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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 ag¢dao permanecem em parte desconhecidos e controversos,
principalmente quando relacionados ao figado. Recentemente, observou-se que a droga
influencia a captacdo do radiofdrmaco 8F —fluordesoxiglicose (*8F-FDG) por enterdcitos, o
que sugere o intestino como potencial alvo terapéutico, no entanto, nenhum estudo
anterior avaliou a importancia quantitativa do trato gastrointestinal no efeito anti-
hiperglicémico da metformina e qual a inter-relacdo que se estabeleceria entre o intestino e
o figado neste cenario.

Este trabalho se propOs a investigar o papel da metformina na captacdo
intestinal de glicose e suas consequéncias sobre a neoglicogénese hepdtica.

Em pacientes diabéticos e camundongos, o principal local de acdo do farmaco foi
o intestino, aumentando a captacdo de glicose, avaliada por PET-CT com ®F-FDG. Em
camundongos e células CaCo2, esse aumento resultou da maior expressdao de GLUT1 e
GLUT2, secundaria a ATF4 e AMPK, respectivamente. Na hiperglicemia, houve aumento da
producdo de lactato (reduzindo o pH e os niveis de bicarbonato na veia porta) e acetato no
intestino, modulando a piruvato carboxilase hepatica, MPC1/2 e FBP1, o que prejudica a
neoglicogénese. Na normoglicemia, o aumento na captacdo intestinal de glicose induzido
pela metformina foi acompanhado por hipoglicemia na veia porta, gerando um mecanismo
contrarregulatério que evita reducdes ou até aumenta a producao hepatica de glicose.

Assim, consideramos que o primeiro local de acdo da metformina é o intestino e
gue novos mecanismos de acado para seu potencial efeito terapéutico podem decorrer do
crosstalk intestino - figado, através de metabdlitos intestinais que desempenham papel
relevante no controle da producdo hepatica de glicose e, portanto, da hiperglicemia em

diabéticos tipo 2.

Palavras-chave: Metformina; Diabetes; Crosstalk intestino-figado; 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 *F
fluordeoxyglucose (*¥F-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 ®F-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.

Keywords: Metformin; Diabetes; Gut-liver crosstalk; Glucose metabolism
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1. INTRODUGCAO

1.1. Epidemiologia do diabetes mellitus tipo 2

Durante as ultimas décadas, a incidéncia de obesidade bem como de doencas
metabdlicas a ela associadas como cardiopatias, dislipidemia, hipertensao arterial e, em
especial, diabetes mellitus tipo 2 (DM2) tém alcancado proporc¢des epidémicas em varias
partes do mundo, sobretudo em paises da civilizagdo ocidental, onde elevados indices de
sedentarismo sdo predominantes e os habitos alimentares se caracterizam, cada vez mais,
pelo consumo de alimentos de alta densidade energética, provenientes principalmente de
lipidios, e pobre em micronutrientes (1-3).

As crescentes estatisticas mundiais sobre o estabelecimento do DM2 permitem
classifica-lo como uma das doencas crénicas de mais rapido crescimento e um dos mais
desafiadores problemas de saude publica do século 21. Agravando esse quadro, o DM2, que
ha tempos restringia-se a adultos, acomete cada vez mais criangas e jovens (4), em
decorréncia, principalmente dos padrdes comportamentais e dietéticos explicitados acima.

O diabetes mellitus tipo 2 é caracterizado por hiperglicemia, resisténcia a
insulina e deficiéncia relativa na secrecao deste horménio. Embora sua patogénese seja
apenas parcialmente compreendida, sabe-se que é heterogénea e tanto os fatores genéticos
que afetam a liberacdo e responsividade a insulina quanto os fatores ambientais, como a
obesidade, anteriormente citada, sdo importantes para seu estabelecimento (5).

Estima-se hoje que mais de meio bilhdo de pessoas (aproximadamente 537
milhdes) estejam vivendo com DM2, o que representa 10,5% da populacdo mundial entre 20
e 79 anos e sdo alarmantes as estimativas para 2030 e 2045: 643 milhdes e 783 milhdes
respectivamente, dado ultimo que representa um aumento de 46% com base no ano de
2021 (6).

Segundo a Organiza¢cdo Mundial da Saude, as complica¢des decorrentes do DM2
tais como coronariopatias, doencas vasculares periféricas, isquemias, neuropatias,
amputacgdes, faléncia renal, cegueira e, incluida recentemente, a depressdo, resultam em
invalidez, diminuicdo da qualidade e expectativa de vidas e dispendiosos gastos para a
sociedade, permitindo assim classificar o DM2, dentre as doengas crénicas nao

transmissiveis, como a quarta maior causa de mortes no mundo (7).
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Estima-se que em 2021, cerca de 42,9 bilhdes de délares foram empregados no
tratamento de diabéticos tipo 2 no Brasil, o que o posiciona como o terceiro pais no mundo
com mais gastos relacionados a doenca (6). E de se considerar, portanto, o grave impacto
socioeconOmico inerente ao DM2, ao afetar familias, criangas e jovens, servigcos de saude e

as produtividades individual e nacional.

1.2. Terapia farmacoldgica para DM2

A adogdo de uma vida saudavel com o consumo de dieta pobre em carboidratos
e gordura saturada, prdtica regular de atividade fisica, moderacdo no uso de dlcool e
diminuicdo do tabagismo constitui a base do tratamento do diabetes e do controle da
glicemia (8). O autocuidado exige, portanto, do paciente, e consequentemente da familia,
mudancas por vezes drdsticas no estilo de vida, o que dificulta e ocasionalmente impede a
adesdo ao tratamento.

Os antidiabéticos orais constituem a primeira escolha para a terapéutica do DM2
nao responsivo a medidas ndo farmacolégicas isoladas, uma vez que promovem, com
controle glicémico estrito, reducdo na incidéncia de complicacdes cardiovasculares, principal
causa de morte em individuos com DM2, tem boa aceitacao pelos pacientes, simplicidade de
prescricdo e administracdo (9) e no Brasil, de modo particular, sdo em parte disponibilizados
gratuitamente pelo Sistema Unico de Saude, portanto, de facil acessibilidade.

Existe atualmente uma extensa gama de antidiabéticos orais para tratar a
hiperglicemia do DM2, com eficacia demonstrada e seguranca cardiovascular estabelecida.
As principais classes sdo heterogéneas em seus modos de acdo, perfis de seguranca e
tolerabilidade e incluem os agentes que estimulam a secrecdo de insulina (sulfonilureias e
secretagogos de acdo rapida), reduzem a producdo hepatica de glicose e aumentam a
sensibilidade a insulina (biguanidas), apenas aumentam a sensibilidade a insulina
(tiazolidinedionas) ou retardam a digestdo e absorcdo intestinal de carboidratos (inibidores
da a-glicosidase) (10, 11).

A partir de 2007, foram disponibilizadas mais trés classes terapéuticas de
farmacos antidiabéticos aprovados pela EMA (European Medicines Agency) que vieram se

somar as alternativas de tratamento e prevencao das complicacdes do DM2, diminuindo o
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ganho de peso e, dependendo do farmaco, as taxas de mortalidade cardiovascular: os
inibidores do cotransportador 2 de sédio 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 ultimos com administracao
subcutanea, além da formulacdo oral. Enquanto os primeiros impedem a reabsorcdo de
glicose nos tubulos primarios do néfron, os arGLP-1, entre outros efeitos, estimulam a
secrecao de insulina dependente de glicose, melhoram a funcdo da célula beta e retardam o
esvaziamento gastrico, aumentando a saciedade. Os inibidores da DPP-4, por sua vez, sao
uma classe de medicamentos que inibem a enzima DPP-4 a qual desativa entre outros
peptideos bioativos, o polipeptideo gastrointestinal insulinotrépico (GIP) e o GLP-1,
impedindo a degradacdo e aumentando os niveis plasmaticos dos mesmos (12, 13). Em
comparagao com o0s iSGLT2 e arGLP-1, apresentam eficdcia mediana e apesar da
comprovada seguranga cardiovascular, ndo reduzem mortalidade.

As opgOes de tratamento sdao prudentes e flexiveis, no entanto, precisam ser
individualizadas de acordo com as caracteristicas clinicas do paciente, remetendo a
experiéncia do profissional médico sobre o farmaco mais adequado, risco de hipoglicemia,
tolerabilidade, efeitos adversos, objetivos metabdlicos e os custos. Isso reflete cada vez mais
uma mudanca de paradigma para a individualiza¢do da terapéutica (12, 13).

Na terapia farmacolégica do DM2, destaca-se o cloridrato de metformina,
farmaco da classe das biguanidas, conhecido comercialmente como Glifage®, Glifage XR®,
Glucoformin® e Dimefor®, pois desde sua implantacdo continua sendo uma droga barata,
acessivel, praticamente sem efeitos adversos importantes e muito eficaz no controle
glicémico do DM2, que se dd sem aumento na secrecao 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 est3
associada ao menor risco de infarto do miocardio (16), mortalidade por todas as causas,
incluindo as cardiovasculares (17) se comparada as sulfoniluréias, mas ndo as
tiazolidinedionas (16), efeitos possivelmente decorrentes de uma acdo antiaterogénica do
medicamento (18).

Assim, desde sua implantacdo 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 combinacdo com outros agentes anti-hiperglicémicos (19)
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e mesmo sendo prescrita ha mais de 65 anos, seus mecanismos de acdo 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 polilria, sintoma classico de diabetes mellitus
descompensado, diminuindo a glicemia. A descoberta de que a erva era rica em guanidina
levou a introducdo de varias drogas hipoglicemiantes derivadas deste composto na década
de 1920. (10, 20, 21). No entanto, devido ao surgimento e ampla disponibilizacdo da
insulinoterapia, o potencial terapéutico desses primeiros agentes antidiabéticos foi
praticamente ignorado até o final da década de 50, quando trés biguanidas foram relatadas:
metformina, fenformina e buformina (10).

Enguanto as duas primeiras foram introduzidas no mercado europeu em 1957, a
buformina foi lancada no ano seguinte, mas recebeu uso limitado em poucos paises. A
fenformina, por sua vez foi retirada de circulagdao no inicio dos anos 70 devido a alta
incidéncia de acidose lactica e risco de morte, deixando a metformina como a principal
biguanida antidiabética disponivel no mercado (10, 19).

Desde entdo, a metformina é o hipoglicemiante oral mais amplamente prescrito,
classificado ainda hoje como “sensibilizador de insulina” no manejo terapéutico do diabetes
tipo 2 (22). Entre os antidiabéticos orais, de modo usual, é a primeira escolha no tratamento
do individuo obeso com DM2 (11). Provém da unido de duas moléculas de guanidina (Fig. 3)
com a eliminacdo do amodnio e é conhecida quimicamente como monocloridrato de 1,1-
dimetilbiguanida (Fig. 4). A substituicdo de dois atomos de hidrogénio por grupos metil
aumenta a estabilidade metabdlica do farmaco, evitando-se a formacdo de compostos
potencialmente perigosos para o organismo (23).

Apds administracdo oral, a metformina é lenta e predominantemente absorvida
no intestino delgado. Sua biodisponibilidade foi estimada em aproximadamente 50-60%,

com uma meia-vida plasmatica de 1,5 a 4h variando de modo intra e interpessoal (24).
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A ampla utilizagao do farmaco estd associada nao apenas a um risco muito baixo
de acidose metabdlica (~ 3-10 por 100.000 pacientes por ano), como também a progndsticos
cardiovasculares favordveis (25, 26), diminuindo os indices de infarto do miocardio e
acidente vascular cerebral (27), por exemplo, além de ter baixo custo no mercado (pela
auséncia de patente) e poucas contraindicacdes, a mais comum delas, insuficiéncia renal
(creatinina sérica > 1,4 mg/dL) (10, 22). No Brasil, sua prescri¢do é ainda mais favorecida por
se tratar de um medicamento gratuitamente fornecido pelo Sistema Unico de Satde.

A metformina é considerada também uma droga bem tolerada. Os efeitos
adversos mais frequentes (10 a 30% dos pacientes) sdo gastrointestinais, como ndusea,
diarreia, desconforto abdominal, disgeusia e anorexia, o Ultimo sendo desejdvel em regimes
de emagrecimento. No entanto, os efeitos colaterais ocorrem com mais frequéncia durante
o inicio da terapia e se resolvem espontaneamente na maioria casos. Raramente também,
pode haver diminuicdo da absorcdo da vitamina B12 e acido félico, levando a alteracdes
hematoldgicas (10, 11, 22, 28).

Porém, apesar de décadas de sucesso no uso clinico para o tratamento do DM2,
bem como do avanco em técnicas bioquimicas e moleculares, os mecanismos de acdo 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).



25

Figura 3 — Estrutura quimica 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 quimica 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).

N3do obstante o figado seja historicamente o 6rgdo alvo mais estudado na acdo
da metformina, hd dados in vitro sugerindo que a droga atua junto a uma variedade de
orgdos e tecidos afetados pela resisténcia a insulina e hiperisulinemia, inibindo a lipdlise no
tecido adiposo, o que reduz os acidos graxos livres circulantes e diminui a producdo de VLDL,
estimulando a captacao de glicose e a sintese de glicogénio por aumentar a sensibilidade a

insulina nos musculos esqueléticos e atuando também no endotélio e ovérios (21, 29, 30).

Metformina e figado

A metformina reduz a produgdo hepdtica de glicose (PHG) em até 75% em
pacientes com DM2 (19), no entanto, no figado, seus efeitos sobre a glicogendlise e a

neoglicogénese continuam controversos. Enquanto alguns estudos indicam que o farmaco
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atua principalmente reduzindo as taxas de neoglicogénese (31); outros afirmam que as taxas
de glicogendlise é que sdao impactadas (14, 32).

O primeiro mecanismo identificado para a supressdao aguda da neoglicogénese
hepatica, em meados dos anos 50, foi a inibicdo do complexo | da cadeia respiratéria
mitocondrial (NADH: ubiquinona oxiredutase), que indiretamente ativa a quinase ativada
por AMP (AMPK) através de uma diminuicao da carga energética intracelular (aumento na
relacdo [AMP]:[ADP] e/ou [ADP]:[ATP] (33-35). Posteriormente, descobriu-se que a ativacdo
da AMPK pode decorrer também por um mecanismo direto, através de sua enzima
precursora, LKB1, levando ambas as vias, direta e indireta, a redugao da transcricdao de genes
neoglicogénicos (34, 36, 37) e lipogénicos e a inibicdo 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 concentracdes em milimolares de
metformina mostrando reducdo substancial da neoglicogénese e de ATP intracelular sao
agora repensados quanto a sua relevancia, uma vez que na terapia antidiabética, a
concentragdo plasmatica da droga encontra-se em niveis micromolares, além de nao ser
observada substancial diminui¢ao nos niveis celulares de ATP (38, 39).

Outros efeitos da metformina no figado também tem sido descritos, como a
diminuicdo de substratos hepaticos para a reacdo em cadeia da neoglicogénese, a
aumentada fosforilacdo do receptor de insulina bem como de seus substratos (IRS1 e 2) nos
hepatdcitos, o que favorece a sensibilidade ao hormonio (40-45), a supressdo da atividade
da adenilato ciclase, prejudicando a sinalizacdo do glucagon e, mais recentemente, a inibicdo
da enzima glicerolfosfato desidrogenase mitocondrial (mGPD) (19), resultando em um
estado redox hepatocelular alterado, conversao reduzida de lactato e glicerol em glicose e
diminuicdo da neoglicogénese hepatica (46).

Sabe-se ainda que a metformina estimula a utilizacdo de glicose pelo figado e a
glicdlise por ativar enzimas como a hexoquinase e a piruvato quinase (41-45, 47, 48). No
entanto, face ao exposto, embora vias hepaticas cldssicas sobre seus possiveis mecanismos
de acdo ainda sejam mais exploradas, e, portanto, mais conhecidas em estudos pré-clinicos,
ha lacunas na maioria delas. Os mecanismos pelos quais a metformina melhora o controle
glicémico no DM2 sdo, portanto, complexos e ainda pouco elucidados (19).

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

no metabolismo da glicose ao estado glicémico inicial. Segundo Mccreight et al., o farmaco
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aumenta o clearence da glicose, o que resulta em aumento da PHG no individuo saudavel e
contrasta com a redugao desta via metabdlica em diabéticos com mau controle da glicemia
(49). Em concordancia, embora estudos demonstrem reduc¢des consideraveis na PHG (15-
25%) apds tratamento com metformina em individuos com mau controle glicémico (14, 15,
50), este ndo foi um achado consistente (51). Na verdade, a droga apenas reduz a PHG
marginalmente (~ 5%) e ndo em uma extensdo que possa explicar a diminuigdo

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
glicémica e as agbes pleiotropicas da metformina em varios de seus érgdos, atualmente o
intestino tem tido papel de destaque nesse contexto, representando tdo importante sitio de
acdo quanto o figado no manejo do DM2. Sabe-se, inclusive que enquanto a metformina se
acumula no ultimo em concentragdes até 10 vezes maiores que no plasma (54), na mucosa
do intestino delgado esse acumulo é 300 vezes superior (55). A importancia das acdes
gastrointestinais da metformina é refletida também pelo fato de que a redugao da glicemia é
substancialmente mais efetiva apés sua administracdo oral do que intravenosa, apesar de
ambas as vias atingirem concentragdes plasmaticas comparaveis (56).

Tanto em roedores quanto em humanos, tem-se demonstrado que a metformina
induz consistentemente o aumento das concentracbes plasmaticas de GLP-1, que como ja
em parte mencionado, possui a capacidade de melhorar a glicemia em diabéticos tipo 2
através de agbes diversas, incluindo efeitos sobre as sinalizagdes da insulina e do glucagon
dependentes de glicose, inibindo a neoglicogénese hepatica, diminuindo a ingestao
alimentar e retardando o esvaziamento gastrico (57), o que representaria mecanismo
adicional para diminuir a glicemia pds-prandial (58). Diferentemente de inibidores de DPP-4,
gue elevam os niveis plasmaticos de GLP-1 principalmente por impedir sua degradacdo (57),
o aumento desse hormoénio apds administracdo de metformina é claramente um reflexo do
estimulo a secrecdo do mesmo (59, 60). Além disso, existem evidéncias pré-clinicas de que a
metformina pode melhorar a expressdo do receptor de GLP-1 nas células B pancreaticas

através de uma acdo direta no PPAR-q, potencializando nelas a sinalizacdo do hormonio (61).
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Importante ressaltar que o GLP-1 é sintetizado pelas células L enteroendécrinas
localizadas predominantemente no ileo e célon (62), portanto, o intestino distal pode ser
mais relevante para o efeito terapéutico de metformina, embora aproximadamente 50% do
farmaco seja absorvido no intestino proximal (63). Este conceito é apoiado pela observagao
de que o tratamento de 12 semanas com metformina de liberagdo lenta, com uma
biodisponibilidade sistémica muito menor e, portanto, maior exposi¢ao no intestino distal do
que a metformina de liberacdo imediata e prolongada, resulta em uma melhora mais
importante na glicemia de jejum do que as duas ultimas formulagées promovem (64). Além
disso, o controle glicémico mais eficaz com liberacdo tardia da metformina em pacientes
com diabetes tipo 2 foi associado ao aumento da secre¢cdo de GLP-1 em jejum e pods-
prandial, bem como do peptideo YY, de fungao anorexigénica (65).

Outra acdo gastrintestinal da metformina se refere a inibicdo da reabsorcdo de
acidos biliares pelo sistema porta. Esse efeito, comum as biguanidas em geral, é reconhecido
desde a década de 1970 (66) e atribuivel a supressdo do transporte ativo nos enterdcitos do
ileo (66, 67). O resultante aumento da concentracdao de acidos biliares no intestino e da
consequente excrecdo fecal favorece a sintese dos mesmos a partir do colesterol, reduzindo,
portanto a colesterolemia (68, 69). Por outro lado, existem agora evidéncias convincentes de
gue os acidos biliares podem, per se, funcionar como moléculas sinalizadoras na regula¢ao
da homeostase glicémica (70). Sabe-se, por exemplo, que pacientes com colecistectomia
prévia ndo secretam substancialmente bile apds as refeicbes e exibem glicemias pos-
prandiais superiores as de individuos controles (71). Consoante a isso, o fluxo desviado da
bile tem sido sugerido como um mecanismo pelo qual a cirurgia de bypass gastrico melhora
o DM2, estimulando como consequéncia da sinalizacdo intracelular de acidos biliares a
secrecdo de GLP-1 e insulina, por exemplo (72-74).

Nesse contexto, os acidos biliares sdo ligantes do receptor nuclear FXR e do
receptor de membrana TGR5, ambos expressos abundantemente no intestino, figado,
musculo esquelético e pancreas (70). Estudos pré-clinicos in vitro e in vivo demonstraram
gue a ativacdo do FXR melhora a tolerancia a glicose aumentando a sintese de glicogénio e a
sensibilidade a insulina e inibindo a neoglicogénese (75) e que TGR5, expresso em células L
enteroenddcrinas no intestino delgado e grosso, quando ativado, estimula a secrecdo de

GLP-1(76).
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Duca et al. demonstraram que a infusdo intraduodenal de metformina aumentou
neste local a fosforilagdo da AMPK, molécula chave para sua agao hipoglicemiante, e reduziu
a PHG em um modelo de resisténcia a insulina induzida por dieta hiperlipidica. Em
contrapartida, a inibicdo molecular e quimica 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 lisossomica via PEN2, mas apenas PEN2 nocaute especifico do
intestino prejudica os efeitos redutores da glicemia via metformina (78).

Muitos estudos tem avaliado o efeito da metformina na absorgao intestinal de
glicose. Enquanto a droga in vitro pode reduzir a produgao de ATP pelos enterdcitos, levando
a reducdo da atividade de cotransportadores de glicose dependentes de sédio tipo 1
(SGLT1), hd um aumento na expressdao de GLUT2 na borda em escova do jejuno de ratos,
através da ativacdo de AMPK (79). Em ratos, a administracdo de metformina em dose
terapéutica (125 mg/Kg, duas vezes ao dia) por trés dias foi associada ao aumento de SGLT1
no duodeno e jejuno e GLUT5 apenas no jejuno, mas ndo de GLUT2 ao longo do intestino
delgado (80). Por outro lado, em pacientes com DM2, a administracdo de metformina (850
mg duas vezes ao dia) por 4 ou 7 dias diminuiu modestamente a absorgcao de glicose no
intestino delgado, embora ainda ndo esteja claro se esse efeito esta relacionado a atividade
ou expressao 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 captagdo, a partir da circulagdo
mesentérica, do radiofarmaco 8F-fluordeoxiglicose (*8F-FDG), um andlogo radioativo de
glicose administrado intravenosamente em exames de PET/CT para imagens funcionais de
orgdos e tecidos (82). O aumento da captacdo intestinal de '8F-FDG induzido pela
metformina indica uma atividade metabdlica mais intensa nos enterdcitos e, embora seja
um fendmeno conhecido ha décadas em Medicina Nuclear, até hoje nenhuma justificativa
foi fornecida com convicgdo. Gontier et al. (82) relataram que se trata tipicamente de uma
captacdo intensa e difusa, o que pode mascarar lesGes intestinais malignas e levar a
resultados falso-negativos. Por esta razdo, pacientes que consomem metformina sdo
orientados a suspender o uso por 48 horas antes da realizacdo de exames PET/CT (83).

Estudos recentes mudaram o paradigma na etiopatogénese e progressao de
disturbios metabdlicos, 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),
aquisicdo de nutrientes, protecao contra patégenos, promogao da maturagdo 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 observacdes estabelecem o novo conceito de que
a metformina pode exercer efeitos metabdlicos benéficos pela interacdo com a microbiota
intestinal e é o Unico medicamento antidiabético até agora reconhecido por essa capacidade
(91). No entanto, ainda nao esta claro de que forma isso ocorre, devido aos resultados
inconclusivos dos estudos. (92)

Face ao exposto, com o reconhecimento crescente de que a regulacdo da funcdo
gastrointestinal é essencial para a homeostase glicémica, uma propor¢do consideravel dos
beneficios metabdlicos da metformina talvez possa ser atribuida aos seus efeitos neste
sistema, tanto na absorcdo e utilizacdo intestinal de glicose, bem como em varios novos

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

Sao crescentes as evidéncias pré-clinicas e clinicas apontando para uma
importante contribuicdo do trato gastrointestinal na acao antidiabética da metformina, que
embora seja o farmaco mais amplamente prescrito no mundo no combate ao DM2, atua
através de mecanismos ainda pouco compreendidos, sobretudo em érgaos alvo diferentes
do figado.

Os estudos envolvendo a droga sao controversos, em sua maioria realizados com
altas doses em cultura de células ou doses varidveis em modelos animais, incondizentes
muitas vezes com a posologia empregada na pratica clinica. Além disso, contesta-se a
influéncia da metformina sobre a PHG na dependéncia dos niveis glicémicos, estimulando-a
ou inibindo-a, ao mesmo tempo em que é consistente e inquestionavel a demonstracdo em
humanos de que a droga aumenta a captagao intestinal de glicose.

Deste modo, para reconciliar tais questionamentos e possiveis acdes
farmacoldgicas, julgamos essencial a investigacdo dos mecanismos de acdao da metformina,
refinando os alvos terapéuticos deste medicamento, o que implicard num conhecimento
mais profundo das vias metabdlicas envolvidas, além de descortinar novas possibilidades de

estudos de medicamentos enterais para o tratamento de doencgas metabdlicas.
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3. OBJETIVOS

3.1. Geral

O principal objetivo do presente trabalho é investigar os efeitos da metformina
sobre a captacdo intestinal de glicose e o consequente impacto sobre a PHG, que
contribuiriam para a diminuicdo da glicemia induzida pelo farmaco e caracterizariam um
novo possivel mecanismo de agdo, relacionado, portanto, a um crosstalk metabdlico entre

intestino e figado, nunca antes descrito com essa finalidade terapéutica.

3.2. Especificos

3.2.1. Avaliar os efeitos in loco da metformina sobre a expressdo de
transportadores de glicose e o metabolismo glicolitico de enterdcitos de ileo e célon através
de cultura de células, andlises histoldgicas, metabolomicas, cromatogréficas, eletroforéticas

e imagens funcionais de PET/CT com 8F-FDG.

3.2.2. Investigar a acao da metformina na modulagdo da cascata de sinalizagdo
intracelular referente a neoglicogénese hepatica através da quantificacdo da expressdo e/ou

fosforilacdo de proteinas 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 Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Estadual de Campinas
(CEUA/UNICAMP), através dos pareceres consubstanciados nimero 4437-1 A e B (ANEXO 1).
Camundongos machos Swiss, C57BL6/) e B6.129-Prkaa2tm1.1Vio/Orl (AMPK alpha2 KO) e
ratos machos Wistar foram fornecidos com 8 semanas de vida pelo Centro Multidisciplinar
para Investigacdo Bioldgica na Area da Ciéncia em Animais de Laboratério (CEMIB) da
Universidade Estadual de Campinas — Unicamp (Campinas, Brasil). Foram mantidos em
biotério, sob condicdes livres de patdgenos especificos em regime de ciclos de 12h escuro,
12h claro, temperatura ambiente de 21°C (+2°C), umidade 40 a 60%, com acesso a comida e
agua ad libitum e submetidos a dieta hiperlipidica (55% de calorias derivadas de gordura,
29% de carboidratos e 16% de proteinas — apéndice 1) por 8 semanas para induzir obesidade,

resisténcia a insulina e intolerancia a glicose (grupos HFD) ou a racdo padrao (grupos CTL).

Humanos

Este projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Estadual de Campinas (CEP/UNICAMP), através do parecer consubstanciado
numero 4.484.871 (ANEXO 2), e estd inscrito na Plataforma Brasil sob o registro CAAE
38906820.9.0000.5404.

4.2. Protocolo de Administragao de Metformina

Animais

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

principio 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 diluida na dgua 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 area de
superficie corporal (93) e, portanto a uma dose final de 2,5g por dia. Além disso, 2 horas
antes de todos os experimentos, o farmaco 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 a concentracdo plasmatica em humanos fazendo uso de 2g/dia
de metformina.

Os animais submetidos a ambos os tratamentos integraram o grupo MET,
enguanto aqueles que receberam apenas uma solucdo veiculo (agua), pelas mesmas vias de

administragdao, compuseram o grupo HFD.

Ratos

A metformina foi diluida na dgua do bebedouro por 10 dias e 2 horas antes de
todos os experimentos o farmaco 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 solugdo veiculo (dgua).

Humanos

Pacientes

Utilizavam o principio ativo cloridrato de metformina presente nas variadas

apresentag¢des comerciais.

Voluntdrios
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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 apds o café da manha e 1g apds o jantar),

por 5 dias consecutivos.

4.3. PET/CT ¥F-FDG (Tomografia por emissdo de pdsitrons associada a tomografia

computadorizada com *8F-Fluordesoxiglicose)

Humanos

Pacientes

Os dados referentes a analise das imagens de PET/CT adquiridas em pacientes
foram coletados a partir do banco de dados do Servico de Medicina Nuclear do Hospital de
Clinicas da Unicamp. Individuos do grupo controle estavam sob medicacdo por suas
respectivas morbidades, mas nenhum tomava metformina (grupo CTL). Os diabéticos em
uso de outros hipoglicemiantes orais que ndao metformina integraram o grupo DM e
pacientes em uso de metformina que também utilizavam medicacdo para suas respectivas
doencgas compuseram o grupo MET. O radiofdrmaco ¥F-FDG foi injetado em uma veia do
braco dos pacientes que se encontravam em jejum minimo de 6 horas. Para cada um, a
dose de ¥F-FDG (na unidade mCi) foi calculada utilizando-se o peso (Kg) multiplicado por

0,12 (mCi/Kg).
Voluntdrios

Apods 5 dias de utilizagdo de metformina (2g/dia), os participantes voluntarios
deste trabalho compareceram ao Servico de Medicina Nuclear para a realizagdo do exame
PET/CT. A injecdo do radiofdrmaco 8F-FDG seguiu as mesmas etapas acima descritas. Todos
os voluntarios assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido, aprovado pelo

Comité de Etica 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 injegdo
precisa de 8F-FDG e aquisicdo de imagens, os camundongos foram anestesiados por meio
de injegdo intraperitoneal de Cetamina (100 mg/Kg) e Xilazina (10 mg/Kg). 37MBq (1 mCi) de

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

Método

A atividade radioativa foi medida antes e apds a administragdo intravenosa do
radiofdrmaco para verificar a dose liquida administrada. Sessenta minutos apds a injecdo de
8F-FDG, cada paciente ou animal foi submetido a imagens de PET/CT (respectivamente, em
decubito 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 correcdo de atenuagdo. As condicdes de
aquisicao de CT para os animais foram definidas para 70 kV, 155 mA e espessura de corte de
0,5 mm. Um unico bed foi escaneado por 15 minutos da cabeca a cauda. O modelo de

reconstrucdo tridimensional usado para andlise foi: OSEM 3D com 24 subsets e 2 iteracoes.

Os parametros de aquisicdo para humanos foram definidos para 120-140 kV,
120 mA e espessura de corte de 2.1 mm. Beds em numero varidvel (a depender do
protocolo de exame utilizado) foram adquiridos por 1,5 minutos. O modelo de reconstrucao

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

As imagens PET e CT de humanos e animais foram entdao fundidas através do
software True D (Siemens). As regides de interesse (ROIl) foram tracadas pelo método
semiquantitativo (Isocontour), determinando a captacdo maxima de *¥F-FDG (SUVmax - valor
padronizado de captagdo) no intestino e em outros tecidos. SUV é definido como (A*W)/Ain;,
onde A (Bg/mL) é a radioatividade medida em um ROI, W (g) é o peso do paciente ou animal
e Ainj (Bq) é a atividade do 8F-FDG injetado. O SUVmax € mais preciso para estimar o

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

4.4, Ensaios
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Teste de Tolerdncia a Glicose (GTT)

Os testes de tolerancia a 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
apos 15, 30, 45, 60, 90 e 120 min da administragdo intraperitoneal (IP) de solugdo de glicose

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

Teste de Tolerdncia ao Piruvato (PTT)

Para o teste de tolerdncia ao piruvato, como medida indireta da producdo de
glicose hepatica, os camundongos ficaram em jejum overnight por 12 horas seguido de
injecdo IP de solucdo de piruvato de sédio (ReagentPlus®, Sigma-Aldrich — cddigo 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 pds-injegao (94).

Teste de tolerdncia ao glicerol (GlyTT)

Para o teste de tolerancia ao glicerol, camundongos em jejum overnight de 12
horas receberam uma injecdo 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 pés-injecao.

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

mensurados por meio de glicosimetro 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 litio com cdlcio
balanceado (proporg¢do de 50 Ul por mL de sangue — linha BD A-Line) através do analisador

de gases sanguineos Radiometro ABL800 FLEX.

ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)

A concentracdo da enzima piruvato carboxilase foi determinada em amostras de
figado de camundongos e ratos por ensaio de imunoabsor¢do enzimdtica seguindo as

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

Em jejum de 12 horas, os animais foram anestesiados por injecdo IP de cetamina
(100 mg/Kg) e xilazina (10 mg/Kg). Apds 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 especificas
para andlise de gasometria. Em seguida, foram extraidos fragmentos do figado, célon e o
terco final do ileo, os quais foram processados, conforme descrito abaixo, para as técnicas

de immunoblotting e PCR.

4.6. Proteinas totais para imunoprecipitacdo e immunoblotting

Para a obtencdo de proteinas totais, fragmentos do figado, célon e ileo foram
mantidos em gelo e homogeneizados em solugdo de extragdo (Triton X-100 1%, Tris-HCI 100
mM (pH= 7,4), fluoreto de sdédio 100 mM, acido tilenodiamino tetra-acético (EDTA) 10 mM,
ortovanadato de sédio 10 mM, fluoreto de fenilmetanossulfonila 2 mM e aprotinina 0,1
mg/mL) com o auxilio de Politron. Seguiram-se entdo duas etapas de centrifuga¢do (11.000
RPM por 40 min e 11.000 RPM por 20 min, ambas a 4°C) para obtenc¢do do sobrenadante
contendo o extrato total de proteinas. A quantificacdo de proteinas foi realizada pelo
método do acido bicinconinico (BCA). Apds a leitura de cada amostra a 562 nm, foi
determinada a média da triplicata da absorbancia e calculada a concentracdo de proteina de
cada amostra pela equacgdo polinomial de segundo grau obtida pelas dosagens dos padrdes
de proteina. As amostras destinadas a técnica de Immunoblotting, foi adicionado o tamp3o
Laemmli contendo fosfato de sédio 20 mM pH 7, glicerol 50%, dodecil sulfato de sédio 10%,
azul de bromofenol 0,1% e ditiotreitol 1M. Seguiu-se o aquecimento a 100°C por 5 minutos e
80ug de proteinas totais foram utilizadas para posterior realizacdo de immunoblotting,

descrito abaixo.

4.7. Imunoprecipitagao
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Utilizando 1.000 pg de proteinas totais, procedemos a incubag¢do com anticorpos
especificos para imunoprecipitagcdo, mantida no periodo noturno a 4 °C, em agitagdo. No dia
seguinte foi adicionada a proteina A (Protein A Sepharose™ GMB, GE Healthcare) e nova
incubagdo a 4 °C por 2 horas. Foi entdo realizada centrifugacdo para obtencdo do pellet
composto pela proteina A Sepharose e o complexo anticorpo e proteina. Realizamos
sucessivas lavagens com tampao de lavagem do imunoprecipitado (EDTA 1 M, Trizma® 100
mM, ortovanadato de sddio 2mM, Triton 0,5%, aferido para o volume final com H,O
deionizada) até obtencdo do pellet final. A cada pellet foi adicionada solu¢do Laemmli
(fosfato de sdédio 10mM pH 7, glicerol 25%, dodecil sulfato de sédio 5%, azul de bromofenol
0,05% e ditiotreitol 1M) e 20uL foram utilizados para posterior realizacdo de

immunoblotting, descrito abaixo.

4.8. Analise de proteinas por immunoblotting

As amostras de extrato total bem como as amostras provenientes da
imunoprecipitacdao foram submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida-dodecil sulfato
de sddio (SDS-PAGE). Em todos os casos, o gel de poliacrilamida (8 a 15 %, de acordo com o
peso molecular de cada proteina 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 tampdo 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 proteinas separadas
foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose, utilizando-se o equipamento de
eletrotransferéncia do minigel da Bio-Rad©, com tampao de transferéncia (Tris 25 mM,
glicina 190 mM e metanol 20%), mantido em voltagem constante de 120 V por 1,5 h. Apds,
as membranas foram incubadas em agitacao por 1h em solucdo de bloqueio contendo BSA a
5%, a temperatura ambiente. Em seguida, realizou-se a incubacdo overnight com o anticorpo
primario, a 4°C, sob agita¢do continua. No dia seguinte, as membranas foram lavadas trés
vezes em solucdo basal de pH 7.4 (NaCl 270 mM, KCI 5,4 mM, NazKPOs *2H,0 14 mM,
KH2PO4 3,5 mM e Tween 20 0,1%) e incubadas com o anticorpo secunddrio especifico em
solugdo de BSA 3%, por 1,5h, a temperatura ambiente. Para remover o excesso de anticorpo

secundario, as membranas foram lavadas trés vezes em solucdo basal (pH 7.4). Por fim,
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realizou-se a imunodeteccdo por meio do método de quimioluminescéncia de acordo com as
instrucdes 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 primdrios e secundarios utilizados nas técnicas de

imunoprecipitagdo e immunoblotting estdao descritos na Tabela 1.

Tabela 1. Anticorpos primarios e secundarios utilizados nas técnicas de imunoprecipitacdo e
immunoblotting.

Proteina Referéncia  Fabricante IgG Diluicao
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 -

ab150073 Thermo Fisher Scientific, Inc - 1:100
AlexaFluor® 488
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 ileo e célon 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 Unica foi sintetizado usando a transcriptase reversa SuperScript Il conforme
descrito no protocolo do fabricante (Invitrogen Corp.). PCR quantitativo foi executado para
determinar as expressdes de GLUT1, GLUT2 e ATF4 em cada fragao de tecido e GLUT1 e ATF4
em células CaCo2. A deteccdo em tempo real da amplificacdo foi realizada em um Sistema
de PCR QuantStudio™ (biossistemas aplicados) usando TagMan™ Gene Expression Master
Mix 2x (Applied Biosystems) e Tagman Assay (Applied Biosystems). As condi¢Ges 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 reagao.

Utilizaram-se as seguintes sondas para tecidos animais: GLUT1- Slc2al
(MmO00441480_m1), GLUT2 - Slc2a2 (Mm00446229_m1) e ATF4-Atf4 (Mm00515325_g). As
expressdes de GAPDH (4352339E) e B-actina-ACTB (4352341E) ou B2M (Mm00437762_m1)
foram usadas como controle endégeno e amostras de camundongos controle como
calibradores.

Empregaram-se 100 ng de cada amostra de cDNA na reagdo com as seguintes
sondas para células CaCo2: SLC2A1 (Hs00892681_m1l) e ATF4 (Hs00900959 gl).
Consideraram-se as expressdes de GAPDH (4333764T), ACTB (4333762T) ou B2M
(HS00187842_m1) como controle enddégeno e amostras de células CaCo2 controle como
calibradores.

"No Template Control" negativo também foi incluido para cada par de primers.
Trés réplicas foram executadas na mesma placa para cada amostra.

Para determinar a expressao relativa de glutl, glut2 e atf4 em relagcdo aos
controles, recorremos ao software da Applied Biosystems® (CA, EUA). A expressdo génica foi
calculada através de 2°2¢T, no qual o valor de ACT é a diferenca entre o valor do ciclo
threshold (ct) do gene alvo e o valor ct do gene housekeeping (Gapdh, Actb ou B2m). Os

resultados sdo, portanto, informados como valores de expressao relativos.
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4.10. Microscopia confocal

Apds jejum de 12 horas, os animais foram anestesiados por injegao 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 entdo, ileo e
cdlon foram separados dos demais segmentos. Essas porcdes foram abertas
longitudinalmente e o conteddo fecal cuidadosamente removido. Em seguida, cada
segmento foi enrolado, com a mucosa voltada para fora, com o auxilio de um palito de
madeira (técnica de swiss-roll (96)). Finalmente, esses tecidos foram cuidadosamente
imersos em solucdo de paraformaldeido 4% por 24 horas.

Apods a fixacdo, os palitos de madeira foram retirados e os tecidos enrolados
posicionados em cassetes histoldgicos, lavados em dgua corrente por 1 hora e armazenados
em alcool 70°. O material foi desidratado em solugdes com concentragao crescente de alcool
(80%, 90%, 95% e 100%), diafanizado em xilol e embebido em paraplast (Sigma-Aldrich®)
para a formacdo dos blocos.

Seccionaram-se os blocos em cortes histoldgicos de 5um de espessura, 0s quais
foram posicionados em laminas previamente tratadas com solugao de triethoxyl-silane
(Sigma-Aldrich®) que foram levadas a estufa a 60°C por 12 horas.

Para a realizacdo da técnica de imunofluorescéncia, as laminas contendo os
cortes histologicos foram desparafinizadas (banhos de xilol e dlcool-xilol), hidratadas
(banhos em solugGes com concentracdao decrescente de dlcool e dgua destilada) e imersas
em tampado fosfato de sédio 0,1M pH 7.4 (PBS). A recuperacdo antigénica foi realizada com
0,01 M de tampao citrato (pH 6,0) em panela de vapor por 30 minutos. Apds o resfriamento
do tampao citrato e a lavagem com PBS, as laminas foram bloqueadas por 1 hora com
solugdao 3% de soro anti-donkey e 3% de soro de albumina bovina em PBS, a temperatura
ambiente. Em seguida, encubaram-se as laminas overnight, a 4°C com anticorpo primario
anti-GLUT2 (Santa Cruz Biotechnology, CA; sc-9117; rabbit), na diluicdo de 1:50. Apds 2h de
incubacdo com o anticorpo secunddario especifico (Abcam; ab150073; AlexaFluor- 488 donkey
anti-rabbit, diluicdo 1:100), a temperatura ambiente, as laminas 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 1) no Laboratdrio Central de Tecnologias de Alto Desempenho em Ciéncias da
Vida (LaCTAD), da Universidade Estadual de Campinas. Nenhuma imunorreatividade foi

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

4.11. Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) - Espectroscopia de H e 3C péds-inje¢do de

13C-piruvato

Administragédo de 3C-piruvato e extragéo dos tecidos

Camundongos dos grupos MET e HFD em jejum overnight de 12 horas receberam
uma injecdo IP de '3C-piruvato (490709, Sigma-Aldrich; 250mg/mL PBS — pH 7,4) na dose
de 1 g/Kg de peso corporal. Apds 1h, os animais foram anestesiados por injecdo 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

extraidos fragmentos do figado, cdlon e o terco final do ileo.

Preparagdo de amostras e aquisi¢do de espectros

As amostras de tecido foram lavadas com solugdo salina fria (0,9% NacCl),
imediatamente pulverizadas sob nitrogénio liquido e mantidas no freezer a -80°C até a
analise por RMN. Amostras de tecidos em pd foram adicionadas a uma solugao fria de
metanol/cloroférmio (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 solugdo fria de cloroférmio/agua deionizada (1:1 v/v, total de 0,5 mL) foi entdo
adicionada as amostras, as quais foram rapidamente agitadas em vértex e centrifugadas a
3,1 x 103 G por 20 min a 4 °C. A fase superior foi coletada e seca em um concentrador a
vacuo (miVac Duo Concentrator, GeneVac, Reino Unido). A fase sdlida restante foi reidratada
em 0,6 mL de tampdo fosfato contendo D,O (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 aquisi¢cdo imediata.

Os espectros *H-NMR foram adquiridos usando um espectrémetro Varian Inova®
(Agilent Technologies Inc., Santa Clara, CA, EUA) equipado com uma sonda fria de
ressonancia tripla e operando a uma frequéncia de ressonancia 'H de 600 MHz. A aquisi¢c3o

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 radiofrequéncia (RF) de pré-saturagdo continua de agua foi
aplicado para eliminar o sinal de dgua residual, bem como para a relaxacdo dos spins

nucleares das moléculas de interesse.

Quantificagdo de metabdlitos

Os metabdlitos foram processados e quantificados usando o software NMR Suite
versdo 8.1 (Chenomx Inc™, Edmonton, AB, Canada). O mddulo processador deste software
foi usado para ajustar as 3 corregdes de fase espectral e linha de base. Uma funcdo de
alargamento de linha de 0,5 Hz foi usada para reduzir o ruido do sinal e facilitar o ajuste dos
sinais dos metabdlitos nos picos espectrais. O sinal de dgua foi suprimido e os espectros
foram calibrados usando o sinal de referéncia do TMSP-d4 0,5 mM. Os espectros foram
transferidos individualmente para o mdédulo Profiling deste software para determinar o perfil
metabolomico de cada grupo. Os metabdlitos foram identificados e suas concentracdes
determinadas. Os dados de concentracdo foram exportados para Excel® (Microsoft Office™

365) e normalizados quando necessario.

4.12. Cromatografia

Produtos quimicos e reagentes

Todos os solventes e reagentes utilizados neste estudo eram de grau HPLC. A
agua foi purificada e deionizada pelo Sistema Milli-Q-UF (Millipore, Milford, MA) e utilizada
em todas as solugbes aquosas. Acetonitrila, cloridrato de metformina 97%, acetato de
amonio, hidroxido de amonio, coluna Microcon YM-3 (Amicon Ultra 0,5 mL) com um filtro de
membrana de 3kDa e 4-(dimetilamino)piridina 99% (DMAP; padrdo interno - PI) foram
provenientes da Merck/Sigma-Aldrich (EUA). A fase moével utilizada no sistema HPLC foi
filtrada a vacuo através de um filtro de membrana de 0,45 um (Sartorius Stedim Biotech,

Gottingen, Alemanha).
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Amostras de soro e tecidos

Diferentes volumes de sangue foram coletados das veias cava e porta e
ventriculo esquerdo dos camundongos e imediatamente transferidos para microtubos secos.
Essas amostras foram centrifugadas a 3.500 RPM por 15 min a temperatura ambiente. Em

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

Amostras de tecido foram obtidas em diferentes intervalos apds a administracdo
de solugdo de metformina por via oral. Coragdo, pulmdes, pancreas, bago, musculo
gastrocnémio, rim esquerdo, parte do lobo frontal do cérebro, porcao distal do ileo, célon,
figado e tecido adiposo epididimal foram extraidos. As amostras foram pesadas e
armazenadas em microtubos estéreis a -80 °C e, posteriormente, mantidas em gelo para seu
processamento. Beads metdlicas foram adicionadas aos tecidos extraidos e os microtubos
submetidos a agitacdo no TissuelLyser até que todo o conteldo estivesse em suspensdo. As

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

Andlise por HPLC

De acordo com a Tabela 2, todos os parametros foram estabelecidos para a
analise por HPLC e se iniciaram as aquisicdes. A analise cromatografica foi baseada na

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

A seletividade e especificidade para metformina e DMAP foram indicadas pela
resolucdo nitida e simétrica dos picos, bem como pela auséncia de picos interferentes
significativos das matrizes bioldgicas. Outras evidéncias de melhorias na eficiéncia
cromatografica foram indicadas por uma reducdo no tempo de corrida cromatografica de 8

min para tempos de retencado respectivos de 3,25 e 4,40 min para metformina e PI.
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Tabela 2. Condig¢Ges e parametros utilizados para andlises 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 quaterndria, gerenciador de amostras e desgaseificador

Detector

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

Controle de sistema,
aquisicdo de dados e processamento

Software de cromatografia Waters Empower 2002.

Coluna

XSelect CSH™ Fluorofenil

(150 x 4,6 mm; tamanho de particula de 3,5 um)

Waters

Guarda de coluna

XSelect CSH™ Fluorofenil

(20 x 4,6 mm; tamanho de particula de 3,5 um) Waters

Fase movel

Solvente A- Acetonitrila

Solvente B- acetato de amonio 0,010 M, pH 7,6

CondigOes isocraticas

Tempo de corrida (min) 8

A (%) 47.8

B (%) 52.2
Fluxo 1 mL/min
Volume de injecao 25 uL
Temperatura 30°C

Deteccdo de metformina e DMAP

UV a233e280nm
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Preparacgdo de solu¢oes estoque, padroes de calibragGo e amostras biologicas

Solucdes estoques de metformina e do padrao interno DMAP foram preparadas
em tampao de acetato de amodnio (10 mM, pH 7,6) para produzir concentragdes finais de 10
mM. Os padrdes de calibracdo foram preparados por diluicdo seriada (500, 250, 100, 50, 25,
10 e 2,50 uM) em plasma a partir de solu¢dao de metformina 10 mM. Além disso, a solugao
estoque do PI foi diluida a uma concentracao de trabalho de 50 uM.

Para a quantificagcdo dos niveis de metformina em padrdes de calibragdo e em
amostras de plasma com concentracdo desconhecida, um volume de 50 uL de cada amostra
foi transferido para um microtubo (1,5 mL), seguido da adi¢do de 40 pL do Pl a 50 uM (para
produzir uma concentracdo final de 5 uM) e 310 puL do tampdo de acetato de amdnio (10
mM, pH 7,6). As misturas foram agitadas em vértex por 10 s e deixadas em banho
ultrassonico por 5 min. Para remover proteinas e impurezas insoluveis, 400 uL dos padrdes e
amostras de plasma passaram por um filtro de 3 KDa (Millipore Microcron YM3) lavado 5
vezes com agua antes do uso para remover o contetudo de glicerol da membrana. A filtracao
foi realizada por centrifugacdo a 14.000 RPM, 4°C por 20 minutos. A amostra filtrada foi seca
utilizando-se o sistema Speed Vac e entdao cada uma foi ressuspensa em 300 pL do tampao
de acetato de amonio (10 mM, pH 7,6) e misturada em vortex por 10 s. Posteriormente, um
volume de 120 pul foi transferido para vials e aliquotas de 25 uL dos extratos reconstituidos
foram injetadas no sistema HPLC-UV de fase reversa.

Para amostras de tecido homogeneizado, um volume de 200 L foi transferido
para um microtubo (1,5 mL), seguido da adicdo de 40uL do padrdo interno DMAP a 50uM
(para produzir uma concentracdo final de 5uM) e 560uL do tampdo de acetato de amoénio
(10mM, pH 7,6). As misturas foram agitadas em vértex por 10 s e deixadas em banho
ultrassénico por 5 min. A fim de remover proteinas e impurezas insolliveis, 500 pL das
amostras passaram por um filtro de 3kDa (Millipore Microcron YM3) enxaguado 5 vezes com
agua antes do uso para remover o conteudo de glicerol da membrana. As demais etapas
compreendem as mesmas descritas acima.

Graficos de calibracdo variando de 2,5 a 500 uM de metformina no plasma foram
plotados com base nas proporc¢des de area de pico de metformina para o padrao interno
DMAP (eixo Y) contra as respectivas concentracdes nominais de metformina (eixo X), usando

Excel versdo 2016. Em todas as calibracGes, as curvas deveriam ter um valor de correlagdo
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de pelo menos 0,998. A amostra de concentrac¢do zero (branco) foi utilizada para verificar a
pureza dos reagentes e a auséncia de outras substancias potencialmente interferentes, mas
ndo foi considerada para a andlise de regressao dos padrdes. A linearidade da curva de
calibracdo foi avaliada pelo coeficiente de correlagdo. A seletividade dos ensaios foi testada
pelo grau de separacdo do analito de interesse e de possiveis outros picos cromatograficos
de substancias interferentes presentes na matriz bioldgica. Os padrdes foram preparados em
triplicata para a corrida analitica. Amostras do branco também foram preparadas e injetadas

em sextuplicata.

4.13. Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) - Metabolomica

As amostras de tecido foram pulverizadas, submetidas aos protocolos de
extracdo de metabdlitos (metanol/cloroférmio) e preparadas para aquisicdo dos espectros
de RMN. Os espectros *H-NMR foram adquiridos a temperatura ambiente, utilizando o
equipamento de RMN de 600 MHz Agilent com sonda criogénica do Laboratdrio Nacional de
Biociéncias (LNBio) do CNPEM (Centro Nacional de Pesquisa em Energia e Materiais).
Seguiram-se o processamento e a analise dos mesmos utilizando-se o pacote Chenomx
(chenomx.com), que permite a obtencdo de dados sobre as identidades e concentra¢des de
pequenas moléculas presentes na amostra. Analises estatisticas preliminares foram

realizadas com o programa Prism 6.0.

Preparagdo de amostras e aquisi¢éio de espectros

As amostras de tecido foram lavadas com solugao salina gelada (0,9% NacCl),
imediatamente pulverizadas sob nitrogénio liquido e mantidas no freezer a -80°C até a
analise por RMN. Amostras de tecidos pulverizadas foram adicionadas a uma solucdo de
metanol/cloroférmio (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 solucao
de cloroférmio/4gua deionizada (1:1 v/v, total de 0,5 mL) foi entdo adicionada as amostras,
as quais foram rapidamente agitadas em vértex e centrifugadas a 3,1 x 103 G por 20 minutos

a 4 °C. A fase superior foi coletada e seca em um concentrador a vacuo (miVac Duo



49

Concentrator, GeneVac, Reino Unido). As amostras foram ressuspendidas em 0,6 mL de
tampao fosfato contendo D,0 (0,1 M, pH 7,4) e 0,5 mM de TMSPd4 e adicionadas a um tubo

de RMN de 5 mm para aquisicdo imediata.

Para a analise de perfil metaboldlico e determinagcdo das concentragdes de
metabdlitos utilizamos o Espectrédmetro Varian-Agilent Inova (Agilent Technologies Inc.™,
Santa Clara, EUA) do LNBio. Os espectros *H-NMR das amostras foram adquiridos utilizando
um Espectrometro de Ressonancia Magnética Nuclear equipado com sonda criogénica de
tripla ressonancia operando na frequéncia de 'H de 600 MHz e temperatura constante de
298K (25°C). Um total de 256 varreduras, dependendo da concentragdo dos metabdlitos,
foram coletadas com 32.000 pontos, tempo de aquisicdo 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 continuo de radiofrequéncia de pré-saturacdo de 3agua foi

aplicado.

Quantificagdo de metabdlitos

Os metabdlitos foram processados e quantificados usando o software NMR Suite
versdo 8.1 (Chenomx Inc™, Edmonton, AB, Canadda). O mdédulo processador deste software
foi utilizado para ajustar as correcdes de fase espectral e linha de base. Uma funcdo de
alargamento de linha de 0,5Hz foi usada para reduzir o ruido do sinal e facilitar o ajuste dos
sinais dos metabdlitos nos sinais espectrais. O sinal de 4gua foi suprimido e os espectros
foram calibrados utilizando-se o sinal de referéncia do TMSP-d4 como 0,5mM. Os espectros
foram transferidos individualmente para o mdédulo Profiling deste software para determinar
o perfil metabolomico de cada grupo. Os metabdlitos foram identificados e suas
concentracOes determinadas. Os dados de concentracdo foram exportados para Excel®

(Microsoft Office™ 365) e normalizados quando necessario.

4.14. Cultura de células

A linhagem celular de cancer de célon humano CaCo2 e a linhagem de células

cancerigenas de figado humano Huh7 foram obtidas respectivamente do Laboratério de
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Imunoinflamacdo e do Laboratério 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 adicdo de antibidticos e fungicidas. Ambas as linhagens foram mantidas a 37°C, com

umidade controlada e 5% de saturagdo de CO».

Utilizagdo e produgdo de glicose pelas células

A utilizacdo de glicose pelas células CaCo2 foi calculada através da sua
determinacdo no meio antes e apds a adicdo de metformina, nos seguintes tempos: 1, 2,4, 8
e 24 horas. A uma concentragdao de 5mM de glicose, sua utilizacdao foi calculada pela
diferenca entre os tempos 8 e 4 horas, e a 10mM de glicose, pela diferenca entre 24 e 4
horas. Esses tempos foram determinados depois de experimentos preliminares que os
indicaram como pontos em que a concentracdo de glicose diminuiu linearmente. A
quantificacao foi determinada pelo método da glicose oxidase. A produc¢do de glicose nas
células Huh7 foi calculada através da area sob a curva da concentracdo basal por 30 minutos
apos a adicao de piruvato nas células. Amostras do meio foram coletadas antes e 5, 10, 15,

20, 25 e 30 minutos apods esta etapa.

4.15. Transfecgdo

Um total de 2 x 10* células foram semeadas em uma placa de cultura tecidual
em um meio de crescimento completo e incubadas durante a noite. No dia da transfeccao,
100 pmol de siRNA foram diluidos em OPTI-MEM (Life Technologies) e misturados com 10 plL
de Reagente de Transfeccdo X-tremeGene siRNA (Roche) de acordo com o protocolo do
fornecedor. O meio de transfec¢do foi entdo substituido por um meio completo, e apds 24
horas, as células foram tratadas com metformina (1Immol/L) e incubadas por um adicional
de 24 horas. Dois siRNA para AMPK-PRKAA2 (EHU042081; Sigma-Aldrich), PRKAA1
(EHU074041; Sigma-Aldrich), Glutl—SLC2A1 (EHU028011; Sigma-Aldrich), Glut2—SLC2A2
(EHU144201; Sigma-Aldrich), ATF4—ATF4 (EHU114901; Sigma-Aldrich) foram utilizados.



o1

Para os experimentos com animais, estes foram mantidos em jejum por 6 horas
antes da administracdo do siRNA. 50 pg de siRNA Glutl—slc2al (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 ndo possui gene alvo,
complexado com Invivofectamine® 3.0 Reagent foi usado na mesma dose nos controles. Os
dados sao expressos como média £ DP do numero de eventos independentes indicado. Os
resultados dos blots sdao apresentados como comparagdes de bandas em autoradiografia,
quantificadas por densitometria utilizando-se o software Imagelab (v. 5.2.1 build 11, Bio-Rad

© Laboratories).

4.16. Analise Estatistica

Todos os dados foram analisados para uma distribuicdo normal; Aqueles
normalmente distribuidos foram analisados por Teste t de Student bicaudal ou analise de
variancia (ANOVA) unidirecional (one-way), com o teste de Bonferroni para comparacgdes
post hoc, quando apropriadas. Quando ndo normalmente distribuidos, os dados foram
submetidos ao teste de Mann-Witney. O nivel de significancia adotado foi p < 0,05. Todas as
analises e os graficos conseguintes foram obtidos por meio do programa GraphPad PRISM 7

(GraphPad, San Diego).
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5. RESULTADOS

Os resultados deste trabalho serdao apresentados em formato de artigo cientifico
publicado no peridédico The Proceedings of the National Academy of Sciences (PNAS) em

19/01/2023 e disponibilizado a seguir.
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Metformin is the most prescribed drug for DM2, but its site and mechanism of action
are still not well established. Here, we investigated the effects of metformin on basolateral
intestinal glucose uptake (BIGU), and its consequences on hepatic glucose production
(HGP). In diabetic patients and mice, the primary site of metformin action was the gut,
increasing BIGU, evaluated through PET-CT. In mice and CaCo2 cells, this increase in
BIGU resulted from an increase in GLUT 1 and GLUT2, secondary to ATF4 and AMPK.
In hyperglycemia, metformin increased the lactate (reducing pH and bicarbonate in portal
vein) and acetate production in the gut, modulating liver pyruvate carboxylase, M'C1/2,
and FBP1, establishing a gut-liver crosstalk that reduces HGP. In normoglycemia, met-
formin-induced increases in BIGU is accompanied by hypoglycemia in the portal vein,
generating a counter-regulatory mechanism that avoids reductions or even increases HGD.
In summary, metformin increases BIGU and through gut-liver crosstalk influences HGP.

Metformin | Diabetes | gut-liver crosstalk | glucose metabolism

Metformin is the most prescribed drug for treating type 2 diabetes (DM2), but its mech-
anism of action is still not fully understood (1-3). The most investigated site of action of
metformin is the liver, where it may reduce hepatic glucose production (HGP) (1).
However, this is not uniformly observed (4, 5), with data showing an increase in glucose
utilization/effectiveness associated with increased HGP

Some studies demonstrate that the metabolic bencfit of metformin might be duc to
actions in the intestine (6-8). Recent data have shown that metformin modulates the gut
microbiota without a well-characterized role in its antihyperglycemic effect (8, 9). Previous
data showed that metformin concentrations are highcr in the gur than in the blood
(10-12), indicating that metformin action in the intestine may be relevant. In addition,
intravenous administration (IV) of metformin is less effective than oral administration in
reducing glucosc levels (13, 14). Recent data demonstrated that oral administration of
delayed-release metformin, with a low absorption rate, has similar cffectiveness as standard
release formulation in reducing fasting plasma glucose in DM2 (15, 16).

In the gut, metformin promotes glucose uptake through the basal side as demonstrated
using imaging with positron cmission tomography-computed tomography (PET/CT)
{(17). However, no previous study has evaluated the quantitative importance of the gas-
trointestinal tract in the antihyperglycemic cffect of metformin, and if there is crosstalk
berween the intestine and the liver. The present stud)f invcstigarcd how metformin increases
basolateral intestinal glucose utilization (BIGU) and its consequences on HGR

Results

Metformin Induces BIGU in Diabetic Patients. We used the archives of the Nudear Medicine
Service of our University Hospital to identify diabetic patients submitted to PET/CT on
metformin and without metformin. Our search showed thar diaberic patients on metformin
{(n = 16) submitted to PET/CT scanning presented an increase in 2-deoxy-2-[18F]fluoro-
D-glucose (18F-FDG) uptake all over the intestine, including jejunum, ileum, and colon,
compared to diabetic patients without metformin (n = 5) and to controls (n = 11) (Fig. 1.4)
(S Appendix, Table 51). To quantify the relative contribution of the intestine to whole-body
glucos: disposa], we pcrfon'ncd bindistriburion :m:;]ysis using 18F-FD(C in both groups of
patients and also of controls. The intestine exhibited the highcst glumsc upmkc rate and
became a significant tissuc for glucose disposal after treatment with metformin (Fig, 15).

Metformin Increases BIGU in Mice on a High-Fat Diet (HFD). To invcstigatc more dccpljr

the mechanism by which metformin enhances intestinal glucosc uptake and utilization,
we first examined whether the effect observed in humans is also rcproclucib'c in mice. We

PNAS 2023 Vol.120 No. 4 e2211933120
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Significance

The site and mechanisms of
action of metformin are
incompletely understood. Here,
we show that in hyperglycemic
conditions, metformin increases
basolateral intestinal glucose
uptake (BIGU), and its
metabolites produced in the gut,
through the portal vein reach the
liver and reduce hepatic glucose
production (HGP). In
normoglycemic conditions,
metformin increases modestly
BIGU, inducing hypoglycemia in
the portal vein, and in response
there will be unincreased HGP.
Although our data do not exclude
a direct action of metformin in
the liver, they indicate that the
first site of metformin action is
the gut, and through gut-portal
vein-liver crosstalk, it may have a
role in the control of HGP,
integrating the sites and the
mechanisms of metformin
action.
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invcstigatcd whether different doses of metformin for 10 d improve
glucosc tolcrance and increase BIGU. The results showed that
the improvement in glucosc tolcrance presents a dosc—responsc
curve, with the maximal effect observed after 200 to 444 mg/kg
(S/Appmdi.r, Fig. S1A). Although 50 mg/kg of metformin (MET)
signiﬁcantly increased BIGU, a more pronounccd increase in
BIGU was obscrved with 444 mg/kg in parallel to a morc cfficient
improvement in glucose tolcrance (Fig. 1 C—E). The results also
showed that the increasc in glucosc uptake after 50 mg/kg of
metformin was onl)-' observed in the intestine (Fig. 1F). We present

54

most of our data with a metformin dose of 50 mg/kg/day in mice
because this dose gives plasma mectformin concentration similar
to humans using 2 g/day (18). However, we also presented the
results with the highest dosc in supplemental figures, because the
dosc of 444 mg/kg of metformin gives the highcst responsc in
the glucosc tolerance test (S7 Appendix, Fig. S1) and in BIGU in
our animal model.

We also determined metformin concentration on the 10th day
after 50 mg/kg/day or 444 mglkg/day 2 h after the last gavage, in

the porta] vein, in the ileum and liver, and after 8 h in the colon
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Metformin increases basolateral intestinal glucose uptake and utilization (BIGU) in diabetic patients and in obese mice and improves glucose tolerance

in these mice. (A) Representative images of whole-body "®F-FDG PET/CT scanning from control individuals (CTL, n = 11) diabetic patients (DM, n =5) and diabetic
patients in use of metformin (DM+MET, n = 16). *F-FDG PET/CT uptake is color-coded, and areas of increased signal exhibit black color. (8) *F-FDG biodistribution
analysis (SUVmax) in different tissues from CTL, DM and DM+MET diabetic patients. (C) Representative images of whole-body "*F-FDG PET/CT scanning from
mice on HFD and treated with vehicle or metformin (MET) with low (50 mg/kg) and high (444 mg/kg) dose for 10 d and 2 h before the PET/CT. "®EFDG PET/CT
uptake is color coded, and areas of increased signal exhibit red-orange color. (D) "*F-FDG biodistribution analysis (SUVmax) in the intestine from mice treated
with vehicle (HFD) or treated with metformin (MET) at a low and high dose, respectively. (£) Blood glucose levels from HFD and MET treated mice during a glucose
tolerance test (GTT). (F) "*F-FDG biodistribution analysis (SUVmax) in different tissues from HFD and MET mice (50 mg/kg/day for 10 d). All tests performed were

one-way ANOVA with Bonferroni's post-test.
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{SIAppmaﬁrTablc 52). The resules showed highcr CONCCntrations
of the dmg in the ileum and colon, ind:p:ndcnt of the dose used.
However, a dosc—dtpcndcnt increase in the levels was observed in
the portal vein and the liver. Portal vein levels and tissue levels of
metformin obtained after 50 mgf'kgfda}', 2 h after the last gavage,
are very similar to previous dara which are in the d‘i:rapcul:ic range

(15, 18).

Mechanism of Increased BIGU. Previous data showed that metformin
actions inducing AMPK phospherylation in the duodenum (19) are
impommrfor it.santih}'pcrgljfo:mic effect. Our data show that 50 rrjg.'r
kg of metformin induces AMPK phosphorylation in the ileum and
colon of HFD mice, and in paralle] induces an increase in GLUT2
protein cxpression (Fig. 24), the primary glucosc transporter in the
basolateral side, in ileum and colon (20). We then investigated the
cffect of metformin on the expression and distribution of GLUT2.
The results showed that metformin increased GLUT2 mRNA in the
colon but not in the ileum and increased tissuc protein levels in whole
tissue extracts and pla.sma membrane in both tissues {Fig. 2B and

ST Appendize, Fig. 524). In the ileum of HFD mice, GLUT2 also
co-localized in the nucleus (5] Appendix Fig. 528), and metformin
treatment reduced GLUT?2 in the nucleus, increasing this glucose
transporter in the plasma membrane. This distribution may cxpl;;.in
the lower level of this protein in the ileum of HFD mice because
the concentration of cytoplasmic GLUT2 is probably diluted by
the vast array of cytoplasmic protcin in whole-tissuc extracts pre-
treatment. In addition, by using immunofluorcscence, we observed
that obese mice prm:ntcd highcr levels of GLUTZ2 in the apica_'l side
of the intestine. After metformin treatment, there was an evident
translocation of GLUT2 to the basolateral side of the intestinal
cpithelium of the ileum and colon (57 Appendex, Fig. 52C-DI).

We subs:qucn d_v invcsl:igatcd whether inhibition of AMPKo2
can blunt this effect of metformin on BIGU. Althaugh AMPKo2
knockout (KO) mice have only a partial reduction in AMPK
activation, these animals are the only AMPK KO mice without
changes in the epithelial architecture of the intestine (21). In the
ileum, there was a moderate reduction in metformin-induced
AMPK phosphorylation in AMPKa2 KO mice, associated with
a reduction in GLUT2 protcin expression, and in parallel, there
was also a significant decrease in metformin-induced BIGU in
these mice (Fig. 2 C—E). These data indicate that partial reduction
in AMPK and/or AMPKa2 deletion blunts the metformin effect
on BIGLL

Next, we investigated whether inhibition of AMPEK, in two
diffcrent concentrations of glucose in the medium, can also blunt
this effect of metformin in CaCo-2 cells. Metformin-induced
glucosc utilization at 5 mM glucose was independent of AMPK
or GLUTZ2 (5] Appendix, Fig. 53A4). At 10 mM glucose metformin
increased glucose uptake, and siRNA of AMPK dramatically
reduces the expression of GLUT?2 and medormin-induced glucosc
uptake (Fig. 2F). As cxpected, siRNA of GLUT2 reduces the
expression of GLUT2 and metformin-induced glucose uptake
(Fig. 2F). Thesc data suggest that metformin independent of the
glucosc concentration, increase gluco&c uptakc in cells. However,
onl}' at 10 mmol glucosc, the effect of metformin d:pcnds on
AMPK and GLUT2.

Since at 5 mM glucosc metformin increases glucose uptake
ind:p:ndcnt of GLUT2, we decided to investigate the effect of
metformin in other glucosc Lransporters. Previous dara showed
that the fetal intestine expresses GLUT1 (20, 22). We investigated
whether metformin could increase the expression of this glucose
transporter in the ileum and colon. The results showed that met-
formin induces an increase in mRNA and protein levels of

GLUT-1 in both tissucs (Fig. 2G and ST Appendix, Fig. 538).

PNAS 2023 Vol 120 Neo.4 2211933120
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Previous data showed that metformin induces the intcgral:cd strcss
response through ATF4 (23), and that ATF4 promotes a transcrip-
tional enhancement of the GLUT1 (24). We then investigated
whether metformin could increase the expression of ATF4. The
results showed that metformin increased ATF4 mRINA and protein
in the ileum and colon (Fig. 2H and ST Appendix, Fig. 530),
suggesting thar ATF4 may have a role in the effect of metformin
on GLUT1 expression.

PET/CT scanning of HFD mice treated with an administration
of siGLUT1 blunted metformin-induced intestinal 18F-FDG
uptake (Fig. 21}, suggesting that GLUT1 mediates metformin-in-
duced BIGU. In CaCo-2 cells, metformin-induced GLUT1 and
ATF4 expression (Fig. 2/) and glucosc utilization in different con-
centrations of glucosc (Fig. 2K and 57 Apperdex, Fig. 530). Our
dara also showed that at 5 mmol/L and ar 10 mmoal/L the knock-
down of ATF4 or GLUT1 reduced metformin-induced glucosc
uptake in CaCo-2 cells (Fig. 2K and 57 Appendix, Fig. 53D),
reinforcing the importance of ATF4 and GLUT1 in metform-

in-induced glucasc uptakc in the intestine.

Metabolomics and Glucose Utilization. To better understand
the fatc of glucose metabolism in the ileum, colon, and liver,
we p-crf-:trmcd metabolomics of these tissues from HFD mice
treated or not with metformin (50 mg/kg/day for 10 d). In the
ileum, colon, and liver, there was an increase in amino acids and
mctabolites which arc substrates of gluconcogenesis, indicating
inhibition of this pathway in the gut and liver (Fig. 3 A-C).
In accordance, this low dose of metformin reduced HGP
cvaluated through the pyruvate tolerance test (PTT) (Fig. 3.0).
It is interesting that in metformin-treated mice, despite an
increase in glucose uptake in the gut, there was also a decreasc
in glucosc in the ileum and colon and an increase in pyruvate
and lactare suggesting glucosc metabolism thraugh the gl}fcol}"tic
pathway in these tissues (Fig. 3 A and B). However, in liver,
there was no decrease in glucose levels after metformin treatment
and onl}' a mild increase in lactate. These dara might suggest a
tissu:—spnciﬁc effect of medformin but we cannot exclude the
possibility that the increase in liver lactate after metformin may
reflect an increasc in lactate coming from the gut. The increasc
in malate in the three tissucs is not casy to cxplain, but may
reflect an increase or inversion of the malat:—aspartart shurtle,
and may also indicate that metformin increases lactate oxidation,
as previously described (25, 26). Metformin induced an increasc
in acetate in ileum and colon (Fig. 3 A4 and B), which may
be sccondary to hyperactive glucose metabolism as previously
demonstrated and/or increased deacctylation.

In mice treated with higher doses of metformin, we observed
changes in the samc dircction induced by lower doses
(5] Appendix, Fig. 54 A-C). It is noteworthy that independent
of the dose, metformin-induced glucose metabolism in the gly-
colytic pathway in the ilcum and colon, increasing lactate con-
centration (8] Appendiz, Fig. 54 Aand B). This lactatc is
predominantly L-lactate, cvaluated through RMN spectroscopy,
cxcluding an avcrprcducrian of lactate from microbiota (of
which the lactate is mainly D-lactate) (57 Appendix, Fig. 54D).
Metformin also induced an increase in acetate in [leum and colon
(5] Appendix, Fig. 54 A and B). Similar to 50 mg/kg/day, the
high dose of metformin also induced anly a mild increase in
acetate and lacrare in the liver suggesting an effect of metformin
in the liver and/or that these substrates came from the ileum and
colon, reaching the liver through the portal vein. There was an
increase in precursors clfgluconcogcncsis in the liver, indicating
a block of this pathway (5] Appendix, Fig. 54C). The increase in
glucosc-6-phosphate (G-6-P), glucosc-1-phosphate (G-1-P), and

https://doi.org/10.1073/pnas.2211933120 3 of 11
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Fig. 2. Metformin induces AMPK phoshorylation and modulates GLUTZ and GLUTT in ileum and colon. (4) Protein phosphorylation and expression of AMPK
and protein expression of Glut2 in ileum and colon from HFD and MET-treated mice (50 mg/kg for 10 d). (B) Glut-2 mRMNA expression in ileum and colon from
HFD and MET mice (50 mg/kg for 10 d). (C) Protein phosphorylation and expression of AMPK and expression of Glut2 in ileum from wild type (WT) and AMPK
kniock-out (KO) littermates mice treated or not with metformin (MET) (50 mg/kg for 10 d). (D) Representative images of whole-body “EFDG PET/CT sCanning
from mice and "*F-FDG biodistribution analysis (SUVmax) in the intestine from AMPK wild type (WT) and knock-out (KO) mice treated with metformin and
(E} SUVmax quantification in the intestine. (Student's £ test, < 0.05, n = 5). (F) Glucose uptake at 10 mM glucose concentrations in CaCo2 cells after the incubation
with metformin (MET 1 mM to 16 h) in cells pre-treated with siRNA of AMPEK, GLUTZ and non-targeting, as control (SiNT) (one-way ANOVA and Bonferroni's test,
P < 0.05). (G) Glut-1 mRNA and protein expression in ileum and colon from HFD and MET mice (50 mg/kg for 10 d). (H) ATF-4 mRNA expression inileurn and colon
from HFD and MET mice (50 mg/kg for 10 d) {n = &). (/) Representative images of whole-body "*F-FDG PET/CT scanning from mice and '*F-FDG biodistribution
analysis (3UVmax) in the intestine from mice treated with non-targeting siRMA or Glut1siRNA and with metformin (50 mg/kg for 10 d) and expression of Glutl
in ileum and colon (AMOWA, Bonferroni post test, P < 0.05, n = 5). (/) Glut-1 and ATF4 mRMA expressions in CaCo2 cells. (K) Glucose uptake at 10 mM glucose
concentrations in CaCo2 cells after the incubation with metformin (MET TmM to 16h) and siRNA-mediated knockdown of GLUT1, ATF and non-targeting, as
control (5iNT) and expression of Glut1 and Atf4 in CaCo2 cells {one-way ANOVA and Bonferronis test)
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Fig.3. Metformin increases glycolysis inileumn and colon and reduces HGP in animals on HFD (A-C) Metabolomic analysis of ileum, colon and liver from the HFD
and MET mice treated (50 mg/kg/day) for 10 d [one-way ANOVA and Bonferroni's test, *P < 0.05, n= 4 to 5) (D) PTT curve and area under curve of metformin treated
mice (30 mg/kg/day for 10 d) (n = 3. (E} Lactate, pH and bicarbonate levels in blood from the portal vein of HFD and MET Wistar rats. (F) Pyruvate carboxylase
levels in liver from HFD and MET treated Wistar rats. {G) (1H) NMR spectra acquired at 600 MHz in D,0. (H) Acetylation of MPC1/2 in the liver of HFD and MET
treated C57BLG/] mice (n = 3). (/) Acetylation of MPC1 in HuH7Y cells treated with pyruvate and acetate. (/) Glucose production of Huh7 cells treated with pyruvate
and acetate. (K) Glycerol tolerance test curve and area under curve of metformin treated mice (50 mgfkg/day for 10 d) (n = 5). (L) Acetylation and tissue protein
levels of FBP1 in the liver of HFD and MET treated C57BL&/] mice (n = 5). (M) Acetylation of FBP1 in HuH7 cells treated with acetate.

uridine diphosphate glucose with the high doses suggest that the metformin treatment since previous data showed that the
glycogenesis pathway is activated in the liver (57 Appendix, Fig. improvement in diabetes control and insulin resistance increases

54C). This is an expected result after 10 d of high doscs of the glycogenic pathway (27).
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Gut-Liver Crosstalk. The P'TT confirmed that chronic metformin
also reduced HGP in HFD mice in a dasc—dcptnd:nt manner
(Fig. 3D and 57 Appendix, Fig. 54F). Based on our metabolomics
study, we investigated whether some of the metabolites from the
intestine, modulated by metformin, could establish crosstalk with
the HGP parhwa}n We came up with two suggestions: a modulation
of pyruvate carboxylase (PC), a gluconcogenic enzyme, by pH and
bicarbonate (28) sccondary to the increasc in lactate, and possible
modulation of pyruvate carrier transport (MPC1/2) by acetylation
{29-32), a consequence of increased acctate.

Owur data showed that the lactate produced in the ileum and colon
is delivered into mesenteric circularion and can reduce the pH and
bicarbonate levels in the portal vein (Fig. 3£). However, after 12 h
of metformin administration, the peripheral levels of lactate decreased
to normal levels (5] Appendix, Fig. 54F). The increase in lactate oxi-
dation induced by metformin (33) may have contributed to this
result. Interestingly, PC is very sensitive to changes in pH, and reduc-
ing pH can dramatically reduce the activity of this cnzyme (28).
Morcover, the reduction in bicarbonate may also refrain gluconco-
genesis because it is necessary to convert pyruvate into oxaloacctare.
In accordance, metformin treatment reduced bicarbonate levels and
pH in the portal vein and, in parallel, PC tissue protein levels in the
liver of HFD mice (Fig. 3F). To show that metformin reduces pyru-
vate flux through gluconcogenesis in mice, we used a labeled
|3C—pyruvatc injection in the port.q] vein and invcstigarcd the effect
of metformin on the flux of pyruvate through gluconcogenesis by
1H and 13C NMR spectroscopy. The results showed that in the liver
of HFD mice without metformin, the detection of labeled
13C-pyruvate is very low or absent. However, signals from glucose,
lactate, and alaninc were detected in a similar amount, indicating
that the injcct:d pyruvate is quicld}' converted to these metabolites.
In contrast, in animals treated with metformin, a signal from labeled
13C-pyruvate is also not observed, but lactate and alanine signals
predominate over glucose (Fig. 3G),. These data suggest that met-
formin reduced gluconcogcnic flux throu.gh PC.

In HFD Wistar rats treated with metformin plus NaHCO?3,
there was an attenuation of the metformin effect on HGP in
parallel to an increase in portal pH (51 Appendix, Fig. 554), and
the acidificarion of the portﬂl vein with NH4Cl reduced HGP
(5] Appendix, Fig. 55B). Morcover, we obscrved a negative and
signiﬁcanr correlarion between portal lacrate levels and HGP
(5] Appendix, Fig. 55C) and a positive corrclation between pH or
bicarbonate with HGP (5] Appendix, Fig. 55 D and E). Morcover,
we also infused pyruvate, in the PTT, diluted in phosphate buffer
with different pHs, and the results showed that pyruvate diluted
at pH 7.1 induced a blunted glucose curve compared o pH 7.9
(5] Appendix, Fig. 55F). In Huh7 cclls, we also showed that
d:crcasing the pH from 7.4 to 7.2 reduced HGP gcncratcd b},r
pyruvate, in parallel to a reduction in PC levels (57 Appendix, Fig.
S5 Gand H).

Subsequently, we investigated if metformin treatment can
induce acetylation in MPC1/2 in the liver. The results showed
that treatment with metformin could increase acerylation and
decrease MPC1/2 protein levels (Fig. 3H). An increase in acetyl-
ation may be a consequence of the deactivation of dcac:rylascs
and/or an increasc in aceryl-CoA and acctylases. In this regard,
previous data showed that metformin could reduce SIRT3, which
is a critical mitochondrial deacetylase(30). However, since our
data showed a marked increase in acetate induced by metformin,
we would like to emphasize that acctate-derived acetyl groups
could contribute to the cellular acerylation reactions (34).
Morcover, the dependence on acetate to supply, in different cel-
lular compartments, Acctyl-CoA pools have been identified in
multiple cell types (35, 36). We subscquently investigated this
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possibility in mice and cclls. We treated HFD mice with low
acetate doses and observed a decrease in HGP during PTT
(5] Appendrx, Fig. 551). Accordingly, by treating Huh7 cells with
acctate, there was an increase in acetylation and degradation of
this carrier, associated with reduced HGP in these cells after pyru-
vate (Fig. 3 Fand ).

The crosstalk in PC and MPC1/2 induced by metformin may
contribute to cxplaining the reduction in HGP from pyruvate but
our dara also showed that metformin blunts g|yt:rcl—induccd HGP
(Fig. 3K and 57 Appendix, Fig. 564). In this regard, we investigate
whether other proteins from the gluconcogenic pathway may also
be acetylated. Previous data showed that Fructose 1,6-bisphosphatase
(FBP1) (5, 37), a critical enzyme of gluconcogenesis, in addition to
being inhibited by AMP can also be acetylated which is accompanied
by reduced activity (38). We then investigated whether metformin
treatment can induce acetylation of FBP1. The results showed that
metformin can increase acetylation, corrected by FBP1 protein level
(that showed a marked decreasc in the liver) (scc Fig. 3L). Previous
dara showed that metformin b},r itself does not moclify the acriviry
of FBP1 (39). We then investigated whether acetate can induce FBP1
acctylation in cclls. By treating HuH7 cells with acctate, there was
an increase in acetylation of this enzyme (corrected by FBPI protein
level that was reduced), asseciated with reduced HGP in these cells
after pyruvate (Fig, 3M).

Metformin Effect under Normoglycemia. In conditions of
normoglycemia or only mild hyperglycemia, metformin does not
reduce HGP (4, 5). We then investigated the cffect of metformin
on BIGU in control individuals and BIGU and HGP in rats with
standard glucosc tolerance. Metformin induced a mild to moderate
increase in BIGU in control individuals {Fig, 4 A and B) and
in control mice (Fig. 4 C and D). In lean rodents, metformin
does not change acid-base cquilibrium in the portal vein (Fig, 4
E and F), nor lactate and acctate in the gut, without changing
glucancogcncsis precursors in the liver [Sprpendir, Fig. 57 A4-0), i
ndicating no suppression of HGE. However, there was an apparent
decrease in plasma glucosc levels in the portal vein to hypoglycemic
levels (Fig. 46), which might induce glucose sensing in this vein,
responding by increasing HGE In accordance, in lean mice treated
with metformin glycerol did not change but pyruvate increased
HGP (S Appendex, Fig. 57 D and E). In this regard, we can suggest
that in conditions of normog'yvccmia or mild h}'pcrgl}'ccmia
metformin increases BIGU mildly, and the hypoglycemia in
the portal vein, through glucose sensing, may overcome a dircct
or indirect effect of metformin in the liver, increasing HGP as

described (40, 41).

Discussion

The results of the present study showed that the main site of the
glucosc-lowering cffect of metformin is the gut, and the initial
glycemia and the amount of glucose metabolized by the gut con-
tribute to determining HGE In hyperglycemic conditions the
marked increase in BIGU is accompanicd by gut-liver crosstalk
through metabolites that contribute to reducing HGP and, in
normoglycemic conditions, the increasc in BIGU induces hypo-
glycemia in the portal vein that gencrates a counter-regulatory
response that might increase HGP

Metformin-induced AMPK phospherylation in the ileum and
colon can have a role in increased BIGU, because in KO mice for
AMPKZalpha and the genetic inhibition of AMPK in CaCo2 cells
both showed a reduction in metformin-induced glucose uptake, in
parallel to a reduction in GLUT2 expression. Additionally, met-
formin also induced GLUT1 expression, in parallel to an increasc
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in ATF4, which certainly contribute to increasc glucosc uptake in
the gut. The induction of two glucosc transporters with different
Km makes metformin action unique. In this mgard, metformin-in-
duced BIGU more pmnounccd in diabetic paticnts and HFD mice
than in controls may also reflect the action of GLUT?2, but the
increase in GLUT1 is also important for metformin's cffect in
diffcrent concentrations of plasma glucosc, indicating the relevance
of the two glucosc transporters. Mctformin-induced BIGU may
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Fig. 4. Metformininduces moderate increase BIGU in
control individuals and normal glucose-tolerant rodents
and does not reduce HGP in the liver of these rodents. (A)
Representative images of whole-body 18FFDG PET/CT
scanning from the same healthy subjects before (PRE)
and after metformin (2 g/day for 5 d) (POST). 18F-FDG
PET/CT uptake is color coded, and areas of increased
signal exhibit black color. (B) 18F-FDG biodistribution
analysis (SUVmax) in different tissues from CTL and
MET subjects (one-way ANOVA and Bonferroni's test, P
<0.001, n = 6). (C) Representative images of whole-body
"®F-FDG PET/CT scanning from mice on control chow
mice treated with vehicle or metformin (MET 50 mg/kg/
day for 10 d) and for 2 h before the PET/CT, "*F-FDG PET/
CT uptake is color coded, and areas of increased signal
exhibit red-orange color. "*F-FDG PET/CT images from
lean mice (CTL) and treated with vehicle or metformin
(MET). (D) SUVmax in the intestine of CTL and MET
treated mice (50 mg/kg/day for 10 d) (one-way ANOVA
and Bonferronf's test, P < 0.05, n=5to 6). (E and F) pH
and bicarbonate levels in blood from the portal vein of
CTL and MET (250 mg/kg/10 d) treated Wistar rats. (G)
Glucose levels in CTL and MET treated (250 mg/kg/day
for 10 d) in lean Wistar rats (Student's t test, P< 0.05, n
= 5). (H) Schematic representation of metformin actions
in conditions of hyperglycemia and normogilycemia. In
hyperglycemic conditions, metformin induces GLUT1

SNC and GLUT2 in the colon and ileum, where both these

glucose transporters are expected to promote BIGU.
In enterocytes, the glucose is metabolized to lactate,
which will decrease pH and NaHCO; in the portal
vein and decrease giuconeogenesis via PC inhibition.
In parallel, an increase in acetate production in
the gut will induce acetylation and inhibit MPC1/2,
leading to cytosolic accumulation of pyruvate,
which in turn prevents the uptake of extracellular
lactate through MCT1. Acetylation also blocks FBP1.
These mechanisms demonstrate that metformin
establishes a crosstalk between gut and liver to
reduce gluconeogenesis in hyperglycemic conditions.
In normoglycemic conditions, metformin induces
GLUT1 and 2 expressions, but considering the Km
of the giucose transporters, GLUT1 is expected to be
preferentially used to modestly increase BIGU. In this
condition, the increase in lactate will be discreet, and
no alteration in acid-base equilibrium in the portal
vein will be observed. The moderate increase in BIGU
will induce hypoglycemia in the portal vein, which can
induce portal glucose sensing and a possible counter-
regulatory response that will avoid a decrease in HGP
or even increase it. It is important to mention that other
actions of metformin directly in the liver can synergize
with the demonstrated gut-liver crosstalk to reduce
HGP. However, in conditions of normoglycemia, the
counter-regulatory mechanisms may overcome these
direct actions.

|BowLIoN

1WA

also explain its cffect on improving glucose cffectivencess without
changing insulin sensitivity (42) or HGP (43).

In accordance with our data, robust evidence coming from differ-
ent sources showed the importance of the intestine in the glu—
cosc-lowering cffect of metformin. When small intestinal AMPK
was knocked down in HFD-treated rats, the glucose-reducing cffect
of metformin was blunted (19). Very recently, Ma ctal. demon-
strated that low-dosc mctformin targets the lysosomal AMPK

https://doi.org/10.1073/pnas.2211933120 7 of 11
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pathway through PEN2, but only intestine-specific knockout of
Pen2 impairs the glucos:—].owcring effects of metformin (44).

Onee in the gut, metformin-induces glucasc utilization prcdom—
ina.ntl}' rhraugh the gl}'col},'tic paTJ'lwa}' generating lactate and ace-
tatc (45, 46). Lactatc reduces bicarbonate and pH in the portal
vein, modulating an carly step of gluconcogenesis in the liver prob-
abl}r at two different sives. First, the carbox'ylatian of pyruvare b}r
PC to oxalacetate requires bicarbonate; and second, PC is very
sensitive to pH. and even mild decreases in pH m:a.rkcd]_v reduce
its activity, suggesting that the reduction in bicarbonate and pH in
portal vein induced by metformin may contribute to blunt HGP
(28, 47, 48).

In parallel, there was an increase in MPC1/2 and FBP1 acetyla-
tion, which might involve acetylases and/or deacetylases. However,
we cannot rule out the possibility that acctate can contribute to the
induction of acctylation of MPC1/2 and FBP1 (30) The acctylation
of MPC1/2 reduces its protein expression and activiry (30, 32),
reducing pyruvate transport to mitochondria (31), and impairing
the initiation of glumn:og:ncsis. Mthaugh lacrare transport into
mitochondria depends on MCT1, recent data showed that the
blockade of pyruvate imported into mitochondria prevents extra-
cellular lactate upmkc as cﬁ"icicntl}' asan MCT1 inhibitor (49). The
acctylation of FBP1 also reduced its protein levels, explaining the
effect of metformin rcducing not onl}.r pyruvatc—induccd glucasc
production but alse glycerol-induced glucose production. These
data suggest that lactatc and acctate gencrated in the intestine, can
establish gut—livtr crosstalk, rcducing HGP and thatr aﬂ:r}'lation
might be an important pclsr—translational modulator of gluconco—
genesis, which deserves further investigation (Fig. 4H).

These findings do not exclude other dircct actions of metformin
on liver gluconcogenesis as previously described (18, 50-53).
However, the metabolomics showed differences in glucos: metab-
olism induced b},r metformin between the gut and liver that
deserves consideration. The reduction in glucosc levels is accom-
panicd by an increase in pyruvate and lactate in the ileum and
colon, but in the liver the increase in lactate is not accompanicd
by an increase in pyruvate or a decrease in glucas:, suggesting a
tissuc—spcciﬁc metabolic pathwa_v rcgulation induced by met-
formin and/or that the increased lactate in the liver is coming from
the gut (lactatc was increased in portal vein), reinforcing the gut-
liver crosstalk. In addition, our data also highlight the important
role of the gur on the glucost—low:ring action of metformin: a)
the levels of metformin in the ileum and colon are much highcr
than in the liver, after gavage of lower or higher doses of the drug;
b) HGP scems to be driven by BIGU, becausc in hyperglycemic
conditions there is an increase in BIGU acco mpani:d b} a reduc-
tion in HGP and in normaglyc:mic conditions, the mild increase
in BIGU does not reduce HGP or even increase; ) confirming
the importance of acidosis in the porta] vein and the increase in
acctate to control gluconcogencsis, the treatment with bicarbonate
abolishes at least pa.rtiall}' the effect of metformin on HGP and
the infusion of a low dose of acetate blunts HGP in obese animals.
Taken togcthcr these dara indicate thar a gut—livcr crosstalk also
has a role in the g|ucosc—|owcring action of metformin.

Our data also cxplain the paradoxical cffect of metformin
increasing HGP in individuals with normal gl},rccmia (4, 3). In
normagl_vccmic mice, metformin increases BIGU to a lesser
extent than in diabetic mice bur is sufficient to induce h}'pogly—
cemia in the portal vein. It does not decrease bicarbonate and
pH in the portal vein, avoiding the gut-liver crosstalk that
reduces HGP It is possiblc that the h}'poglyccmia in the p-crrtal
vein, through the portal vein sensing and portal-hepatic cyele
(40, 41, 54), activates counter-regulatory mechanisms to increase

HGP. opposing indireet (through gut-liver crosstalk) and/or

https://doi.org/10.1073/pnas.2211933120
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dircct actions metformin in the liver (18, 50-53) supposcd to
reduce HGP We can suggest thar the anaromical location of this
glucosc sensor in the parral vein and its physiologic&l properties
are very appropriate to prevent systemic hypoglyc:mla induced
by metformin, which is very rarc or noncxistent. In accordance,
previous data showed that in non-diabetic individuals and indi-
viduals with recent-onser DM2 (4) and also in prcdiab:tcs (39)
metformin increases glucagon levels. Inrcr:stingl_v, our dara
showed in non-diabetic mice thar pyruvate bur not gl}'ﬂ:rcll
increased HGE Since glucagon increases the activity of PC,
PEPCK (56, 57), and MPCI1 (58) we can suggest that glucagon
is more efficient to stimulace gluco neogenesis starting from pyru-
vate than glycerol. Previous data also showed that glucagon is
not able to increase HGP from glycerol (59, 60).

The hypoglycemia in the portal vein induced by metformin can
also be considered gut-liver crosstalk to drive HGP (Fig. 4H).
Even rhough metformin might have direct actions in the liver
modulating gluconcogenesis (18, 50-53), this effect might not be
dominant because in conditions of‘-narmaglyccmia itis 5upp|antoc|
by mild hypoglycemia in the portal vein, with the final effect being
an increase in HGP.

In summary, our dara show mechanisms of metformin action,
integrating effects in the gur and the liver, withour :xcluding the
direct effect of the drug on liver enzymes. Metformin has unique
actions, modulating BIGU and inducing metabolic gut-liver cross-
talk, which modulates HGP in opposite dircctions depending on
initial blood glucas: levels.

Research Design and Methods

Materials.
Humans.

PET/CT. Patrients in the control group arc under medication
for their respective morbiditics, but none has taken metformin.
Partients thar are in use of mctformln are in use of medication for
their respective discases. "*F-FDG was mgcctcd in an arm vein

of paticnts fasted for 6 h. The dosc of "F-FDG is calculated
using the paticnt wcight {k%) multlphcd b}r .12 {mCia"kg).
which then gives the dose of *EFDG in mCi. All participants
in this study provided written informed consent. The present
study was approved by CEP/FCM/UNICAMP through CAAE:
38906820.9.0000.5404.

Animals. Male Swiss, C37BL6/] and B6.129-Prkaa2tm1.1Vio/Orl
(AMPK alpha2 KO) mice and Wistar rats were provided by the
Multidisciplinary Center for Biological Investigation on Laboratory
Animal Science—Unicamp (Campinas, Brazil). Mctformin and
rouring reagents were purchas:d from Sigma Chemical Co. (St
Louis, MO). Animal procedures were performed according to
the guidclincs of the local animal care and use commirtee. The
Ethics Committee of the University of Campinas approved all
cxperiments (CEUA 4437-1 A and B). Eight-weck-old male
mice were maintained under sp-cciﬁc pathagcn—frc: conditions in
a regimen of 12-h darlk, 12-h light cycles, and room temperature
of 21 °C. The animals were submitted to a HFD for 8 wk (HFD)
(61) to induce obesity, insulin resistance, and glucose intolerance.
Food and water were ad libitum.

Metformin Administration Protocol

Mice. Metformin was diluted in the drinking water for 10 d and 2
h before all experiments. The drug was administered b)r gavage at
a final dosage of 444 mg/kg (MET group). HFD group reccived
only a vehicle solution (water). Low-dose metformin treatment

(50 mg/kg) was administered by gavage.
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Rats. Mctformin was diluted in the drinking water for 10 d and
2 h before all experiments, and the drug was administered by
gavage at a final dosage of 250 mg/kg (MET group). HFD group

reccived only a vehicle solution (water).

Assays. Blood glucose was measured from the tail venous blood
of all animals with a glucosc analyzer. Lactate, pH, and HCO3-
were measured from the portal vein of Wistar rats with a Blood

gas analyzer—ABLS00 FLEX—Radiometer.

Tissue Extraction, Immunoprecipitation, and Protein Analysis by
Immunoblotting. After 12 h fasting, animals were anesthetized by
intraperitoneal injection of Ketamine (100 mg/kg) and Xylazine
(10 mgfkg). The abdominal cavity was opened 10 to 15 min later,
i.c., as soon as ancsthesia was assured by the loss of pedal and
corneal reflexes. The portal vein and the aorta artery were exposed,
and blood was taken in syringes specific to gasometry analysis.
Then, the liver, colon, and the final third of ileum were extracred,
washed, minced coarsely, and homogenized immediately in the
extraction buffer. Exp-crimcnts uti|izir1g immunoprecipitation or

immunoblotting were performed according to previously published
work (61).

Real-Time PCR. Total RNA was obrained from the ileum and
colon from both groups of mice accclrding to the methods
published previously (62) and CaCo2 cells according to the
manufacturer’s protocol (RNeasy Mini Kie—QIAGEN). For
tissuc or ccll samples, the first-strand cDNA was synthesized
using Supchcript IT reverse transcriprasc as described in the
manufacturer’s protocol {Invitrogcn Corp.}, Quantitativc PCR
was run to determine the expressions of GLUT1, GLUT2, and
ATF4 in cach tissue fraction and GLUT 1 and ATF4 in CaCo2
cells. Real-time detection of amplification was performed in an
QuantStudic™ Real-Time PCR Systems (Applicd Biosystems)
using TaqManm Gene Exprcssion Master Mix 2x {Applicd
Biasyst:ms}l and Taqman (Appli:d Bios_}'srcms}l. 100 ng of
cach cDNA sample were used in the reaction as described in

Sfﬂppmdix, ST Materials and Methods.,

Confocal Microscopy. The sections were processed for indirect
immunofluorcscence. Antigen retricval was performed using 0.01
M citrate buffer (pH 6.0) boiling in a microwave oven (1,300 W)
twice for 5 min cach. After washing, the slides were blocked with
3% donkcy normal serum and 3% bovine serum albumin in PBS
for 1 h at room temperature. The rabbit anti-Glut 2 (Santa Cruz
Biotechnology, CA) primary antibody at 1:50 dilution was uscd.
Afier incubation with the specific sccondary antibody (Abcam,
1:100 dilution) donkey anti-rabbit (DyLight*594), the scctions
were washed and mounted in a commercial anti-fading agent
with DAPI (Vectashicld, Vector Laboratories, Burlingame, CA).
Samples were cxamined and images captured by confocal laser
scanning microscopy (Leica TCS SP5 I} in the Life Sciences
Core Facility (LaCTAD) from the University of Campinas. No
immunorcactivity was scen in control cxperiments in which
primary an tibodies were omitred.

Glucose Tolerance Test. The glucosc tolerance tests were
performed on mice that were fasted for 6 h. A fasting blood sample
was taken to asscss fasting glucose and insulin levels, and then the
animals were challcngcd with an injection of 20% glucosc into
the peritoneum. The glucosc and insulin levels were assessed in

tail blood samples at 0, 15, 30, 45, 60, 90, and 120.

PTT. Forthe pyruvare tolerance test, mice fasted for 12 h followed b},r
i.p. injection of sodium pyruvate solution (0.454 g/mL PBS - pH 7.4)
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at a dosc of 1.5 glkg body weight. Tail blood was taken at specified

times, and glucose levels were measured by a glucometer (63).

Glycerol Tolerance Test. For the glycerol tolerance test, mice
fasted for 12 h followed by i.p. injection of glycerol (0.333 g/mL
PB5—pH 7.4) at a dose of 1.5 g/kg body weight. Tail blood was
taken at specified times, and glucose levels were measured by a
glucometer.

FDG-PET/CT Imaging. The animals fasted for 6 h before PET/CT
scans {positron emission tomographyfcumpurcd tomograph}'}.
For a precise 18F-FDG injection and imaging acquisition, mice
were ancsthetized via intraperitoncal injection of Ketamine (100
mg'kg) and Xylazine (10 mg/kg). 37MBq (1 mCi) of 18F-FDG
{in app roximarcly 0.1 mL of NaCl 0.9% solution) was injcct:d
via caudal vein (57 Appendix, SI Materials and Methods).

MNMR.

14 and 13C NMR spectroscopy-pyruvate injection. |H-NMR
spectra were acquircd usinga Varian [nova® spectrometer {z‘\.gilcnt
T:chnologics Inc., Santa Clara, CA) cquippcd with a tripl:—
resonance cold probe and operating at a 1H resonance frequency
of 600 MHz. Spcctra acquisition was p:rform:d with 256 scans
collected with 32 K data points over a spectral width of 8,000 Hz
{Sf Appe.rm'ﬁlr, ST Materials and Mfrfm:ir}l.

Chromatography.

Chemicals and reagents. All solvents and reagents used in this
stud}' were HPLC gradc, Water was puriﬁcd and deionized b}' the
Milli-Q-UF system (Millipore, Milford, MA) and used throughout
in all aqueous solutions. Acctonitrile, metformin hydrochloride
97%, ammonium acctate, ammonium hydroxide, Microcon YM-3
column (Amicon Ultra 0.5 mL) with a 3 kDa membrane filter, and
4—(dim:th}'l:;:nino}pyridinc 99% (DMAP; internal standard) were
purchased from Merck/Sigma-Aldrich (USA). The mobile phase
used in the HPLC system was vacuum filtered through a 0.45 pm
membrane (Sartorius Stedim Biotech, Géttingen, Germany).

Serum and Tissue Samplings. Diffcrent volumes of blood were
collected from the cava and portal veins and left ventricle of the
animals and immediately transferred to dry microtubes. These
samplcs were ccntriﬁ:.gar:d at 3,500 rpm for 15 min at room
temperature. Afterward, the scrum was collected and stored at
=20 °C until assayed.

Tissuc samples were obtained at different intervals after the
administration of mctformin solution orally. The entirc heart,
lungs, pancreas, spleen, gastrocnemius muscle, and lcft kidney
were removed. Sections from the frontal lobe of the brain, the
distal portion of the ileum, the colon, the liver, and the epididymal
adiposc tissuc were also extracted. The samples were weighed and
stored in sterile microtubes at -80 °C. For their processing, the
microtubes were kept on ice. Merallic beads were added to the
tissue, and the microtubes were subjected to agitation in the
Tissu:L}'scr until all content was in suspension. The samplcs were

stored at —80 ° C until the preparation for the HPLC a_nalyscs.

HPLC Analysis. According to 57 Appendix, Table 53, all relevant
parameters were sct for the HPLC analysis and started the
measurcment. The chromatographic analysis was based on the

quantification method reported by Labuzck ct al. (64).

Cell Culture. The human colon cancer cell line Caco? and human liver
cancer cell line Huh7 were obtained from Dr. Marcelo Bispo de Jesus,
from the Institute of Biology, UNICAME Caco? cells were cultured

https://doi.org/10.1073/pnas.2211933120 9of 11
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in Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) containing 20%
FBS, and Huh7 cclls were cultured in DMEM containing 10% FBS
with the addition of antibiotics or ﬁlngicidcs. Both cell lines were
maintained at 37 "C in a humid atmosph:rc and 5% CO2.

Glucose Utilization and Glucose Production in Cells. Glucose
utilization in CaCol cells was calculated through glucosc
determination in the medium before and after metformin
addition, in the following times: 1, 2, 4, 8, and 24 h. At 5 mM
glucosc concentration, glum&c utilization was calculated b}' the
differences between the times 8 and 4 h, and at 10 mM glucose,
the differences between 24 and 4 h. These times were chosen
after preliminary cxperiments that showed these times as the
points when glucose concentration declined lincarly. Glucose was
determined b}r the glucosc oxidase method.

Glucose praducdon in Huh7 cells was calculated d‘lrough the
area over the basal glumsc curve for 30 min after the addition of
pyruvate to the cells. Samples from the medium were collected

before and 5, 10, 15, 20, 25, and 30 min after pyruvate addidon.

Transfection. A toral of 2 x 10 cells were seeded in a tissue
culture plate in a complete growth medium and incubated
overnight. On the day of transfection, 100 pmol of siRNA was
diluted inte OPTI-MEM (Life Technologics) and mixed with

10 pL of X-tremelene siRNA Transfection Reagent (Roche)
according to the supplicr's protocol. The transfection medium
was then replaced by a complete medium, and after 24 h, cells
were treated with metformin (1 mmol/L) and incubated for an
additional 24 h. Two siRNA for AMPK-PRKAA2 (EHUD42081;
Sigma-Aldrich) and PRKAA1 (EHU074041; Sigma-Aldrich), for
Glutl—SLC2A1 (EHUO028011; Sigma-Aldrich), for Glur2—
SLC2A2 (EHU144201; Sigma-Aldrich), and for ATF4—ATF4
(EHU114901; Sigma-Aldrich) were used.

The animals were fasted for 6 h before siRINA administration. A
total of 50 pg of siRNA Glutl—slc2al (EMUO085671, Sigma-
Aldrich) complexed with Invivofectamine® 3.0 reagent (Thermofisher)
was administrated by oral gavage and i1'1l:r'apcritclnca_].l}-r in mice 48
and 24 h before of treatment with metformin. Nontargeting control
siRINA complexed with Invivofectamine® 3.0 Reagent was used at the

|Eamc dOSE asa cantro|.
Data arc C‘IPI‘C‘SSCd as mcan t SD Of-d'.lc 1'1'IJ.I'I'I|3C1' Df’il‘ldtpcl'ldtl‘lt

experiments indicated. The results of blots are Prcscnu:d as direct
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comparisons of bands in autoradiography and quantified by opti-
cal densitometry using the software Imagelab (v. 5.2.1 build 11,
Bio-Rad © Laboratories). All data were anal}'zcd for 2 normal
distribution; norma]ly distributed dara were a.nalyz:d b}r two-railed
Student’s £ test or onc-way ANOWVA, with the Bonferroni test for
post hoc comparisons, when appropriate and non-normally dis-
tributed data were subjected to the Mann—Witney test. The level
of significance adopted was I < 0.05 unless specified clsewhere.
All graphs were made with GraphPad PRISM 7 (GraphPad, San
Diego).

Data, Materials, and Software Availability. All study data are included in the
article and/or 5/ Appendix.
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Supporting Information Text

Materials and Methods.,

1. Real-time PCR
Probe for animal tiszues: GLUT1- Slc2a1  (MmOD441480_m1), GLUTZ2 - Slc2a2
(MmOD446229_m1) and ATF4-AFAMmO0S153325_g). GAPDH (435233%9E), b-actin-ACTB
(4352341E) or B2M (MmD0437762_m1) expression were used as endogencus control, and
samples from conirol mice were used as calibrators. 100 ng of each cDMA sample were used in
the reaction with the following probe for Caco2 cells SLC2A1 (HsDDB92681_m1) and ATF4
(HsDD900959_g1). GAPDH (4333764T), ACTB (4333762T) or B2M (H300187342_m1)
expreasion were used as endogenous control, and samples from control Caco2 cells were used as
calibrators. A negative "Mo Template Control” was alzo included for each primer pair. Three replicas
were run on the same plate for each sample. Results are expressad as relative expression values

2. FDG-PETICT imaging

The radicactive activity was measured prior to and following injection to verify the net injected dose.
Sixty minutes after 18F-FDG injection, each animal was subjected to PET/CT imaging in a prone
position. The scans were performed in PET/CT imaging system (Siemens — Biograph mCT40). A
CT image was acquired for attenuation comection purposes. CT acquisition conditions were set to
70O kY, 155 mA, and 0.5 mm slice thickness. The only bed was scanned for 15 minutes from head
to tail. A 3-dimensional reconstruction model was used to analyze: OSEM 30 with 24 subsets and
2 interactions. PET and CT images were fused through True D software (Siemens). Regions of
interest (RO1) were drawn by the semi-guantitative method (lsocontour), determining the maximal
18F-FDG uptake {(SUVmax - standardized uptake valug) in the intestine and in other tissuss. SUWV
iz defined as (A*W)AInj, where A (Bg/mlL) is the radicactivity measured in a ROI, W (g) is the
animal weight, and Ainj (Bg) is the activity of 18F-FDG injected. SUVmax is more accurate to
estimate the true SUY than SUY mean for this kind of analysis.

3. Huclear Magnetic Resonance (MMR)
1H and 13C NMR. speciroscopy-pyruvate injection
A 15 = relaxation delay was incorporated between scans, during which a continual water pre-
saturation radio frequency (RF) field was applied to eliminate residual water signal.

3.1 Sample preparation and spectra acquisition

Tizzue samples were washed with cold saline (0.9% MacCl) and immediately ground to a powder
under liquid nitrogen and kept in the -B0°C freezer until the analysiz by NMR. Powdered tissues
samples were added to a cold methanol'chloroform solution (2:1 v, total of 0.5 mL) and sonicated
(VCX 500, Vibra-Cell, Sonics & Matenal Inc., USA) for 3 min with a 10 s pause interval between
each minute. A cold chloroformideionized water solution (1:1 viv, total of 0.5 mL) was then added
to the samples. Samples were briefly vortexed and centrifuged at 3.1 = 103 g for 20 min at 4 *C.
The upper phase was collected and dried in a vacuum concentrator (miVac Duo Concentrator,
GeneVac, UK). The remaining solid phase was rehydrated im 0.6 mL of D20 -containing phosphate
buffer (0.1 M, pH 7.4) and 0.5 mM of TMSPd4. Samples were added to a S mm NMR tube for
immediate acquisition. 1H-NMR spectra were acquired wsing a Varian Inova® spectrometer
{Agilent Technologies Inc., Santa Clara, CA, USA) equipped with a triple-resonance cold probe and
operating at a 1H resonance frequency of 600 MHz. Spectra acquisition was performed with 256
scans collected with 32 K data points over a spectral width of 8000 Hz. A 1.5-3 relaxation delay
was incorporated between scans, during which a continual water pre-saturation radio frequency
(RF) field was applied to eliminate residual water signal.

3.2 Quantification of metabolites
The metabolites were processed and guantified using NMR Suite software version 5.1 (Chenomzx
Inc™ Edmonton, AB, Canada). The processor module of this software was used to adjust the

2
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spectral phase and baseline comrections. A 0.5 Hz line-broadening function was used to reduce
signal noize and facilitate the fitting of the metabolite signals in spectral peaks. The water signal
was suppressed, and the spectra were calibrated using the reference signal of the TM5P-d4 as 0.5
mM. The spectra were individually transfemed to the Profiling module of this software to determine
the metabolomic profile of each group. Metabolites were identified, and their concentrations were
measured. Metabolite concenfration data were exported to Excel® (Microsoft Office™ 385) and
normalized when necessary.
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Table 51. Baseline Features of Study Participants by Treatment Group

Sex (MIF)

CTL

DA

DM+MET

p-walue

ar3

23

a7

02517

Age [years)

5d

CTLwvs DM D.6185
CTL ws DM+MET
0.8857F
Dws D MET
=0 0000

BMI (kgim?)

223

257

273

CTL vs DM 0.3025
CTL vs DM+MET
00115

Dws D MET 0.6069

Gucose (mgldL})

ad

112

125

CTL ws DM 05618
CTL wvs DM+MET
0027
DM ws DK+ MET
0.1988

Antihypertensive treatment
(%)

G036

G0%

75%

0.2300

11



Table 52 Metformin concentration in portal vein and tissues after treatment with 50 mg'kg or 444

mgikg for ten days im HFD mice. Samples from portal vein, liver and ileum were collected bwo hours
after and colon eight hours after last gavage.

Metformin
Tissue 50 mg/kg 444 mg/kg p-value
Portal vein (umol/L) 10,4 +4,2 51+39 0000434
Liver {umol/kg wet weight] 157.2+638 3173+1144 0,02572
lleum [umol/kg wet weight) 5399+ 2577 8148+5149 0,317006
Colon [umol/kg wet weight) 8245+ 1785 1013,9+1422 0,100479
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Table 53. Conditions and parameters to be used for HPLC-UN analyses of metformin in plasma

and tissues matrices.

HFLC system

Waters Alliamce 28085 (Milford, MA, USA), equipped
with @ guaternary pump, sample manager, and
degasser

Detector

Waters 20068 Uwv-Vis s=tin 210200 nm range

System confrol, data
acquisition, and processing

Waters Empower 2002 chromatography software

Columm

A5elect CSH™ Fluoro-Phenyl (150 x 4.6 mm 1.0_;
3.5 im particle size) Waters

Guard Column

AKSelect CEH™ Fluoro-Phenyl (20 < 4.6 mm 1.0.; 3.5
im particle size) Waters

Maokile phase Salvent A- Acetonitrile Solvent B- 0.010 M
armmomium acetate, pH 7.6
|socratic conditions Tirme {rmim.) 8
A (%) 474
Bi(%) 522
Flicnar 1.0
L/ rmin
Injection volums 25 0L
Temperature 30°C
Metformin and DMAP (15) Detections v @
233
and
ZE80 nm
Run timne g
minutes
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6. CONCLUSOES

Em condi¢Bes hiperglicémicas, a metformina induz a expressao de GLUT1 e
GLUT2 no ileo e célon, onde se espera que esses transportadores promovam a captacao de
glicose da circulagdo mesentérica. Nos enterdcitos, a glicose é metabolizada em lactato, o
que diminuird o pH e os niveis de NaHCOs na veia porta e consequentemente a
gliconeogénese, por meio da inibicdo da enzima piruvato carboxilase, critica para esse
processo. Paralelamente, um aumento na producdo de acetato no intestino acarretard a
acetilacdo e inibicdo de MPC1/2, levando ao acumulo citosdlico de piruvato, o que, por sua
vez, impede a captacdo extracelular de lactato através de MCT1. Além disso, a acetilacdo
blogueia também FBP1, outra enzima chave para a neoglicogénese hepdtica. Assim, esses
mecanismos demonstram que a metformina estabelece um crosstalk entre o intestino e o
figado para reduzir a gliconeogénese face a hiperglicemia.

Em condi¢des normoglicémicas, por sua vez, o farmaco também induz a
expressao de GLUT1 e GLUT2, mas considerando o Km desses transportadores, espera-se
que o GLUT1 em particular seja utilizado para aumentar modestamente a captagao
intestinal. Nesse contexto, a elevacao nos niveis de lactato é discreta e nenhuma alteracdo
no equilibrio acido-base na veia porta é observada. O aumento moderado na captagao
intestinal leva a hipoglicemia na veia porta, que pode induzir a detec¢ao de glicose neste
local e uma possivel resposta contrarregulatéria, evitando a diminuicdo da PHG ou até
mesmo aumentando-a. E importante ressaltar que outras a¢des da metformina diretamente
no figado podem ser sinérgicas com o crosstalk demonstrado a fim de reduzir a PHG; no
entanto, em condi¢cdes de normoglicemia, mecanismos contrarregulatérios podem ser
capazes de supera-las.

Em resumo, nossos dados demonstram mecanismos de acdao da metformina que
integram intestino e figado, sem excluir o efeito direto da droga nas enzimas hepaticas.
Assim, a metformina tem propriedades farmacolégicas Unicas, modulando a captacdo
intestinal de glicose, como efeito primario e, portanto, principal, e induzindo o crosstalk
metabdlico intestino-figado secundariamente, que regula a PHG em direcbes opostas, a

depender dos niveis iniciais de glicose no sangue.
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Apéndice 1 - Quantificacdo e valores nutricionais das substancias componentes da dieta

hiperlipidica e ragdo padrao consumidas pelos grupos HFD e CTL

Ingredientes Ragao convencional Dieta hiperlipidica
(8/Kg) Kcal/Kg (8/Kg) Kcal/Kg

Amido de milho (Q.S.P) 397,5 1.590 115,5 462
Caseina 200 800 200 800
Sacarose 100 400 100 400
Amido dextrinado 132 528 132 528
Banha de porco - - 312 2.808
Oleo 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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%ﬂ% UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS
— Comissdo de Etica no Uso de Animais CHLAIURGANS
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Avaliacdo da composicdo da microbiota intestinal e captacdo de glicose por enterdcitos
de individuos saudaveis em uso de metformina

Pesquisador: Mario Jose Abdalla Saad

Area Tematica:

Versido: 2

CAAE: 38906820.9.0000.5404

Instituigdo Proponente: Hospital de Clinicas - UNICAMP

Patrocinador Principal: CONS NAC DE DESENVOLVIMENTO CIENTIFICO E TECNOLOGICO

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 4 484 871

Apresentagio do Projeto:

As informacgdes contidas nos campos "Apresentacao do Projeto”, "Objetivo da Pesquisa” e "Avaliacdo dos
Riscos e Beneficios" foram obtidas dos documentos apresentados para apreciacdo etica e das informacgtes
inseridas pelo Pesquisador Responsavel do estudo na Plataforma Brasil.

A prevaléncia mundial de obesidade aumentou nos Gltimos 30-40 anos devido a mudanc¢as nos padrées
alimentares e a reducdo da atividade fisica. Atualmente esta condicdo se tornou uma pandemia. Embaora a
principal razao para o surgimento da obesidade seja um desequilibrio entre a ingestao e o gasto de energia,
fica cada vez mais evidente que a microbiota intestinal desempenha um importante papel no controle do
balanco energético e da homeostase imune. A microbiota intestinal humana compreende 10-100 trilhdes de
microorganismos entre eucariotos, virus e principalmente bactérias, das quais mais de 1000 espécies
bacterianas diferentes ja foram catalogadas. Tambem desempenha papéis importantes na regulacao do
metabolismo do hospedeiro e na extracdo de energia dos alimentos ingeridos pelo mesmo. Alem das
funcdes beneéficas para o hospedeiro, a microbiota intestinal pode potencialmente participar de interagdes
fisiopatoldgicas com o mesmao, particularmente no caso de obesidade e distirbios metabdlicos relacionados.
Estudos recentes mostraram que mudangas na microbiota podem desempenhar um papel na patogénese
dos fendtipos abeso e diabético. Uma dieta hiperlipidica contribui para a disbiose intestinal, levando a
distdrbios metabolicos. Por exemplo, camundongos livres de germes sdo protegidos contra a obesidade e

disfungdes metabdlicas, incluindo intolerdncia a glicose
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induzidas pela dieta hiperlipidica. Além disso, a colonizacdo de animais livres de germes com micrabiota
intestinal isolada de doadores obesos mantidos em criadouros convencionais (com germe) levou a um
aumento significativo no teor de gordura corporal & na resisténcia a insulina nos camundongos receptores.
De forma similar, a transferéncia de microbiota intestinal de camundongos deficientes para o receptor Toll-
like 5 para camundongos selvagens sem germes também transferiu o fendtipo diabético do doador
deficiente para o receptor. Tomados em conjunto, esses estudos sugerem que as alteragdes na comunidade
microbiana intestinal aumentam a capacidade do hospedeiro para extrair energia de uma determinada dieta,
desencadeando dessa maneira o desenvolvimento da obesidade e diabetes. Isso indica um vinculo entre a
microbiota intestinal e o fenotipo diabetico do hospedeiro. Consequentemente, varias intervengdes dietéticas
- incluindo drogas, probidticaos e prebidticos - que alteram a composicao da microbiota sdo usadas para
melhorar os parametros metabdlicos. Alem disso, a microbiota intestinal afeta a homeostase imune no
intestino e respostas imunes alteradas no tecido adiposo estdo ligadas a distdrbios metabdlicos. A
obesidade e diabetes tipo 2 (T2D) estdo associados a inflamacao tecidual crénica de baixo grau. A
metfarmina € a farmacoterapia mais prescrita para o tratamento de individuos com diabetes tipo 2 devido a
sua relativa seguranca, baixo custo e efeitos benéficos sobre a glicemia e a mortalidade cardiovascular. No
entanto, seu mecanismo de acéao ainda permanece nao completamente elucidado. Embaora a metformina
seja geralmente considerada como mediadora de seus efeitos antihiperglicémicos pela supressao da
producao hepatica de glicose através da ativacdo de vias dependentes e independentes da proteina quinase
dependente de AMP (AMPK) no figado, evidéncias recentes indicam que ela tambéem pode atuar através de
vias no intestino. Por exemplo, seu efeito de reducdo da glicose é mais pronunciado quando administrado
por via oral do que quando administrado por via intravenosa. Além disso, um estudo comparando
formulacdes de metformina com exposicao plasmatica reduzida e normal forneceu evidéncias para indicar
que o intestino & um importante sitio de agdo para a metformina. Tambeém, estudos recentes em roedares e
humanos sugerem que as alteragdes microbianas intestinais podem contribuir para o efeito antidiabético da
metformina. Até o momento, no entanto, nao se sabe como a metformina afeta ou interage com a microbiota
intestinal de individuos com T2D. Os poucos achados cientificos aumentam a possibilidade de que a
metfarmina influencia direta e indiretamente a microbiota intestinal, o que pode, por sua vez, contribuir para
seus efeitos antidiabéticos. Muitos estudos tem avaliado o efeito da metformina na absorgao intestinal de
glicose. Enquanto a metformina in vitro pode reduzir a producdo de ATP pelos enterdcitos, levando a

reducdo da atividade de cotrasnportadores de glicose dependentes de
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sodio tipo 1 (SGLT1), ha um aumento na expressio de GLUTZ2 na borda em escova do jejuno de ratos,
através da ativacdo de AMPK. Também em ratos, a administracdo in vivo de metformina em dose
terapéutica (125 mg/Kg, duas vezes ao dia) por trés dias foi associada ao aumento de SGLT1 no duodeno e
jejuno e GLUTS apenas no jejuno, mas nao de GLUTZ2 ao longo do intestino delgado. Por outro lado, em
pacientes com DM2, a administragdo de metformina (850 mg duas vezes ao dia) por 4 ou 7 dias diminuiu
modestamente a absorgao de glicose no intestino delgado, embora ainda nao esteja claro se esse efeito
esta relacionado a atividade ou expressio reduzidas de transportadores de membrana.Nesse contexto, em
diabéticos tipo 2, a metformina demonstrou aumentar no intestino grosso e, em menor grau, no delgado, a
captacao vascular do radiofarmaco 18F-fluordeoxiglicose (18F-FDG), um analogo radioativo de glicose
administrado intravenosamente em exames de PET/CT para imagens funcionais de drgaos e tecidos. O
aumento da captacdo intestinal de 18F-FDG induzido pela metformina indica uma atividade metabdlica mais
intensa nos enterdcitos e, embora seja um fendmeno conhecido ha décadas em Medicina Nuclear, até hoje
nenhuma justificativa para o fenémeno foi fornecida com convicgdo. Gontier et al. relataram que se tfrata
tipicamente de uma captacdo intensa e difusa, o que pode mascarar lesdes intestinais malignas e levar a
resultados falso-negativos. Desta maneira, pacientes que consomem metformina sdo orientados a
suspender o uso por 48 horas antes da realizacdo de exames PET/CT.

Hipotese: Face ao exposto, hipotetizamos que as principais agdes hipoglicemiantes da metformina dao-se
em diferentes porgcdes do intestino, através da modulagdo de seu microbioma e da indug&o da captacao de
glicose por enterdcitos o que vai de encontro ac que tem sido considerado até entdo no meio cientifico como
o principal mecanismo de acdo do medicamento, a inibicdo da neoglicogénese hepatica.

Metodologia Proposta: Voluntarios serdo submetidos a exames de PET/CT, antes e apas tratamento de &
dias consecutivos com cloridrato de metformina (2g/dia). Nas datas reservadas a este estudo, os
participantes deverdo permanecer 6 horas em jejum e serdo orientados a coletar suas fezes em recipiente
proprio para posterior analise microbiana. Uma dose de glicose marcada com F-18 (18F-FDG ), proporcional
a massa de cada participante (0.12 mCi x massa corporal), sera injetada em acesso venoso periférico por
equipe de enfermagem especializada e apds 1 hora de repouso imagens da biodistribui¢do do radiofarmaco
serdo adquiridas da cabeca a raiz das coxas por 20 minutos no equipamento PET/CT Biograph 40mCT
(TrueX, TOF, HD PET, Exp FOV), localizado no setor de Medicina Nuclear do Hospital de Clinicas da
Unicamp. Critério de Inclusdo: Individuos saudaveis (sem uso de medicacao cronica), de ambos o0s sexos,
entre 30 e 45 anos.
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Critério de Exclusdo: Gestantes, lactantes, diagnéstico de doencas intestinais prévias (ultimos 6 meses) e
nao tolerdncia a permanéncia em ambientes parcialmente fechados (equipamento PET/CT).

Objetivo da Pesquisa:

QObjetivo Primario:

Q principal objetivo do presente trabalho € investigar os efeitos da metformina sobre o metabolismo
glicolitico de enterdcitos e a composigdo microbiana intestinal, que contribuiriam para a diminuigéo da
glicemia induzida pelo farmaco e caracterizariam um novo possivel mecanismo de acdo para a metformina,

relacionado, portanto ao aumento da captacdo e utilizacdo de glicose pelo intestino.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Para o exame PET/CT, o participante sera exposto a radiacdo, que, neste caso, provem do radiofarmaco
18F-FDG, injetado intravenosamente, e tambem do aparelho de tomografia computadonzada acoplado ao
equipamento. E importante ressaltar que os niveis de radiacdo s#o calculados com seguranca para que esta
exposicao ndo traga danos a salde. Nio existe risco sabido de céncer associado a injecao do radiofarmaco.
A dose efetiva estimada de radiacio para o FDG-18F PET/CT esta na faixa de 2 a 3 anos de exposicio
natural a radiagdo ambiental Embora nao haja como prever maiores complicag@ies com a participagdo no
estudo, os possiveis riscos e desconfortos decorrentes da administragao oral de metfarmina s&o muito raros
e podem incluir nauseas, cdlica abdominal e diarreia. Os associados ao exame de PET/CT podem ser o de
sangramento e dor durante a insergdo de cateteres intravenosos para injecao do material radioativo (18F-
FDG), alem da necessidade de permanecer imdvel durante o procedimento (por no maximo 30 minutos),
desconfortos estes minimizados, pois pemas e bragos dos participantes estardo acomodados em suportes

especificos fornecidos pelo fabricante do equipamento.
Beneficios: O participante ndo ira se beneficiar diretamente desta pesquisa, porém, nas ajudara a entender

melhor o mecanismo de agao da metformina que, embora seja o farmaco mais amplamente prescrito no

mundo no combate ao diabetes tipo 2, atua através de mecanismos
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ainda pouco compreendidos, sobretudo em argaos alvo diferentes do figado; por essa razéo, e de grande
interesse social e cientifico a investigacdo de suas acgdes, refinando os alvos terapéuticos deste
medicamenta. Acreditamos ainda que desta pesquisa provirdo importantes beneficios sociais com relacao
as terapias voltadas para modular positivamente parametros metabdlicos relacionados a captacéo e
utilizacdo da glicose pelo intestino, melhorando a sensibilidade a insulina e tolerancia a glicose e, portanto,

reduzindo a maorbidade e mortalidade causadas pelo diabetes tipo 2.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Respostas 'as pendéncias:

1- Cronograma: consta como inicio da coleta de dados em junho de 2020, porém os experimentos sé podem
ser iniciados apds a aprovacio pelo CEP.

RESPOSTA: Como informado em carater de observacfo no campo “Outras informac ées,

justificativas ou consideracdes a critério do Pesquisador” da Plataforma Brasil, as datas

programadas serdo readequadas para depois das devidas aprovacdes em comités de analise.

Todavia, apds apontamento, nova programacao foi elaborada com datas estipuladas num futuro

mais distante.

PENDENCIA SOLUCIONADA.

2-. Orgamento: ndo estdo incluidos os custos relativos a realizac&o dos exames de imagem

(PET-CT), que, de acordo com a descrigdo metodoldgica, serdo realizados para fins exclusivos de pesquisa
no HC Unicamp, com potencial custeio realizado através de recursos destinados & assisténcia. E necessario
que haja carta de anuéncia ou declaragdo do responsavel pelo servico de Medicina Nuclear declarando
ciéncia deste fato e autorizagdo para realizacdo da pesquisa.

RESPOSTA: O documento referente a ciéncia e aprovacao do estudo a ser realizado em parte

no Servigco de Medicina Nuclear do Hospital de Clinicas da Unicamp encontra-se anexado em

campo apropriado na Plataforma Brasil.

PENDENCIA SOLUCIONADA.

3- TCLE: o TCLE postado na atual submissdo nao contempla diversos aspectos obrigatorios
(descricdo pormenorizada em linguagem acessivel de todos os procedimentos que serdo
realizados, previsdo de ressarcimento e indenizagéo) e a formatacéo ndo & adequada. Sugerese a redacio

de novo TCLE baseado no modelo aceito por esta instituigdo conforme o link abaixo:
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http:/fwww fcm.unicamp._brifcm/sites/defaultfiles/3_estrutura_basica_tcle.docx
RESPOSTA: Novo TCLE foi redigido segundo as orientagdes fornecidas e modelo oficial.
Encontra-se anexado na Plataforma Brasil em campo apropriado.

PENDENCIA SOLUCIONADA.

4- Riscos e desconfortos: sdo citados os potenciais riscos do uso de Metformina, mas ndo ha mencéo as
possiveis desconfortos, efeitos adversos ou riscos da realizacdo do exame de PETCT e da coleta de fezes.
Mesmo gue sejam minimos, precisam ser detalhados na aba "Riscos" e no TCLE.

RESPOSTA: Alteragdes realizadas.

PENDENCIAS SOLUCIONADAS.

5- Anexar o Regulamento do biorrepositorio {(https/iwww _prp.unicamp.br/pt-br/biorrepositoria)
RESPOSTA: Documento anexado em campo apropriado na FPlataforma Brasil.
PENDENCIA SOLUCIONADA.

6. Nao e informado no projeto detalhado de que forma os participantes serdo recrutados,
critérios de incluséo e exclusio.

RESPOSTA: Informacées incluidas e detalhadas no projeto no item “Critérios de incluso e
exclusdo”, na secdo 4 (Metodologia).

PENDENCIA SOLUCIONADA.

7. No documento "PB_INFORMACOES_BASICAS DO _PROJETO_ 1557243 pdf 18/09/2020
16:51:48 " |é-se: "Detalhamento: Trinta pacientes encaminhados ao Servico de Medicina
MNuclear do Hospital de Clinicas da UNICAMP entre os anos de 2013 e 2016 para a realizacao
de exames de PET/CT, sob indicagdes clinicas diversas, terdo as imagens diagnosticas e
prontuarios reanalisados para a investigacdo da captacao intestinal de glicose em funcéo da presenca ou
nao de diabetes mellitus tipo 2 e comorbidades associadas por eles apresentados. Os resultados
encontrados serdo tabelados e correlacionados também a outras variaveis, como idade, sexo e medicactes
ingeridas, dentre elas e principalmente, o cloridrato de metformina. Trata-se de um estudo observacional
complementar, cujo principal objetivo & investigar, por meio de analises e processamentos de imagens de
PET/CT anteriormente adquiridas, além de revisdo de prontuarios médicos, os efeitos da metformina sobre o
metabolismo glicolitico em enterocitos, que contribuiriam para maior captacdo intestinal de glicose e

1

consequentemente, para a
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diminuicdo da glicemia induzida pelo farmaco em diabéticos tipo 2."

7.1. Estas informacgdes ndao constam no projeto detalhada. Solicitamos que as informagdes no
documento devem ser uniformizadas.

RESPOSTA: Informacgdes incluidas e detalhadas no projeto original. Encontram-se na secao
“Metodologia”, item “Grupos amostrais®, subitem “Diabéticos tipo 2 e individuos controles™.
PENDENCIA SOLUCIONADA.

7.2. Os pacientes gue terdo seus prontuarios acessados sdo denominados participantes da
pesquisa e devem ser inseridos como um grupo na tabela "Grupos em que serdo divididos os
participantes da pesquisa neste centro”.

RESPOSTA: Alterac&o realizada.

PENDENCIA SOLUCIONADA.

7.3. A questido "Informe o ndmero de individuos abordados pessoalmente, recrutados, ou que

sofrerdo algum tipo de intervencdo neste centro de pesquisa” e "Tamanho da Amostra no Brasil" devera ser
alterada para 36.

RESPOSTA: Alteracao realizada.

PENDENCIA SOLUCIONADA.

7.4. Anexar uma nova folha de rosto contemplando o novo tamanho amostral.
RESPOSTA: Nova folha de rosto foi anexada em campo apropriado na Plataforma Brasil
(Documento: Folha_de_Rosto_3).

PENDENCIA SOLUCIONADA.

7.5. Anexar o TCLE que devera ser apresentado para o grupo em que o prontudario sera

acessado.Cabe ressaltar que a Lei Geral de Protegdo de Dados Pessoais (LGPD - Lein®

13.709/2018) foi promulgada este ano e visa proteger os direitos fundamentais de liberdade e de
privacidade e a livre formac&o da personalidade de cada individuo. Essa Lei versa sobre o tratamento de
dados pessoais, dispostos em meio fisico ou digital, feito por pessoa fisica ou juridica de direito publico ou
privado.Para utiliza¢cdo dos dados, esta lei exige consentimento do titular do dado. Lembramos que estudos
apenas com dados de prontuarios ndo sdo necessariamente passiveis de dispensa de TCLE. Além da
LGPD, ha diversas orientagdes do Conselho Federal de Medicina que impedem o acesso ao prontuario
meédico quando ndo houver
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autorizacdo expressa do paciente. O TCLE € o instrumento pelo qual o participante manifestara a sua
anuéncia e autorizagdo para que os documentos-fonte sejam consultados. Por tanto, o pesquisador devera
apresentar o TCLE para os participantes estejam em acompanhamento ou que possam ser contatados.
RESPOSTA: Temas ciéncia da Lei Geral de Protecdo de Dados Pessoais (LGPD - Lei n®

13.709/2018), no entanto, gostariamos de salicitar a dispensa para aplicacdo de TCLE no grupo amostral
referente a revisdo de imagens de PET/CT e prontuarios médicos, uma vez que

transcarrido o periodo contemplado de analise de dados, relativamente antigo (2013 a 2016), cerca de 45%
dos participantes perderam seguimento no Haospital de Clinicas da Unicamp ou vieram a 6bito, enquanto os
demais realizaram o exame uma (nica vez, por solicitacdo das mais diversas especialidades clinicas, o que
tornaria inviavel contata-los pessoalmente em seus devidos retornos médicos para a assinatura do
documentao, sobretudo no periodo de pandemia de COVID-19 que ainda enfrentamos, o qual tem obrigado
todos os ambulatdrios do Hospital de Clinicas da Unicamp a restringir ou cancelar suas consultas. Seria
também extremamente oneroso, inviavel e completamente desnecessario solicitarmas novo PET/CT para a
parcela ativa de participantes, pois as imagens de interesse ja constam no banco de dados do hospital e
serao empregadas apenas para comparactes quali e quantitativas entre o consumo ou ndo consumao de
metformina. Esta conduta n&o violaria, em nossa opinido, os direitos fundamentais de liberdade e de
privacidade de todos os participantes (ativos ou inativos nos ambulatérios do Hospital de Clinicas),
assegurados pela LGPD. Embasados ainda em disposto na resolugdo CNS 466/2012, item IV, o qual
determina "___ caso nao seja possivel a obtencio dos consentimentos (por exemplo,

pacientes que ndo se tenha contato ou falecidos) pode ser dada uma justificativa. " acreditamos que nossa
solicitacdo se justifique e seja viavel.

PENDENCIA SOLUCIONADA.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagio obrigatoria:

Foram analisados os seguintes documentos:
-PB_INFORMAGCOES_BASICAS_DO_PROJETOQ_1557243.pdf  11/12/2020
-Carta_resposta.pdf  11/12/202

-TCLE_Metformina_PETCT_2 pdf 18/11/2020

-Declaracao_SMN.pdf  18/11/2020

-Regulamento_de_biorrepositorio.pdf  18/11/2020
-Projeto_Plataforma_Brasil3.pdf 18/11/2020

-Folha_de_Rosto_3.pdf 18/11/2020
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Confinuacio do Parecer: 4.484.871

Ver o campo Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgdes.

Recomendagdes:

Ver o campo Conclusfes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes.

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequagodes:
MN&o foram observados dbices éticos na emenda proposta.
Diante do exposto e a luz da Resolugdo CNS 466/2012 e da NO 001/2013, o CEP Unicamp manifesta-se

pela aprovacao da emenda proposta ao projeto de pesquisa.

Consideragtes Finais a critério do CEP:
- O participante da pesquisa deve receber uma via do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, na

integra, por ele assinado (gquando aplicavel).

- O participante da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu consentimento em

qualquer fase da pesquisa, sem penalizacdo alguma e sem prejuize ao seu cuidado (quando aplicavel).

- O pesquisador deve desenvaolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado. Se o pesquisadar
considerar a descontinuacdo do estudo, esta deve ser justificada e somente ser realizada apds analise das
razdes da descontinuidade pelo CEP que o apravou. O pesquisador deve aguardar o parecer do CEP
quanto a descontinuagéo, exceto quando perceber risco ou dano néo previsto ao participante ou quando
constatar a superioridade de uma estrategia diagnoéstica ou terapéutica oferecida a um dos grupos da
pesquisa, isto &, somente em caso de necessidade de acdo imediata com intuito de proteger os

participantes.

- O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversaos ou fatos relevantes que alterem o curso normal do
estudo. E papel do pesquisador assegurar medidas imediatas adequadas frente a evento adverso grave
ocorrido (mesmo que tenha sido em outro centro) e enviar notificacdo ao CEP e a Agéncia Nacianal de

Vigilancia Sanitaria — ANVISA — junto com seu posicionamento.
- Eventuais modificagcdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de forma clara e

sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas e aguardando a aprovacéo
do CEP para continuidade da pesquisa. Em caso de projetos do Grupo | ou [l

Enderego: Rua Tessalia Vieira de Camargo, 126

Bairro: Bardo Geraldo CEP: 13.083-887
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apresentados anteriormente a ANVISA, o pesquisador ou patrocinador deve envia-las também & mesma,

junto com o parecer aprovatorio do CEP, para serem juntadas ao protocolo inicial.

- Relatonios parciais e final devem ser apresentados ao CEP, inicialmente seis meses apos a data deste

parecer de aprovacdo e ao término do estudo.

-Lembramos que segundo a Resolucdo 466/2012 | item XI1.2 letra e, “cabe ao pesquisador apresentar dados

solicitados pelo CEP ou pela CONEP a qualguer momento”.

-0 pesquisador deve manter os dados da pesquisa em arquivo, fisico ou digital, sob sua guarda e

responsabilidade, por um periodo de 5 anos apos o término da pesguisa.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Fostagem Autor Situacéo
Informagdes Basicas|PB_INFORMAGCOES BASICAS DO P | 11/12/2020 Aceito
do Projeto ROJETO 1557243 pdf 09:44:20
Cutros Carta_resposta._pdf 11/12/2020 |Natalia Tobar Toledo | Aceito

09:4343 | Prudente da Silva
TCLE / Termos de | TCLE_Metformina_PETCT_2 pdf 18/11/2020 |Natalia Tobar Toledo | Aceito
Assentimento / 21:56:07 | Prudente da Silva
Justificativa de
Auséncia
Declaracio de Declaracao_SMN pdf 18/11/2020 |Natalia Tobar Toledo | Aceito
Instituicdo e 21:53:56 | Prudente da Silva
Infraestrutura
Declaracao de Regulamento_de_biorrepositorio.pdf 18/11/2020 |Natalia Tobar Toledo| Aceito
Manuseio Material 21:5116 | Prudente da Silva
Bioldgico /
Biorepositorio /
Biobanco
Projeto Detalhado /  |Projeto_Plataforma_Brasil3 pdf 18/11/2020 |Natalia Tobar Toledo| Aceito
Brochura 21:5043 | Prudente da Silva
Investigador
Folha de Rosto Folha_de_Rosto_3.pdf 18/11/2020 |Natalia Tobar Toledo | Aceito
21:48:04 |Prudente da Silva

Endereco: Rua Tessilia
Bairro: Bario Geraldo
UF: sP

Telefone:  (18)3521-8936

Municipio:

Vieira de Camargo, 126
CEP: 13.083-887
CAMPINAS
Fax: (19)3521-7187 E-mail:

cep@fcm.unicamp.br
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Cutros

MarioSaad_cracha jpeg

11/09/2020
10:22:09

Mario Jose Abdalla
Saad

Aceito

Situagio do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:

Nao

Enderego:

UF: 5P
Telefone:

CAMPINAS, 26 de Dezembro de 2020

Assinado por:

Alessandro Rozim Zorzi
(Coordenador(a))

Rua Tessalia Vieira de Camargo, 126
Bairro: Barfo Geraldo

Municipio: CAMPINAS

(19)3521-8936

CEP:

Fax: (19)3521-T187

13.083-887

E-mail:

cep@fcm.unicamp. br
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ANEXO 3 — Termo de consentimento livre esclarecido (TCLE)



TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Avaliagdo da composicdo da microbiota intestinal e captacio de glicose por
enterdcitos de individuos saudaveis em uso de metformina

Pesquisador principal: Prof. Dr. Mario José Abdalla Saad
Pesquisadora principal local: Natalia Tobar Toledo Prudente da Silva

MNimero do CAAE: 38906820.9.0000.5404

Vocé esta sendo convidado a participar de uma pesquisa. Este documento, chamado
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, visa assegurar seus direitos como participante da
pesquisa e é elaborado em duas vias, assinadas e rubricadas pelo pesquisador e pelo
participante/responsavel legal, sendo que uma via devera ficar com vocé e outra com o
pesquisador.

Por favor, leia com atencdo e calma, aproveitando para esclarecer suas duvidas. Se
houver perguntas antes ou mesmo depois de assina-lo, vocé poderd esclarecé-las com os
pesquisadores. Se preferir, pode levar este Termo para casa e consultar seus familiares ou
outras pessoas antes de decidir participar. Ndo havera nenhum tipo de penalizacdo ou prejuizo
se vocé nao aceitar participar ou retirar sua autorizacdo em qualqguer momento.

Justificativa e objetivos:

Esta € uma pesquisa que pretende analisar a composicdo da microbiota intestinal, ou
seja, os tipos de bactérias que existem em seu intestino, e a captacio de glicose pelas células
intestinais moduladas pela metformina, droga que diminui a glicemia (acucar no sangue), de
primeira linha para o tratamento de diabetes tipo 2 e que esta disponivel no mercado ha mais
de 60 anos. Este trabalho nos ajudard a esclarecer os mecanismos de acdo deste
medicamento, ainda hoje esclarecidos apenas parcialmente.

Procedimentos:

Participando do estudo vocé sera convidado a doar uma pequena amostra de fezes
(em recipiente apropriado e fornecido gratuitamente, o que pode ser feito em sua residéncia),
e a fazer um exame de PET/CT, um procedimento de imagem muito comum, seguro e bem
estabelecido que permite estudar o metabolismo dos drgdos em geral. Isso acontecera em
dois periodos distintos: antes e apds o consumo por 5 dias consecutivos de 2 gramas de
metformina por dia, via oral. A medicacdo também sera fornecida gratuitamente, serd em
forma de comprimidos de 1 grama fabricados pela empresa farmacéutica EMS SIGMA
PHARMA (CNPJ: 57.507.378/0001-01) e deverdo ser ingeridos 2 vezes ao dia, logo apos o café
da manha e o jantar.

A realizacdo do PET/CT acontecera no Servico de Medicina Nuclear, que esta localizado
no 22 andar do Hospital de Clinicas da Unicamp, situado na Rua Vital Brasil, 251 - Cidade
Universitaria, Campinas - SP. Nos dias deste exame, vocé devera cumprir 6 horas de jejum, tera
seu peso e altura aferidos e recebera através de uma injecdo na veia, uma dose do
radiofarmaco 18F-FDG (18F—fluordesoxiglicose) proporcional ao seu peso. Apds a injecao,

Rubrica do pesquisador: Rubrica do participante:
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ficara em repouso em uma sala privativa por 1 hora, deitado em uma maca e aguecido por
cobertor e tera que ingerir alguns copos de agua para hidratacdo adequada. Logo apds, sera
encaminhado (a) ac equipamento PET/CT para a aquisicdo de imagens por um periodo de 20
minutos. A administracdo do radiofarmaco ndo acarreta qualquer efeito colateral a curto ou a
longo prazos, nem demanda nenhuma restricdo comportamental. Sua visita ao Servico de
Medicina Nuclear ndo durara mais que 2 horas, aproximadamente.

Desconfortos e riscos

Vocé ndo deve participar deste estudo se estiver gravida, amamentando, tiver tido
diagnostico de doencas intestinais em menos de 6 meses e nao tolerar ambientes
parcialmente fechados, como o de dentro do equipamento PET/CT.

Para o exame de imagem, vocé serd exposto a radiacdo, que, neste caso, vem do
material injetado na veia (o radiofarmaco 18F-FDG) e também do aparelho de tomografia
computadorizada acoplado ao PET/CT. E importante entender que os niveis de radiacio sdo
calculados com seguranca para que esta exposicdo ndo traga danos a sua salde. Ndo existe
risco sabido de cdncer associado & injecdo do radiofarmaco. A dose efetiva estimada de
radiacdo para o FDG-18F PET/CT esta na faixa de 2 a 3 anos de exposicdo natural a radiacdo do
meio ambiente.

Embora nao haja como prever maiores complicacdes com a participacao no estudo, os
possiveis riscos e desconfortos decorrentes da administracao oral de metformina sdo muito
raros e podem incluir naduseas, colica abdominal e diarreia. Os associados ao exame de PET/CT
podem ser o de sangramento e dor durante a insercdo de cateteres na sua veia para injecdo do
material radioative (18F-FDG), além da necessidade de permanecer imdvel durante o
procedimento (por no maximo 30 minutos), mas mesmo assim sdo desconfortos minimos, pois
suas pernas e bracos estardo acomodados em suportes especificos fornecidos pelo fabricante
do equipamento.

Beneficios:

Vocé ndo ird se beneficiar diretamente desta pesquisa, porém, nos ajudara a entender
melhor o mecanismo de acdo da metformina que, embora seja o farmaco mais amplamente
prescrito no mundo no combate ao diabetes tipo 2, atua através de mecanismos ainda pouco
compreendidos, sobretudo em o6rgaos diferentes do figado; por essa razdo, é de grande
interesse social e cientifico a investigacdo de suas acoes, refinando os alvos terapéuticos deste
medicamento.

Acreditamos ainda que esta pesquisa trard importantes beneficios sociais com relacdo as
terapias voltadas para modular positivamente a captacio e utilizaco da glicose pelo intestino,
melhorando a sensibilidade & insulina e tolerdncia & glicose e, portanto, reduzindo a
morbidade e mortalidade causadas pelo diabetes tipo 2.

Acompanhamento e assisténcia:
Vocé tem o direito 4 assisténcia integral e gratuita devido a danos diretos e indiretos,

imediatos e tardios, pelo tempo que for necessario e ndo tera despesa alguma ao longo do
estudo.

Rubrica do pesquisador: Rubrica do participante:
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Ligaremos para vocé apenas ao longo da semana em que estiver consumindo a
metformina para acompanha-lo ou assisti-lo em suas eventuais queixas.

Vocé terd direito ao acesso as imagens do exame de PET/CT sempre que solicitadas,
porém, caso nao cumpra o periodo de jejum adequado ou as orientaces quanto ao consumo
de metformina, podera ser retirado do estudo.

Vocé tem total liberdade de decidir ndo mais participar desta pesquisa, em qualquer
fase da mesma, independentemente do motivo e sem nenhum prejuizo a sua pessoa. Nestas
circunstdncias, as imagens do PET/CT (se ja adquiridas), bem como as analises referentes as
coletas de fezes s quais vocé foi submetido enquanto vinculado a esse estudo serdo retiradas
do nosso banco de dados.

Sigilo e privacidade:

Vocé tem a garantia de gue sua identidade sera mantida em sigilo e nenhuma
informacao sera dada a outras pessoas que ndo facam parte da equipe de pesquisadores. Na
divulgacdo dos resultados desse estudo, como por exemplo através da publicacdo em revistas
cientificas especializadas e apresentacdo em congressos nacionais ou internacionais, seu nome
nao sera citado.

Ressarcimento e Indenizacio:

Informamos que seus custos com transporte e alimentacdo nos dias de PET/CT serdo
ressarcidos. Disponibilizaremos a quantia de 50 (cingquenta) reais para o atendimento de suas
necessidades em cada dia que comparecer ao Servico de Medicina Nuclear para a realizacdo
do exame, que se dara em dois sabados consecutivos, no periodo da manha. Esse valor podera
ser complementado, caso necessario.

Vocé tera a garantia ao direito a indenizacao diante de eventuais danos decorrentes da
pesquisa.

Armazenamento de material:

As fezes coletadas antes e apds o consumo de metformina serdo armazenadas por um
periodo de no maximo 6 meses, com o Unico objetivo de realizar estudos metagendmicos, ou
seja, investigar que tipos de bactérias estdo presentes em seu intestino, sendo descartadas
logo apds os testes e suas replicatas, quando necessarias. Portanto, o material armazenado,
assim que utilizado e tendo-se um resultado de analise validado, mesmo que remanescente,
nio sera empregado em experimentos futuros.

Em caso de falecimento ou condicdo incapacitante, os direitos sobre o material
armazenado durante os testes deverdo ser dados a:

(Nome de uma pessoa a ser contatada)

Rubrica do pesquisador: Rubrica do participante:

Versao: 11/11,/2020 Pagina 3 de 4

104



Contato:

Em caso de duvidas sobre a pesquisa, vocé podera entrar em contato com os
pesquisadores: NATALIA TOBAR TOLEDO PRUDENTE DA SILVA, doutoranda no Laboratdrio de
Investigacdo Clinica em Resisténcia & Insulina da Faculdade de Ciéncias Médicas, situada na
Rua Tessalia Vieira de Camargo, 126, Cidade Universitaria Zeferino Vaz, CEP 13083-887
Campinas — SP, telefone (19) 3521-9039, de segunda a sexta-feira, das 08 &s 12 horas ou em
seu telefone particular (19) 982006644 e PROF. DR. MARIO JOSE ABDALLA SAAD, chefe do
mesmo laboratério e disponivel de segunda a sexta-feira, das 08 s 10 horas ou em seu
telefone particular (19) 991361010.

Em caso de dendncias ou reclamactes sobre sua participacdo e sobre questdes éticas do
estudo, vocé poderd entrar em contato com a secretaria do Comité de Etica em Pesquisa (CEP)
da UNICAMP das 08:00hs as 11:30hs e das 13:00hs as 17:30hs na Rua Tessalia Vieira de
Camargo, 126; CEP 13083-887 Campinas — 5P; telefone (19) 3521-8936 ou (19) 3521-7187; e-
mail: cep@unicamp.br

O Comité de Etica em Pesquisa (CEP).

O papel do CEP é avaliar e acompanhar os aspectos éticos de todas as pesquisas
envolvendo seres humanos. A Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP), tem por
objetivo desenvolver a regulamentacdo sobre protecdo dos seres humanos envolvidos nas
pesquisas. Desempenha um papel coordenador da rede de Comités de Etica em Pesquisa
(CEPs) das instituictes, além de assumir a funcdo de drgdo consultor na area de ética em
pesquisas

Consentimento livre e esclarecido:
Apds ter recebido esclarecimentos sobre a natureza da pesquisa, seus objetivos, métodos,

beneficios previstos, potenciais riscos e o incémodo que esta possa acarretar, aceito participar:

Nome do (a) participante da pesquisa:

Data: / /

(Assinatura do (a) participante da pesquisa ou nome e assinatura de seu RESPONSAVEL LEGAL)

Responsabilidade do Pesquisador:

Asseguro ter cumprido as exigéncias da resolucdo 466/2012 CNS/MS e
complementares na elaboracdo do protocolo e na obtencdo deste Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido. Asseguro, também, ter explicado e fornecido uma via deste documento ao
participante da pesquisa. Informo que o estudo foi aprovado pelo CEP perante o qual o projeto
foi apresentado e pela CONEP, quando pertinente. Comprometo-me a utilizar o material e os
dados obtidos nesta pesquisa exclusivamente para as finalidades previstas neste documento
ou conforme o consentimento dado pelo participante da pesquisa.

Data: / /

(Assinatura do pesquisador)

Rubrica do pesquisador: Rubrica do participante:
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PNAS Author Center

Publication Charges

Information on PNAS article processing charges and publication licenses available is on this page.

Article Processing Charges

PNAS depends, in part, on the payment of article processing charges (APCs) to finance its operations. Papers are accepted or rejected
for publication and published solely on the basis of merit. Beginning with articles in volume 119, PNAS has implemented a simplified
APC and license structure that removes dependency on article length. PNAS will grant waivers for authors who do not have funding to
cover APCs (for example, in mathemartics and astronomy, or from lower-income countries). Articles that publish in volume 119 will have

the 2022 APC structure.

Regular research articles:

Available
APC Licenses
Delayed Open $2,595 CC BY-NC-ND
Access
Immediate Open $4,995 for corresponding authors from institutions with current-year site licenses CC BY-NC-ND or
Access [compared to our $5,495 regular fee) CCBY

Brief Report articles: $2,285 per article with either a CC BY or CC BY-MC-ND license. All Brief Report articles are immediately open

access upon publication.
All PNAS articles, regardless of their license, are free within 6 months of publication.

Publication charges may be paid by credit card, check, or wire transfer. On receipt of the publication estimate, authors may log into the

author billing system to review their charges. Email questions regarding billing and payment of APCs to PNASsuppon@copyright.oom.
Submit requests for waivers of charges to PNASWaiverRequests@nas.edu.

Licenses for PNAS Articles

This page explains which licenses govern the reuse of PNAS content. Users are advised to check each article for its publication license

and corresponding reuse and distribution policies.
Licenses for PNAS Articles

PNAS offers two Creative Commons licenses: CC BY-NC-ND and CC BY. Please visit the respective websites for information on license

Lerms.

The standard PNAS license has been discontinued beginning with articles published in volume 119 (2022). Information on the terms
that apply to articles that published with this license can be found here: standard PNAS license terms.

Open Access Policy

All PNAS articles are free to read within & months of publication, without a subscription, and PNAS automatically deposits the version
of record in PubMed Central for the authors. Authors who choose the immediate open access option can have their articles made
freely available immediately upon publication. The following content is freely available upon publication:

s Front matter A

s Special Features

nttps:faww pnas org/aufor-centerpublication-changesauthor-righis-and-penmissions
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Classics

Editorials

* In This Issue

« Corrections

* Retractions

* Retrospectives

« Editorial Expressicn of Concern
* Arthe National Academies

» Nobel papers

Open access articles are published under a nonexclysive License to Publish and distributed under a Creative Commons Attribution-
MonCommercial-NoDerivatives (CC BY-MNC-MND) or a Creative Commons Attribution (22 BY) license. Some funders and institutions have
explicit open access and license requirements. Authors are advised to confirm these requirements with their funding or institutional
representatives to ensure compliance or to request policy waivers. Changes to license selections, or open access status, after
publication may not be possible.

Since 2004, PNAS has offered green open access to everyone: Authors may depaosit their accepted manuscript in their funding body's
archive or designated noncommercial institutional repository, under the same license as the published article, provided that a link to
the published article in PNAS is included. Authors may make their deposited manuscripts publicly available 6 months after publication

or immediately on publication if the article was published in PNAS under the immediate open access option.

PMNAS offers an immediate open access option. Note that Plan 5-funded authors may not be able to use Plan 5 funds to pay for open

access fees. If Plan 5-funded scientists do not have funds available, PNAS will grant waivers for the CC BY fee on a case-by-case basis.

In light of the ongoing COVID-19 pandemic, PNAS continues to make relevant content free to access. Any data or preprints shared
ahead of submission of research articles relevant to the outbreak will not preempt publication in PNAS. Please read the full statement

here.

PMNAS also participares in the following open access initiatives:

» All content, regardless of license, is automarically deposited by PNAS in PubMed Central. Articles that publish with the delayed
open access option are free within & months of publication on PubMed Central. Articles that publish under an immediate open

access option are free to read immediately.

» Articles published in PNAS are compliant with the NIH Public Access Policy.
+ PMAS participates in CHORUS and supports the CHORUS Principles.

* Articles published in PNAS are sent to the Open Access Switchboard so that funders and institutional administrators are notified

of publication milestones.
« All PNAS articles are freely available in 124 lower-income countries.

Authors Rights and Permissions

Rights and Permissions

For volumes 1-89 (1915-1992), the author(s) retains copyright to individual articles, and the NAS holds copyright to the collective work.

For volumes 90-105 (1993-2008), the articles are copyright NAS.

For volumes 106-119 (2009-2022), except for open access articles submitted beginning September 2017, the author{s) retains
copyright to individual articles, and NAS retains an gxclusive Ljicense to Publish these articles and holds copyright to the collective work.

For articles published under either a CC BY-NC-ND or CC BY license beginning September 2017, the NAS retains a pgnexclysive License
Lo Publich.
Visit the Permissions FAQ for information about PNAS copyright and self-archiving guidelines. See the PNAS listing on Sherpa ReMEQ.

PNAS authors do not need permission for the following cases:

1. w0 use their original figures or tables in their future waorks;

2. to make copies of their articles for their own personal use, including classroom use, or for the personal use of colleagues,
provided those copies are not for sale and are not distributed in a systematic way;

3. to include their articles as part of their dissertations; or

4, to use all or part of their articles in printed compilatiens of their own works.

The full journal reference must be cited and, for articles published in volumes 90-105 (1993-2008), "Copyright (copyright year) National
Academy of Sciences” must be included as a copyright note.
~)
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Requesting Permission

For permission to reuse material in velumes 90-118 (1993-2021) that published under the exclusive PNAS License to Publish, requests
should be sent to PNASpermissions@nas.edu and must include the following information about the requestor and the material:

1. Your full name, affiliation, and tite

2. Your complete mailing address, phone number, and email
3. PNAS volume number, issue number, and issue date

4. PNAS article tide

5. PNAS authors’ names

6. Figure/table number or portion of text to be reprinted

Requests must also include the following informaticn about the intended use of the material:

1. Title of work in which PNAS material will appear
2. Authors/editors of work

3. Publisher of work

4. Retail price of work

5. Number of copies of work to be produced

6. Intended audience

7. Whether work is for nonprofit or commercial use

Permission is not required to use original figures or tables for nencommercial and educational use (i.e., in a review article, in a book
that is not for sale) if the article published under the exclusive PMAS License to Publish. Please include a full journal reference and, for
articles published in volumes 90-105 (1993-2008), include "Copyright (copyright year) National Academy of Sciences” as a copyright
note. Commercial reuse of figures and tables (i.e., in promotional materials, in a textbook for sale) requires permission from PNAS.

Reproducing full articles (whether physically or electronically) published under the exclusive PNAS License to Publish requires
permission from PNAS and will also incur an article reprint fee. Sharing the URL of a PNAS article does not require permission and will

not incur any fees.

In September 2017 (paroway through volume 114), PNAS started offering CC BY-NC-ND and CC BY licenses. PNAS is not authorized o
grant permission for material published under either license, as the authors hold copyright. However, depending on the intended use,
permission may not be required at all. Users are advised to check each article for its publication license and corresponding reuse and

distribution policies.

As a courtesy, please notify PNAS authors when reusing their work, regardless of the license to publish. Use of PNAS material must not
imply any endorsement by PNAS or NAS.

Text and data mining are permitted for noncemmercial institutions with an active institutional site license to PNAS for internal
noncommercial research purposes. Other requests should be sent to PNASpermissions@nas.edu.

PNAS cannot supply original artwork. Such requests should be directed to the article’s corresponding author (contact information is
available in the article’s footnotes).

Additional Permissions Requests

Copyright Clearance Center offers the following pay-per-use options for PNAS material:

# Use in electronic or print course materials (i.e., coursepacks, classroom handouts, posting on an academic institution intranet)
» Delivery via Interlibrary Loan (ILL) or other document delivery

# Photocopying for general business or academic use

* Sharing content electronically (i.e., sending in an email, posting on an intranet or exwranet)

Pay-per-use orders can be submitted directly through the Copyright Clearance Center website.

Authorization to photocopy items for the internal or personal use of specific clients is granted by the NAS provided that the proper fee
is paid directly to the Copyright Clearance Center.

For questions regarding any of the above, including permission to photocopy beyond that permitted by Section 107 or 108 of the LIS
Copyright Law, contact:

Copyright Clearance Center, 222 Rosewood Drive Danvers, MA 01923 Phone: 978-750-8400 Fax: 978-730-4770 Email:
info@copyrightcom
License to Publish

Signing the License to Publish grants NAS nonexclusive rights to publish the work in PNAS. \
~
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PNAS Pilot Transformative Agreements

The Mational Academy of Sciences (MAS) has select pilot transformative agreements with institutions and consortia to provide
immediate public access to PNAS, the peer reviewed journal of the MAS, These agreements offer a sustainable open access framework

and provide the following benefits to researchers at participating institutions:

+ Researchers have unlimited access to all content published in PMNAS, including subscription-only content, immediately after
publication.

» Research articles by corresponding authors based at participating institutions are published immediate open access under a CC
BY license, directly deposited to PubMed Central (PMC) and to Europe PMC, and archived in LOCKSS/CLOCKSS and Portico.

* Depending on the agreement, authors within the institution qualify for reduced or no research article publicatien fees, with no
limit to the number of articles that may be published immediate open access.

Jisc Publish-and-Read Transformative Agreement

lisc has signed a Publish-and-Read agreement with the NAS. The agreement, which benefits all corresponding authors from
participating UK institutions, runs from July 1, 2021, to December 31, 2023.

Under the agreement, corresponding authors from an institution that has signed up with Jisc may publish open access in PNAS without
incurring article page charges. A CC BY license is applied to the article by default. Authers who opt out of publishing their articles with
an open access license will be responsible for paying the full PNAS charges for their articles, as outlined in the Article Processing
Lharges.

How to take advantage of this agreement:

* The correspoending author must be affiliated with an institution participating in this pilot agreement, and the author must publish
under this affiliation.

» The author should use their institutional emnail address when submitting their paper, if possible. The author will be asked to
validate their institution if a validated institution is not already linked to the author's user profile.

* [f invited to submit a final revision, the author will receive a request to sign the License to Publish once the revision is received.
The correspoending author should choose a CC BY license to qualify for this agreement.

» The article must be accepted for publication in PNAS between July 1, 2021, and December 21, 2023,

» Authors who publish in PNAS always retain copyright ownership or have the ability to set the copyright owner as their institutions
when required.

For a complete list of institutions participating in this pilot program with Jisc, please visit higpsfwwe. pnas.org/suthor-center/jjisc-
publish-and-read.

University of California Publish-and-Read Transformative Agreement

California Digital Library has signed a Publish-and-Read Transformative Agreement with the NAS on behalf of the University of
California. The agreement, which benefits researchers at all University of California campuses and the Lawrence Berkeley and

Lawrence Livermore Mational Laberatories, runs from August 1, 2021, to July 31, 2023,

Under the agreement, corresponding authors from any University of California institution, including the Lawrence Berkeley and
Lawrence Livermore National Laboratories, may publish open access in PNAS for a discounted total rate of $3,000 per article, with no
separate article page charges. A CC BY license is applied to the article by default; authors may opt to change to CC BY-NC-ND.

Authors may also opt out of using an open access license to publish their article and choose subscription-only access instead. These

authors will pay PNAS article charges as outlined in the Article Processing Charges.
How to take advantage of this agreement:

# The correspoending author must be affiliated with a University of California campus, the Lawrence Berkeley National Laboratory,
or the Lawrence Livermore Mational Laboratory, and the author must publish under this affiliation.

* The author should use their institutional email address when submitting their paper, if possible. The author will be asked to
validate their institution if a validated institution is not already linked to the author’s user profile. A University of California
institution or either the Lawrence Berkeley or the Lawrence Livermore National Laboratories must be indicated.

» [finvited to submit a final revision, the author will receive a request to sign the License to Publish once the revision is received.
The corresponding author must choose either a CC BY or CC BY-NC-ND license to qualify for this agreement.

» The article must be accepted for publication in PNAS between August 1, 2021, and July 31, 2023,

» Authors who publish in PNAS always retain copyright ownership and have the ability to set the copyright owner as their
institutions when required.

Max Planck Society Publish-and-Read Transformative Agreement

~)
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Max Planck Digital Library (MPDL) has signed a Publish-and-Read Transformative Agreement with the NAS on behalf of the Max Planck
Society. The agreement, which benefits corresponding authors affiliated with the Max Planck Society, runs from May 1, 2023, to April
30, 2026,

Under the agreement, corresponding authors from any Max Planck Society institute may publish open access in PNAS without
incurring individual article processing charges (APCs). A CC BY license must be selected. Authors who opt out of publishing their articles
with an open access license should contact PNASaubilling@nas.edu for guidance on covering the PNAS charges for their articles.

How to take advantage of this agreement:

# The corresponding author must be affiliated with an institution participating in this pilot agreement, and the author must publish
under this affiliation.

s The author should use their institutional email address when submitting their paper, if possible. The author will be asked to

validate their institution if a validated institution is not already linked to the author’s user profile.

If invited to submit a final revision, the author will receive a request to sign the License to Publish once the revision is received.

The corresponding author should choose a CC BY license o qualify for this agreement.

« The article must be accepted for publication in PNAS berween May 1, 2023, and April 20, 2026.

* Authors who publish in PNAS always retain copyright ownership or have the ability to set the copyright owner as their institutions
when required.

PMNAS and Funder Mandates

All authors who publish in PNAS under a CC BY license retain copyright ownership for their work, along with the right to post their
accepted manuscript under the same CC BY license. PNAS makes all published articles available through PMC and Europe PMC at the
close of each weekly issue.

Bill & Melinda Gates Foundation

Authors whose research was funded in part or in whole by the Gates Foundation may comply with the Gates Foundation open access

Ralicy as follows:

* Include the following acknowledgment in your manuscripts submitted for publication to PNAS:

"This work was supported, in whole or in part, by the Bill & Melinda Gates Foundation [grant number]. Under the grant
conditions of the Foundation, a Creative Commons Arribution 4.0 Generic License has already been assigned to the
Author Accepred Manuscript version that might arise from this submission.”

# Choose a CC BY license for your article. Note that the Gates Foundation does not permit you to use their funds to pay the article
processing charges (APCs) associated with publishing open access in PNAS.

# Include a data availability statement with your article that describes where any primary data, associated metadata, original
software, and any additional relevant materials necessary to understand, assess, and replicate the reported study findings in
totality can be found. Make this data freely available on publication. PNAS requires a data availability statement for all published
articles. Learn more about data availability statements at PNAS. Learn more about Gates Foundation data availability
Lequirements,

HHMI

Authors whose publication results from research conducted in HHM| laboratories may continue to pay their PNAS APC from their

The Wellcome Trust

Authors may comply with the Wellcome open access policy by including the following statement in their submission, which will be

included in the published article:

“This research was funded in whole or in part by the Wellcome Trust. For the purpose of Open Access, the author has applied
a CC BY public copyright license to any Author Accepted Manuscript (AAM) version arising from this submission.”

Wellcome Trust authors should also select a CC BY license for their PNAS article, which ensures that their article will be made freely
available upon publication. Note that Wellcome does not permit authors to use their funds to pay the APC asscciated with publishing
open access in PNAS.

Sign up for the
PNAS Highlights newsletter ~)

Get in-depth science stories sent to your inbox twice a month.
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