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RESUMO 

A metformina é atualmente o tratamento medicamentoso de primeira linha para 

o diabetes mellitus tipo 2 (DM2), no entanto, apesar de seu evidente efeito hipoglicemiante, 

seus mecanismos de ação permanecem em parte desconhecidos e controversos, 

principalmente quando relacionados ao fígado. Recentemente, observou-se que a droga 

influencia a captação do radiofármaco 18F –fluordesoxiglicose (18F-FDG) por enterócitos, o 

que sugere o intestino como potencial alvo terapêutico, no entanto, nenhum estudo 

anterior avaliou a importância quantitativa do trato gastrointestinal no efeito anti-

hiperglicêmico da metformina e qual a inter-relação que se estabeleceria entre o intestino e 

o fígado neste cenário.  

Este trabalho se propôs a investigar o papel da metformina na captação 

intestinal de glicose e suas consequências sobre a neoglicogênese hepática.  

Em pacientes diabéticos e camundongos, o principal local de ação do fármaco foi 

o intestino, aumentando a captação de glicose, avaliada por PET-CT com 18F-FDG. Em 

camundongos e células CaCo2, esse aumento resultou da maior expressão de GLUT1 e 

GLUT2, secundária à ATF4 e AMPK, respectivamente. Na hiperglicemia, houve aumento da 

produção de lactato (reduzindo o pH e os níveis de bicarbonato na veia porta) e acetato no 

intestino, modulando a piruvato carboxilase hepática, MPC1/2 e FBP1, o que prejudica a 

neoglicogênese. Na normoglicemia, o aumento na captação intestinal de glicose induzido 

pela metformina foi acompanhado por hipoglicemia na veia porta, gerando um mecanismo 

contrarregulatório que evita reduções ou até aumenta a produção hepática de glicose. 

Assim, consideramos que o primeiro local de ação da metformina é o intestino e 

que novos mecanismos de ação para seu potencial efeito terapêutico podem decorrer do 

crosstalk intestino - fígado, através de metabólitos intestinais que desempenham papel 

relevante no controle da produção hepática de glicose e, portanto, da hiperglicemia em 

diabéticos tipo 2. 

 

 

 

 

Palavras-chave: Metformina; Diabetes; Crosstalk intestino-fígado; Metabolismo de glicose.  



ABSTRACT 

Metformin is currently the first-line drug treatment for type 2 diabetes mellitus 

(DM2), however, despite its evident hypoglycemic effect, its mechanisms of action remain 

partly unknown and controversial, especially when related to the liver. Recently, it was 

observed that the drug influences the uptake of the radiopharmaceutical 18F -

fluordeoxyglucose (18F-FDG) by enterocytes, which suggests the intestine as a potential 

therapeutic target. 

This work aimed to investigate the role of metformin in intestinal glucose uptake 

and its consequences on hepatic gluconeogenesis. 

In diabetic patients and mice, the main site of drug action was the intestine, 

rising glucose uptake, as assessed by PET-CT with 18F-FDG. In mice and CaCo2 cells, this 

increase resulted from higher expression of GLUT1 and GLUT2, secondary to ATF4 and 

AMPK, respectively. In hyperglycemia, there was an increase in the production of lactate 

(reducing pH and bicarbonate levels in the portal vein) and acetate in the intestine, 

modulating hepatic pyruvate carboxylase, MPC1/2 and FBP1, which impairs 

gluconeogenesis. In normoglycemia, the rise in intestinal glucose uptake induced by 

metformin was accompanied by hypoglycemia in the portal vein, generating a 

counterregulatory mechanism that prevents reductions or even increases the hepatic 

glucose production. 

Thus, we consider that the first site of action of metformin is the intestine and 

that new mechanisms of action for its potential therapeutic effect may result from the gut-

liver crosstalk, through intestinal metabolites that play a relevant role in the control of 

hepatic glucose production and, therefore, of hyperglycemia in type 2 diabetics. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1. Epidemiologia do diabetes mellitus tipo 2 

 

Durante as últimas décadas, a incidência de obesidade bem como de doenças 

metabólicas a ela associadas como cardiopatias, dislipidemia, hipertensão arterial e, em 

especial, diabetes mellitus tipo 2 (DM2) têm alcançado proporções epidêmicas em várias 

partes do mundo, sobretudo em países da civilização ocidental, onde elevados índices de 

sedentarismo são predominantes e os  hábitos alimentares se caracterizam, cada vez mais, 

pelo consumo de alimentos de alta densidade energética, provenientes principalmente de 

lipídios, e pobre em micronutrientes  (1-3).    

As crescentes estatísticas mundiais sobre o estabelecimento do DM2 permitem 

classificá-lo como uma das doenças crônicas de mais rápido crescimento e um dos mais 

desafiadores problemas de saúde pública do século 21. Agravando esse quadro, o DM2, que 

há tempos restringia-se a adultos, acomete cada vez mais crianças e jovens (4), em 

decorrência, principalmente dos padrões comportamentais e dietéticos explicitados acima. 

O diabetes mellitus tipo 2 é caracterizado por hiperglicemia, resistência à 

insulina e deficiência relativa na secreção deste hormônio. Embora sua patogênese seja 

apenas parcialmente compreendida, sabe-se que é heterogênea e tanto os fatores genéticos 

que afetam a liberação e responsividade à insulina quanto os fatores ambientais, como a 

obesidade, anteriormente citada, são importantes para seu estabelecimento (5). 

Estima-se hoje que mais de meio bilhão de pessoas (aproximadamente 537 

milhões) estejam vivendo com DM2, o que representa 10,5% da população mundial entre 20 

e 79 anos e são alarmantes as estimativas para 2030 e 2045: 643 milhões e 783 milhões 

respectivamente, dado último que representa um aumento de 46% com base no ano de 

2021  (6). 

Segundo a Organização Mundial da Saúde, as complicações decorrentes do DM2 

tais como coronariopatias, doenças vasculares periféricas, isquemias, neuropatias, 

amputações, falência renal, cegueira e, incluída recentemente, a depressão, resultam em 

invalidez, diminuição da qualidade e expectativa de vidas e dispendiosos gastos para a 

sociedade, permitindo assim classificar o DM2, dentre as doenças crônicas não 

transmissíveis, como a quarta maior causa de mortes no mundo (7). 
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Estima-se que em 2021, cerca de 42,9 bilhões de dólares foram empregados no 

tratamento de diabéticos tipo 2 no Brasil, o que o posiciona como o terceiro país no mundo 

com mais gastos relacionados à doença (6). É de se considerar, portanto, o grave impacto 

socioeconômico inerente ao DM2, ao afetar famílias, crianças e jovens, serviços de saúde e 

as produtividades individual e nacional.  

 

1.2. Terapia farmacológica para DM2 

A adoção de uma vida saudável com o consumo de dieta pobre em carboidratos 

e gordura saturada, prática regular de atividade física, moderação no uso de álcool e 

diminuição do tabagismo constitui a base do tratamento do diabetes e do controle da 

glicemia (8). O autocuidado exige, portanto, do paciente, e consequentemente da família, 

mudanças por vezes drásticas no estilo de vida, o que dificulta e ocasionalmente impede a 

adesão ao tratamento. 

Os antidiabéticos orais constituem a primeira escolha para a terapêutica do DM2 

não responsivo a medidas não farmacológicas isoladas, uma vez que promovem, com 

controle glicêmico estrito, redução na incidência de complicações cardiovasculares, principal 

causa de morte em indivíduos com DM2, tem boa aceitação pelos pacientes, simplicidade de 

prescrição e administração (9) e no Brasil, de modo particular, são em parte disponibilizados 

gratuitamente pelo Sistema Único de Saúde, portanto, de fácil acessibilidade. 

Existe atualmente uma extensa gama de antidiabéticos orais para tratar a 

hiperglicemia do DM2, com eficácia demonstrada e segurança cardiovascular estabelecida. 

As principais classes são heterogêneas em seus modos de ação, perfis de segurança e 

tolerabilidade e incluem os agentes que estimulam a secreção de insulina (sulfonilureias e 

secretagogos de ação rápida), reduzem a produção hepática de glicose e aumentam a 

sensibilidade à insulina (biguanidas), apenas aumentam a sensibilidade à insulina 

(tiazolidinedionas) ou retardam a digestão e absorção intestinal de carboidratos (inibidores 

da α-glicosidase) (10, 11).  

A partir de 2007, foram disponibilizadas mais três classes terapêuticas de 

fármacos antidiabéticos aprovados pela EMA (European Medicines Agency) que vieram se 

somar às alternativas de tratamento e prevenção das complicações do DM2, diminuindo o 
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ganho de peso e, dependendo do fármaco, as taxas de mortalidade cardiovascular: os 

inibidores do cotransportador 2 de sódio e glicose (iSGLT-2) e os denominados 

incretinomiméticos, que incluem os inibidores da dipeptidil peptidase 4 (iDPP4) e  agonistas 

dos receptores do GLP-1 (glucagon-like peptide-1 - arGLP-1), os últimos com administração 

subcutânea, além da formulação oral. Enquanto os primeiros impedem a reabsorção de 

glicose nos túbulos primários do néfron, os arGLP-1, entre outros efeitos, estimulam a 

secreção de insulina dependente de glicose, melhoram a função da célula beta e retardam o 

esvaziamento gástrico, aumentando a saciedade.   Os inibidores da DPP-4, por sua vez, são 

uma classe de medicamentos que inibem a enzima DPP-4 a qual desativa entre outros 

peptídeos bioativos, o polipeptídeo gastrointestinal insulinotrópico (GIP) e o GLP-1, 

impedindo a degradação e aumentando os níveis plasmáticos dos mesmos (12, 13). Em 

comparação com os iSGLT2 e arGLP-1, apresentam eficácia mediana e apesar da 

comprovada segurança cardiovascular, não reduzem mortalidade. 

As opções de tratamento são prudentes e flexíveis, no entanto, precisam ser 

individualizadas de acordo com as características clínicas do paciente, remetendo à 

experiência do profissional médico sobre o fármaco mais adequado, risco de hipoglicemia, 

tolerabilidade, efeitos adversos, objetivos metabólicos e os custos. Isso reflete cada vez mais 

uma mudança de paradigma para a individualização da terapêutica (12, 13). 

Na terapia farmacológica do DM2, destaca-se o cloridrato de metformina, 

fármaco da classe das biguanidas, conhecido comercialmente como Glifage®, Glifage XR®, 

Glucoformin® e Dimefor®, pois desde sua implantação continua sendo uma droga barata, 

acessível, praticamente sem efeitos adversos importantes e muito eficaz no controle 

glicêmico do DM2, que se dá sem aumento na secreção de insulina, ganho de peso e risco de 

hipoglicemia (14, 15), representando, nestes casos, vantagens frente a outras drogas 

antidiabéticas como as sulfanilureias e as tiazolinedionas (11). A metformina também está 

associada ao menor risco de infarto do miocárdio (16), mortalidade por todas as causas, 

incluindo as cardiovasculares (17) se comparada às sulfoniluréias, mas não às 

tiazolidinedionas (16), efeitos possivelmente decorrentes de uma ação antiaterogênica do 

medicamento (18).  

Assim, desde sua implantação na Europa a partir de 1957, no Brasil a partir dos 

anos 90 e depois nos Estados Unidos, a metformina tornou-se o tratamento de primeira 

linha para o DM2, sozinha ou em combinação com outros agentes anti-hiperglicêmicos (19) 
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e mesmo sendo prescrita há mais de 65 anos, seus mecanismos de ação ainda permanecem 

incertos. 

 

1.3. Metformina 

A Galega officinalis é uma espécie vegetal conhecida no Brasil como Arruda de 

bode e no mundo como French Lilac ou Italian fitch (Fig. 1 e 2). Foi utilizada na Europa por 

séculos, desde a idade média, para aliviar a poliúria, sintoma clássico de diabetes mellitus 

descompensado, diminuindo a glicemia. A descoberta de que a erva era rica em guanidina 

levou à introdução de várias drogas hipoglicemiantes derivadas deste composto na década 

de 1920. (10, 20, 21). No entanto, devido ao surgimento e ampla disponibilização da 

insulinoterapia, o potencial terapêutico desses primeiros agentes antidiabéticos foi 

praticamente ignorado até o final da década de 50, quando três biguanidas foram relatadas: 

metformina, fenformina e buformina (10).  

Enquanto as duas primeiras foram introduzidas no mercado europeu em 1957, a 

buformina foi lançada no ano seguinte, mas recebeu uso limitado em poucos países. A 

fenformina, por sua vez foi retirada de circulação no início dos anos 70 devido à alta 

incidência de acidose láctica e risco de morte, deixando a metformina como a principal 

biguanida antidiabética disponível no mercado (10, 19).  

Desde então, a metformina é o hipoglicemiante oral mais amplamente prescrito, 

classificado ainda hoje como “sensibilizador de insulina” no manejo terapêutico do diabetes 

tipo 2 (22). Entre os antidiabéticos orais, de modo usual, é a primeira escolha no tratamento 

do indivíduo obeso com DM2 (11).  Provém da união de duas moléculas de guanidina (Fig. 3) 

com a eliminação do amônio e é conhecida quimicamente como monocloridrato de 1,1-

dimetilbiguanida (Fig. 4). A substituição de dois átomos de hidrogênio por grupos metil 

aumenta a estabilidade metabólica do fármaco, evitando-se a formação de compostos 

potencialmente perigosos para o organismo (23).  

Após administração oral, a metformina é lenta e predominantemente absorvida 

no intestino delgado. Sua biodisponibilidade foi estimada em aproximadamente 50-60%, 

com uma meia-vida plasmática de 1,5 a 4h variando de modo intra e interpessoal (24). 



24 

 

 A ampla utilização do fármaco está associada não apenas a um risco muito baixo 

de acidose metabólica (~ 3-10 por 100.000 pacientes por ano), como também a prognósticos 

cardiovasculares favoráveis (25, 26), diminuindo os índices de infarto do miocárdio e 

acidente vascular cerebral (27), por exemplo, além de ter baixo custo no mercado (pela 

ausência de patente) e poucas contraindicações, a mais comum delas, insuficiência renal 

(creatinina sérica > 1,4 mg/dL) (10, 22). No Brasil, sua prescrição é ainda mais favorecida por 

se tratar de um medicamento gratuitamente fornecido pelo Sistema Único de Saúde. 

A metformina é considerada também uma droga bem tolerada. Os efeitos 

adversos mais frequentes (10 a 30% dos pacientes) são gastrointestinais, como náusea, 

diarreia, desconforto abdominal, disgeusia e anorexia, o último sendo desejável em regimes 

de emagrecimento. No entanto, os efeitos colaterais ocorrem com mais frequência durante 

o início da terapia e se resolvem espontaneamente na maioria casos. Raramente também, 

pode haver diminuição da absorção da vitamina B12 e ácido fólico, levando a alterações 

hematológicas (10, 11, 22, 28). 

Porém, apesar de décadas de sucesso no uso clínico para o tratamento do DM2, 

bem como do avanço em técnicas bioquímicas e moleculares, os mecanismos de ação da 

metformina permanecem pouco compreendidos e também controversos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figuras 1 e 2 – Galega officinalis. 
Fontes: https://www.myfriendtheherbalist.com/the-science/metformin-and-goats-rue  
(acesso em 24/06/2023) e https://alchetron.com/Galega-officinalis (acesso em 24/06/2023). 
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Figura 3 – Estrutura química da guanidina. 
Fonte: National Center for Biotechnology Information. PubChem Database. Guanidine, CID=3520, 
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Guanidine (acesso em 19/04/2020). 
 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4 – Estrutura química da metformina. 
Fonte: National Center for Biotechnology Information. PubChem Database. Metformin, CID=4091, 
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Metformin (acesso em 19/04/2020). 
 

 

Não obstante o fígado seja historicamente o órgão alvo mais estudado na ação 

da metformina, há dados in vitro sugerindo que a droga atua junto a uma variedade de 

órgãos e tecidos afetados pela resistência à insulina e hiperisulinemia, inibindo a lipólise no 

tecido adiposo, o que reduz os ácidos graxos livres circulantes e diminui a produção de VLDL, 

estimulando a captação de glicose e a síntese de glicogênio por aumentar a sensibilidade à 

insulina nos músculos esqueléticos e atuando também no endotélio e ovários  (21, 29, 30). 

 

Metformina e fígado 
 

A metformina reduz a produção hepática de glicose (PHG) em até 75% em 

pacientes com DM2 (19), no entanto, no fígado, seus efeitos sobre a glicogenólise e a 

neoglicogênese continuam controversos. Enquanto alguns estudos indicam que o fármaco 
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atua principalmente reduzindo as taxas de neoglicogênese (31); outros afirmam que as taxas 

de glicogenólise é que são impactadas (14, 32). 

O primeiro mecanismo identificado para a supressão aguda da neoglicogênese 

hepática, em meados dos anos 50, foi a inibição do complexo I da cadeia respiratória 

mitocondrial (NADH: ubiquinona oxiredutase), que indiretamente ativa a quinase ativada 

por AMP (AMPK) através de uma diminuição da carga energética intracelular (aumento na 

relação [AMP]:[ADP] e/ou [ADP]:[ATP] (33-35). Posteriormente, descobriu-se que a ativação 

da AMPK pode decorrer também por um mecanismo direto, através de sua enzima 

precursora, LKB1, levando ambas as vias, direta e indireta, à redução da transcrição de genes 

neoglicogênicos (34, 36, 37) e lipogênicos e à  inibição direta de enzimas-chave para o 

processo, como a fosfo-enol-piruvato-carboxiquinase, a frutose-1,6-bifosfatase e a glicose-6-

fosfatase (22). Entretanto, estudos celulares com altas concentrações em milimolares de 

metformina mostrando redução substancial da neoglicogênese e de ATP intracelular são 

agora repensados quanto à sua relevância, uma vez que na terapia antidiabética, a 

concentração plasmática da droga encontra-se em níveis micromolares, além de não ser 

observada substancial diminuição nos níveis celulares de ATP (38, 39). 

Outros efeitos da metformina no fígado também tem sido descritos, como a 

diminuição de substratos hepáticos para a reação em cadeia da neoglicogênese, a 

aumentada fosforilação do receptor de insulina bem como de seus substratos (IRS1 e 2) nos 

hepatócitos, o que favorece a sensibilidade ao hormônio (40-45), a supressão da atividade 

da adenilato ciclase, prejudicando a sinalização do glucagon e, mais recentemente, a inibição 

da enzima glicerolfosfato desidrogenase mitocondrial (mGPD) (19), resultando em um 

estado redox hepatocelular alterado, conversão reduzida de lactato e glicerol em glicose e 

diminuição da neoglicogênese hepática (46). 

 Sabe-se ainda que a metformina estimula a utilização de glicose pelo fígado e a 

glicólise por ativar enzimas como a hexoquinase e a piruvato quinase (41-45, 47, 48). No 

entanto, face ao exposto, embora vias hepáticas clássicas sobre seus possíveis mecanismos 

de ação ainda sejam mais exploradas, e, portanto, mais conhecidas em estudos pré-clínicos, 

há lacunas na maioria delas. Os mecanismos pelos quais a metformina melhora o controle 

glicêmico no DM2 são, portanto, complexos e ainda pouco elucidados (19).  

Destaca-se, neste contexto, a aparente dependência dos efeitos da metformina 

no metabolismo da glicose ao estado glicêmico inicial. Segundo Mccreight et al., o fármaco 
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aumenta o clearence da glicose, o que resulta em aumento da PHG no indivíduo saudável e 

contrasta com a redução desta via metabólica em diabéticos com mau controle da glicemia 

(49). Em concordância, embora estudos demonstrem reduções consideráveis na PHG (15-

25%) após tratamento com metformina em indivíduos com mau controle glicêmico (14, 15, 

50), este não foi um achado consistente (51). Na verdade, a droga apenas reduz a PHG 

marginalmente (~ 5%) e não em uma extensão que possa explicar a diminuição 

concomitante na glicemia de jejum (52), podendo até mesmo aumentar a PHG (53).  

 
Metformina e intestino 
 

 Considerando o papel fundamental do trato gastrointestinal na homeostase 

glicêmica e as ações pleiotrópicas da metformina em vários de seus órgãos, atualmente o 

intestino tem tido papel de destaque nesse contexto, representando tão importante sítio de 

ação quanto o fígado no manejo do DM2. Sabe-se, inclusive que enquanto a metformina se 

acumula no último em concentrações até 10 vezes maiores que no plasma (54), na mucosa 

do intestino delgado esse acúmulo é 300 vezes superior (55). A importância das ações 

gastrointestinais da metformina é refletida também pelo fato de que a redução da glicemia é 

substancialmente mais efetiva após sua administração oral do que intravenosa, apesar de 

ambas as vias atingirem concentrações plasmáticas comparáveis (56).  

Tanto em roedores quanto em humanos, tem-se demonstrado que a metformina 

induz consistentemente o aumento das concentrações plasmáticas de GLP-1, que como já 

em parte mencionado, possui a capacidade de melhorar a glicemia em diabéticos tipo 2 

através de ações  diversas, incluindo efeitos sobre as sinalizações da insulina e do glucagon 

dependentes de glicose, inibindo a neoglicogênese  hepática, diminuindo a ingestão 

alimentar e retardando o esvaziamento gástrico (57), o que representaria mecanismo 

adicional para diminuir a glicemia pós-prandial (58). Diferentemente de inibidores de DPP-4, 

que elevam os níveis plasmáticos de GLP-1 principalmente por impedir sua degradação (57), 

o aumento desse hormônio após administração de metformina é claramente um reflexo do 

estímulo à secreção do mesmo (59, 60). Além disso, existem evidências pré-clínicas de que a 

metformina pode melhorar a expressão do receptor de GLP-1 nas células β pancreáticas 

através de uma ação direta no PPAR-α, potencializando nelas a sinalização do hormônio (61).  
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Importante ressaltar que o GLP-1 é sintetizado pelas células L enteroendócrinas 

localizadas predominantemente no íleo e cólon (62), portanto, o intestino distal pode ser 

mais relevante para o efeito terapêutico de metformina, embora aproximadamente 50% do 

fármaco seja absorvido no intestino proximal (63). Este conceito é apoiado pela observação 

de que o tratamento de 12 semanas com metformina de liberação lenta, com uma 

biodisponibilidade sistêmica muito menor e, portanto, maior exposição no intestino distal do 

que a metformina de liberação imediata e prolongada, resulta em uma melhora mais 

importante na glicemia de jejum do que as duas últimas formulações promovem (64). Além 

disso, o controle glicêmico mais eficaz com liberação tardia da metformina em pacientes 

com diabetes tipo 2 foi associado ao aumento da secreção de GLP-1 em jejum e pós-

prandial, bem como do peptídeo YY, de função anorexigênica (65). 

Outra ação gastrintestinal da metformina se refere à inibição da reabsorção de 

ácidos biliares pelo sistema porta. Esse efeito, comum às biguanidas em geral, é reconhecido 

desde a década de 1970 (66) e atribuível à supressão do transporte ativo nos enterócitos do 

íleo (66, 67). O resultante aumento da concentração de ácidos biliares no intestino e da 

consequente excreção fecal favorece a síntese dos mesmos a partir do colesterol, reduzindo, 

portanto a colesterolemia (68, 69). Por outro lado, existem agora evidências convincentes de 

que os ácidos biliares podem, per se, funcionar como moléculas sinalizadoras na regulação 

da homeostase glicêmica (70). Sabe-se, por exemplo, que pacientes com colecistectomia 

prévia não secretam substancialmente bile após as refeições e exibem glicemias pós-

prandiais superiores às de indivíduos controles (71). Consoante a isso, o fluxo desviado da 

bile tem sido sugerido como um mecanismo pelo qual a cirurgia de bypass gástrico melhora 

o DM2, estimulando como consequência da sinalização intracelular de ácidos biliares a 

secreção de GLP-1 e insulina, por exemplo (72-74). 

Nesse contexto, os ácidos biliares são ligantes do receptor nuclear FXR e do 

receptor de membrana TGR5, ambos expressos abundantemente no intestino, fígado, 

músculo esquelético e pâncreas (70). Estudos pré-clínicos in vitro e in vivo demonstraram 

que a ativação do FXR melhora a tolerância à glicose aumentando a síntese de glicogênio e a 

sensibilidade à insulina e inibindo a neoglicogênese (75) e que TGR5, expresso em células L 

enteroendócrinas no intestino delgado e grosso, quando ativado, estimula a secreção de 

GLP-1(76).  
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Duca et al. demonstraram que a infusão intraduodenal de metformina aumentou 

neste local a fosforilação da AMPK, molécula chave para sua ação hipoglicemiante, e reduziu 

a PHG em um modelo de resistência à insulina induzida por dieta hiperlipídica. Em 

contrapartida, a inibição molecular e química da AMPK duodenal anulou este efeito (77). 

Muito recentemente também, Ma et al. demonstraram que a metformina em baixa dose 

tem como alvo a AMPK lisossômica via PEN2, mas apenas PEN2 nocaute específico do 

intestino prejudica os efeitos redutores da glicemia via metformina (78). 

Muitos estudos tem avaliado o efeito da metformina na absorção intestinal de 

glicose. Enquanto a droga in vitro pode reduzir a produção de ATP pelos enterócitos, levando 

à redução da atividade de cotransportadores de glicose dependentes de sódio tipo 1 

(SGLT1), há um aumento na expressão de GLUT2 na borda em escova do jejuno de ratos, 

através da ativação de AMPK  (79). Em ratos, a administração de metformina em dose 

terapêutica (125 mg/Kg, duas vezes ao dia) por três dias foi associada ao aumento de SGLT1 

no duodeno e jejuno e GLUT5 apenas no jejuno, mas não de GLUT2 ao longo do intestino 

delgado (80). Por outro lado, em pacientes com DM2, a administração de metformina (850 

mg  duas vezes ao dia) por 4 ou 7 dias diminuiu modestamente a absorção de glicose no 

intestino delgado, embora ainda não esteja claro se esse efeito está relacionado à atividade 

ou expressão reduzidas de transportadores de membrana (81). 

Nesse contexto, em diabéticos tipo 2, a metformina demonstrou aumentar no 

intestino grosso e, em menor grau, no delgado, a captação, a partir da circulação 

mesentérica, do radiofármaco 18F-fluordeoxiglicose (18F-FDG), um análogo radioativo de 

glicose administrado intravenosamente em exames de PET/CT para imagens funcionais de 

órgãos e tecidos (82). O aumento da captação intestinal de 18F-FDG induzido pela 

metformina indica uma atividade metabólica mais intensa nos enterócitos e, embora seja 

um fenômeno conhecido há décadas em Medicina Nuclear, até hoje nenhuma justificativa 

foi fornecida com convicção. Gontier et al. (82)  relataram que se trata tipicamente de uma 

captação intensa e difusa, o que pode mascarar lesões intestinais malignas e  levar a 

resultados falso-negativos. Por esta razão, pacientes que consomem metformina são 

orientados a suspender o uso por 48 horas antes da realização de exames PET/CT (83). 

Estudos recentes mudaram o paradigma na etiopatogênese e progressão de 

distúrbios metabólicos, incluindo obesidade e diabetes tipo 2, indicando que além dos 

fatores genéticos e ambientais, a microbiota intestinal pode também ter um papel relevante 
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no desencadeamento dos mesmos (84-88) ao atuar na homeostase do hospedeiro (85), 

aquisição de nutrientes, proteção contra patógenos, promoção da maturação do sistema 

imune intestinal (86, 88), além de modular genes do hospedeiro que regulam a forma como 

a energia obtida dos alimentos é consumida ou estocada (88). 

Pesquisas crescentes em animais (89) e humanos (90) sugerem que alguns 

efeitos benéficos da metformina no metabolismo da glicose podem ser mediados 

microbianamente (91).  Em conjunto, tais observações estabelecem o novo conceito de que 

a metformina pode exercer efeitos metabólicos benéficos pela interação com a microbiota 

intestinal e é o único medicamento antidiabético até agora reconhecido por essa capacidade 

(91). No entanto, ainda não está claro de que forma isso ocorre, devido aos resultados 

inconclusivos dos estudos. (92) 

Face ao exposto, com o reconhecimento crescente de que a regulação da função 

gastrointestinal é essencial para a homeostase glicêmica, uma proporção considerável dos 

benefícios metabólicos da metformina talvez possa ser atribuída aos seus efeitos neste 

sistema, tanto na absorção e utilização intestinal de glicose, bem como em vários novos 

alvos, incluindo incretinas, transportadores de sais biliares e microbiota intestinal (19). 
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2. JUSTIFICATIVA  

 

São crescentes as evidências pré-clínicas e clínicas apontando para uma 

importante contribuição do trato gastrointestinal na ação antidiabética da metformina, que 

embora seja o fármaco mais amplamente prescrito no mundo no combate ao DM2, atua 

através de mecanismos ainda pouco compreendidos, sobretudo em órgãos alvo diferentes 

do fígado. 

Os estudos envolvendo a droga são controversos, em sua maioria realizados com 

altas doses em cultura de células ou doses variáveis em modelos animais, incondizentes 

muitas vezes com a posologia empregada na prática clínica. Além disso, contesta-se a 

influência da metformina sobre a PHG na dependência dos níveis glicêmicos, estimulando-a 

ou inibindo-a, ao mesmo tempo em que é consistente e inquestionável a demonstração em 

humanos de que a droga aumenta a captação intestinal de glicose. 

Deste modo, para reconciliar tais questionamentos e possíveis ações 

farmacológicas, julgamos essencial a investigação dos mecanismos de ação da metformina, 

refinando os alvos terapêuticos deste medicamento, o que implicará num conhecimento 

mais profundo das vias metabólicas envolvidas, além de descortinar novas possibilidades de 

estudos de medicamentos enterais para o tratamento de doenças metabólicas. 
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3. OBJETIVOS  

3.1. Geral 

O principal objetivo do presente trabalho é investigar os efeitos da metformina 

sobre a captação intestinal de glicose e o consequente impacto sobre a PHG, que 

contribuiriam para a diminuição da glicemia induzida pelo fármaco e caracterizariam um 

novo possível mecanismo de ação, relacionado, portanto, a um crosstalk metabólico entre 

intestino e fígado, nunca antes descrito com essa finalidade terapêutica. 

 

3.2. Específicos 

3.2.1. Avaliar os efeitos in loco da metformina sobre a expressão de 

transportadores de glicose e o metabolismo glicolítico de enterócitos de íleo e cólon através 

de cultura de células, análises histológicas, metabolômicas, cromatográficas, eletroforéticas 

e imagens funcionais de PET/CT com 18F-FDG.  

 

3.2.2. Investigar a ação da metformina na modulação da cascata de sinalização 

intracelular referente à neoglicogênese hepática através da quantificação da expressão e/ou 

fosforilação de proteínas envolvidas nesta via ou dos fatores intestinais que a modulam. 
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 4- METODOLOGIA  

4.1. Materiais 

Animais  

Os procedimentos com os animais foram aprovados e realizados de acordo com 

as diretrizes da Comissão de Ética no Uso de Animais da Universidade Estadual de Campinas 

(CEUA/UNICAMP), através dos pareceres consubstanciados número 4437-1 A e B (ANEXO 1). 

Camundongos machos Swiss, C57BL6/J e B6.129-Prkaa2tm1.1Vio/Orl (AMPK alpha2 KO) e 

ratos machos Wistar foram fornecidos com 8 semanas de vida pelo Centro Multidisciplinar 

para Investigação Biológica na Área da Ciência em Animais de Laboratório (CEMIB) da 

Universidade Estadual de Campinas – Unicamp (Campinas, Brasil). Foram mantidos em 

biotério, sob condições livres de patógenos específicos em regime de ciclos de 12h escuro, 

12h claro, temperatura ambiente de 21°C (±2°C), umidade 40 a 60%, com acesso à comida e 

água ad libitum e submetidos à dieta hiperlipídica (55% de calorias derivadas de gordura, 

29% de carboidratos e 16% de proteínas – apêndice I) por 8 semanas para induzir obesidade, 

resistência à insulina e intolerância à glicose (grupos HFD) ou à ração padrão (grupos CTL). 

 

Humanos 

Este projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da 

Universidade Estadual de Campinas (CEP/UNICAMP), através do parecer consubstanciado 

número 4.484.871 (ANEXO 2), e está inscrito na Plataforma Brasil sob o registro CAAE 

38906820.9.0000.5404.  

 

4.2. Protocolo de Administração de Metformina 

Animais 

A metformina utilizada para tratar os animais compunha-se somente de seu 

princípio ativo (sem excipientes) e foi adquirida da Botica Ouro da Mata 
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(https://www.boticaourodamata.com.br), localizada na Rua Doutor Quirino, 1420 – CEP: 

13015-082 – Campina- SP- Brasil.  

Camundongos 

A metformina foi diluída na água do bebedouro por 10 dias em uma dosagem de 

444 mg/Kg, que corresponde a 36 mg/Kg para um adulto de 70 Kg, de acordo com a área de 

superfície corporal (93) e, portanto a uma dose final de 2,5g por dia. Além disso, 2 horas 

antes de todos os experimentos, o fármaco também foi administrado por gavagem, 

utilizando-se a mesma dosagem. 

O tratamento com metformina em baixa dose - 50 mg/Kg - foi realizado apenas 

por gavagem, o que equivale à concentração plasmática em humanos fazendo uso de 2g/dia 

de metformina.  

Os animais submetidos a ambos os tratamentos integraram o grupo MET, 

enquanto aqueles que receberam apenas uma solução veículo (água), pelas mesmas vias de 

administração, compuseram o grupo HFD. 

Ratos 

A metformina foi diluída na água do bebedouro por 10 dias e 2 horas antes de 

todos os experimentos o fármaco foi administrado por gavagem em uma dosagem final de 

250 mg/Kg (grupo MET), que também corresponde a uma dose de 36mg/Kg para um adulto. 

O grupo HFD recebeu apenas uma solução veículo (água).  

 

Humanos 

Pacientes  

Utilizavam o princípio ativo cloridrato de metformina presente nas variadas 

apresentações comerciais. 

Voluntários  
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Foram tratados com metformina proveniente da EMS SIGMA PHARMA (CNPJ: 

57.507.378/0001-01), duas vezes ao dia (1g logo após o café da manhã e 1g após o jantar), 

por 5 dias consecutivos. 

 

4.3. PET/CT 18F-FDG (Tomografia por emissão de pósitrons associada à tomografia 

computadorizada com 18F-Fluordesoxiglicose) 

Humanos 

Pacientes 

Os dados referentes à análise das imagens de PET/CT adquiridas em pacientes 

foram coletados a partir do banco de dados do Serviço de Medicina Nuclear do Hospital de 

Clínicas da Unicamp. Indivíduos do grupo controle estavam sob medicação por suas 

respectivas morbidades, mas nenhum tomava metformina (grupo CTL). Os diabéticos em 

uso de outros hipoglicemiantes orais que não metformina integraram o grupo DM e 

pacientes em uso de metformina que também utilizavam medicação para suas respectivas 

doenças compuseram o grupo MET. O radiofármaco 18F-FDG foi injetado em uma veia do 

braço dos pacientes que se encontravam em jejum mínimo de 6 horas. Para cada um, a 

dose de 18F-FDG (na unidade mCi) foi calculada utilizando-se o peso (Kg) multiplicado por 

0,12 (mCi/Kg). 

Voluntários 

Após 5 dias de utilização de metformina (2g/dia), os participantes voluntários 

deste trabalho compareceram ao Serviço de Medicina Nuclear para a realização do exame 

PET/CT. A injeção do radiofármaco 18F-FDG seguiu as mesmas etapas acima descritas. Todos 

os voluntários assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido, aprovado pelo 

Comitê de Ética em Pesquisa da Universidade Estadual de Campinas (ANEXO 3).  

 

Animais 

Camundongos 
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 Os animais ficaram em jejum por 6 horas antes do PET/CT. Para uma injeção 

precisa de 18F-FDG e aquisição de imagens, os camundongos foram anestesiados por meio 

de injeção intraperitoneal de Cetamina (100 mg/Kg) e Xilazina (10 mg/Kg). 37MBq (1 mCi) de 

18F-FDG (em aproximadamente 0,1 mL de solução de NaCl 0,9%) foi injetado via veia caudal. 

Método 

 A atividade radioativa foi medida antes e após a administração intravenosa do 

radiofármaco para verificar a dose líquida administrada. Sessenta minutos após a injeção de 

18F-FDG, cada paciente ou animal foi submetido a imagens de PET/CT (respectivamente, em 

decúbito dorsal e ventral). Os exames foram realizados em equipamento PET/CT (Siemens 

Biograph True-Point mCT 40,  Siemens Medical Solutions Inc., Knoxville, Tennessee, EUA). 

Uma imagem de CT foi adquirida para fins de correção de atenuação. As condições de 

aquisição de CT para os animais foram definidas para 70 kV, 155 mA e espessura de corte de 

0,5 mm. Um único bed foi escaneado por 15 minutos da cabeça à cauda. O modelo de 

reconstrução tridimensional usado para análise foi: OSEM 3D com 24 subsets e 2 iterações.  

Os parâmetros de aquisição para humanos foram definidos para 120–140 kV, 

120 mA e espessura de corte de  2.1 mm. Beds em número variável (a depender do 

protocolo de exame utilizado) foram adquiridos por 1,5 minutos. O modelo de reconstrução 

tridimensional utilizado foi: OSEM 3D com 21 subsets e 2 iterações. 

As imagens PET e CT de humanos e animais foram então fundidas através do 

software True D (Siemens). As regiões de interesse (ROI) foram traçadas pelo método 

semiquantitativo (Isocontour), determinando a captação máxima de 18F-FDG (SUVmax - valor 

padronizado de captação) no intestino e em outros tecidos. SUV é definido como (A*W)/Ainj, 

onde A (Bq/mL) é a radioatividade medida em um ROI, W (g) é o peso do paciente ou animal 

e Ainj (Bq) é a atividade do 18F-FDG injetado. O SUVmax é mais preciso para estimar o 

verdadeiro SUV do que a média do SUV para esse tipo de análise. 

 

4.4. Ensaios 
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Teste de Tolerância à Glicose (GTT) 

Os testes de tolerância à glicose foram realizados em camundongos em jejum 

overnight de 6 horas. A partir da veia caudal, foram aferidas as glicemias de jejum (0 min) e 

após 15, 30, 45, 60, 90 e 120 min da administração intraperitoneal (IP) de solução de glicose 

(Sigma-Aldrich – código G-6152) a 20% na dose de 1,0 g/Kg de peso corporal. 

 
Teste de Tolerância ao Piruvato (PTT)  

Para o teste de tolerância ao piruvato, como medida indireta da produção de 

glicose hepática, os camundongos ficaram em jejum overnight por 12 horas seguido de 

injeção IP de solução de piruvato de sódio (ReagentPlus®, Sigma-Aldrich – código P-2256; 

0,454 g/mL PBS - pH 7,4) na dose de 1,5 g/Kg de peso corporal. O sangue da cauda foi 

coletado nos tempos 0, 30, 60, 90 e 120 min pós-injeção (94). 

 

Teste de tolerância ao glicerol (GlyTT) 

Para o teste de tolerância ao glicerol, camundongos em jejum overnight de 12 

horas receberam uma injeção IP de glicerol (489484, Sigma-Aldrich; 0,333 g/mL PBS—pH 

7,4) na dose de 1,5 g/Kg de peso corporal. O sangue da cauda foi coletado nos tempos 0, 30, 

60, 90 e 120 min pós-injeção.  

 
Durante os testes metabólicos descritos acima, os valores da glicemia foram 

mensurados por meio de glicosímetro e tiras-teste FreeStyle Optium®, Abbott. 

 

Gasometria  

Lactato, pH e HCO3
- foram mensurados a partir do sangue proveniente da veia 

porta de ratos Wistar, coletado em seringa contendo heparina de lítio com cálcio 

balanceado (proporção de 50 UI por mL de sangue – linha BD A-Line) através do analisador 

de gases sanguíneos Radiômetro ABL800 FLEX. 

 
ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) 

A concentração da enzima piruvato carboxilase foi determinada em amostras de 

fígado de camundongos e ratos por ensaio de imunoabsorção enzimática seguindo as 

orientações dos fabricantes (Cloud-Clone Corp, EUA e Elabscience, EUA, respectivamente). 
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4.5. Extração de tecidos 

Em jejum de 12 horas, os animais foram anestesiados por injeção IP de cetamina 

(100 mg/Kg) e xilazina (10 mg/Kg). Após 10 a 15 minutos, assim que a anestesia foi 

assegurada pela perda dos reflexos podal e corneano, a cavidade abdominal foi aberta e a 

veia porta e a artéria aorta foram expostas para a coleta do sangue em seringas específicas 

para análise de gasometria. Em seguida, foram extraídos fragmentos do fígado, cólon e o 

terço final do íleo, os quais foram processados, conforme descrito abaixo, para as técnicas 

de immunoblotting e PCR. 

 

4.6. Proteínas totais para imunoprecipitação e immunoblotting 

Para a obtenção de proteínas totais, fragmentos do fígado, cólon e íleo foram 

mantidos em gelo e homogeneizados em solução de extração (Triton X-100 1%, Tris-HCl 100 

mM (pH= 7,4), fluoreto de sódio 100 mM, ácido tilenodiamino tetra-acético (EDTA) 10 mM, 

ortovanadato de sódio 10 mM, fluoreto de fenilmetanossulfonila 2 mM e aprotinina 0,1 

mg/mL) com o auxílio de Politron. Seguiram-se então duas etapas de centrifugação (11.000 

RPM por 40 min e 11.000 RPM por 20 min, ambas a 4°C) para obtenção do sobrenadante 

contendo o extrato total de proteínas. A quantificação de proteínas foi realizada pelo 

método do ácido bicinconínico (BCA). Após a leitura de cada amostra a 562 nm, foi 

determinada a média da  triplicata da absorbância e calculada a concentração de proteína de 

cada amostra pela equação polinomial de segundo grau obtida pelas dosagens dos padrões 

de proteína. Às amostras destinadas à técnica de Immunoblotting, foi adicionado o tampão 

Laemmli contendo fosfato de sódio 20 mM pH 7, glicerol 50%, dodecil sulfato de sódio 10%, 

azul de bromofenol 0,1% e ditiotreitol 1M. Seguiu-se o aquecimento a 100°C por 5 minutos e 

80μg de proteínas totais foram utilizadas para posterior realização de immunoblotting, 

descrito abaixo. 

 

4.7. Imunoprecipitação  
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Utilizando 1.000 μg de proteínas totais, procedemos à incubação com anticorpos 

específicos para imunoprecipitação, mantida no período noturno a 4 ⁰C, em agitação. No dia 

seguinte foi adicionada a proteína A (Protein A SepharoseTM GMB, GE Healthcare) e nova 

incubação a 4 ⁰C por 2 horas. Foi então realizada centrifugação para obtenção do pellet 

composto pela proteína A Sepharose e o complexo anticorpo e proteína. Realizamos 

sucessivas lavagens com tampão de lavagem do imunoprecipitado (EDTA 1 M, Trizma® 100 

mM, ortovanadato de sódio 2mM, Triton 0,5%, aferido para o volume final com H2O 

deionizada) até obtenção do pellet final. A cada pellet foi adicionada solução Laemmli 

(fosfato de sódio 10mM pH 7, glicerol 25%, dodecil sulfato de sódio 5%, azul de bromofenol 

0,05% e ditiotreitol 1M) e 20μL foram utilizados para posterior realização de 

immunoblotting, descrito abaixo.  

 

4.8. Análise de proteínas por immunoblotting 

As amostras de extrato total bem como as amostras provenientes da 

imunoprecipitação foram submetidas à eletroforese em gel de poliacrilamida-dodecil sulfato 

de sódio (SDS-PAGE). Em todos os casos, o gel de poliacrilamida (8 a 15 %, de acordo com o 

peso molecular de cada proteína analisada) foi balizado por marcador de peso molecular 

(Page Ruler® Plus, Thermo Scientific®). Realizou-se a eletroforese em cuba de minigel da Bio-

Rad©, com tampão de corrida (Tris 25 mM, glicina 250 mM e SDS 1%). O SDS-PAGE foi 

realizado a 60 V por 20 min e a 120 V por aproximadamente 2h. As proteínas separadas 

foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose, utilizando-se o equipamento de 

eletrotransferência do minigel da Bio-Rad©, com tampão de transferência (Tris 25 mM, 

glicina 190 mM e metanol 20%), mantido em voltagem constante de 120 V por 1,5 h. Após, 

as membranas foram incubadas em agitação por 1h em solução de bloqueio contendo BSA a 

5%, à temperatura ambiente. Em seguida, realizou-se a incubação overnight com o anticorpo 

primário, a 4⁰C, sob agitação contínua. No dia seguinte, as membranas foram lavadas três 

vezes em solução basal de pH 7.4 (NaCl 270 mM, KCl 5,4 mM, Na2KPO4 *2H2O 14 mM, 

KH2PO4 3,5 mM e Tween 20 0,1%) e incubadas com o anticorpo secundário específico em 

solução de BSA 3%, por 1,5h, à temperatura ambiente. Para remover o excesso de anticorpo 

secundário, as membranas foram lavadas três vezes em solução basal (pH 7.4). Por fim, 
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realizou-se a imunodetecção por meio do método de quimioluminescência de acordo com as 

instruções do fabricante do kit (Clarity® Western ECL substrate, Bio-Rad©) e as membranas 

foram reveladas no fotodocumentador (Gel Doc® XR, Bio-Rad©), gerando arquivos digitais. 

Posteriormente, analisaram-se as imagens pelo software ImageLab (v. 5.2.1 build 11, Bio-

Rad© Laboratories). 

Os anticorpos primários e secundários utilizados nas técnicas de 

imunoprecipitação e immunoblotting estão descritos na Tabela 1. 

 

Tabela 1. Anticorpos primários e secundários utilizados nas técnicas de imunoprecipitação e 
immunoblotting. 
 

Proteína Referência Fabricante IgG Diluição 

Acetil lisina sc-81623  Santa Cruz Biotechnology, Inc mouse 1:1.000 

Alfa tubulina #2144  Cell Signalling Technology®, Inc rabbit 1:1.000 

AMPK sc-25792  Santa Cruz Biotechnology, Inc rabbit 1:1.000 

AMPK alfa 2 sc-19131  Santa Cruz Biotechnology, Inc goat 1:1.000 

ATF4 ab50546 Abcam® mouse 1:500 

Beta actina #4967  Cell Signalling Technology®, Inc rabbit 1:1.000 

Caveolina #610058 BD Transduction Laboratories®, Inc mouse 1:1.500 

FBPase sc-166298  Santa Cruz Biotechnology, Inc mouse 1:1.000 

FBP1/ FBPase #59172  Cell Signalling Technology®, Inc rabbit 1:1.000 

GLUT1 #12939  Cell Signalling Technology®, Inc rabbit 1:1.000 

GLUT2 sc-9117 Santa Cruz Biotechnology, Inc rabbit 1:1.000 

MPC1 #14462  Cell Signalling Technology®, Inc rabbit 1:1.000 

MPC2 #46141  Cell Signalling Technology®, Inc rabbit 1:1.000 

pAMPK #2535 Cell Signalling Technology®, Inc rabbit 1:1.000 

Donkey Anti-rabbit – 

AlexaFluor® 488 
ab150073 Thermo Fisher Scientific, Inc ___ 1:100 

Goat Anti-mouse (H+L) 31430 Thermo Fisher Scientific, Inc ___ 1:5.000 

Goat Anti-rabbit (H+L) 31460 Thermo Fisher Scientific, Inc ___ 1:5.000 

Rabbit Anti-goat (H+L) 31433 Thermo Fisher Scientific, Inc ___ 1:5.000 
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4.9. PCR em tempo real (RT-PCR) 

O RNA total foi obtido do íleo e cólon de ambos os grupos de camundongos (HDF 

e MET) seguindo-se método publicado anteriormente (95) e de células CaCo2 de acordo com 

o protocolo do fabricante (RNeasy Mini Kit—QIAGEN). Para amostras de tecido ou células, o 

cDNA de fita única foi sintetizado usando a transcriptase reversa SuperScript II conforme 

descrito no protocolo do fabricante (Invitrogen Corp.). PCR quantitativo foi executado para 

determinar as expressões de GLUT1, GLUT2 e ATF4 em cada fração de tecido e GLUT1 e ATF4 

em células CaCo2. A detecção em tempo real da amplificação foi realizada em um Sistema 

de PCR QuantStudio™ (biossistemas aplicados) usando TaqMan™ Gene Expression Master 

Mix 2× (Applied Biosystems) e Taqman Assay (Applied Biosystems). As condições de ciclagem 

foram: 50 °C por 2 min, 95 °C por 10 min e 40 ciclos de 95 °C por 15 s e 60 °C por 136 min. 

100 ng de cada amostra de cDNA foram usados na reação. 

Utilizaram-se as seguintes sondas para tecidos animais: GLUT1- Slc2a1 

(Mm00441480_m1), GLUT2 - Slc2a2 (Mm00446229_m1) e ATF4-Atf4 (Mm00515325_g). As 

expressões de GAPDH (4352339E) e β-actina-ACTB (4352341E) ou B2M (Mm00437762_m1) 

foram usadas como controle endógeno e amostras de camundongos controle como 

calibradores.  

Empregaram-se 100 ng de cada amostra de cDNA  na reação com as seguintes 

sondas para células CaCo2: SLC2A1 (Hs00892681_m1) e ATF4 (Hs00900959_g1). 

Consideraram-se as expressões de GAPDH (4333764T), ACTB (4333762T) ou B2M 

(HS00187842_m1)  como controle endógeno e amostras de células CaCo2 controle como 

calibradores.  

"No Template Control" negativo também foi incluído para cada par de primers. 

Três réplicas foram executadas na mesma placa para cada amostra.  

Para determinar a expressão relativa de glut1, glut2 e atf4 em relação aos 

controles, recorremos ao software da Applied Biosystems® (CA, EUA). A expressão gênica foi 

calculada através de 2-ΔCT, no qual o valor de ΔCT é a diferença entre o valor do ciclo 

threshold (ct) do gene alvo e o valor ct do gene housekeeping (Gapdh, Actb ou B2m). Os 

resultados são, portanto, informados como valores de expressão relativos. 
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4.10. Microscopia confocal 

Após jejum de 12 horas, os animais foram anestesiados por injeção IP de 

cetamina (100 mg/Kg) e xilazina (10 mg/Kg). A cavidade abdominal foi aberta 10 a 15 

minutos depois, ou seja, assim que a anestesia foi assegurada pela perda dos reflexos podal 

e corneano. Os intestinos delgado e grosso foram removidos do abdome e então, íleo e 

cólon foram separados dos demais segmentos. Essas porções foram abertas 

longitudinalmente e o conteúdo fecal cuidadosamente removido. Em seguida, cada 

segmento foi enrolado, com a mucosa voltada para fora, com o auxílio de um palito de 

madeira (técnica de swiss-roll (96)). Finalmente, esses tecidos foram cuidadosamente 

imersos em solução de paraformaldeído 4% por 24 horas. 

Após a fixação, os palitos de madeira foram retirados e os tecidos enrolados 

posicionados em cassetes histológicos, lavados em água corrente por 1 hora e armazenados 

em álcool 70°. O material foi desidratado em soluções com concentração crescente de álcool 

(80%, 90%, 95% e 100%), diafanizado em xilol e embebido em paraplast (Sigma-Aldrich®) 

para a formação dos blocos. 

Seccionaram-se os blocos em cortes histológicos de 5µm de espessura, os quais 

foram posicionados em lâminas previamente tratadas com solução de triethoxyl-silane 

(Sigma-Aldrich®) que foram  levadas à estufa a 60°C por 12 horas. 

Para a realização da técnica de imunofluorescência, as lâminas contendo os 

cortes histológicos foram desparafinizadas (banhos de xilol e álcool-xilol), hidratadas 

(banhos em soluções com concentração decrescente de álcool e água destilada) e imersas 

em tampão fosfato de sódio 0,1M pH 7.4 (PBS). A recuperação antigênica foi realizada com 

0,01 M de tampão citrato (pH 6,0) em panela de vapor por 30 minutos. Após o resfriamento 

do tampão citrato e a lavagem com PBS, as lâminas foram bloqueadas por 1 hora com 

solução 3% de soro anti-donkey e 3% de soro de albumina bovina em PBS, à temperatura 

ambiente. Em seguida, encubaram-se as lâminas overnight, a 4°C com anticorpo primário 

anti-GLUT2 (Santa Cruz Biotechnology, CA; sc-9117; rabbit), na diluição de 1:50. Após 2h de 

incubação com o anticorpo secundário específico (Abcam; ab150073; AlexaFluor® 488 donkey 

anti-rabbit, diluição 1:100), à temperatura ambiente, as lâminas foram lavadas e montadas 

com meio Vectashield com DAPI (Vector Laboratories, Burlingame, CA; H-1200). Os cortes 

foram examinados e as imagens capturadas por microscopia confocal de varredura a laser 
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(Leica TCS SP5 II) no Laboratório Central de Tecnologias de Alto Desempenho em Ciências da 

Vida (LaCTAD), da Universidade Estadual de Campinas.  Nenhuma imunorreatividade foi 

observada em experimentos de controle em que anticorpos primários foram omitidos. 

4.11. Ressonância Magnética Nuclear (RMN) - Espectroscopia de 1H e 13C pós-injeção de 

13C-piruvato 

Administração de 13C-piruvato e extração dos tecidos 

Camundongos dos grupos MET e HFD em jejum overnight de 12 horas receberam 

uma injeção IP de 13C-piruvato (490709, Sigma-Aldrich; 250mg/mL PBS – pH 7,4) na dose 

de 1 g/Kg de peso corporal. Após 1h, os animais foram anestesiados por injeção IP de 

cetamina (100 mg/Kg) e xilazina (10 mg/Kg) e assim que a anestesia foi assegurada pela 

perda dos reflexos podal e corneano, abriu-se a cavidade abdominal, de onde foram 

extraídos fragmentos do fígado, cólon e o terço final do íleo. 

 
Preparação de amostras e aquisição de espectros  

As amostras de tecido foram lavadas com solução salina fria (0,9% NaCl), 

imediatamente pulverizadas sob nitrogênio líquido e mantidas no freezer a -80°C até a 

análise por RMN. Amostras de tecidos em pó foram adicionadas a uma solução fria de 

metanol/clorofórmio (2:1 v/v, total de 0,5 mL) e sonicadas (VCX 500, Vibra-Cell, Sonics & 

Material Inc., EUA) por 3 minutos com 10 segundos de intervalo de pausa entre cada minuto. 

Uma solução fria de clorofórmio/água deionizada (1:1 v/v, total de 0,5 mL) foi então 

adicionada às amostras, as quais foram rapidamente agitadas em vórtex e centrifugadas a 

3,1 × 103 G por 20 min a 4 °C. A fase superior foi coletada e seca em um concentrador a 

vácuo (miVac Duo Concentrator, GeneVac, Reino Unido). A fase sólida restante foi reidratada 

em 0,6 mL de tampão fosfato contendo D2O (0,1 M, pH 7,4) e 0,5 mM de TMSPd4. As 

amostras foram adicionadas a um tubo de RMN de 5 mm para aquisição imediata.  

Os espectros 1H-NMR foram adquiridos usando um espectrômetro Varian Inova® 

(Agilent Technologies Inc., Santa Clara, CA, EUA) equipado com uma sonda fria de 

ressonância tripla e operando a uma frequência de ressonância 1H de 600 MHz. A aquisição 

de espectros foi realizada com 256 varreduras coletadas com 32 mil pontos de dados em 
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uma largura espectral de 8.000 Hz. Um tempo de 1,5 s foi incorporado entre as varreduras, 

durante o qual um campo de radiofrequência (RF) de pré-saturação contínua de água foi 

aplicado para eliminar o sinal de água residual, bem como para a relaxação dos spins 

nucleares das moléculas de interesse. 

Quantificação de metabólitos 

Os metabólitos foram processados e quantificados usando o software NMR Suite 

versão 8.1 (Chenomx Inc™, Edmonton, AB, Canadá). O módulo processador deste software 

foi usado para ajustar as 3 correções de fase espectral e linha de base. Uma função de 

alargamento de linha de 0,5 Hz foi usada para reduzir o ruído do sinal e facilitar o ajuste dos 

sinais dos metabólitos nos picos espectrais. O sinal de água foi suprimido e os espectros 

foram calibrados usando o sinal de referência do TMSP-d4 0,5 mM. Os espectros foram 

transferidos individualmente para o módulo Profiling deste software para determinar o perfil 

metabolômico de cada grupo. Os metabólitos foram identificados e suas concentrações 

determinadas. Os dados de concentração foram exportados para Excel® (Microsoft Office™ 

365) e normalizados quando necessário. 

 

4.12. Cromatografia 

Produtos químicos e reagentes 

Todos os solventes e reagentes utilizados neste estudo eram de grau HPLC. A 

água foi purificada e deionizada pelo Sistema Milli-Q-UF (Millipore, Milford, MA) e utilizada 

em todas as soluções aquosas. Acetonitrila, cloridrato de metformina 97%, acetato de 

amônio, hidróxido de amônio, coluna Microcon YM-3 (Amicon Ultra 0,5 mL) com um filtro de 

membrana de 3kDa e 4-(dimetilamino)piridina 99% (DMAP; padrão interno - PI) foram 

provenientes da Merck/Sigma-Aldrich (EUA). A fase móvel utilizada no sistema HPLC foi 

filtrada a vácuo através de um filtro de membrana de 0,45 μm (Sartorius Stedim Biotech, 

Göttingen, Alemanha). 
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Amostras de soro e tecidos 

Diferentes volumes de sangue foram coletados das veias cava e porta e 

ventrículo esquerdo dos camundongos e imediatamente transferidos para microtubos secos. 

Essas amostras foram centrifugadas a 3.500 RPM por 15 min à temperatura ambiente. Em 

seguida, o soro foi coletado e armazenado a −20 °C até ser testado.  

Amostras de tecido foram obtidas em diferentes intervalos após a administração 

de solução de metformina por via oral. Coração, pulmões, pâncreas, baço, músculo 

gastrocnêmio, rim esquerdo, parte do lobo frontal do cérebro, porção distal do íleo, cólon, 

fígado e tecido adiposo epididimal foram extraídos. As amostras foram pesadas e 

armazenadas em microtubos estéreis a -80 °C e, posteriormente, mantidas em gelo para seu 

processamento. Beads metálicas foram adicionadas aos tecidos extraídos e os microtubos 

submetidos à agitação no TissueLyser até que todo o conteúdo estivesse em suspensão. As 

amostras, então, foram armazenadas a -80°C até o preparo para as análises de HPLC. 

  

Análise por HPLC 

De acordo com a Tabela 2, todos os parâmetros foram estabelecidos para a 

análise por HPLC e se iniciaram as aquisições. A análise cromatográfica foi baseada na 

metodologia de quantificação relatada por Labuzek et al. (97)  

A seletividade e especificidade para metformina e DMAP foram indicadas pela 

resolução nítida e simétrica dos picos, bem como pela ausência de picos interferentes 

significativos das matrizes biológicas. Outras evidências de melhorias na eficiência 

cromatográfica foram indicadas por uma redução no tempo de corrida cromatográfica de 8 

min para tempos de retenção respectivos de 3,25 e 4,40 min para metformina e PI. 

 

 

 

 

 



46 

 

 

Tabela 2. Condições e parâmetros utilizados para análises de metformina em plasma e em 

matrizes de tecidos através de HPLC-UV. 

 

Sistema de HPLC 
Waters Alliance 2695 (Milford, MA, EUA), equipado com 

bomba quaternária, gerenciador de amostras e desgaseificador 

Detector Waters 2996 Uv-Vis ajustado na faixa de 210-400 nm 

Controle de sistema, 
aquisição de dados e processamento 

Software de cromatografia Waters Empower 2002. 

Coluna 
XSelect CSH™ Fluorofenil 

(150 x 4,6 mm; tamanho de partícula de 3,5 m) 
Waters 

Guarda de coluna XSelect CSH™ Fluorofenil 

(20 x 4,6 mm; tamanho de partícula de 3,5 m) Waters 

Fase móvel Solvente A- Acetonitrila 
Solvente B- acetato de amônio 0,010 M, pH 7,6 

Condições isocráticas 

Tempo de corrida (min)                   8 

A (%)                47.8 

B (%)                52.2 

Fluxo            1 mL/min 

Volume de injeção                       25 L 

Temperatura                       30°C 

Detecção de metformina e DMAP UV a 233 e 280 nm 

  



47 

 

Preparação de soluções estoque, padrões de calibração e amostras biológicas 

Soluções estoques de metformina e do padrão interno DMAP foram preparadas 

em tampão de acetato de amônio (10 mM, pH 7,6) para produzir concentrações finais de 10 

mM. Os padrões de calibração foram preparados por diluição seriada (500, 250, 100, 50, 25, 

10 e 2,50 μM) em plasma a partir de solução de metformina 10 mM. Além disso, a solução 

estoque do PI foi diluída a uma concentração de trabalho de 50 μM. 

Para a quantificação dos níveis de metformina em padrões de calibração e em 

amostras de plasma com concentração desconhecida, um volume de 50 μL de cada amostra 

foi transferido para um microtubo (1,5 mL), seguido da adição de 40 μL do PI a 50 μM (para 

produzir uma concentração final de 5 μM) e 310 μL do tampão de acetato de amônio (10 

mM, pH 7,6). As misturas foram agitadas em vórtex por 10 s e deixadas em banho 

ultrassônico por 5 min. Para remover proteínas e impurezas insolúveis, 400 μL dos padrões e 

amostras de plasma passaram por um filtro de 3 KDa (Millipore Microcron YM3) lavado 5 

vezes com água antes do uso para remover o conteúdo de glicerol da membrana. A filtração 

foi realizada por centrifugação a 14.000 RPM, 4°C por 20 minutos. A amostra filtrada foi seca 

utilizando-se o sistema Speed Vac e então cada uma foi ressuspensa em 300 µL do tampão 

de acetato de amônio (10 mM, pH 7,6) e misturada em vórtex por 10 s. Posteriormente, um 

volume de 120 μL foi transferido para vials e alíquotas de 25 μL dos extratos reconstituídos 

foram injetadas no sistema HPLC-UV de fase reversa. 

 Para amostras de tecido homogeneizado, um volume de 200 μL foi transferido 

para um microtubo (1,5 mL), seguido da adição de 40μL do padrão interno DMAP a 50μM 

(para produzir uma concentração final de 5μM) e 560μL do tampão de acetato de amônio 

(10mM, pH 7,6). As misturas foram agitadas em vórtex por 10 s e deixadas em banho 

ultrassônico por 5 min. A fim de remover proteínas e impurezas insolúveis, 500 μL das 

amostras passaram por um filtro de 3kDa (Millipore Microcron YM3) enxaguado 5 vezes com 

água antes do uso para remover o conteúdo de glicerol da membrana. As demais etapas 

compreendem as mesmas descritas acima. 

Gráficos de calibração variando de 2,5 a 500 μM de metformina no plasma foram 

plotados com base nas proporções de área de pico de metformina para o padrão interno 

DMAP (eixo Y) contra as respectivas concentrações nominais de metformina (eixo X), usando 

Excel versão 2016. Em todas as calibrações, as curvas deveriam ter um valor de correlação 
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de pelo menos 0,998. A amostra de concentração zero (branco) foi utilizada para verificar a 

pureza dos reagentes e a ausência de outras substâncias potencialmente interferentes, mas 

não foi considerada para a análise de regressão dos padrões. A linearidade da curva de 

calibração foi avaliada pelo coeficiente de correlação. A seletividade dos ensaios foi testada 

pelo grau de separação do analito de interesse e de possíveis outros picos cromatográficos 

de substâncias interferentes presentes na matriz biológica. Os padrões foram preparados em 

triplicata para a corrida analítica. Amostras do branco também foram preparadas e injetadas 

em sextuplicata. 

 

4.13. Ressonância Magnética Nuclear (RMN) - Metabolômica 

As amostras de tecido foram pulverizadas, submetidas aos protocolos de 

extração de metabólitos (metanol/clorofórmio) e preparadas para aquisição dos espectros 

de RMN. Os espectros 1H-NMR foram adquiridos à temperatura ambiente, utilizando o 

equipamento de RMN de 600 MHz Agilent com sonda criogênica do Laboratório Nacional de 

Biociências (LNBio) do CNPEM (Centro Nacional de Pesquisa em Energia e Materiais). 

Seguiram-se o processamento e a análise dos mesmos utilizando-se o pacote Chenomx 

(chenomx.com), que permite a obtenção de dados sobre as identidades e concentrações de 

pequenas moléculas presentes na amostra. Análises estatísticas preliminares foram 

realizadas com o programa Prism 6.0. 

 

Preparação de amostras e aquisição de espectros 

As amostras de tecido foram lavadas com solução salina gelada (0,9% NaCl), 

imediatamente pulverizadas sob nitrogênio líquido e mantidas no freezer a -80°C até a 

análise por RMN. Amostras de tecidos pulverizadas foram adicionadas a uma solução de 

metanol/clorofórmio (2:1 v/v, total de 0,5 mL) e sonicadas (VCX 500, Vibra-Cell, Sonics & 

Material Inc., EUA) por 3 min com 10s de intervalo de pausa entre cada minuto. Uma solução 

de clorofórmio/água deionizada (1:1 v/v, total de 0,5 mL) foi então adicionada às amostras, 

as quais foram rapidamente agitadas em vórtex e centrifugadas a 3,1 × 103 G por 20 minutos 

a 4 °C. A fase superior foi coletada e seca em um concentrador a vácuo (miVac Duo 
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Concentrator, GeneVac, Reino Unido). As amostras foram ressuspendidas em 0,6 mL de 

tampão fosfato contendo D2O (0,1 M, pH 7,4) e 0,5 mM de TMSPd4 e adicionadas a um tubo 

de RMN de 5 mm para aquisição imediata. 

Para a análise de perfil metabolólico e determinação das concentrações de 

metabólitos utilizamos o Espectrômetro Varian-Agilent Inova (Agilent Technologies Inc.™, 

Santa Clara, EUA) do LNBio. Os espectros 1H-NMR das amostras foram adquiridos utilizando 

um Espectrômetro de Ressonância Magnética Nuclear equipado com sonda criogênica de 

tripla ressonância operando na frequência de 1H de 600 MHz e temperatura constante de 

298K (25°C). Um total de 256 varreduras, dependendo da concentração dos metabólitos, 

foram coletadas com 32.000 pontos, tempo de aquisição de 4s em uma janela de largura 

espectral de 16 ppm. Um tempo de espera de 1,5 s foi incorporado entre as varreduras, 

durante o qual um campo contínuo de radiofrequência de pré-saturação de água foi 

aplicado. 

 

Quantificação de metabólitos 

Os metabólitos foram processados e quantificados usando o software NMR Suite 

versão 8.1 (Chenomx Inc™, Edmonton, AB, Canadá). O módulo processador deste software 

foi utilizado para ajustar as correções de fase espectral e linha de base. Uma função de 

alargamento de linha de 0,5Hz foi usada para reduzir o ruído do sinal e facilitar o ajuste dos 

sinais dos metabólitos nos sinais espectrais. O sinal de água foi suprimido e os espectros 

foram calibrados utilizando-se o sinal de referência do TMSP-d4 como 0,5mM. Os espectros 

foram transferidos individualmente para o módulo Profiling deste software para determinar 

o perfil metabolômico de cada grupo. Os metabólitos foram identificados e suas 

concentrações determinadas. Os dados de concentração foram exportados para Excel® 

(Microsoft Office™ 365) e normalizados quando necessário. 

 

4.14. Cultura de células 

A linhagem celular de câncer de cólon humano CaCo2 e a linhagem de células 

cancerígenas de fígado humano Huh7 foram obtidas respectivamente do Laboratório de 
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Imunoinflamação e do Laboratório de Biologia do Envelhecimento, ambos pertencentes ao 

Instituto de Biologia da UNICAMP. Células CaCo2 foram cultivadas em meio Eagle 

modificado por Dulbecco (DMEM; Gibco ref 11885-084) contendo 20% de soro fetal bovino 

(FBS; Gibco ref. 12657-029) e células Huh7 foram cultivadas em DMEM contendo 10% de FBS 

com a adição de antibióticos e fungicidas. Ambas as linhagens foram mantidas a 37°C, com 

umidade controlada e 5% de saturação de CO2. 

 

Utilização e produção de glicose pelas células 

A utilização de glicose pelas células CaCo2 foi calculada através da sua 

determinação no meio antes e após a adição de metformina, nos seguintes tempos: 1, 2, 4, 8 

e 24 horas. A uma concentração de 5mM de glicose, sua utilização foi calculada pela 

diferença entre os tempos 8 e 4 horas, e a 10mM de glicose, pela diferença entre 24 e 4 

horas. Esses tempos foram determinados depois de experimentos preliminares que os 

indicaram como pontos em que a concentração de glicose diminuiu linearmente. A 

quantificação foi determinada pelo método da glicose oxidase. A produção de glicose nas 

células Huh7 foi calculada através da área sob a curva da concentração basal por 30 minutos 

após a adição de piruvato nas células. Amostras do meio foram coletadas antes e 5, 10, 15, 

20, 25 e 30 minutos após esta etapa. 

 

 

4.15. Transfecção  

Um total de 2 × 104 células foram semeadas em uma placa de cultura tecidual 

em um meio de crescimento completo e incubadas durante a noite. No dia da transfecção, 

100 pmol de siRNA foram diluídos em OPTI-MEM (Life Technologies) e misturados com 10 μL 

de Reagente de Transfecção X-tremeGene siRNA (Roche) de acordo com o protocolo do 

fornecedor. O meio de transfecção foi então substituído por um meio completo, e após 24 

horas, as células foram tratadas com metformina (1mmol/L) e incubadas por um adicional 

de 24 horas. Dois siRNA para AMPK-PRKAA2 (EHU042081; Sigma-Aldrich), PRKAA1 

(EHU074041; Sigma-Aldrich),  Glut1—SLC2A1 (EHU028011; Sigma-Aldrich), Glut2—SLC2A2 

(EHU144201; Sigma-Aldrich),  ATF4—ATF4 (EHU114901; Sigma-Aldrich) foram utilizados.  
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Para os experimentos com animais, estes foram mantidos em jejum por 6 horas 

antes da administração do siRNA.  50 μg de siRNA Glut1—slc2a1 (EMU085671, Sigma-

Aldrich) complexados com o reagente Invivofectamine® 3.0 (Thermofisher) foram 

administrados por gavagem  e intraperitonealmente  em camundongos 48 e 24 horas antes 

do tratamento com metformina. siRNA negativo, ou seja que não possui gene alvo, 

complexado com Invivofectamine® 3.0 Reagent foi usado na mesma dose nos controles. Os 

dados são expressos como média ± DP do número de eventos independentes indicado. Os 

resultados dos blots são apresentados como comparações de bandas em autoradiografia, 

quantificadas por densitometria utilizando-se o software ImageLab (v. 5.2.1 build 11, Bio-Rad 

© Laboratories).  

 

4.16. Análise Estatística 

Todos os dados foram analisados para uma distribuição normal; Aqueles 

normalmente distribuídos foram analisados por Teste t de Student bicaudal ou análise de 

variância (ANOVA) unidirecional (one-way), com o teste de Bonferroni para comparações 

post hoc, quando apropriadas. Quando não normalmente distribuídos, os dados foram 

submetidos ao teste de Mann-Witney. O nível de significância adotado foi ρ < 0,05. Todas as 

análises e os gráficos conseguintes foram obtidos por meio do programa GraphPad PRISM 7 

(GraphPad, San Diego). 
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5. RESULTADOS 

 

Os resultados deste trabalho serão apresentados em formato de artigo científico 

publicado no periódico The Proceedings of the National Academy of Sciences (PNAS) em 

19/01/2023 e disponibilizado a seguir. 
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6. CONCLUSÕES 

Em condições hiperglicêmicas, a metformina induz a expressão de GLUT1 e 

GLUT2 no íleo e cólon, onde se espera que esses transportadores promovam a captação de 

glicose da circulação mesentérica. Nos enterócitos, a glicose é metabolizada em lactato, o 

que diminuirá o pH e os níveis de NaHCO3
- na veia porta e consequentemente a 

gliconeogênese, por meio da inibição da enzima piruvato carboxilase, crítica para esse 

processo. Paralelamente, um aumento na produção de acetato no intestino acarretará a 

acetilação e inibição de MPC1/2, levando ao acúmulo citosólico de piruvato, o que, por sua 

vez, impede a captação extracelular de lactato através de MCT1. Além disso, a acetilação 

bloqueia também FBP1, outra enzima chave para a neoglicogênese hepática. Assim, esses 

mecanismos demonstram que a metformina estabelece um crosstalk entre o intestino e o 

fígado para reduzir a gliconeogênese face à hiperglicemia.  

Em condições normoglicêmicas, por sua vez, o fármaco também induz a 

expressão de GLUT1 e GLUT2, mas considerando o Km desses transportadores, espera-se 

que o GLUT1 em particular seja utilizado para aumentar modestamente a captação 

intestinal. Nesse contexto, a elevação nos níveis de lactato é discreta e nenhuma alteração 

no equilíbrio ácido-base na veia porta é observada. O aumento moderado na captação 

intestinal leva à hipoglicemia na veia porta, que pode induzir a detecção de glicose neste 

local e uma possível resposta contrarregulatória, evitando a diminuição da PHG ou até 

mesmo aumentando-a. É importante ressaltar que outras ações da metformina diretamente 

no fígado podem ser sinérgicas com o crosstalk demonstrado a fim de reduzir a PHG; no 

entanto, em condições de normoglicemia, mecanismos contrarregulatórios podem ser 

capazes de superá-las. 

Em resumo, nossos dados demonstram mecanismos de ação da metformina que 

integram intestino e fígado, sem excluir o efeito direto da droga nas enzimas hepáticas. 

Assim, a metformina tem propriedades farmacológicas únicas, modulando a captação 

intestinal de glicose, como efeito primário e, portanto, principal, e induzindo o crosstalk 

metabólico intestino-fígado secundariamente, que regula a PHG em direções opostas, a 

depender dos níveis iniciais de glicose no sangue. 
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Apêndice 1 - Quantificação e valores nutricionais das substâncias componentes da dieta 

hiperlipídica e ração padrão consumidas pelos grupos HFD e CTL 

 
 

Ingredientes 
Ração convencional  

(g/Kg) 
 
Kcal/Kg 

Dieta hiperlipídica 
(g/Kg) 

 
Kcal/Kg 

Amido de milho (Q.S.P) 397,5 1.590 115,5 462 
Caseína 200 800 200 800 
Sacarose 100 400 100 400 
Amido dextrinado 132 528 132 528 
Banha de porco - - 312 2.808 
Óleo de Soja 70 630 40 360 
Celulose 50 - 50 - 
Mistura/minerais 35 - 35 - 
Mistura/vitaminas 10 - 10 - 
L-cistina 3 - 3 - 
Colina 2,5 - 2,5 - 
Total 1.000 3.948 1.000 5.358 
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9. ANEXOS 
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ANEXO 1 - Pareceres consubstanciados IB/UNICAMP 
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ANEXO 2 – Parecer consubstanciado CEP/UNICAMP 
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ANEXO 2 - Parecer consubstanciado CEP/UNICAMP 
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ANEXO 3 – Termo de consentimento livre esclarecido (TCLE) 
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Desconfortos e riscos 
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ANEXO 4 – Licença para inclusão do artigo científico no corpo da tese 
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