).

A fig. 5 também mostra aumento do conteudo de glicogénio no musculo cardiaco em
ratos diabéticos, de 0,19 + 0,007 mg.100 mg™ para 0,38 + 0,07 mg.100 mg™". A analise
morfoldgica também evidencia este aumento (figs. 6 e 7).

A outra etapa experimental foi avaliar a resposta cardiaca dos coragdes isolados (fig.
11 A — C), demonstrando maior susceptibilidade aos efeitos da isquemia.

A fig. 11 A, mostra que o coragao de ratos diabéticos desenvolveu menor pressao

sistdlica ventricular basal (48 + 3,6 mmHg) em comparagado ao grupo controle (70 £ 7,5
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mmHg). Os picos de presséo sistélica e a pressdo mantida durante o restante da perfusao
também foram menores. Apés 5 min. de perfusdo com noradrenalina, o coragao de ratos
diabéticos desenvolveu menor pico de pressao sistélica ventricular (96 + 8,1) em relacéo ao
controle (145 + 9,7 mmHg). Ao término do periodo de perfusdo (1 hora) a pressao sistolica
ventricular foi restabelecida em cada um dos grupos. Entretanto, permaneceu a diferenga
entre as pressdes registradas nos grupos controle e diabetes (99 + 3 e 65 + 5,8 mmHg,
respectivamente).

O mesmo foi observado com as respectivas derivadas, DP/Dt" e DP/Dt (fig. 11 B e C
respectivamente).

Apds a perfusdo com noradrenalina, o glicogénio remanescente no coragcédo dos ratos
diabéticos foi medido, nao diferindo do grupo controle (0,1 + 0,007 mg.100 mg™ vs 0,11 +
0,01 mg.100 mg™; fig. 12). Todavia, os ratos diabéticos utilizaram maior quantidade do
glicogénio ventricular em relagao ao inicial (70% vs 51% do grupo controle).

A analise morfolégica do coragdo mostrou que os ratos diabéticos aumentaram a
quantidade de nucleos de 21,33 + 1,17 para 36,6 + 5 enquanto reduziram sua area, de 0,16 +

0,02 um? para 0,08 + 0,01 um? quando comparado aos ratos do grupo controle (figs. 13 - 16).

4.2 Efeitos do Tratamento com Metformina

Apés 15 dias, desde a indugcdo do diabetes pela injegdo de aloxana, a glicemia
aumentou em todos os grupos, tratados ou ndo por metformina. No grupo de ratos diabéticos
tratados pela dose mais baixa de metformina, a glicemia variou de 122.7 + 4.41 mg.dlI”" para
381.32 + 36.6 mg.dl”" (p< 0.001) e nos grupos tratados pela dose intermediaria, variou de

102.71 + 3.96 mg.dlI”" para 360.85 + 13.56 mg.dI”' (p< 0.001; fig. 3). Apds 30 dias do inicio do
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tratamento, a glicemia ndo modificou, mas foi inferior ao grupo de diabéticos nao tratados
(fig. 3).

Ao contrario, a dose mais alta de metformina (74 ug.g™”' p.c), ndo foi eficiente para
diminuir a glicemia ap6s 15 ou 30 dias de tratamento. Durante o primeiro periodo, a glicemia
variou de 102.16 + 1.42 mg.dlI"' para 542.8 + 24.45 mg.dlI"" (p< 0.001) e apéds 30 dias foi de
470.27 + 26.7 mg.dI” (p<0.001; fig. 3), ndo sendo diferente do grupo diabético nao tratado.

Quanto aos registros eletrocardiograficos, ndo foram evidenciadas diferencas
significativas nos registros iniciais em todos os grupos, tratados ou ndo com metformina (Figs
4 A-D). Apds 15 dias de terapia, usando baixas doses de metformina (3.5 ug.g™” pc), a
derivada QTd aumentou de 16.6 £ 1.07 ms para 42.0 £ 2.3 ms (p< 0.01) e QTcd aumentou
de 194 + 2.7 ms to 40.4 £ 5.0 ms (p< 0.01). Apos 30 dias de tratamento, o intervalo QT
aumentou de 35.7 £ 1.25 ms para 45.15 £ 1.56 ms (p< 0.05), enquanto as suas derivadas
QTc, QTd e QTed nao foram modificadas desde o 15° dia (figs 4 A - D).

Similarmente, o grupo tratado durante 15 dias por doses intermediarias de metformina
apresentou aumento do QTd de 19.0 £ 2.32 ms para 48.8 £ 3.06 ms (p< 0.01) e o intervalo
QTcd também aumentou de 19.9 + 2.9 ms para 44.0 + 2.6 ms (p< 0.01). Apdés o 15° dia,
estes parametros nao sofreram mais modificagoes.

Entretanto, os grupos tratados durante 15 dias com a mais alta dose de metformina
(74 ug.g™' p.c.) tiveram aumento nos intervalos QT, passando de 44.0 + 1.53 ms para 52.9 +
1.17 ms (p< 0.05). Modificagdes similares foram detectadas em suas respectivas derivadas:
QTc aumentou de 42.0 + 2.04 ms para 53.4 £ 2.5 ms (p< 0.05); QTd variou de 16.4 £ 2.7 ms
para 36.5 = 3.2 ms (p< 0.05) e 0 QTcd, de 16.1 £ 2.15 ms para 47.9 + 2.67 ms (p< 0.001).

Entretanto, no 30° dia de tratamento, o QTd ainda aumentou para 74.5 + 4.4 ms (p< 0.001) e
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0 QTcd mudou para 71.9 £ 5.2 ms (p< 0.001) valores muito proximos do grupo diabético ndo
tratado (figs 4 A-D).

A figura 5 mostra que o tratamento de ratos diabéticos com metformina aumentou a
concentragao de glicogénio em todos os grupos. Entretanto, no grupo tratado com baixas
doses de metformina, este aumento foi menor (0,36 + 0,02 mg.100 mg™") quando comparado
aos grupos tratados com maiores doses de metformina (0,50 + 0,05 mg.100 mg' e 0,67 +
0,045 mg.100 mg™, respectivamente). Este aumento foi também evidenciado nas analises
morfoldgicas (figs 8-10)

Coracbes isolados de ratos diabéticos tratados com metformina em concentracbes
baixa e intermediaria, quando submetidos a isquemia, foram mais protegidos contra os seus
efeitos do que aqueles tratados com a concentracdo mais alta (fig. 11 A - C).

A fig. 11 A mostra que os coragbes isolados de ratos diabéticos tratados com
metformina em concentragdes baixa e intermediaria desenvolveram maior pressao sistélica
ventricular basal (97 £ 6 mmHg e 81 + 14 mmHg, respectivamente) do que o grupo de ratos
diabéticos sem tratamento (53 + 4,5 mmHg). Todavia, o coragdo de ratos tratados com a
mais alta concentragdo de metformina desenvolveu pressao mais baixa (66 + 8 mmHg) que
aquela dos outros grupos tratados, néo diferindo do grupo sem tratamento.

Apos a perfusdo com noradrenalina, o coragao de ratos diabéticos tratados com
metformina em concentragdes baixa e intermediaria desenvolveu pico de pressao
sistélica ventricular bem maior (150 £ 5 mmHg e 174 £ 6 mmHg, respectivamente) que a do
grupo nao tratado (96 = 8,1 mmHg). Os ratos tratados com a maior concentragdo de
metformina desenvolveram menor pressao sistélica ventricular (112 £ 5 mmHg), nao

diferindo do grupo n&o tratado. Ao término do periodo de perfusdo, a pressao sistolica
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ventricular foi restabelecida em todos os grupos, porém as diferengcas entre as pressdes
registradas permaneceram (91 + 6 mmHg; 102 + 2 mmHg; 80 £ 10 mmHg).

O mesmo padrao foi observado nas curvas correspondentes as derivadas DP/Dt* e
DP/Dt (fig 11 B e C).

A perfusdo dos coracdes isolados de ratos diabéticos na presenga de noradrenalina,
promoveu grande deplecédo do conteudo de glicogénio. Entretanto o grupo tratado com altas
concentragdes de metformina (74 pg.g™' p.c) apresentou maior deplegdo, sendo reduzida de
0,67 + 0,045 mg.100 mg' para 0,06 + 0,045 mg.100 mg'. Os tratados com dose
intermediaria (30 pg.g™' p.c) tiveram reducéo de 0,50 + 0,05 mg.100 mg™ para 0,1 + 0,006
mg.100 mg™' enquanto que o grupo tratado com a menor dose (3,5 ug.g”' p.c) reduziu de 0,36
+ 0,02 mg.100 mg™ para 0,08 + 0,01 mg.100 mg™ (fig. 5 e 12).

Quanto a analise morfoldgica, o grupo tratado com a menor dose de metformina (3.5
ng.g” pc) apresentou uma redugdo na quantidade de nucleos (de 36,6 + 5 para 22,8 + 2, p
<0,05) e aumentou o seu tamanho de 0,08 + 0,01 um? para 0,17+0,01 um?, (p <0,05) quando
comparado ao grupo diabético nado tratado. O grupo tratado com a menor dose de
metformina nao diferiu do controle (fig. 13, 14 e 17).

As doses intermediarias (30 pg.g’' p.c) e altas (74 pg.g' p.c) de metformina
promoveram aumento da quantidade de nucleos, de 21,33 + 1,17 (no controle) para 34,16 +
1,85 e 47,29 + 2,92 (p< 0,05), respectivamente. Além disso, a area dos nucleos aumentou de
0,16 + 0,02 um? para 0,86 + 0,05 pm? e 0,5 + 0,06 pum?, respectivamente, ambos diferindo

dos grupos controle e do diabético nio tratados (p <0,05; figs 13 — 16, 18 e 19).
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4.3 Efeitos do Tratamento com Glibenclamida

Apés 15 dias, desde a indugcdo do diabetes pela injegdo de aloxana, a glicemia
aumentou em todos os grupos, tratados ou n&o por glibenclamida. No grupo de ratos
diabéticos tratados com glibenclamida, a glicemia variou de 104.5 + 3,5 mg.dl” para 528 +
28,1 mg.dl”" (p< 0.001; fig. 20). Entretanto, ap6s 30 dias de tratamento, a glicemia diminuiu
para 404 + 10,8 mg.dI”", sendo inferior ao grupo de diabéticos n&o tratados (fig. 20).

Quanto aos registros eletrocardiograficos, o tratamento com glibenclamida, nao
aumentou o intervalo QT em ratos diabéticos apos 15 dias (de 41,33 + 2,97 ms para 43,6 +
2,24 ms) ou apos 30 dias (40,76 + 1,29 ms). Estes resultados sao semelhantes aos do grupo
controle ao final do experimento. Entretanto, o intervalo QTc apés 15 dias, aumentou de 57,4
+ 0,76 ms para 76,9 + 4,3 ms, p< 0,05 e para 66,6 + 4,4 ms (p< 0,05) apos 30 dias (fig. 21 A -
D). Similarmente, houve aumento dos intervalos QTd, que foi de 10.9 + 1,5 ms para 58.9 +
3.2 ms (p< 0,001) e QTcd, de 11.8 £ 1,8 ms para 72,4 + 3,4 ms (p< 0,001) ao término do
experimento (figs. 21 A - D).

As figs. 22 e 23 mostram que o tratamento de ratos diabéticos com glibenclamida
induziu aumento na concentragdo de glicogénio no musculo cardiaco, de 0,19 + 0,007
mg.100 mg™' para 0,62 + 0,05 mg.100 mg™ (p< 0,001).

Os coragbes isolados de ratos diabéticos tratados com glibenclamida (fig. 25 A)
desenvolveram maior presséao sistolica ventricular basal (90 + 5,8 mmHg) do que o grupo
diabético sem tratamento (53 = 4,5 mmHg).

No inicio da perfusdo com noradrenalina, o coracao de ratos diabéticos, tratados com
glibenclamida, desenvolveu maior pico de pressao sistolica ventricular (158 + 6,8 mmHg) do

que o grupo nao tratado (96 + 8,1 mmHg). Ao término do periodo de perfusdo, a presséo
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sistolica ventricular foi restabelecida a valores basais, permanecendo, todavia, mais elevada
do que a do grupo diabético (90 + 7,8 mmHg vs 65 + 5,80 mmHg; Fig 25 A). O mesmo foi
demonstrado nas curvas correspondentes as respectivas DP/Dt" e DP/Dt (fig 25 B - C).

A perfusdo dos coracdes isolados de ratos diabéticos na presenga de noradrenalina,
resultou em grande deplegcédo do conteudo de glicogénio (figs. 22 e 26). Entretanto, o grupo
diabético tratado com glibenclamida teve menor deplecédo de glicogénio, diminuindo de 0,62
+ 0,05 mg.100 mg™ para 0,19 + 0,05 mg.100 mg™.

Quanto a andlise morfologica, o grupo tratado com glibenclamida ndo diferiu em
relacdo a quantidade de nucleos do grupo diabético (36,6 + 5 vs 38,4 + 2,16; p> 0,05).
Entretanto, aumentou em relagdo ao grupo controle (de 21,33 + 1,17 para 38,4 + 2,16).
Quanto ao tamanho dos nucleos, estes aumentaram em comparagao ao grupo diabético nao
tratado (de 0,08 + 0,01 pm? para 0,71 + 0,09 um?, p< 0,001) e quando comparado ao grupo

controle (de 21,33 + 1,17 um? para 38,4 + 2,16 um?, p< 0,001; fig. 27-29).
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4.3 Efeitos da Associacdo Metformina (3,5 ng.g” pc) e Glibenclamida no

Tratamento de Ratos Diabéticos

Apoés 15 dias, aloxana promoveu um aumento da glicemia nos grupos diabéticos. O
grupo tratado com metformina apresentou aumento da glicemia de 122,7 + 4,4 mg.dl”" para
381 + 36,6 mg.dl”’ (p< 0,001), assim como o grupo tratado com glibenclamida, apresentou
aumento de 104.5 + 3,5 mg.dl”' para 528 + 28,1 mg.dl”' (p< 0.001). O grupo tratado com a
associagao metformina/glibenclamida também apresentou aumento da glicemia (de 108,7 +
3,8 mg.dl” para 536 + 23,8 mg.dl”", p<0,001; fig. 20).

Entretanto, durante 30 dias de tratamento, a glicemia se manteve no grupo tratado
com metformina (347 + 31,4 mg.dl'"), enquanto nos grupos tratados com glibenclamida ou
glibenclamida associado a metformina houve diminuigdo da glicemia para 404 + 10,8 mg.dI”
e 400 + 19 mg.dl'1, respectivamente. Estes valores foram também menores do que aquele
apresentado pelo grupo diabético ndo tratado (563 + 23,8 mg.dl”'; fig. 20).

No inicio do tratamento, os registros eletrocardiograficos nao revelaram diferencas
quanto ao intervalo QT. Apds 15 dias ndo houve aumento do intervalo QT no grupo tratado
com glibenclamida (de 41,33 + 2,97 ms para 43,6 + 2,24 ms), assim como, no grupo tratado
com metformina (de 35,75 £ 1,25 ms para 37,02 £ 1,32 ms). Entretanto, a associacao
metformina/glibenclamida promoveu aumento do intervalo QT de 37,75 + 0,62 ms para 46,51
+ 2,89 ms (p< 0,05). Apds 30 dias ndo houve alteragdées no grupo tratado com glibenclamida
(40,76 £ 1,29 ms), porém o grupo tratado com metformina apresentou aumento do intervalo
QT para 45,15 + 1,56 ms (p< 0,05) enquanto o grupo tratado com a associagao reduziu este

intervalo para 42,28 + 1,79 ms (fig. 21 A - D).
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O tratamento com glibenclamida aumentou a derivada QTd de 10.9 + 1,5 ms para 58.9
+ 3.2 ms (p< 0,001). O mesmo aconteceu com sua associagao a metformina, aumentando de
9 + 2,3 ms para 70,2 £ 4,1 ms (p< 0,001; fig. 21 C). O tratamento com metformina
isoladamente também aumentou este intervalo de 16,6 + 1,07 ms para 42 + 2,3 ms (p<
0,001) ap6s 15 dias de tratamento. Entretanto, este aumento ndo variou apés 30 dias de
tratamento (43,3 + 5,26 ms), sendo menor quando comparado ao grupo diabético (75,5 +
7,10 ms, p< 0,001) ou aos grupos tratados com glibenclamida.

Os ratos tratados com metformina, glibenclamida ou glibenclamida associado a
metformina, diferiram quanto a duracdo do intervalo QTc (fig 21 B). Enquanto, o grupo
tratado com metformina ndo apresentou alteragdes neste intervalo, nos grupos tratados com
glibenclamida e glibenclamida associado a metformina houve aumento deste intervalo,
variando de 57,4 + 0,76 ms para 66,6 + 4,4 ms e de 46,73 =+ 0,4 ms para 74,5 £ 4,01 ms,
respectivamente (p< 0,05).

Ao medirmos o intervalo QTcd, novamente houve aumento dos grupos tratados com
glibenclamida e/ ou metformina (fig 21 D). O grupo tratado durante 15 dias com metformina
apresentou aumento do QTcd de 19,42 + 2,69 ms para 40,42 + 5 ms (p< 0,05) que se
manteve 30 dias ap6s (37,8 + 3,29 ms). Entretanto, este aumento foi inferior ao apresentado
pelo grupo diabético nao tratado (86,3 + 8,41 ms, p< 0,001). Por outro lado, os grupos
tratados com glibenclamida ou glibenclamida associado a metformina apresentaram aumento
do QTcd apds 15 ou 30 dias (fig 21 D).

As figs. 22 - 24 mostram que o tratamento de ratos diabéticos com metformina
promoveu aumento do glicogénio armazenado no ventriculo (de 0,19 + 0,007 mg.100 mg"

para 0,39 + 0,02 mg.100 mg™, p< 0,001). Entretanto o tratamento com glibenclamida ou
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glibenclamida associada a metformina promoveu um aumento maior ainda (0,62 + 0,05
mg.100 mg™” e 0,74 + 0,03 mg.100 mg™, respectivamente; p< 0,001).

A fig. 25 A mostra que os coragdes isolados de ratos diabéticos tratados com
glibenclamida e/ou metformina desenvolveram pressao sistdlica ventricular basal
semelhante.

Apos a perfusdo com noradrenalina, o coracdo de ratos diabéticos tratados com
glibenclamida e/ou metformina desenvolveu pico de pressao sistdlica ventricular também
semelhante, (158 + 6,8 mmHg, 150 £ 5 mmHg e 154 + 9 mmHg, respectivamente) e diferiram
do grupo diabético nédo tratado (96 + 8,1 mmHg, p< 0,001). Ao término do periodo de
perfusdo, a pressao sistolica ventricular foi restabelecida a valores basais, entretanto, todos
0s grupos apresentaram pressao mais alta que o grupo diabético (fig. 25 A).

O mesmo foi demonstrado nas curvas correspondentes ao DP/Dt" e DP/Dt (figs. 25 B
e C, respectivamente).

A perfusdo dos coracdes isolados de ratos diabéticos na presenca de noradrenalina,
promoveu grande deplegdo do conteudo de glicogénio em todos os grupos como pode ser
mostrado pelas figs 22 e 26. Entretanto, apesar do glicogénio remanescente ter sido maior
nos grupos tratados com glibenclamida (de 0,62 + 0,05 mg.100 mg™" para 0,19 + 0,05 mg.100
mg™') e glibenclamida associada a metformina (de 0,74 + 0,03 mg.100 mg™" para 0,22 + 0,008
mg.100 mg™) do que no grupo tratado com metformina isoladamente (de 0,36 + 0,02 mg.100
mg™ para 0,08 + 0,01 mg.100 mg™"), a proporcéo utilizada foi semelhante, ou seja, em torno
de 70 % do glicogénio armazenado foi utilizado por todos os grupos.

Quanto a andlise morfologica, ndo houve diferengas entre os grupos tratados com

glibenclamida em relagdo a quantidade de nucleos quando comparados ao grupo diabético.
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Entretanto, o grupo tratado com metformina isoladamente apresentou redugao na quantidade
de nucleos, nao diferindo do grupo controle (C = 21,33 + 1,17 e DM = 22,8 + 2; fig. 27).

Além de aumentar o numero de nucleos, os grupos tratados com glibenclamida, bem
como, a sua associacdo a metformina induziram aumento no tamanho do nucleo em relacéo
ao grupo controle (de 0,16 + 0,02 um? para 0,71 + 0,09 pm? e 0,67 + 0,01 pm?
respectivamente, p< 0,001) e em relacéo ao grupo diabético ndo tratado (0,08 + 0,01 um?, p<
0,001). Entretanto, o grupo tratado apenas com metformina nao diferiu do grupo controle (fig.

28).
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4.4 Figuras

Figura 3: Concentragao plasmatica de glicose (mg.dl”') de ratos apds indugdo de diabetes

por aloxana e apos 15 e 30 dias de tratamento com metformina.

Glicemia

750

mg.dl

0 15 30
Tempo (dias)

a: p< 0.05 vs controle-15 dias (—e—); b: p< 0.05 vs controle-30 dias (-—); c: p< 0.05 vs

diabetes-0 ( —=—); d: p< 0.05 vs DM-3.5 pug.g”" pc-0 (—e—); e: p< 0.05 vs DM-30 pg.g™' pc -0

( —¥); f: p< 0.05 vs DM-74 pg.g' pc-0 (—* ); g: p< 0.05 vs diabetes-15 dias; h: p< 0.05 vs

diabetes-30 dias.
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Figura 4 A, B, C, D: Mudangas nos intervalos QT, QTc, QTd e QTcd apds 15 e 30 dias de

tratamento com metformina.
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Figura 5: Mudancas no armazenamento de glicogénio (mg.100 mg') do coragdo nio
perfundido apés indugao de diabetes por aloxana e apds tratamento com metformina por 30
dias. “a” p< 0.05 vs controle (C); “b” p< 0.05 vs diabetes (D); “c” p< 0.05 vs diabetes

metformina 3,5 ug.g™' pc; “d” p< 0.05 vs diabetes metformina 30 pg.g™' pc.
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Figura 6) Regides do ventriculo de ratos n&o diabéticos (controle). Ampliagdes mostram
detalhes dos granulos de glicogénio evidenciado pelo método de Schiff (PAS).
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Figura 7) A figura mostra regides do ventriculo de ratos diabéticos. Ampliacdes mostram

detalhes da quantidade de glicogénio evidenciado pelo método de Schiff (PAS).

Figura 8) Regides do ventriculo de ratos diabéticos tratados com baixas doses de metformina
(3.5 pg.g” pc). Ampliagdes mostram detalhes da quantidade de glicogénio pelo método de
Schiff (PAS).
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Figura 9) A figura mostra regides do ventriculo de ratos diabéticos tratados com doses
intermediarias de metformina (30 png.g™' pc). Ampliagdes mostram detalhes da quantidade de

glicogénio pelo método de Schiff (PAS).

]

Figura 10) A figura mostra regides do ventriculo de ratos diabéticos tratados com altas
doses de metformina (74 pg.g"' pc). Ampliacdes mostram detalhes da quantidade de

glicogénio pelo método de Schiff (PAS).
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Figura 11 A, B, C: Mudangas na presséo sistdlica ventricular, dP/dt* e dP/dt" nos grupos
Controle (C), Diabetes (D), Diabetes Metformina 3,5 ug.g™ pc (DM 3,5), Diabetes Metformina
30 pg.g”" pc (DM 30) e Diabetes Metformina 74 pg.g” pc (DM 74) apés 60 minutos de
perfusdo com noradrenalina. “a” p< 0.05 vs controle; “b” p< 0.05 vs diabetes; “c” p< 0.05 vs

diabetes metformina 3,5 ng.g™' pc; “d” p< 0.05 vs diabetes diabetes metformina 30 pg.g™ pc.
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Figura 12 A, B: Alteragdes no glicogénio ventricular de coragbes antes e apds perfusédo
durante 60 minutos com noradrenalina apos indugao de diabetes por aloxana e apds 15 ou
30 dias de tratamento com metformina. “a” p< 0.05 vs controle (C); “b” p< 0.05 vs diabetes

(D); “c” p< 0.05 vs diabetes metformina 3,5 pg.g™” pc; “d” p< 0.05 vs diabetes metformina 30

-1
Hug.g pc.
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Figura 13) Efeito dose-resposta da metformina sobre o niumero de nucleos das células do
ventriculo cardiaco. O coragéo foi removido de ratos dos grupos diabético, tratados ou nao
com metformina e grupo controle. “a” p< 0,05 vs Controle (C), “b” p< 0,05 vs Diabetes (D), “c”

p< 0,05 vs DM 3,5 ng.g™” pc, “d” P< 0,05 vs DM 30 pg.g™' pc.
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Figura 14) Efeito dose resposta da metformina sobre a area do nucleo das células do
ventriculo cardiaco. Os coragbes foram removidos de diabéticos, tratados ou nao, e
comparados ao grupo controle. “a” p< 0,05 vs Controle (C), “b” p< 0,05 vs Diabetes (D), “c”
p< 0,05 vs DM 3,5 ng.g™”" pc, “d” P< 0,05 vs DM 30 ug.g™”' pc.
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Figura 15) A figura mostra regides do ventriculo de ratos n&o diabéticos (controle).

Ampliagdes (100x) mostram detalhes da quantidade e area do nucleo (HE).

Figura 16) Regides do ventriculo de ratos diabéticos. Ampliagbes mostram detalhes da area

e da quantidade de nucleos (HE).
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Figura 17) Regides do ventriculo de ratos diabéticos tratados com baixas doses de

metformina (3.5 pug.g™ pc), mostrando a area e a quantidade de nucleos (HE).

Figura 18) A figura mostra regides do ventriculo de ratos diabéticos tratados com
doses intermediarias de metformina (30 pg.g” p.c). Ampliagdes mostram detalhes da area e

da quantidade de nucleos (HE).
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Figura 19) A figura mostra regides do ventriculo de ratos diabéticos tratados com alta

doses de metformina (74 ug.g'1 pc). Ampliagdes mostram detalhes da area da quantidade de

nucleos (HE).
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Figura 20: Concentracdo plasmatica de glicose (mg.dl') apds inducdo de diabetes por
aloxana e apés 15 e 30 dias de tratamento com metformina (DM) e/ou glibenclamida (DG,

DGM).
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diabetes-0 ( —®—); “d” p< 0.05 vs diabetes-15 dias (—%—); “e” p< 0.05 vs diabetes 30-dias
(—™); " p< 0.05 vs DM-0 (—®—); “g” p< 0.05 vs DM-15 (—®—); “h” p< 0.05 vs DG-0 (——);

‘" p<0.05 vs DG-15 (7*); j" p< 0.05 vs DGM-0 (" * ); “*k” p< 0.05 vs DGM-15 (" ).
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Figura 21 A, B, C, D: Mudangas nos intervalos QT, QTc, QTd e QTcd apés 15 e 30 dias
de tratamento com metformina (DM) e/ou glibenclamida (DG, DGM).
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Figura 22: Contetdo de glicogénio (mg.100 mg™') de coracdo ndo perfundido apés indugéo
de diabetes por aloxana e apds tratamento com metformina (M) e/ou glibenclamida (G) por
30 dias. “@” p< 0.05 vs controle (C); “b” p< 0.05 vs diabetes (D); “c” p< 0.05 vs diabetes
metformina 3,5 ug.g™' pc (DM); “d” p< 0.05 vs diabetes glibenclamida (DG).
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Figura 23) A figura mostra regides do ventriculo de ratos diabéticos tratados com
glibenclamida. Ampliagbes mostram detalhes da quantidade de glicogénio pelo método de
Schiff (PAS).

Figura 24) A figura mostra regides do ventriculo de ratos diabéticos tratados com a
associagao metformina e glibenclamida. Ampliagdes mostram detalhes da quantidade de

glicogénio pelo método de Schiff (PAS).
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Figura 25 A, B, C: Mudangas na pressao sistdlica ventricular, dP/dt* e dP/dt" nos grupos
Controle (C), Diabetes (D), Diabetes Metformina 3,5 ug.g'1 pc (DM), Diabetes Glibenclamida
(DG) e Diabetes Metformina/Glibenclamida (DGM) apés 60 minutos de perfusdo com
noradrenalina. “a” p< 0.05 vs controle; “b” p< 0.05 vs diabetes; “c” p< 0.05 vs diabetes

metformina e “d” p< 0,05 vs glibenclamida.
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Figura 26: Alteragcdes no glicogénio ventricular de coragdes antes e apds perfusdo por 60
minutos com noradrenalina apds inducao de diabetes por aloxana e apos 15 ou 30 dias de
tratamento com metformina e/ou glibenclamida. “a” p< 0.05 vs controle (C); “b” p< 0.05 vs
diabetes (D); “c” p< 0.05 vs diabetes metformin 3,5 pg.g™ pc (DM); “d” p< 0.05 vs diabetes

glibenclamida (DG).
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Figura 27) Efeito do tratamento com metformina e/ou glibenclamida sobre o numero de
nucleos das células do ventriculo cardiaco. O coragao foi removido de ratos dos grupos
diabético, tratados ou ndo e do grupo controle. “a” p< 0,05 vs Controle (C), “b” p< 0,05 vs
Diabetes (D), “c” p< 0,05 vs Diabetes Metformina 3,5 ug.g™' pc (DM), “d” p< 0,05 vs diabetes

glibenclamida (DG).
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Figura 28) Efeito do tratamento com metformina e/ou glibenclamida sobre a area do nucleo
das células do ventriculo cardiaco. Os coragdes foram removidos de diabéticos, tratados ou
nao, e comparados ao grupo controle. “a” p< 0,05 vs Controle (C), “b” p< 0,05 vs Diabetes
(D), “c” p< 0,05 vs Diabetes Metformina 3,5 ug.g’ pc (DM), “d” p< 0,05 vs diabetes

glibenclamida (DG).
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Figura 29) A figura mostra regides do ventriculo de ratos diabéticos tratados com

glibenclamida. Ampliagdes mostram detalhes da area e da quantidade de nucleos (HE).

Figura 30) A figura mostra regides do ventriculo de ratos diabéticos tratados com a
associagao metformina e glibenclamida. Ampliagdes mostram detalhes da area e da

quantidade de nucleos (HE).

75



Capitulo

5

DISCUSSAO

76



5. DISCUSSAO
5.1. Efeitos do Diabetes

O diabetes promove alteragbes metabdlicas envolvendo o transporte, armazenamento
e a degradacéao de varias substancias utilizadas pelas células como fonte energética.

As alteragcbes do metabolismo lipidico em diabéticos aumentam os riscos de
aterosclerose e outras doengas cardiovasculares (BODEN, 1997), as quais também podem
ocorrer em virtude de mudangas no metabolismo de carboidratos do musculo cardiaco, com
déficit de fungdo que podem causar a morte, por exemplo, como conseqiéncia de uma
isquemia prolongada (HIGUCHI et al, 1991).

As alteracbes do metabolismo no diabético decorrem da auséncia ou de secrecao
deficiente de insulina, levando consequentemente, a diminuicdo da captagao de glicose e ao
aumento da produgdo de glicose, resultando em hiperglicemia. Nossos resultados
acompanharam dados anteriores em ratos diabéticos por aloxana, mostrando aumento da
glicemia em relagdo ao grupo controle (fig 3), como consequéncia da destrui¢do das ilhotas
de Langerhans (STEINER et al, 1961; SCHERER, 1955). As alteragbes promovidas no
metabolismo de carboidratos e de lipideos podem causar modificagcbes na estrutura e
fisiologia cardiovascular, que por sua vez, alteram o registro do eletrocardiograma. No grupo
diabético registramos aumento do intervalo QT corrigido. Este se deve ao retardo na
despolarizagao e/ou na repolarizagéo do potencial de agdo cardiaco. Segundo FEUVRAY &
LOPASCHUK (1997), por esta razao, € mais dificil a recuperagao do coragdo de diabéticos
devido a uma isquemia, aumentando a possibilidade de ocorréncia de morte subita.

Anteriormente ja haviamos demonstrado que ocorre aumento de glicogénio em
ventriculo de ratos aloxanizados (da SILVA, 2001 e fig. 5 e 7). Outros grupos (HIGUCHI et al,

1995; FEUVRAY & LOPASCHUK, 1997; PAULSON, 1997) demonstraram também o
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aumento do conteudo de glicogénio no ventriculo cardiaco de ratos diabéticos por
estreptozotocina. Estes autores sugeriram que este aumento poderia tornar os coragdes
mais resistentes a isquemia cardiaca.

O aumento de glicogénio em cardiomiocitos é regulado por varios fatores além da
insulina. O GLUT 4, que é o mais abundante transportador de glicose no coracéo e a
proteina quinase ativada (AMPK), aumenta a transcrigdo de GLUT 4 em resposta ao trabalho
de contragdo (ZHENG et al, 2001) auxiliando no transporte de glicose. A prépria contragcao
também estimula o transporte de glicose em cardiomiécitos (KOLTER et al, 1992; WHEELER
et al, 1994).

O sistema nervoso central regula o transporte de glicose, via inervagao simpatica, pela
liberagcdo das catecolaminas e serotonina que promovem a translocagao de GLUT4 e GLUTA1
para a membrana (FISCHER, 1996; FISCHER et al, 1996; ZORZANO et al, 1997). O efeito
das catecolaminas intermediado pela ativagao de receptores a4-adrenérgicos e independe da
contragao cardiaca e da presenca de insulina (FISCHER et al, 1996).

Aparentemente o aumento do conteudo de glicogénio no ventriculo de diabéticos esta
associado ao grau de severidade e a duragao do diabetes, ao contrario do que se pensava.
Para HIGUCHI e colaboradores (1995), este aumento torna o coragao mais susceptivel aos
efeitos da isquemia. Em nosso trabalho medimos a concentragédo de glicogénio em coracao
de ratos diabéticos que foram usados na preparacdo de Langendorff. Nestes coragdes, o
glicogénio foi preservado durante isquemia de curto prazo. Todavia, em isquemia de longo
prazo, o glicogénio foi degradado, diminuindo o fornecimento de energia que poderia ser
utilizada pelos sistemas de reposicéo energética e para uso da bomba de Na*’/K*. HIGUCHI
et al (1995) concluiram que a modificagdo metabdlica decorrente da diminuicdo da secregao

de insulina ou, do aumento da resisténcia a este horménio, reduziu a forca de contragcéo do

78



ventriculo e retardou a recuperacao do estado elétrico cardiaco, levando-o a um estado de
rigidez caracteristico da isquemia. De acordo com estes autores, a rapida deplegao do
conteudo de glicogénio € consequéncia da maior atividade da glicogénio fosforilase no
musculo cardiaco de diabéticos em resposta a adrenalina e a noradrenalina.

Resultados semelhantes obtivemos em nossos estudos (fig. 11 A), com a redugéo da
resposta pressorica em coracdo de ratos diabéticos isolado, indicando uma diminuicdo da
forga de contracdo durante a isquemia de longo prazo (1h), bem como a rapida depleg¢ao do
glicogénio armazenado no coragéo destes ratos (da SILVA et al, 2003; GONCALVES et al,
2003).

Estas alteragbes na fungado cardiaca também podem ser explicadas através da analise
morfolégica das fibras cardiaca. Este estudo mostrou também que o diabetes promoveu
mudancas nas células miocardicas, induzindo aumento da quantidade de nucleos e
diminuindo o seu tamanho (fig 13), Segundo KAVANTZAS et al (2000), este efeito sugere a
ocorréncia de apoptose.

Geralmente, a morte celular tem sido morfologicamente classificada como necrose ou
apoptose. Apoptose € um processo ativo, finamente regulado para controlar o numero de
células durante o desenvolvimento e a manutengcdo dos tecidos adultos. A apoptose é
iniciada pela ativagdo de um programa de suicidio interno promovido por sinais internos ou
externos. A apoptose € caracterizada pela ruptura da membrana celular, redugao do volume
celular, condensagcdo da cromatina nuclear e degradagdo do DNA. As alteragbes
morfoldgicas que seguem a apoptose sdo: perda do contato celular, agregacdo da massa
densa em torno da membrana nuclear, seguido da separagao do nucleo do citoplasma e a

subsequente fagocitose (KAVANTZAS et al, 2000).
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Algumas desordens cardiacas sdo associadas a apoptose, tendo sido demonstrado
que ela ocorre no coragao durante um numero de processos fisiolégicos e patologicos. Entre
estes esta incluida a sobrecarga de pressao que prejudica a reperfusdo coronaria e 0s
mecanismos de contracdo que o leva a faléncia cardiaca, em ratos e em humanos
hipertensos. Apoptose € uma das principais causas que contribuem para a redugao da
funcao ventricular (RYOKE et al, 2002). Em nosso trabalho, esta redugao ficou claramente

evidenciada nos coragbes submetidos a isquemia cardiaca por noradrenalina (fig. 11 A).

5.2. Efeitos da Metformina

Outros agentes farmacologicos também podem alterar a fungc&o cardiaca promovendo
mudancas na membrana de cardiomidcitos, afetando a sua atividade enzimatica, a fungéo de
receptores e o metabolismo relacionado ao transporte de ions em diabéticos (NAVARATNAM
& KHATTER, 1989).

Farmacos, como a biguanida metformina, um anti-hiperglicemiante utilizado no
tratamento de diabéticos tipo 2, contribuem para a diminuicéo da glicemia melhorando o perfil
metabdlico e aumentando a concentragdo de glicogénio no figado e musculos (da SILVA,
2001).

O mecanismo pelo qual a metformina atua é multifatorial. Metformina aumenta a acéo
da insulina através do aumento da atividade de seu receptor e pela incorporacdo de novos
transportadores de glicose a membrana (HOWLETT & BAILEY, 1999).

ZHOU et al (2001) propbds que o efeito da metformina é mediado pela ativagdo da
AMPK, uma via que regula o estagio de biossintese de lipideos, fosforilando e inativando
algumas enzimas chaves, tais como, a Acetil-CoA carboxilase. A AMPK regula o

metabolismo de acidos graxos livres, aumentando a captagdo de glicose e estimulando a
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gliconeogénese através da estimulagdo da glicose-6-fosfato (G6P). Além disso, a AMPK
induz aumento da expressao da hexoquinase e o transporte de glicose via GLUT.

Entretanto, metformina pode induzir efeitos colaterais. Isto foi demonstrado através de
estudos, onde altas doses de metformina ativaram a AMPK reduzindo a responsividade das
células B ao aumento de glicose e, em caso de exposi¢cao prolongada, metformina pode
estimular a apoptose destas células (KEFAS et al, 2004; LECLERE et al, 2004).

Nossos resultados demonstraram que metformina, em concentragdes equivalentes a
maxima recomendada a pacientes humanos, ndo diminuem a glicemia de ratos diabéticos
(fig. 3). Entretanto, em concentragbes baixas, metformina foi eficiente em diminuir a glicemia.

Além de seu efeito sobre as células B, através da ativagdo da AMPK, as doses
terapéuticas de metformina estimulam a atividade da tirosina quinase da subunidade B da
porcao intracelular do receptor de insulina. Porém, em altas concentracdes, metformina inibe
a tirosina quinase, e consequentemente inibe a agao da insulina (STITH et al, 1998),

Além de ndo baixar a glicemia, as concentragdes mais altas de metformina
proporcionam grande aumento do conteudo de glicogénio ventricular em ratos diabéticos, ao
contrario daqueles que foram tratados com baixas concentragées, com aumento muito menor
do glicogénio (Fig. 5 e 8 — 10).

Este aumento de glicogénio € outra maneira de verificar os prejuizos causados ao
coracdo. A metformina aumenta a ativacdo da AMPK e pode causar uma doenca de
estocagem de glicogénio, a qual imita uma cardiopatia hipertrofica e causar anormalidade
eletrofisioldgica, particularmente na pré-excitacdo, além de bloquear a condugdo atrio-

ventricular (ARAD et al, 2001).
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Anormalidades eletrofisiolégicas também foram registradas em eletrocardiograma. Em
concentracdes baixas (3,5 ug.g™') e intermediarias (30 pg.g”), o tratamento com metformina
manteve o intervalo QTc igual ao dos ratos do grupo controle (Fig 4 B), sugerindo que a
conducéo elétrica do ventriculo foi restabelecida. Entretanto, a dose mais alta de metformina
(74 ng.g"') ndo promoveu diminuigdo deste intervalo e aparentemente, ndo protegeu o
musculo cardiaco durante a isquemia, tornando o animal mais susceptivel a morte subita.

A resposta pressorica de coragao isolado mantido sob sobrecarga de trabalho em
presenca de noradrenalina (sob a isquemia), mostrou que o tratamento com altas
concentragdes de metformina resultou em picos menores, além de causar rapida queda da
pressao sistolica. Estes resultados indicam ter havido diminuicdo da forga contratil cardiaca,
sugerindo que o musculo tornou-se mais susceptivel a isquemia nesta condigcao
experimental. A resposta a altas doses de metformina pode estar relacionada a efeitos
metabdlicos que alteram a condutividade i6nica prejudicando o fornecimento de energia para
a bomba de Na'/K". Este prejuizo foi confirmado pela quase total deple¢éo do contetido de
glicogénio que havia sido armazenado no ventriculo, causando rigidez cardiaca. Nossos
resultados demonstram que o tratamento com baixas e médias doses protege melhor o
musculo cardiaco, como fica evidente através do pico de pressao sistdlica mais elevado e
lenta queda da presséo sistdlica, aparentemente indicando bons efeitos terapéuticos.

A analise morfoldgica também mostrou que a diminui¢do da fungéo cardiaca no grupo
tratado com a maior dose de metformina pode estar associada ao aumento da quantidade de
nucleos, assim como, ao seu tamanho. Ao contrario do que ocorreu nos diabéticos nao
tratados, ndo houve apoptose, porém hipertrofia evidenciada pelo aumento da atividade
celular (aumento da area do nucleo), o que também causou prejuizos importantes na fungao

cardiaca. A menor dose de metformina manteve baixa a quantidade de nucleos e causou
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aumento de sua area em relagao ao grupo diabético, porém, nao diferiu do grupo controle.
Ou seja, esta dose de metformina ndao promoveu apoptose ou hipertrofia cardiaca observada

nos demais grupos.

5.3 Efeitos do Tratamento com Glibenclamida

A resisténcia a insulina prejudica a fungdo do coragcdo podendo causar a faléncia
cardiaca, pois altera o mecanismo intermediado pelos efeitos da insulina. Estas alteragdes
tém efeitos diretos sobre os canais ibnicos da membrana, especialmente quanto aos canais
de Ca®". Conseqilientemente, a resisténcia a insulina afeta a dispersdo da fase de
repolarizacdo do potencial de acédo ventricular e aumenta a dispersédo do intervalo Q-T, o
qual é considerado um dos fatores determinantes para a ocorréncia de arritmias cardiacas
(WATANABE et al, 1997). Além destes efeitos, SHIMONI et al (2000) identificaram mudancas
em correntes de K* que ocorreu em condicdes de hipo ou hiperinsulinemia, mostrando que a
insulina tem um efeito tdnico modulador da intensidade das correntes de K no coragéo.

As sulfoniluréias estimulam a secrecao de insulina e sdo amplamente empregadas no
tratamento do diabetes tipo 2. Seu principal alvo é o canal de K™ sensivel a ATP (Katp), 0
qual desempenha papel importante no controle do potencial de membrana celular. O
fechamento dos canais de Katp, seja em virtude do bloqueio pelo ATP ou pelas sulfoniluréias,
promove a despolarizacdo da membrana celular e, consequientemente, ativa o mecanismo
de abertura de canais de Ca®*. O influxo de Ca** estimula a exocitose dos granulos contendo
insulina (GRIBBLE et al, 1998).

A figura 20 mostra o efeito da glibenclamida em diminuir a glicemia de ratos diabéticos

apo6s 30 dias do inicio do tratamento.
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Canais de Karp também sao encontrados em uma variedade de tipos celulares,
incluindo musculos cardiaco, liso e esquelético (GRIBBLE et al, 1998). Os canais Katp sao
constituidos por apenas 2 subunidades: a subunidade Kir6.2 e o receptor SUR, que possui
alta afinidade para as sulfoniluréias (CLEMENT IV et al, 1997; INAGAKI et al, 1997; SHYNG
et al, 1997). A subunidade Kir6.2 é encontrada nas células  do pancreas e nas cardiacas,
nas quais o SUR atua como uma subunidade regulatéria. Os canais Karp sdo alvos de
agentes farmacologicos, incluindo as sulfoniluréias, que funcionam como blogueadoras
(ASHCROFT & ASHCROFT, 1992).

Segundo GARLID et al (1997) e QUAST et al (2004), os canais Katp contribuem para o
controle do fluxo sangliineo coronario em repouso ou durante a hipdxia. Além disso, eles sao
necessarios para a adaptagao do coracdo ao estresse, pois a sua abertura na membrana
mitocondrial exerce um papel protetor durante a isquemia cardiaca. Portanto, a inibicdo dos
Katp pode aumentar os riscos durante doencgas cardiovasculares.

Em nosso estudo, observamos anormalidades no registro eletrocardiografico de ratos
tratados com glibenclamida, particularmente o intervalo Q-T. Provavelmente, o bloqueio dos
canais Katp causou prolongamento do periodo de atividade elétrica ventricular, como pode
ser notado pelo aumento dos intervalos QT e sua derivada QTc (figs. 21 A-B). Estas
alteracbes podem ser decorrentes de problemas durante o processo de repolarizacéo
ventricular, as quais tém sido associadas ao risco de morte subita em pacientes diabéticos
(OKIN et al, 2004). Estes retardos na repolarizagdo ventricular podem produzir arritmias
associadas a alteragdes na duragdo do ciclo cardiaco. Segundo estes autores, a
heterogeneidade na dispersao dos intervalos QT e QTc permite estabelecer um prognéstico
adicional em relagdo a mortalidade entre os diabéticos, em virtude do aumento no periodo de

repolarizacao.

84



O aumento do QTd e do QTcd, observado no grupo diabético, tratado com
glibenclamida (figs. 21 C-D), pode estar relacionado a faléncia congestiva do coragao, a
sindrome do QT longo, a doenga cardiaca isquémica, ao infarto do miocardio, a hipertrofia do
ventriculo esquerdo, a faléncia cronica renal, as arritmias e, finalmente, a morte subita
(NAJEED et al, 2002).

Por outro lado, a elevagao do glicogénio cardiaco pode aumentar a susceptibilidade de
ratos ao risco de morte subita durante a isquemia (HIGUCHI et al,1995). Registramos,
entretanto, que apesar do aumento do glicogénio nos ratos diabéticos tratados com
glibenclamida (figs. 22 - 24), a pressao sistolica e as suas derivadas, DP/Dt" e DP/Dt,
avaliadas pelo método de Langendorff, sob isquemia por adicdo de noradrenalina,
demonstram que durante este curto periodo a fungdo cardiaca foi preservada. Talvez a
duracdo do tratamento tenha sido insuficiente para induzir alteracdes cardiacas mais
drasticas.

Apesar do grupo tratado com glibenclamida haver armazenado grande quantidade de
glicogénio no coragao (trés vezes maior do que no grupo controle), houve utilizacdo de cerca
de 70% da reserva durante o periodo de isquemia (fig. 26). Pode-se deduzir, portanto, que
houve aumento da atividade da glicogénio fosforilase no grupo experimental durante este
periodo, ja que o coragao de ratos controle utilizou apenas 51% do glicogénio armazenado.
Esta analise também €& apoiada pelos trabalhos de HIGUCHI et al (1995), que verificaram
significante aumento da atividade da glicogénio fosforilase em coragdo de ratos diabéticos
sob isquemia miocardica.

O aumento de risco cardiovascular, provocada pela glibenclamida, também foi
evidenciado pela analise morfolodgica das células cardiacas (figs. 27 - 30), onde observamos

um aumento significativo no tamanho e na quantidade de nucleos em células ventriculares de
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ratos tratados com glibenclamida. Estes resultados sugerem aumento da atividade celular, o
que pode ter causado a hipertrofia, seja decorrente de aumento na sintese protéica, seja pelo

aumento do glicogénio cardiaco.

5.4 Efeitos da Associacao Metformina e Glibenclamida

Glibenclamida e metformina tem sido amplamente utilizadas, isoladamente ou em
combinacdo, no tratamento de diabéticos tipo 2. A associagado entre glibenclamida e
metformina aumenta os efeitos do tratamento, j& que a primeira aumenta a secreg¢do de
insulina e a segunda aumenta a eficacia da agéo da insulina (UKPDS Group, 1998, OLSSON
et al, 2000).

Todavia, a utilizagdo simultanea destes farmacos tem sido associada ao aumento da
mortalidade em virtude dos efeitos simultdneos destas sobre o coracao (FISMAN et al, 2004).
Por esta razdo, avaliamos se estes riscos persistem quando utilizamos a menor dose de
metformina associada a glibenclamida, a qual isoladamente, diminuiu os efeitos adversos no
musculo cardiaco.

Quanto a glicemia, a associagdo entre metformina e glibenclamida ndo trouxe
beneficio aos ratos diabéticos, em relagdo aos seus efeitos isoladamente (fig. 20).

Quanto aos registros eletrocardiograficos, a associacdo entre ambas promoveu
aumento dos intervalos QT e QTc, assim como, de suas derivadas QTd e QTcd, em
comparacao ao tratamento com metformina, isoladamente, porém sem diferir dos resultados
do tratamento com a glibenclamida, isoladamente (figs. 21 A — D). Isto sugere que os efeitos
adversos da glibenclamida sobre os canais Karp no coragdo néo foram abolidos ao

associarmos glibenclamida a uma baixa dose de metformina. Neste grupo experimental, o
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aumento dos intervalos QT, QTc e de suas derivadas QTd e QTcd indicaram risco de morte
subita.

O estudo do conteudo de glicogénio no musculo cardiaco permite deduzir que a
associagcao nao trouxe beneficio aparente, pois aumentou demasiadamente o glicogénio
cardiaco, isto é, trés vezes mais do que no grupo controle (figs. 22 — 24). Contudo, assim
como ocorreu durante o tratamento com glibenclamida, apesar de aumentar os riscos de
morte subita devido ao aumento do intervalo QTc e de suas derivadas, a fungdo cardiaca foi
preservada durante a isquemia de longa duragao nos ratos tratados com glibenclamida e
metformina (método de Langendorff).

Apesar da fungao cardiaca ter sido preservada, observamos redugao significativa do
conteudo de glicogénio no musculo cardiaco, assim como ocorreu durante o tratamento com
glibenclamida, isoladamente.

A analise histolégica corroborou nossos resultados anteriores. A associagao entre a
metformina e a glibenclamida ndo mostrou diferengas quanto a eficiéncia do tratamento com
glibenclamida isoladamente. Entretanto, novamente observamos aumento significativo no
tamanho e na quantidade de nucleos das células ventriculares em comparagdo ao grupo
tratado apenas com metformina.

Estes resultados sugerem que a associagao entre a metformina e a glibenclamida nao
produziu os efeitos benéficos de baixas doses de metformina isoladamente, enquanto os
efeitos adversos da glibenclamida sobre o musculo cardiaco foram mantidos, mas sem

agravar os parametros analisados.
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6. CONCLUSAO:

Em baixas doses, metformina reduziu a glicemia e induziu um pequeno
aumento do glicogénio armazenado no musculo cardiaco. Além disso, a
morfologia e a fungdo cardiaca dos ratos diabéticos submetidos a isquemia
foram preservadas, diminuindo consequentemente, o risco de morte subita.
Altas doses de metformina ndo diminuiram a hiperglicemia em ratos diabéticos,
porém aumentou o conteudo de glicogénio ventricular. Também foi diminuida a
forca contratil, tornando o coragdo mais susceptivel a isquemia. Além disso,
este tratamento aumentou a duragdo dos intervalos QT e QTc, bem como de
suas derivadas, aumentando o risco de morte subita.

A glibenclamida diminuiu a glicemia dos ratos diabéticos. Porém, a semelhanca
da metformina em altas doses, aumentou o glicogénio e os intervalos QT e QTc
e suas respectivas derivadas, o que também sugere, aumento do risco de
morte subita.

A associagao entre metformina e glibenclamida n&o produziu melhoras quanto
ao tratamento com glibenclamida isoladamente. Na verdade, a associagao
entre estas drogas reduziu os efeitos benéficos ja verificados usando baixa

dose de metformina.

Para finalizar, sugerimos que baixas doses de metformina podem ser mais eficientes

para o controle do diabetes tipo 2, para preservar a funcdo cardiaca durante isquemia,

reduzindo assim, o risco de morte subita. Por outro lado, o tratamento associando

metformina e glibenclamida parece afetar negativamente os efeitos favoraveis da metformina

isoladamente.
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ABSTRACT

Metformin, a pharmaco is used to decrease blood glucose of type 2 diabetics, reduces
gastrointestinal absorption of glucose, peripheric glucose uptake and gluconeogenesis.
Besides these effects, metformin may influence the cardiovascular system by increasing
plasma homocysteine levels, which accelerates the progression of vascular disease,
predisposing heart failure or infarct. These and other physiological changes could be
associated to an abnormal ECG, showing increase of QT interval and its dispersion
(QTd).Those changes could be associated to a lower threshold for a malignant ventricular
arrhythmias and sudden cardiac death. This study was designed to evaluate the effects of the
treatment with high metformin doses the ECG intervals: QT, QTc, QTd, and QTcd from
alloxan diabetic rats. Male Wistar diabetic rats were treated by metformin (3.5, 30 and 74
ng.g 'b.w) during 30 days. A 6-lead ECG was recorded before, 15 and 30 days treatment.
After 15 and 30 days, diabetic rats increased glycemia, QT interval and its derivates. On the
other hand, diabetic rats treated by low and intermediate doses of metformin (3.5 and 30 ug.g"
"b.w.) during 30 days decreased glycemia. However, the group treated with the highest dose
(74 ng.g™' b.w) failed to reduce glycemia. On the other hand, those groups treated by low and
intermediated doses reduced the ECG intervals: QTc, and QTd, and QTcd in contrast to
diabetic group that received the highest doses. The increased dispersion of QT intervals
during treatment may be subjacent of risk of arrhythmias that predisposes to the occurrence
of sudden cardiac death on humans.

Key words: Metformin, diabetes, ECG, heart
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INTRODUCTION

Electrocardiography (ECG) is one of the most important methods to diagnose
cardiopathyes.” Extension and intensity of lesioned areas affects the propagation of action
potential on the cardiac muscle, altering the ECG waves and the correspondent intervals. The
increase of the QT interval is called syndrome of the QT long and is associated to an
increased risk of arrhythmias and sudden death. This increase corresponds to an
prolongation of the wave or an increase on the repolarization period.?

QT dispersion (QTd) and its corrected dispersion (QTcd) are calculated from ECG.
These abnormalities in cardiac repolarization indicate a risk of ventricular tachycardia and
sudden death. On other conditions, including ischaemic heart disease and congenital long QT
syndrome.z'?’. Type 1 diabetic patients present an abnormal ECG with an increased QT
interval and its dispersion (QTd).

Studies showed that the prolonged of QTc interval is associated to the effects of
diabetes.**® This increase could be related to metabolic changes, like an increase on the
cardiac ventricle glycogen, which has been associated to diabetes severity. "

Besides diabetes, some medicaments could alter the cardiac function. The biguanide
metformin is an anti-hyperglycemic agent used to decrease the glycemia and consequently
improve the metabolic profile. It reduces blood glucose levels through suppression of
gluconeogenesis, since it stimulates peripheral glucose uptake by tissues, mainly skeletal
muscles, in the presence of insulin and decreased absorption of glucose from the
gastrointestinal tract. Some authors found no direct effects on B-cells. Metformin does not
cause hypoglycemia, but reduces glycohemoglobin levels and improves blood lipid profile and

fibrinolytic activity.®'% 12

105



Despite these beneficial effects, metformin presents disadvantages that may influence
the cardiovascular system. Gastrointestinal disturbances, such diarrhea is frequent and the
intestinal absorption of B vitamins, especially folate, is impaired during chronic therapy. This
deficiency may lead to increased plasmatic levels of homocysteine, which accelerates the
progression of vascular disease due to adverse effects on platelets, clotting factors, and
endothelium. It is recognized that an association between the levels of homocysteine and the
overall mortality in patients with cardiovascular atherogenic disease. '

Under some circumstances, metformin could lead to lethal lactic acidosis, especially on
patient with clinical conditions that predispose to this complication, such as heart failure or
recent myocardial infarction. '> Furthermore, we have observed that high doses, as
recommended for some human patients, may be associated to an significant increase of
glycogen stores on cardiac ventricle in comparison to control and alloxan diabetic rats treated
with low doses. These changes of cardiac carbohydrate metabolism could lead to cardiac
malfunction because this accumulation in conductive tissue is also likely to cause sinus and
atrioventricular node dysfunction. ™

The present study was design to investigate the effects of metformin doses on the QT

and its derived intervals, QTc, QTd, and QTcd from ECG of alloxan diabetic rats.

METHODS
Animals

Males Wistar rats, 10 weeks old were employed. Rats were feed with commercial chow
(Purina) and had free access to water. They were maintained in cages in groups of 4 or 5 rats
under a12 h light/dark photoperiodic cycle. Rats from treated groups received metformin
diluted in drinking water (5,6, 56 and 112 pg.ml™") during 30 days. The volume of water

ingested was measured and the intake was divided by individual body weight to estimate the
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amount of metformin ingested, based to previous study. The institutional Committee for Ethics

in Animal Experimentation has approved the experimental protocols under number 262-1.

Groups

1) Control (C; n=5)

2) Diabetes (D; n=6)

3) Diabetes Metformin [3.5 ug.g™ bw] (DM3.5; n=8)
4) Diabetes Metformin [30 pg.g” bw] (DM30; n=7)

5) Diabetes Metformin [74 ng.g™ bw] (DM74; n=8)

Induction of Diabetes Mellitus
Diabetes was induced by alloxan (40 mg/kg/bw, i.v., pH 4.5) on anaesthetized rats
after 24 h fast. "*'* In the following days rats were checked to detect glucose in urine, using

commercial kit (Roche, Mannheim, Germany).

ECG record

Anaesthetized rats (Pentobarbital sodium, 40 mg/kg/b.w) was kept on supine position
to record ECG during spontaneous respiration. The electrodes were connected to the
channels of the ECG computer (Heart Ware System) with 6 standard limb leads (I, II, Ill, aVR,
aVL and aVF), sensitivity 2N and speed 50 mm/second. QTc was measured by Bazzet's
formula: Q-T/VR-R. The dispersion of the QT and QTc was calculates by in absolute value,
subtracting the shortest from the longest QT. This value was converted to percentage (%QTd)
by correcting QTd for the shortest QT interval and multiplying by 100 (%QTd = [QT max —

Qtmin/Qtmin} x 100]). The same operation was used to calculate QTcd.
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Plasma Glucose Determination
Plasmatic glucose was measured by the glucose oxydase method (TRINDER, 1969),

using commercial kit (Laborlab, Sdo Paulo, SP-Brazil).

Statistics
Results are reported as mean + SEM. Significance of data was evaluated by two-ways
ANOVA, assuming p< 0.05 as the critical level. When required, differences between groups

were assessed by TUKEY test.
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RESULTS
Diabetes Effects

After 30 days, alloxan injection destroyed B-cell causing diabetes, increasing glycemia
from 97.76 + 10.6 mg.dl”' to 562.8 + 60.6 mg.dlI"", p< 0.001. No significant difference was
recorded on the control group during the experimental period (figure 1).

Figure 2 A-B-C-D shows no difference among the control and diabetes groups for QT,
QTc, QTd and QTcd intervals at the beginning of the experiments. After 15 days, the records
revealed an increase on the intervals: QTc varied from 45.7 + 2.26 ms to 53.2 + 3.24 ms (p<
0.05) Its derivates increased significantly, too: QTd from 9.68 + 2.1 ms to 58.12 + 5.1 ms (p<
0.001) and QTcd from 15.7 + 3.1 ms to 86.9 £ 4.4 ms (p< 0.001). After 30 days, those
parameters has changed again: QT from 39.8 + 0.7 ms to 47.5 + 1.6 ms (p< 0.05); QTc from
45.7 + 2.26 to 63.1 £ 1.31 (p< 0.001); QTd from 9.68 + 2.1 to 75.5 £ 7.1 (p< 0.001); QTcd
from 15.7 + 3.1 to 86.3 + 8.4 (p< 0.001). During the same period, the control group did not

changed.

Effects of the Treatment with Metformin

After 15 days, alloxan promoted an increase on glycemia of diabetic rats treated by low
metformin doses from 122.7 + 4.41 mg.dl" to 381.32 + 36.6 mg.dl’ (p< 0.001) and
intermediate doses from 102.71 + 3.96 mg.dI™ to 360.85 + 13.56 mg.dI' (p< 0.001).

However, after 30 days of treatment, glycemia did not change and was inferior to that
of non-treated group (figure 1). On the contrary, high doses of metformin (74 ug.g'1 bw), failed
to reduce glycemia during 15 or 30 days treatment. During the first period, glycemia rose from

102.16 + 1.42 mg.dl" to 542.8 + 24.45 mg.dl”’ (p< 0.001) and to 470.27 + 26.7 mg.dl’
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(p<0.001), respectively, showing no favorable difference in relation to the non-treated diabetic
group (figure 1).

No difference appears on the baseline parameters tested for the difference among the
groups (Figures 2 A-B-C-D). After 15 days therapy, using low metformin doses, that is, 3.5
ng.g” bw, QTd increased from 16.6 + 1.07 ms to 42.0 + 2.3 ms (p< 0.01) and QTcd increased
from 19.4 £ 2.7 ms t0 40.4 + 5.0 ms (p< 0.01).

After 30 days of treatment, there was an increase from 35.7 + 1.25 ms to 45.15 + 1.56
ms (p< 0.05) on QT interval while the derivates QTc, QTd and QTcd did not change after the
15" day of treatment (figures 2 A-B-C-D).

Similarly, the group treated during 15 days by intermediate metformin doses increased
the QTd from 19.0 + 2.32 ms to 48.8 + 3.06 ms (p< 0.01) and QTcd interval increased from
19.9 £ 2.9 ms to 44.0 + 2.6 ms (p< 0.01). However, these parameters did not changed after
the 15" day of treatment.

On the other hand, the treatment during 15 days with high metformin doses (74 ng.g™
b.w.) caused an increase on QT intervals (from 44.0 £ 1.53 ms to 52.9 + 1.17 ms, p< 0.05).
Similar changes were detected on its respective derivates: QTc increased from 42.0 + 2.04
ms to 53.4 = 2.5 ms (p< 0.05). QTd varied from 16.4 + 2.7 ms to 36.5 + 3.2 ms (p< 0.05) and
QTcd, from 16.1 + 2.15 ms to 47.9 + 2.67 ms (p< 0.001). However, at the 30" day of
treatment, QTd still increased to 74.5 + 4.4 ms (p< 0.001) and the QTcd changed to 71.9 +

5.2 ms (p< 0.001) in a way similarly to the non-treated group diabetic (Figures 2 A-B-C-D).
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DISCUSSION

The biguanide metformin is an anti-hyperglycemic employed for the treatment of type 2
diabetic. However, the metformin mechanism of action is until obscure. Studies showed that
metformin activates AMPK in rat hepatocytes and skeletal muscle '®. This effect contributes
on decrease of glycemia, improves the metabolic profile leading to the increase of glycogen in
the liver and muscles and promotes benefits to blood lipid profile " 8. However, a study in
vitro with B-cells showed that metformin, in high doses (1mM) and sustained exposure (24 h),
activates the AMPK that could partially inhibit biosynthesis and release pathways in -cells
and cause apoptosis. This effect reduces their glucose responsiveness ' And our results
(figure 1) showed that metformin, on the highest dose, equivalent to recommended for human
patients (74 ug.g” bw) did not decrease the glycemia levels in diabetic rats, indicating that
metformin reduced the glucose responsiveness.

Despite of, these could be due too therapeutic doses of metformin stimulates tyrosine
kinase activity of the B subunit of the intracellular portion receptor. However, high doses of
metformin inhibits the tyrosine kinase activity and consequently, inhibits insulin action.?

Low concentrations of metformin can induce AMPK-mediated alterations in B-cells
without impaired its function " '8, In our study, low (3.5 ug.g™" bw) and intermediates (30 ug.g°
' bw) concentrations of metformin reduced significantly the glycemia when compared with
diabetic rats but the treatment time, 15 or 30 days, made no difference on this effect. The
glycemic reduction induced by low doses of metformin in the treatment time proposed was not
enough to normalize the glycemic levels.

The hyperglycemia is associated to increase of the glycogen storage in ventricle . The
changes of cardiac carbohydrate metabolism could lead to cardiac malfunction '. Preliminary

results (no publicated) has showed that high metformin doses induced a high storage of
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glycogen in the heart ventricle of alloxan diabetic rats while low doses of metformin induced
small increase of ventricle glycogen.

Persistent activity of AMP kinase, like occurs by treatment with metformin, could
promotes mutation in the PRKAG2, the gene for the y2 regulatory subunit of AMP-activated
protein kinase. These mutation should increase glucose uptake by stimulatin translocation of
the glucose transporter GLUT-4 to the plasma membrane, and increase hexokinase activity,
leading to glycogen accumulation. Glycogen accumulation in conductive tissue is also likely to
cause sinus and atrioventricular node dysfunction ™.

Diabetes and pharmacological agents could alter the cardiac function promoting
changes on the membrane of cardiomyocites, affecting its enzymatic activity, the receptors
function and the metabolism related to the ionic transport.?? 23

Diabetes causes changes in the MAP kinase and glucose transporters. The
enhancement of K* currents in ventricular cells depend of MAP kinase activation and reflects
the synthesis of new channels.

The decrease of insulin on diabetic group, probably leads to a decrease on epicardial
K" outflow, which promotes an increase on the action potential duration. Furthermore, the
deficient insulin secretion could decrease the activity of the Na’/K* pump, which may be
related to the decrease of energetic substrates. *

The insulin decrease promotes changes in blood flow and in cardiac function, affecting
the dispersion of ventricular action potential repolarization, called QT dispersion.

Figure 2 (B, C and D) show that QTc interval, QTd and the QTcd increased on
alloxanized diabetic rats. This may be related to the retard on cardiac action potential
despolarization and repolarization. Also, the recovery of the diabetic heart could be slowed

after an ischemia.?*
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The increased QTc interval corresponds to an increased duration of the ventricular
action potential and could be associated to the alterations on despolarization and
repolarization phases *?°

The QT dispersion (QTd) is associated to the repolarization time, t00." The increase
on QTd causes congestive heart failure, the long QT syndrome, ischaemic heart disease,
myocardial infarction, left ventricular hypertrophy, hypertrophic cardiomyopathy, chronic renal
failure, arrhythmias and sudden cardiac death. 6262728

In the ECG records we showed that metformin in high doses (74 ng.g™') leads to an
increase on QT and its derivates (QTd, QTc, QTcd), 15 or 30 days later (Fig 2 A-D). The high
dose and the sustained exposure of metformin probably increased the activity of the AMPK,
promoting increase of glycogen storage (no publicated data) that caused dysfunction in
conductive tissue. The prolongation or increase of the repolarization period (QT long
syndrome) quantify the degree of myocardial repolarization non-homogeneity have been
associated with serious arrhythmias and sudden death 3

However, low and intermediates metformin doses increased the QTd and QTcd of rats
treated during 15 days. After 30 days, we did no find any important increase of those
parameters, since no significant changes was revealed by the analysis of those records and
its derivates, QT and QTc intervals, which did not change (Fig. 2 A-D). These results showed
that the treatment improved the ventricular electric conduction and and suggested that
metformin in low doses activates the AMPK without causes dysfunction in the glucose
metabolism.

The toxic response to high metformin doses could be relates to a metabolic effect that

alter ionic conductivity and decreased the Na*/K* pump activity. The present results suggest
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that low and intermediate doses of metformin may have beneficial protection for the cardiac
muscle.
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Figure 1:

Glycemia
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Time (days)
Figure 1: Changes in glycemia after alloxan induction and after 15 and 30 days of metformin

treatment.
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a p< 0.05 vs control-15 days; b p< 0.05 vs control-30 days; ¢ p< 0.05 vs diabetes-0; d p< 0.05

vs DM-3.5 nug.g™" bw-0; e p< 0.05 vs DM-30 pg.g™' bw -0; f p< 0.05 vs DM-74-0 ug.g™' bw; g p<

0.05 vs diabetes-15 days; h p< 0.05 vs diabetes-30 days.
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Figura 2 A, B, C, D: Changes in QT, QTc, QTd, QTcd intervals after 15 and 30 days of

treatment with metformin.
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a p< 0.05 vs control-15 days; b p< 0.05 vs control-30 days; ¢ p< 0.05 vs diabetes-0; d p< 0.05
vs diabetes-15 days; e p< 0.05 vs diabetes 30-days; f p< 0.05 vs DM-3.5 pg.g™” bw-0; g p<
0.05 vs DM-30 pg.g™ bw - 0; h p< 0.05 vs DM-74 pg.g™' bw -0; i p< 0.05 vs DM 74 pg.g™ bw -

15 days.
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ABSTRACT

Metformin is anti-hyperglicemic used to decrease glycemia improving the metabolic
profile. However, metformin may influence the cardiovascular system by increased heart
glycogen content suggesting damage in contractile force. Using a Langendorff apparatus,
ischemia was provoked in the hearts by perfusion of norepinephrine during 1h and the left
ventricular pressure (LVP), DP/Dt" and DP/Dt (mmHg) was evaluated in alloxanized diabetic
rats treated with metformin (DM) (3.5, 30 and 74 ng.g” b.w) by 30 days. The response to
ischemia from DM3.5 and DM30 groups, did not differ from control. DM74 group developed
an inferior maximal LVP, DP/Dt* and DP/Dt". The return of this parameters was faster than
those recorded from another groups. Hearts of diabetic rats treated with high metformin doses
may turn the ventricles susceptible to the effects of ischemia, causing prejudice to cardiac
work. These effects could be associated to the increased glycogen content observed in all
diabetics groups.

Key words: Metformin, diabetes, langendorff, cardiac ischemia
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1. Introduction

Diabetes is a metabolic disorder characterized by hyperglycemia, due to protein, lipids
and carbohydrates metabolism alterations. These changes increase the tendency to
cardiovascular disease and neuropathy development, which are one of the biggest causes of
death (Paulson, 1996).

The lipid metabolism alterations increase the risk arterioscleroses and others
cardiovascular diseases, such as, hypertension and ischemia (Boden, 1997). Also, the
changes of cardiac carbohydrate metabolism could lead to cardiac malfunction (Higuchi,
1991). The increase of glycogen storage in ventricle may be associated to diabetes gravity
(Higuchi et al, 1995). Although the increase of glycogen could help myocardium metabolism
during a short duration ischemia. When it is prolonged, it causes damage to the myocardium
because the glycogen is quickly depleted, because of the increased activity of the glycogen
phosphorilase (Higuchi et al, 1995).

The anti-hyperglycemic biguanide metformin, which is indicated for type 2
diabetics, contributes to decrease glycemia, improving the metabolic profile of lipid
metabolism and decrease the insulin resistance in skeletal muscles and in liver. It also
increases the content of glycogen in liver (Gongalves et al, 1999). The mechanisms of action
of the metformin are the exit suppressed of the hepatic glucose, increase of the glucose
uptake by muscle cells and inhibits the lipolysis (Riccio et al, 1991; Stumvoll et al, 1995;
Bailey, 1999; Giannarelli et al., 2003). It was suggested that metformin has a role in
cardiovascular muscle protection.

Preliminary results (unpublished data) has showed that high metformin doses,

equivalent to that recommended as maximum for humans, induced a high storage of
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glycogen in the heart ventricle of alloxan diabetic rats. Gastrointestinal disturbances such as
diarrhea are frequent, and the intestinal absorption of B vitamins, especially folate, is impaired
during chronic therapy. This deficiency may lead to increased plasma homocysteine levels
that, in turn, accelerates the progression of vascular disease due to adverse effects on
platelets, clotting factors, and endothelium. It is recognized that an association between the
levels of homocysteine and the overall mortality in patients with cardiovascular atherogenic
disease. In addition, metformin may lead to lethal lactic acidosis, especially in patients with
clinical conditions that predispose to this complication, such as heart failure or recent
myocardial infarction (Fisman, 2004). However, we found evidences that low doses of
metformin induced small increase of ventricle glycogen. It scenes that metabolic changes
involving the glycogen storage must be considered when looking for the response of the
cardiac muscle during an ischemia.

The aim of the present study was evaluated the effects of low and high doses of
metformin on cardiac muscle function in alloxan diabetic rats during a provoked heart
ischemia, since the ischaemic heart disease is the major cause of death in diabetic patients.
Parameters as left ventricular systolic pressure and in the rate of pressure changes were
measured during a provoked ischemia on isolated hearts and remained glycogen evaluated

after a period of ischemia.

125



2. Methods
2.1. Animals

In this work, males Wistar rats, 10 weeks old were employed. They were feed with
commercial chow (Purina) and had free access to water. They were maintained in cages in
groups of 4 or 5 rats in a photoperiodic cycle (12 h light/dark).

The treated groups received metformin (Lipha, Lion, France) diluted in the drinking
water (5,6, 56 and 112 pug.ml™") during 28 days. The volume of water ingested was measured
and the intake was divided by body weight to estimate the amount of metformin ingested,
according to previous study. The institutional Committee for Ethics in Animal Experimentation

has approved the experimental protocols under number 262-1.

2.2. Groups

1) Control

2) Diabetes

3) Diabetes Metformin [3,5 ug.g™' bw]
4) Diabetes Metformin [30 pg.g™ bw]

5) Diabetes Metformin [74 pg.g™” bw]
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2.3. Induction of Diabetes Mellitus

Diabetes was induced by alloxan (40 mg/kg/bw, i.v., pH 4,5) in anesthetized 24 h fast
rats. In the following days the diabetes establishment was checked by the presence of

glucose in the urine.

2.4. Surgical Procedure

Concluded the period of treatment, the rats were anesthetized with Phenobarbital and
the hearts were removed after thoracotomy, and immediately transferred to the Langendorff
apparatus and fixed.

After one small incision on the left atrium, one latex balloon was inserted in the left
ventricle across a cannula (PE 160), which was coupled to a pressure transducer (Ugo
Basile). The pressure and heart rate was amplified and recorded in a computer. The initial
diastolic pressure was established between 0 and 10 mmHg and the perfusion during

experiment was of 65 mmHg, at 37° C.

2.5. Isolated Heart by Langendorff Method

The performance of the cardiac muscle, the heart was studied during 1 h of perfusion

in a Langendorff system apparatus. In this system, the cannula was inserted in the aorta and

the perfusion pressure for rats is between 60 and 70 mmHg. The heart was around 200 bpm.

The solution to perfuse the isolated heart was the Krebs-Henseleit solution (NaCl 188 M; Na
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HCO;3 25 M, glucose 11,1 M, KCL 4,7 M, KH2PO4 1,2 M, MgS0O47H,0 1,17 M e CaCl,6H,0O

2,5 M gassed with 02:CO; (95:5%).

2.6. Perfusion Protocol — Ischemia

After 10 min of perfusion with Krebs solution (control period), ischemia was induced by
the perfusion of a Krebs solution 2 ml/min/g containing 10° M norepinephrine (NE), during 60
min. At the end, hearts were frozen in liquid nitrogen and stored for the measurement of the

remnant glycogen.

2.7. Glycogen Determination

Ventricle samples were digested in hot 30% KOH. Glycogen was precipitated in 2
steps with ethanol and submitted to acidic hydrolysis in the presence of hot phenol (Lo et al,
1970). Glycogen content was expressed as glucose units (mg.100 mg™' of wet tissue), read at

490 nm.

2.8. Plasma Glucose Determination

Glucose was measured by the glucose oxydase method (Trinder, 1969), using

commercial kit (Laborlab, Sdo Paulo, SP, Brazil).
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2.9. Statistics

Results are reported as mean + SEM. Significance of data was evaluated by two-ways
ANOVA, assuming P<0,05 as the critical level. When required, differences between groups

were assessed by Tukey test.

3. RESULTS

3.1. Diabetes Effects

Alloxan diabetic rats increased glycemia from 117.13 + 5.45 to 530.7 £ 384 (n = 7)
when compared to control rats. The ventricle glycogen content (fig.2) doubled in diabetic rats,
reaching 0.38 + 0.07, in comparison to while it was 0.19 + 0.007 in the control group.

When subjected to ischemia, diabetic rats showed a great susceptibility to this stress,
as the presented in the figs 3-5.

Figure 3 A presents the basal systolic ventricle pressure developed by the diabetic rat
heart. This was 31% lower of that showed by the control group (P< 0,05). This figure also
shows that the pressure peak and the pressure maintained during the perfusion were inferior
in the diabetic heart rats than in the control rats. After norepinephrine perfusion, the heart
from diabetic rat developed a systolic ventricle peak pressure 33% inferior to that of the
control group. At the end of perfusion (1 hour) the initial ventricle systolic pressure was
recovered in both groups but, the differences between them recorded pressures maintained
similar slot was obtained during the analysis of the DP/Dt" and the DP/Dt showed similar

behavior and is plotted in figs 3 B and C, respectively.
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At the end of NE perfusion, glycogen content in the hearts was very low not differing
from the control group (0.1 + 0.007 vs 0.11 £ 0.01; fig 6). However, the diabetic rats showed a

high utilization of ventricle glycogen in relation to the control group.

3.2 Metformin Treatment Effect

Low and intermediates metformin doses (3.5 and 30 pg.g™' b.w) decreased glycemia in
diabetic rats from 530.7 + 38.4 to 409.4 +18 and 417.9 + 13.02, respectively (fig 1). However,
treating them with higher doses (74 pg.g™' b.w) did not reduce glycemia (530.7 + 38.4 in
diabetic vs 474.5 £26.2; p > 0,05).

The treatment of diabetic rats with low doses of metformin increased less the ventricle
glycogen (0.36 £ 0.02) as compared to the intermediate and the higher doses (0.50 +£0.05 and
0.67 £ 0.045, respectively, Fig 2).

When subjected to ischemia, the hearts of diabetic rats treated with low and
intermediate metformin doses were better protected from the ischaemic effect than those
treated with the biggest dose, as shown in the figs 3 A, B and C. Also, it shows that hearts
from diabetic rats treated with low and intermediate metformin doses developed a basal
systolic ventricle pressure respectively 83% e 53% higher than that of diabetic rats heart
without treatment. However, those rats treated with the highest metformin dose developed the
lowest pressure not differing from the non-treated group.

After norepinephrine perfusion, hearts from the diabetic treated rats with low and
intermediate doses of metformin developed a pressure peak ventricle 64% and 81 % higher
than that showed by the non-treated group. On the other way, the rats treated with the highest

metformin dose developed the lowest ventricle systolic pressure, not differing from the non-

130



treated diabetic group. At the end of the perfusion period, the initial systolic pressures were
restored in all groups. However, the differences among the initial pressures remained.

Similar pattern of changes were obtained during the analysis of correspondents curve
derivates (fig 3 B and C).

The analysis of the glycogen reserves after the perfusion showed that NE depleted
glycogen from hearts diabetic (Figs 2 and 4). The group treated with the highest metformin

dose showed the lowest glycogen content after the 60 min of perfusion.

4. Discussion

Alterations of lipidic metabolism in diabetics increase the risk of the development of
atheroscleroses and another cardiovascular diseases (Boden, 1997). These diseases could
occur too by changes in the carbohydrates metabolism of the cardiac muscle (Higuchi et al,
1991).

Observations of our group demonstrated that the glycogen increased in the ventricle of
aloxanic rats (Fig. 2). Another groups (Higuchi et al., 1995; Feuvray and Lopaschuk, 1997,
Paulson, 1997) evidenced increase of the glycogen in the ventricle of diabetic rats by
streptozotocin, and suggested that this fact could to turn the heart resistant to cardiac
ischemia.

The increase of the glycogen in the ventricle by transport of the glucose in
cardiomiocites is regulated by many factors than insulin. The GLUT 4 is the most abundant
glucose transported in the heart. The AMPK (protein kinase activated) increase the GLUT4
transcription in answer to contractile force (Zheng et al., 2001) helping in the glucose

transport. However, the contraction stimulates the glucose transport in cardiomiocites, too

131



(Kolter et al., 1992; Wheeler et al., 1994). Moreover, the nervous system regulates the
glucose transport by sympathetic enervation that promotes the liberation of catecholamines
and serotonine which promotes the GLUT4 and GLUT1 to the membrane (Fischer, 1996;
Fischer et al., 1996; Zorzano et al., 1997). The effects of the catecholamine are independent
of the insulin presence (Fischer et al., 1996).

The increase of the glycogen storage in the ventricle is associated to the severity
degree and the duration of the diabetes. These increase to turn the heart more susceptible to
the effects of the ischemia (Higuchi et al., 1995). Higuchi et al. (1995) observed that the
ischemia of short duration, in isolated heart of diabetic rats (Langendorff preparation), the
glycogen was preserved. However, in ischemia of long duration, the glycogen was quickly
depleted decreasing the energy utilized by the Na*/K* pump. Conclude which the metabolic
modification could impair the contractile force and the recuperation of the electric state
evoking the cardiac stiffness that occurs during ischemia.

According with Higuchi et al. (1995), this fast depletion of the glycogen content is
consequence of the increase of the glycogen phosphorilase activity in the cardiac muscle in
answer to epinephrine and to norepinephrine.

We have equivalents results in our study (Fig 3 A), having decrease of the pressure
answer in isolated heart of diabetic rats which indicates decrease of the contractile force
under ischemia of long duration (1h). The results also show the fast depletion of the glycogen
storage in the heart of these rats.

Pharmacological agents could alter the cardiac function, too. Its promotes changes in
the cardiomiocites membrane, affecting its enzymatic activity, receptors function and the

metabolism related to the ionic transport in diabetic (Navaratnam and Khatter, 1989).
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The biguanide metformin is an anti-hyperglycemic utilized in the diabetic type 2
treatment, contributing to the decrease of the glycemia and improves the metabolic profile
increasing the glycogen storage in the liver and muscle (Bailey, 1999).

Our results showed that metformin, in high doses, like that recommended to humans
patient, didn’t decrease the glycemia of diabetic rats, like demonstrated in the figure 1.
However in low doses were efficient to decrease the glycemia.

Therapeutic doses of the metformin stimulate the tyrosine kinase activity of the subunit
B of the intracellular portion of the insulin receptor. However, in high doses, metformin inhibits
the insulin action (Stith et al., 1998).

Moreover, metformin in high doses promotes a big increase of glycogen content in the
ventricle of the diabetic rats, while in rats treated with low doses, this increase was few (Fig
2).

Our results, of the pressure answer of isolated heart under ischemia in presence of
norepinephrine, shows that high doses of metformin resulted in lesser maximum systolic
pressure, dP/dt" and dP/dt". These results indicate that had decrease of the contractile force,
suggesting that the cardiac muscle is more susceptible to the effects of the ischemia in this
experimental condition. These decreases of the dP/dt" and dP/dt" in answer to norepinephrine
suggest decrease in the systolic volume and consequently decrease of the cardiac debit
(Moreno JR et al., 1996). The toxic answer to high doses of metformin could be related to
metabolic effects that alter the ionic conductivity impairing the energy required to the Na+/K+
pump (Navaratnam and Khatter, 1989) and/or possibly damage in the tissue cardiac caused
by the diabetes (Moreno JR et al., 1996, 1997) that we are investigate in next study.
Moreover, these results could be explained too, by the inhibition of the lipolysis by the

metformin, that is the main energy source of the heart. These impaired was confirmed by
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depletion of the glycogen content stored in the ventricle, contributing to the state of cardiac
stiffness. In low and intermediate concentrations had protection of the cardiac muscle by
metformin, confirmed by high peak and slow fall of the systolic pressure, dP/dt+ and dP/dt-,
improving the cardiac function (systolic volume and cardiac debit) that was altered in diabetic

rats without treatment.
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Figure 1: Changes in glycemia after alloxan induction and after 30 days of metformin

treatment. * p< 0.05 vs control; # p< 0.05 vs diabetes.
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Figure 2: Changes in ventricle glycogen of non-perfused hearts after alloxan induction and
after 30 days of metformin treatment. * p< 0.05 vs control; # p< 0.05 vs diabetes; B p< 0.05

vs diabetes metformin 3,5 ug.g™' bw; ¢ p< 0.05 vs diabetes metformin 30 pg.g™' bw.
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Figure 3 A, B, C: Changes in systolic ventricle pressure, dP/dt" and dP/dt in groups Control
(C), Diabetes (D), Diabetes Metformin 3,5 pg.g” bw (DM 3,5), Diabetes Metformin 30 ng.g™

bw (DM 30) and Diabetes Metformin 74 pg.g™" bw (DM 74) after 60 minutes of norepinephrine

» 9

perfusion. “a” p< 0.05 vs control; “b p< 0.05 vs diabetes; "c” p< 0.05 vs diabetes metformin

3.5; ”d” p< 0.05 vs diabetes metformin 30 .
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Figure 4: Changes in ventricle glycogen of hearts perfused by 60 minutes with norepinephrine
after alloxan induction and after 30 days of metformin treatment. * p< 0.05 vs control; # p<

0.05 vs diabetes; B p< 0.05 vs diabetes metformin 3,5 ug.g” bw; ¢ p< 0.05 vs diabetes

metformin 30 pg.g™' bw.
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