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RESUMO

Introducdo: A exposicdo a fumaca de cigarros (EFC) ndo s6 aumenta o risco para
doencas cardiovasculares como, também, lesa diretamente o miocardio. Estudos
experimentais e clinicos mostram que EFC estd associada com hipertrofia e disfuncéo
miocardica, independentemente de fatores vasculares. Pouco se sabe sobre os mecanismos
envolvidos com a lesdo miocéardica induzida pela EFC. Dentre estes mecanismos estdo as
alteracdes no metabolismo energético. Em um coracdo normal, 60 a 90% do adenosina
trifosfato (ATP) sdo provenientes da oxidagdo de &cidos graxos (AG). Em condicBes
patoldgicas, existem alterac@es na utilizacdo dos substratos, na biogénese mitocondrial e por
fim na producdo de ATP, que podem comprometer a morfologia e funcédo cardiaca. Estudos
mostram que o tabagismo pode levar a resisténcia insulinica, que por sua vez pode
comprometer a bioenergética cardiaca. Entretanto, ndo é sabido se h4 comprometimento do
metabolismo energético cardiaco associado a resisténcia insulinica induzida pela EFC.
Adicionalmente, em estudos experimentais, a metformina tem se mostrado eficiente em
atenuar a remodelacdo cardiaca, principalmente atuando sobre o metabolismo energético.
Objetivos: Os objetivos do trabalho foi avaliar o papel da metformina na remodelacéo
cardiaca induzida pela fumaca de cigarro, por meio da avaliacdo morfofuncional cardiaca, do
estresse oxidativo, do metabolismo energético, e expressao de proteinas que participam do
metabolismo da glicose. Material e Métodos: Foram utilizados 60 animais alocados em 4
grupos de 15 animais cada: grupo EFC (n=15), formado por animais expostos a fumaca do
cigarro; EFC-MET (n=15) formado por animais expostos a fumaca do cigarro e com ingestao
de metformina diluida na agua; grupo controle C (n=15) e grupo MET (n=15) que recebeu
metformina diluida em &gua. Apds 2 meses os animais foram submetidos a: a) estudo
bioguimico para avaliacdo da exposicdo ao cigarro, b) estudo ecocardiografico para avaliacdo
morfofuncional; c¢) afericdo da pressdo arterial caudal; d) estudo histoldgico utilizando
imunofluorescéncia para avaliacdo de hipertrofia, angiogenese e translocagdo de GLUt-4; e)
Western Blot para avaliacdo da expressdo de proteinas envolvidas com resisténcia insulinica e
metabolismo da glicose; f) avaliacdo espectrofotométrica para avaliagdo da atividade de
enzimas do metabolismo energético e da quantidade de glicogénio cardiaco. Resultados: Os
animais EFC tiveram aumento do atrio esquerdo (AE), do diametro do ventriculo esquerdo
(DDVE), da massa do ventriculo esquerdo (IMVE), da espessura relativa da parede posterior
(ERP) seguido de disfuncdo diastdlica. A metformina atenuou o tamanho do AE, a ERP, a

disfungdo diastdlica em animais EFC. Em relacdo aos mecanismos potencialmente



envolvidos, observou-se que a EFC aumentou a formacédo de hidroperdxido de lipideos, mas a
associacdo com metformina e fumo aumentou ainda mais. Porém a metformina,
independentemente da EFC aumentou a atividade das enzimas antioxidantes catalase e
superdxido dismutase. Em relacdo ao metabolismo energético, observou-se que o fumo
independentemente da metformina reduziu a atividade do complexo | e ATP sintase. Ja a
metformina aumentou a atividade do complexo I, 1l e ATP sintase, independentemente da
EFC. N&o houve interacdo entre fumo e metformina para 0 metabolismo energético. Em
relacdo a expressdao de proteinas do metabolismo da glicose observou-se que AKT
fosforilado/AKT total e GLUT-4 da membrana diminuiram com o fumo e foram atenuados
pela metformina. Conclusdo: A metformina atenua os danos gerados pela EFC,
provavelmente este fato ndo ocorre por reducdo do estresse oxidativo. Existe a possibilidade
da EFC induzir alteracdo do metabolismo da glicose, que no tecido cardiaco fora atenuada
pela metformina, talvez por aumentar a fosforilagdo da AKT e aumento do GLUT-4 na

membrana.



ABSTRACT

Introduction: Exposure to cigarette smoke (ECS) not only increases the risk for cardiovascular
disease but also directly damages the myocardium. Experimental and clinical studies show
that ECS is associated with hypertrophy and myocardial dysfunction, regardless of vascular
factors. Little is known about the mechanisms involved with myocardial injury induced by
ECS. Among these mechanisms are the changes in energy metabolism. In a normal heart, 60
to 90% of the adenosine triphosphate (ATP) comes from the fatty acid oxidation (FA). In
pathological conditions, there are alterations in the use of substrates, in mitochondrial
biogenesis and finally in the production of ATP, which may compromise morphology and
cardiac function. Studies show that smoking can lead to insulin resistance, which in turn can
compromise cardiac bioenergetics. However, it is not known whether there is impairment of
the cardiac energy metabolism associated with the insulin resistance induced by the ECS.
Additionally, in experimental studies, metformin has been shown to be effective in
attenuating cardiac remodeling, mainly by acting on energy metabolism. Objectives: The
objective of this study was to evaluate the role of metformin in cardiac remodeling induced by
cigarette smoke through cardiac morphofunctional evaluation, oxidative stress, energy
metabolism, and expression of proteins that participate in glucose metabolism. Material and
Methods: Sixty animals were allocated to four groups of 15 animals each: ECS group (n =
15), composed of animals exposed to cigarette smoke; ECS-MET (n = 15) consisting of
animals exposed to cigarette smoke and with ingestion of metformin diluted in water; group C
(n =15) and MET group (n = 15) who received metformin diluted in water. After 2 months
the animals were submitted to: a) biochemical study to evaluate the exposure to cigarette; b)
echocardiographic study for morphofunctional evaluation; c) measurement of caudal blood
pressure; d) histological study using immunofluorescence to evaluate hypertrophy,
angiogenesis and GLUt-4 translocation; ) Western Blot for evaluation of the expression of
proteins involved with insulin resistance and glucose metabolism; f) spectrophotometric
evaluation to evaluate the activity of energy metabolism enzymes and the amount of cardiac
glycogen. RESULTS: ECS animals had left atrial enlargement (AE), left ventricular diameter
(LVDD), left ventricular mass (LVMI), relative posterior wall thickness (ERP) followed by
diastolic dysfunction. Metformin attenuated the size of AE, ERP, diastolic dysfunction in

ECS animals. Regarding the potentially involved mechanisms, it was observed that the ECS
increased the formation of lipid hydroperoxide, but the association with metformin and smoke
increased even more. However, metformin, independently of the ECS increased the activity of

the antioxidant enzymes catalase and superoxide dismutase. Regarding energetic metabolism,



it was observed that smoking independently of metformin reduced the activity of complex |
and ATP synthase. On the other hand, metformin increased the activity of complex I, Il and
ATP synthase, independently of the ECS. There was no interaction between smoking and
metformin for energy metabolism. Regarding the expression of glucose metabolism proteins,
it was observed that phosphorylated AKT / total AKT and membrane GLUT-4 decreased with
smoke and were attenuated by metformin. Conclusion: Metformin attenuates the damage
generated by the ECS, probably not by reducing oxidative stress. There is a possibility that
ECS may induce altered glucose metabolism, which in cardiac tissue has been attenuated by
metformin, perhaps by increasing the phosphorylation of AKT and increasing GLUT-4 in the
membrane.



INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

O habito de fumar aumenta em mais de duas vezes o risco de obito por doencas
cardiovasculares (1, 2, 3). Desta forma, os efeitos vasculares do cigarro, levando a doenca
cardiovascular e insuficiéncia cardiaca, tém sido bastante explorados. E necessario considerar
os efeitos tdxicos da fumaca do cigarro ao miocéardio, independentemente dos fatores

vasculares.

Os efeitos toxicos da fumaca de cigarros desencadeando o processo de
remodelagdo sdo observados em estudos experimentais e clinicos. Em modelos experimentais
, a fumaca de cigarro, induziu diferentes padrées de remodelacdo cardiaca, sendo 0 mais
comum padrdo normal seguido por hipertrofia excéntrica (4). Em geral, observa-se também
aumento da area seccional dos midcitos que caracterizam hipertrofia concéntrica (5).
Acompanhando estas alteracfes morfololgicas, observou-se piora dos pardmetros de funcdes

sistdlica e diastdlica, tanto in vivo quanto in vitro (6, 7, 8, 9, 10, 3).

Em humanos, Hartz e colaboradores observaram que homens com menos de 50
anos, na auséncia de aterosclerose significativa e de hipertensdo, apresentavam hipertrofia e
hipocinesia cardiaca (11). Outros autores apontaram que o tabagismo esta associado a
hipertrofia e disfuncéo cardiaca, independentemente da aterosclerose e hipertensdo arterial
(12,13).

Pouco se sabe sobre os mecanismos que participam da remodelacdo cardiaca
induzida por efeitos téxicos da fumaca de cigarros, diretamente no coragdo. Dentre eles
encontram-se, problemas no metabolismo energético cardiaco. (14).

O coracdo éum 6rgdo que demanda grande quantidade de energia para seu
funcionamento. Diariamente 0 coracdo necessita de aproximadamente 30 kg de adenosina
trifosfato (ATP) para suprir seu gasto energético. A transformacgdo adequada de energia
depende da utilizagdo de substratos, como os acidos graxos e glicose, da massa e da funcéo

mitocondrial (14).

Considerando o coracdo normal, 60 a 90% do ATP formado é proveniente da
oxidacdo de acidos graxos. Os acidos graxos sofrem beta-oxidacdo. A oxidacdo dos acidos
graxos resulta na formagéo de acetilcoenzima A (Acetil CoA), para o ciclo de Krebs (14, 15,
16).



Os carboidratos, também sdo fontes importantes contribuindo para formacao de
10 a 40% do ATP cardiaco. A entrada de glicose na célula leva a producdo de piruvato e em
seguida de AcetilCoA. AcetilCoA, proveniente da metabolizacao de &cidos graxos ou glicose,
entram no ciclo de Krebs, geram NADPH" e FADH,", que serdo transportadores de elétrons
nos complexos de | a V, da cadeia respiratdria mitocondrial. Ao final, no complexo V, o
gradiente de prétons gera energia para que adenosina difosfato (ADP) se ligue ao fosforo

inorganico, pela acdo da ATP sintase, formando ATP.

Em condigdes normais a insulina se liga ao seu receptor na membrana plasmatica
celular. Este receptor se autofosforila e se ativa. Em seguida fosforila uma proteina de
acoplamento que recruta phosphatidylinositol-3 kinase, PI3K, da membrana plasmatica. Este
conjunto ativa a proteina quinase B, Akt, que € um mediador central dos efeitos da insulina.
A Akt-1 favorece a translocacdo do GLUt 4 para a membrana, permitindo a entrada da
glicose. Adicionalmente Akt-1 inibe o metabolismo de &cidos graxos (17).

Em condicGes patoldgicas, ou seja, durante a remodelacdo cardiaca, existe
reducdo na oxidacdo de acidos graxos e aumento da utilizacdo de glicose. Isto ocorre
principalmente nos estagios iniciais da remodelagdo cardiaca, como uma forma de proteger o
coracdo. Isto se deve ao fato da oxidacdo dos &cidos graxos gastarem mais oxigénio por ATP
gerado quando comparado com a glicose. Neste momento existe um estimulo para que Akt-1
favoreca a entrada de glicose no cardiomidcito, via GLUT-4. Adicionalmente Akt-1 reduz a
oxidacdo dos é&cidos graxos. Independentemente dos efeitos metabdlicos a Akt-1 esta
associada a diminuicdo de apoptose, liberacdo de 6xido nitrico, a hipertrofia e fibrose. Em
situacbes de diminuicdo de ATP, aumento de estresse oxidativo, alteracdes no transito de
calcio, existe ainda estimulo para producdo da proteina quinase ativada por AMP, AMPK, que
participa de varias vias de sinalizacdo. Dentre as vias de sinalizacdo que sdo estimuladas pelo
AMPK estdo estimulo aos receptores GLUT-1 e 4, aumentando a captagdo de glicose, bem
como a enzima oxido nitrico sintase endotelial, eNOS. O GLUT-1 favorece a entrada da
glicose na célula independentemente da insulina. A eNOS estimula a sintese de 0xido nitrico
que atuam positivamente sobre a angiogénese, na tentativa de atrair mais oxigénio para a

célula, aumentando a eficiéncia da mitocondria em transformar energia. (17, 18).

Em estagios mais tardios da remodelacdo cardiaca, os &cidos graxos que nao
foram oxidados se acumulam no miocardio sob a forma de triglicerides e ceramidas. Este

acumulo de lipides intracardiaco configura a lipotoxicidade, que promove apoptose e



disfuncdo cardiaca. Esta fase tardia, caracteriza-se por aumento das vias Akt-1 e AMPK, mas
por reducdo de peroxisome proliferator actived receptor alpha, PPAR-0, e peroxisome
proliferator actived receptor gamma coativador 1 alpha, PGC-1 a., que sdo reguladores da
oxidacdo dos &cidos graxos (18). Ainda que a via glicolitica esteja aumentada a sintese de

ATP ndo é suficiente para manter a fungéo cardiaca (17, 18).

Outro ponto importante a considerar é sobre a resisténcia insulinica. Individuos
diabéticos ou obesos com resisténcia insulinica apresentam alteracdes no metabolismo
energético que sdo particulares destas situacdes. Nestes casos, como a insulina ndo consegue
ativar seu receptor existe diminuicdo da translocacdo de GLUT-4 para a membrana e
diminuicdo da fosforilacdo de Akt com consequente reducdo de ATP. Adicionalmente, existe
maior estimulo para captacdo de acidos graxos pelos midcitos. Entretanto, estes acidos graxos
ndo conseguem ser totalmente oxidados e se acumulam no midcito levando a lipotoxicidade
(17).

Considerando a resisténcia insulinica, a metformina exibe papel crucial,
principalmente no contexto da pré-diabetes e diabetes. A metformina tem sua origem na
planta Galega Officinales (galegina), descoberta em 1920. Passa a ser aprovada como droga
anti-diabética classificada como biguanida, em 1957 na Europa e 1995 nos Estados Unidos.
Hoje é a medicacdo antidiabética mais prescrita em todo o mundo. Entretanto, seus
mecanismos de acdo ainda permanecem por serem esclarecidos. De forma geral, aceita-se que
a metformina diminui a producdo hepatica de glicose e aumenta a captacdo muscular de

glicose e assim controla as concentracdes plasmaticas de glicose. (19)

Estudos experimentais e clinicos preliminares sugerem que a metformina
apresenta efeitos protetores cardiovasculares. Em modelos de infarto agudo do miocardio e na
auséncia de diabetes, cardiomiopatia diabética e estenose adrtica, a metformina apresentou
efeitos positivos em reduzir cavidade ventricular e melhorar a fungdo. Dentre 0s mecanismos
estudados estdo AMPK, SIRT-1, FOXO, PGC-1, fator de transformacéo de crescimento beta
(TGF-beta), colageno, 6xido nitrico sintase endotelial, eNOS, entre outros (20, 21, 22, 23).

Observa-se que alteragfes no metabolismo energético exercem papel crucial na
remodelacdo cardiaca podendo estar associado a hipertrofia, formacdo de EROS, apoptose,

menor sintese de ATP, maior gasto energético e por fim disfuncio miocérdica. E possivel que

10



a exposicdo a fumaca de cigarros induza alteragdes no metabolismo energético, explicando,
em parte, a hipertrofia e a disfun¢do miocérdica observadas em estudos anteriores.

Desde 1984 Gvozdjakova e colaboradores observaram alteracdes na reducdo da
sintese de ATP e problemas na cadeia respiratoria mitocondrial em animais expostos a fumaca
de cigarros. Estes autores chamaram estas alteracdes de “smoking cardiomyopathy”. Ao longo
destes anos, outros estudos avaliaram a funcdo e massa mitocondrial evidenciando prejuizos
com a exposicao a fumaca de cigarros. Entretanto, pouco se sabe sobre a metabolizacdo de
substratos no coracdo exposto a fumaca de cigarros. Em recente estudo realizado em nosso
laboratério, observamos diminuicdo da atividade de enzimas da beta oxidacdo de &cidos
graxos e aumento dos triglicerideos cardiacos, em ratos expostos a fumaca de cigarros. (24)
Estes resultados foram associados com apoptose, hipertrofia e disfun¢do miocardica. Zhou e
colaboradores mostraram que a trimetazidina, que é o agente que reduz a beta oxidacdo e
aumenta a via glicolitica por favorecer a sintese de ATP e economizar energia, atenuou a
remodelacdo cardiaca induzida pela exposicdo a fumaca de cigarros (25). Entretando, nao
estudou as vias metabdlicas envolvidas. Outro estudo em humanos mostrou que o tabagismo
esteve associado com aumento de &cidos graxos livres circulantes e com resisténcia insulinica
(26). N&o se sabe se 0 metabolismo da glicose no coracdo de animais expostos a fumaca de
cigarros estd comprometido. O papel da metformina na cardiomiopatia induzida pelo fumo

permanece por ser estabelecida.

Considerando, que o tabagismo é habito frequente na populacdo mundial, a
principal causa de mortalidade evitavel, toxico ao miocardio podendo levar a insuficiéncia
cardiaca, justificou-se o estudo de mecanismos envolvidos nas lesbes cardiacas induzidas pelo
tabaco. Um destes mecanismos € a influéncia da exposicéo a fumaca de cigarros sobre as vias
metabdlicas cardiacas, pois estas permaneciam por serem elucidadas. Para este estudo
escolhemos avaliar o tratamento com metformina, por meio do indice de vias da utilizagdo da
glicose, por meio da avaliagdo da expressdo da SIRT-1, FOXO-1, Akt-1, AMPK, GLUt-4,
GLUt-1 e por meio da atividade de enzimas da via glicolitica como fosfofrutokinase, lactato
desidrogenase, piruvato desidrogenase, complexos mitocondriais e ATP sintase, NAD/NADH
. Avaliamos possiveis alteragbes que podem contar com a participacdo destas vias como
varidveis ecocardiograficas morfologicas e funcionais e em variaveis histolégicas como

hipertrofia e nimero de capilares.
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OBJETIVOS

Os objetivos do trabalho foi avaliar o papel da metformina na remodelacédo
cardiaca induzida pela fumaca de cigarro, por meio da avaliagdo morfofuncional cardiaca, do
estresse oxidativo, do metabolismo energético, e expressdo de proteinas que participam do

metabolismo da glicose.
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MATERIAL E METODOS

Delineamento

Foram utilizados 60 ratos Wistar machos, pesando entre 200-250g. Os animais
foram mantidos em gaiolas individuais com livre acesso a agua, controle de luz (ciclos de 12
horas), de temperatura (aproximadamente 25° C) e de umidade. A racdo desses animais foi
pesada diariamente e a oferta foi definida de acordo com a média dos ratos que ingeriram
menos racdo por cada grupo para evitar a obesidade e manter o controle do peso afim de que
tivéssemos certeza de que as alteracBes estudadas se davam pela intervencdo e pelo
tratamento. A metformina foi diluida em &gua almejando ingestdo de 250mg/kg/dia. O
bebedouro em que era ofertada a agua era graduado em 500ml, descontdvamos a sobra que se
acumulava na parte inferior do bebedouro, que era proxima de 50ml. A solucdo nos
bebedouros eram misturadas por inversdo todos os dias para evitar o deposito do
medicamento no fundo da garrafa.

Os animais foram divididos em 4 grupos: grupo F (n=15), formado por animais
expostos a fumaca do cigarro; FM (n=15) formado por animais expostos a fumaca do cigarro
e com ingestdo de metformina diluida na &gua; grupo controle C (n=15) e grupo CM (n=15)
que recebeu metformina diluida em &gua durante os 2 meses de observacdo. Este modelo foi o

mesmo utilizado por Yin M, 2011, em animais infartados e ndo diabéticos (21)

O tempo de observacdo de 2 meses foi definido baseado em trabalhos anteriores
do nosso grupo, onde esse tempo de exposicdo a fumaca do cigarro foi suficiente para induzir
os efeitos deletérios caracteristicos da remodelacdo cardiaca (9). Em relacdo ao tamanho
amostral, considerou-se 15 o nimero adequado de animais por grupo, visto que esse numero

foi suficiente em estudos anteriores para mostrar as diferencas entre 0s grupos.

A exposi¢édo ao fumo

Para expor os animais a fumaca de cigarro, foi utilizado o método proposto por
Wang et al, ja padronizado em nosso laboratorio (6, 9, 27-29). Os ratos foram colocados em
camara transparente, cujas medidas sdo, aproximadamente, 95x80x65 cm; a camara foi

conectada ao dispositivo para producdo de fumaca dos cigarros. A fumaca dos cigarros foi
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aspirada por véacuo e veiculada para camara em que estavam alojados 0s animais e expostos
durante periodo de 30 minutos & fumaca do cigarro. Apds esse periodo, a fumaca foi exaurida
e o procedimento repetido. Na primeira semana, a fumaca foi obtida a partir de cinco cigarros,
duas vezes por dia no periodo da tarde, com intervalos de descanso de 10 minutos. O nimero
de cigarros foi aumentado para o total de 10 cigarros/30 minutos, duas vezes no periodo da
manhd e duas vezes no periodo da tarde. Durante o restante do periodo de estudo
experimental, os animais foram expostos a fumaca de 40 cigarros/dia. O cigarro utilizado,
cigarro comercial comum, apresenta a seguinte composicao: 1,1 mg de nicotina, 14 mg de

alcatrdo e 15 mg de mondxido de carbono.

Pressdo Arterial Caudal

Apdbs 2 meses de tratamento, os animais foram submetidos a afericdo da pressao
arterial caudal. Os animais foram colocados em uma caixa de madeira forrada com maravalha,
onde na tampa ficava acoplada uma lampada incandescente que era possivel ajustar a
intensidade de luz que era emitida e consequentemente a temperatura dentro da caixa. Dessa
forma, os animais eram aquecidos para que a artéria da cauda fosse dilatada e a pressdo
pudesse ser aferida mais facilmente e mais rapidamente para que fosse possivel obter o fluxo

sanguineo arterial. Este aparelho fornece manualmente o valor da pressdo arterial caudal.

Avaliacao funcional “in vivo”

Avaliacdo Doppler-ecocardiogréafica

Os exames Doppler-ecocardiograficos foram realizados por um Unico
examinador no inicio e ao final do periodo experimental. Os ratos foram anestesiados com
cloridrato de cetamina (50mg/Kg, i.p.) e cloridrato de xilidino (1mg/Kg, i.p.). Apds tricotomia
da regido anterior do torax, os animais foram posicionados em leve decubito lateral esquerdo
para a realizacdo do exame. Foi utilizado o equipamento modelo Vivid S6 (General Electric
Medical Systems, Israel), dotado de transdutor ultrassénico multifrequencial de 5,0-11,5 MHz.
Para realizar as medidas estruturais do coragdo, as imagens foram obtidas em modo
monodimensional (modo-M) orientado pelas imagens em modo bidimensional, com o
transdutor em posicdo paraesternal, eixo menor. A avaliagdo do ventriculo esquerdo (VE) foi
realizada posicionando o cursor do modo-M logo abaixo do plano da valva mitral no nivel dos

musculos papilares. As imagens da aorta e do atrio esquerdo foram obtidas posicionando o
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curso do modo-M ao nivel do plano da valva aortica. As seguintes estruturas cardiacas foram
medidas: didmetros diastolico (DDVE) e sistélico (DSVE) do VE; espessuras diastdlicas da
parede posterior do VE e do septo interventricular (EDPP e EDSIV); didmetros da aorta (AO)
e do atrio esquerdo (AE). A espessura relativa do VE (ERVE) foi calculada dividindo-se a
EDPP multiplicada por dois pelo DDVE. A massa do VE (MVE) foi calculada pela formula
[(DDVE + EDPP + EDSIV)®— (DDVE)®] x 1,04, onde 1,04 representa a densidade especifica
do miocéardio. O indice de MVE (IMVE) foi calculado normalizando a MVE para o peso
corporal. A funcdo sistdlica do VE foi avaliada pela porcentagem de encurtamento
endocardico (%A endo) [(DDVE — DSVE) / DDVE] x 100 e pela fracdo de ejecéo (FE)
[(DDVE® - DSVE?®) / DDVE?] x 100. A funcéo diastélica do VE foi avaliada pelos seguintes
indices: pico de velocidade do enchimento diastolico inicial (onda E); pico de velocidade do
enchimento diastolico tardio (onda A); razdo entre as ondas E e A (E/A); tempo de
desaceleracdo da onda E (TDE); tempo de relaxamento isovolumétrico em valores absolutos
(TRIV) e normalizados pela frequéncia cardiaca (TRIVn=TRIV/RR’").

Eutanésia

No dia seguinte a realizacdo do ecocardiograma, 0s animais foram submetidos a
um periodo de jejum de 12 horas antes da realizacdo da eutanasia, que foi realizada por meio
da administracdo de dose excessiva de tiopental sédico 150 mg/kg, intraperitonial. Em
animais que ndo alcancaram anestesia profunda, foram administradas doses adicionais de
anestésicos até completa anestesia. Ap6s a anestesia profunda, foi adotado método secundario
de eutanasia, a decapitacdo, entdo o torax foi aberto e foi coletado e armazenado o material
biolégico, como o coragdo, figado e sangue dos animais. O material bioldgico coletado foi

congelado e armazenado a -80° C.

Estudo histologico utilizando imunofluorescéncia

Os coracOes de todos os animais tiveram o VE seccionado a 4 mm, a partir do
apice, em fragmento de 3 mm de espessura, que foi fixado em solucéo de formol tamponado a
10% por periodo de 48 horas. Apos fixacdo, o tecido foi incluso em blocos de parafina,

obtendo-se, a seguir, cortes coronais para posterior analise histolégica.
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Fragmentos do coragdo foram congelados imediatamente em nitrogénio liquido e
armazenados a -80° C para avaliacdo de GLUT-4 e GLUT-1 por imunofluorescéncia em

parafina.

O tecido foi fixado em lamina “starfrost” ou em lamina de vidro comum com
silano. As laminas foram aquecidas por 5 a 10 minutos, em estufa a 60°C. Em seguida
laminas foram colocadas em um bercinho plastico e em imersdo em Xylol (1) (5 min), Xylol
(2) (5min), alcool 100% (1), alcool 100% (2), alcool 90% e alcool 70%. Depois, as laminas
foram imersas em &cido citrico e aquecidas no microondas (3X de 1 minuto). Foram deixadas

para esfriar por 20 minutos. O corte foi contornado com caneta prépria (Super PAP Pen

Liquid Blocker). Foram lavadas com agua 1x e com PBS 2x de 2 min. Os cortes foram

bloqueados com albumina 5% por 30 minutos e lavados com PBS. O anticorpo primério foi
aplicado sobre os tecido e mantido até o dia seguinte. Foi utilizado anticorpo primario ja
fluorescente. Wheat germ aglutinin (WGA- FITC) Sigma L4895 — é fluorescente portanto ndo
necessita de anticorpo secundario. Esta marcacdo foi utilizada para avaliacdo da area
seccional dos midcitos. Para o anticorpo primario isolectin GS 1B-4 (121414) biotinilado foi
utilizado o anticorpo secundario: Streptavidina Cy3 (43-4315). Esta marcacdo de células
endoteliais foi utilizada para a contagem do nimero de capilares. Para avaliacdo do GLUT-4
usamos o anticorpo - Anti-Glucose Transporter GLUT4 antibody [mAbcam48547] (FITC)
que ja é conjugado com o fluorofilo verde. Para avaliacdo do GLUT-1 utilizamos anti-glucose
transporter GLUT1 Antibody (ab40084) e como anticorpo secundario Alexa Fluor®594-
conjugated Goat polyclonal anti mouse 1gG (1/250).

Em seguida, foram lavadas com PBS — 3X de 2 minutos. Foi aplicado DAPI -
1:1000 por 5 min. Foi lavada com PBS. Foi aplicado meio Prolong gold antifade (P36934),
foi coberta com laminula e fixadas bordas com esmalte. Foi protegida da luz. Foi analisada

em microscépio confocal com excitacdo e emissdo entre 400 — 600 nm.

As imagens foram adquiridas em objetiva 40X em microscopio de fluorecéncia
Olympus serie BX acoplado a camera de video, que enviou imagens digitais a um computador
dotado de programa de andlise de imagens Image Pro-plus (Media Cybernetics, Silver Spring,
Maryland, USA). Foram mensuradas 50 a 70 células por ventriculo analisado. Os midcitos
selecionados foram seccionados transversalmente. As areas seccionais medias obtidas para

cada grupo foram utilizadas como indicador do tamanho celular. A avaliacdo da angiogénese
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foi realizada pela contagem do numero de capilares por nimero de midcitos. O GLUt-4 e
GLUT-1 foram avaliados quanto a sua presenca no citoplasma e membrana.

Western Blot

A expressao das proteinas Akt-total e Akt fosforilado, Foxo acetilado/ total, Glutl
e 4 da membrana plasmatica. Foram realizadas pela técnica Western Blot seguindo as
seguintes etapas: extracdo tecidual de proteinas, eletroforese em gel, transferéncia das
proteinas para membrana de nitrocelulose, identificacdo das proteinas por anticorpos
especificos e quantificacdo das bandas por densitometria. A expressdo dos peptideos foi
normalizada pela expressdo da proteina constitucional glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase (GAPDH) ou pela B-actina.

Extracdo das proteinas miocardicas

Inicialmente, fragmentos amostrais (80-100 mg) foram homogeneizados com 1
mL de tampé&o de extragcdo contendo NaCl 100 mM, TritonX-100 1% (v/v), desoxicolato de
sodio 0,5% (w/v), SDS 0,1 % (w/v), glicerol 10% (v/v) Tris 10 mM (ph 7,4), EDTA 1 mM,
EGTA 1 mM, ortovanadato de sédio 1 mM, NaF 10 mM e inibidores de proteases (P2714,
Sigma- Aldrich). O homogenato foi centrifugado por 20 min, a 12000 rpm a 4° C, para
eliminacdo de material insoltvel. O sobrenadante foi coletado e separado em aliquotas, que
foram armazenadas a -80° C. A concentracdo de proteina total foi analisada pelo método de

Bradford utilizando a curva de BSA Protein Standard como padréo.
Eletroforese em gel

Apo6s a quantificacdo da concentracdo proteica as amostras cardiacas foram
diluidas em tampéo Laemmli (Tris - HCL240mM, SDS 0,8%, glicerol 40%, azul de
bromofenol 0,02% e B-mercaptoetanol 200mM) e separadas por eletroforese utilizando
sistema Mini -Protean 3 Electrophoresis Cell (Bio - Rad, Hercules, CA, USA). A corrida
eletroforética foi realizada em gel bifasico, de empilhamento (Tris - HCL 240mM pH 6,7,
poliacrilamida 40%, APS e Temed) e de resolucdo (Tris - HCL 240mM pH 8,9,
poliacrilamida 40%, glicerol, APS e Temed) a 4° C com 20 pg de proteina total. A
concentracdo do gel de empilhamento utilizada foi determinada de acordo com o0 peso
molecular da proteina analisada. No primeiro poco do gel foi aplicado um padrdo de peso

molecular, Kaleidoscope PrestainedStandards (Bio Rad, Hercules, CA, USA). A corrida

17



eletroforética foi efetuada a 30 min a 50 V e 2:30 h a 120 V (Power Pac HC 3.0A, Bio - Rad,
Hercules, CA, USA) com tampao de corrida (Tris 0,25M, glicina 192 mM e SDS 1%).

Transferéncia e identificacdo das proteinas

Em seguida, as proteinas foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose
em sistema Mini - Trans Blot (Bio - Rad, Hercules, CA, USA), foi utilizado tampdo de
transferéncia (Tris 25 mM, glicina 192 mM, metanol 20% e SDS 0,1%). Os sitios
inespecificos de ligacdo do anticorpo primario a membrana foram bloqueados mediante
incubacdo com solucdo de 5% de leite em po6 desnatado, dissolvido em solucdo basal pH 8,0
(Tris 1M pH 8,0, NaCl 5M e detergente Tween 20) por 120 minutos & temperatura ambiente
sob constante agitacdo. Em seguida, a membrana foi incubada com o anticorpo priméario
diluido na solucdo basal, sob agitacdo constante por 12 horas. Apds a incubacdo com o
anticorpo priméario, a membrana foi lavada trés vezes em solucdo basal e incubada com o
anticorpo secundéario diluido em solucdo basal por 1:30 horas sob agitacdo constante. Para
remover o0 excesso de anticorpo secundario, a membrana foi lavada trés vezes em solucdo
basal pH 8,0. Por fim, a imunodeteccdo foi realizada por meio do método de
guimioluminescéncia de acordo com as instru¢cbes do fabricante (SuperSignal West Pico
Chemiluminescent Substrate, Thermo Scientific, USA). As membranas de nitrocelulose foram
reveladas em um aparelho fotodocumentador ligado a um computador capaz de fotografar as
membranas expostas ao reagente quimioluminescente, nos tempos padronizados para cada

proteina estudada.

Anticorpos primarios

- Phospho-Akt (Ser473) (D9E) XP® Antibody mAb, rabbit 1gG polyclonal (Cell
Signaling technology, cs 9272)

- Akt Antibody rabbit polyclonal (Cell Signaling technology, cs 9272)

- GAPDH mouse monoclonal IgG1 (Santa Cruz Biotechnology,Inc, Europe, sc
32233)

- FOXO-1 (C29H4) Rabbit IgG mAb (Cell Signaling technology, cs 2880S)

- FOXO-1 acetilado Antibody, rabbit polyclonal (Cell Signaling technology, cs
9464S)

- GLUT-1e 4 ( Abcam)
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Anticorpos secundarios

- Goat anti-rabbit IgG-HRP (Santa Cruz Biotechnology,Inc, Europe, sc 2004)

Enzimas do Metabolismo energético

A atividade da lactato desidrogenase (LDH) foi determinada com a utilizacdo do
método UV otimizado, em que foi medido o consumo de NADH,, que € proporcional a
atividade da enzima presente na amostra. A atividade da fosfofrutoquinase (PFK) foi
determinada em meio contendo tampdo TRIS-HCI (50mM; pH 8,0), MgCl,, gliceraldeido 3-
fosfato desidrogenase, aldolase, trifosfato isomerase, ATP e frutose-6-fosfato, com medidas
da velocidade de oxidacdo do NADH,. Na presenca de tampdo fosfato de potassio (50mM;
pH 7,4) foi determinada a atividade da piruvato desidrogenase (PI-DH), em mistura reativa
contendo NAD, tiamina pirofosfato, coenzima A, ditiotreitol, MgCL,, NBT, piruvato de sodio
e fenazina metasulfato, em que mede-se a conversdo do piruvato em acetil-CoA através da
velocidade da reducdo do NAD (BASS et al, 1969). A reacdo de condensacdo entre o
grupamento acetil da molécula de acetil-CoA e oxaloacetado, reacdo catalisada pela citrato
sintase (CS), cuja atividade foi determinada na presenca dos substratos acetil-CoA e
oxaloacetato e DTNB em tampdo fosfato Tris-HClI 50mM, pH 8,0. A atividade da f-
hidroxiacil-CoA desidrogenase (B-OH-acil CoA-DH) foi determinada na presenca de tampéo
Tris-HCI 0,1M, pH 7,0, EDTA, acetoacetil-CoA e NADH. A atividade da NADH-
desidrogenase (complexo 1) foi determinada em um sistema de reacdo composto por tampéo
fosfato de sddio 80mM pH 7,4, EDTA e NADH, em que se monitora a velocidade de
oxidacdo do NADH. A atividade enzimatica da succinato desidrogenase (complexo I1) foi
medida em meio a tampédo fosfato de potassio (50mM; pH 7,4), contendo succinato de sadio,
fenasina metassulfato e DPIP, o qual teve absorbéncia a 600nm diminuida. A atividade da
ATP sintetase foi determinada em meio tamponado (Tris-HCI 50mM; pH 8,0), na presenca de
MGCI,, NADH, fosfoenolpiruvato, ATP, LDH e piruvato quinase(30).

Analise estatistica

Os dados foram expressos em media + desvio padrdo quando apresentaram

distribuicdo normal. Em relagdo as variaveis de distribuicdo ndo normal, os dados foram



apresentados em mediana e percentis. As comparac0es entre os grupos foram feitas pelo teste
Anova de 2 fatores (vias), considerando fator 1, o fumo e fator 2 a metformina. Quando houve
interacdo entre os fatores, o proprio programa estatistico sugere o pos teste, que nesse caso foi
0 Holm-Sidak, que comparou os grupos (C x M); (C x F); (M x FM) e (F x FM). O teste de
Anova de 2 vias sO pode ser realizado quando os dados apresentam distribuicdo normal.
Portanto, quando os dados ndo apresentaram distribuicdo normal, formam transformados.
Nesse estudo as transformacdes com logaritmo neperiano foram possiveis para alguns dados.
O nivel de significancia adotado foi de 5%, para o teste com as variaveis normalizadas.
Quando ndo houve interagdo, o teste de Anova de 2 fatores considera as seguintes
comparagdes (M e C) como um grupo, ndo exposto ao fumo e (F e FM) como outro grupo
exposto ao fumo. Nessa comparacao, exposto ou ndo a fumaca de cigarros € calculado um
valor de p fumo. Outra situacdo, quando ndo ha interacdo € a comparacao entre 0 grupo nédo
exposto a metformina (C e F) e grupo exposto a metfomina (M e MF), para a qual é calculado
o valor de p met.

Entretanto, alguns dados como o ecocardiograma ndo foi possivel de serem
normalizados, mesmo apds tentativas de varias transformacGes numéricas, como logaritmo
neperiano, logaritmo na base 10, exponencial, quadrado, etc. Nesses casos, os dados foram
comparados com teste t de Student, par a par considerando (C x M); (C x F); (M x FM) e (F x
FM). Como foram realizadas 4 comparagdes foi utilizada a correcdo de Bomferroni e o nivel
de significancia aceito foi de p=0,05/4 ou seja, p=0,0125. ApoOs a analise estatistica 0s
resultados foram apresentados em tabelas e graficos. Para facilitar a visualizacdo das
diferencas entre 0s grupos, apenas os valores de p que indicaram diferenca significativa foram
descritos.

O software utilizado foi o0 Sigma Plot 12.0. e GraphPad Prism 6.0.
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RESULTADOS

A tabela 1 mostra os dados ecocardiograficos. Os animais F tiveram aumento do atrio
esquerdo (AE), do diametro do ventriculo esquerdo (DDVE), da massa do ventriculo
esquerdo (IMVE), da espessura relativa da parede (ERP) seguido de disfungdo diastolica. A
metformina atenuou o tamanho do AE, a ERP, a disfuncédo diastélica em animais F. Os dados
ndo puderam ser normalizados e, portanto, foram comparados com o teste t de Student. A
diferenca entre os grupos pode ser vista pelo valor de p para comparagdo entre 0s grupos. A
tabela 3 e a figura 1 mostram o indice dos capilares divididos por nimero de midcitos. Apenas
0 grupo FM apresentou maior razdo capilar por nimero de midcitos, quando comparado ao
grupo M.

Em relacdo aos mecanismos potencialmente envolvidos, observou-se que a exposicao
a fumaca de cigarros aumentou a formacdo de hidroperdxido de lipideos, mas a associacao
com metformina e fumo aumentou ainda mais. Porém a metformina, independentemente da
exposicdo ao fumo, aumentou a atividade das enzimas antioxidantes catalase e superoxido
dismutase, como mostra a tabela 4. Em relacdo ao metabolismo energético, observou-se que o
fumo independentemente da metformina reduziu a atividade dos complexos | e ATP sintase.
Ja a metformina aumentou a atividade do complexo I, Il e ATP sintase, independentemente da
exposicdo a fumaca de cigarros. Ndo houve interacdo entre fumo e metformina para o
metabolismo energético, como mostra a tabela 5.

Em relacdo a expressdo de proteinas do metabolismo da glicose observou-se que AKT
fosforilado/AKT total diminuiram com o fumo e foram atenuados pela metformina, como
mostra a tabela 6. Nos grupos expostos a fumaca de cigarros, observou-se que a metformina
aumentou a expressdo de GLUT-4 na membrana, evidenciado pela analise por western blot.
As imagens da imunohistoquimica corroboram os achados do western blot, mostrando maior
concentracdo de GLUT-4 em algumas células que estdo bem marcadas, no grupo FM. As
fotos dos geis de western blot estdo representadas na figura 3. A ordem de aplicacdo das
proteinas nos geis para avaliacdo de AKT e FOXO foram C, F, M e FM e para avaliacdo de
GLUT1 e 4 foram C, M, F e FM. A avaliacdo de AKT e FOXO foram realizadas por meio da
razdo do produto da sua fosforilacdo ou acetilacdo, respectivamente, pela expressdo total da
proteina. Por isso, para AKT e FOXO néo foram considerados as corre¢des por beta actina.

Tabela 1 — Avaliacdo do peso, da pressdo arterial média e da frequéncia cardiaca de ratos

Wistar expostos ou ndo a fumaca de cigarros e que receberam ou ndo metformina.
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C M F FM P int Pmet Pfumo
Peso 508,5+29,6 488,2+25,4 504,9+39,9 492,9+47,1 - - -
P.A. 206+5,5 198,7+18,6 185+20,9  190,6+17,9 - - -
F.C. 262,6£25,9 268,5+32,6 265,1+38,2 246,6+21,4 - - -

PAM: pressdo arterial média; FC: frequéncia cardiaca. Os dados sdo expressos em média + desvio-
padrdo. O nivel de significancia de 5%. Os dados foram comparados por Anova de duas vias e ndo
houve diferencas entre os grupos. (-): P>0,05.

C: grupo controle; M: grupo que recebeu metformina; F: grupo exposto a fumaca de cigarros; FM:

grupo exposto a fumaca de cigarros e que recebeu metformina.

30007 -

2000
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1000

Adrenalina Noradrenalina Dopamina

Figura 1. Dosagem de catecolaminas séricas, por cromatografia liquida de alta resolucdo de ratos
Wistar expostos ou ndo a fumaca de cigarros e que receberam ou ndo metformina. C: grupo controle;
M: grupo que recebeu metformina; F: grupo exposto a fumaca de cigarros; FM: grupo exposto a

fumaca de cigarros e que recebeu metformina. P>0,05 para todas as comparaces.

Tabela 2 — Avaliacdo morfoldgica e funcional por meio de ecocardiografia transtoracica, de

ratos Wistar expostos ou ndo a fumaga de cigarros e que receberam ou ndo metformina.

C M F FM P (FXC) P(CXM) P(FXFM) P(MXFM)
AE/AO 1,1840,02 1,18+0,01 1,38+0,01 1,19+#0,02 <0,0001 - - -
AE 46+0,1  45+02  54+03  4,7+02  <0,0001 - <0,001 -
DDVE 71405 740, 6,604  68t04  <0,0001 - - -
DSVE 32405  28+04  31+03  2,8+03 - - 0,009

PP 1,4+0,1 1,4+0,1 1,9+0,1 1,5+0,1 <0,0001 - <0,001 0,002
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SIv 1,5+0,1 1,5+0,1 2,0+0,1 1,6+0,1 <0,0001 - 0,011 -
Area AE 15,7¢16  17,1+1,8 25,1+24 17,6+2,1 <0,0001 - <0,0001 -
Area AD 12,9+1,4  13,3+1,7 16,9+19 13,8+1,4 <0,0001 - - -
E 74,8+4,3 81,7¢8,3 76,1+3,8 752+6,1 - - - -
A 443+4)9 4971 475+11,5 458+43 - - - -
TRIV 21,8+2,2  23,1+1,3 28,75 22,7¢16  <0,0001 - <0,003 -
TDE 41,943,1 43,4+3,2 57,1+6,7 455+21,4 <0,0001 - <0,0001 -
2PP/DDVE 0,4+0,09 0,40+0,08 0,59+0,01 0,45+0,13 <0,0001 - 0,003 -
IMVE 1,33+0,04 1,29+0,05 1,80+0,05 1,36+0,04 <0,0001 - <0,0001 -
FE 0,91+0,005 0,93+0,005 0,89+0,007 0,93+0,007 - - 0,001 -

DDVE : diametro diastélico do ventriculo esquerdo; DSVE : didmetro sistélico do ventriculo esquerdo
; PP : espessura da parede posterior diastolica; 2PP/DDVE ou ERP : espessura relativa da parede do
ventriculo esquerdo; IMVE : indice de massa do ventriculo esquerdo ; E / A : relacdo entre as ondas
E / A ; TDE : tempo de desaceleracdo da onda E ; TRIV : tempo de relaxamento isovolumétrico
corrigido pela frequéncia cardiaca. IMVE: indice de massa do VE; FE: fracdo de ejecdo.Os dados séo
expressos em média + desvio-padrdo. A distribuicdo dos dados para a comparacdo por Anova de duas
vias ndo atingiu a normalidade ou puderam ser transformados em dados normais, por isso foram
comparados par a par, seguido da corre¢do por Bonferroni. Portanto, o nivel de significancia admitido
foi de 0,012. Quando nivel de significancia foi maior que 0,012 foi utilizado (- ).

C: grupo controle; M: grupo que recebeu metformina; F: grupo exposto a fumaca de cigarros; FM:

grupo exposto a fumaca de cigarros e que recebeu metformina.

Tabela 3 — Razdo entre capilares e midcitos de ratos Wistar expostos ou ndo a fumaca de

cigarros e que receberam ou ndo metformina.

C M F FM P(FXC) P(CXM) P(FXFM) P(MXFM)

Capilares/midcitos  1,18+0,16 1,21+0,14 1,31+0,14 1,32+0,14 - - - 0,01

C: grupo controle; M: grupo que recebeu metformina; F: grupo exposto & fumaca de cigarros;
FM: grupo exposto a fumaca de cigarros e que recebeu metformina.
A distribuicdo dos dados para a comparacdo por Anova de duas vias ndo atingiu a

normalidade ou puderam ser transformados em dados normais, por isso foram comparados par
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a par, seguido da correcdo por Bonferroni. Portanto, o nivel de significancia admitido foi de

0,012. Quando nivel de significancia foi maior que 0,012 foi utilizado (- ).

C F M FM

As quatro imagens da primeira linha mostram a area seccional dos midcitos. As imagens da linha
debaixo mostram os capilares e vasos nos mesmos cortes. C: grupo controle; M: grupo que recebeu
metformina; F: grupo exposto a fumaga de cigarros; FM: grupo exposto a fumaca de cigarros e que

recebeu metformina.

Tabela 4 — Avaliacdo da atividade das enzimas do metabolismo energético cardiaco de ratos

Wistar expostos ou ndo a fumaca de cigarros e que receberam ou nao metformina.

P P P P P

C M F FM (FXC) (CXM) (FXFM) (MXFM) Pint met P

PTF 35,1%4,82 35,1+3,63 35,0+3,63 36,4+3,61 - - - - - - -

HPX 205+19,6 233+48,7 450+48,8 597536 <0,001 - <0,001 <0,001 0,002 - -
Catalase  44,9+8,65 49,1+843 37,1%8,43 47,09,66 - - - - 0,33 0,021 0,09

SoD 7,00£1,19 9,16+2,02 6,70+2,02 10,3%2,40 - - - - - 0,001 -

SOD : superoéxido dismutase.HPX: hidroperéxido de lipideo

Os dados que apresentaram distribuicdo normal foram comparados por Anova de 2 vias e 0s que nao
apresentaram foram transformados em logaritmo neperiano atingindo a normalidade. Quando houve
interacdo as diferencas grupo a grupo foram indicadas pelo valor de P de cada comparacgdo. Quando

ndo houve interagdo, mas houve diferencas pela presenca ou ndo de metformina ou do fumo, também
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foram indicados pelo P met ou P fumo. Quando nivel de significancia foi maior que 0,05 foi utilizado
(-). C: grupo controle; M: grupo que recebeu metformina; F: grupo exposto & fumaca de cigarros;
FM: grupo exposto a fumagca de cigarros e que recebeu metformina.

Tabela 5 — Avaliacdo da atividade das enzimas estresse oxidativo cardiaco de ratos Wistar

expostos ou ndo a fumaca de cigarros e que receberam ou nao metformina.

C M F FM P int P met P fumo
PFK 116,64+23,27 122,31+28,78 159,51+28,78 157,47+25,15 - - 0,001
PDH 172,98+33,25 215,35+30,77 141,56+30,77 167,45+53,35 - 0,032 0,014
B-OHCoA 21,33+491  17,59+3,62 17,71+3,62 22,15+7,66 0,05 - -
Complexo | 11,01+2,31  15,55+3,18  4,69+3,18 5,99+1,65 0,06 0,001 <0,001
Complexo Il 2,98+0,51 3,79+0,79 3,37+0,79 3,91+1,03 - 0,03 -
ATP sintase 19,88+3,76  25,01+5,26  14,45+526  14,97+4,64 - 0,04 <0,001

Quando nivel de significancia foi maior que 0,05 foi utilizado ( -). C: grupo controle; PDH: piruvato
desidrogenase; B-OHCoA:Beta hidroxi-CoA desidrogenase M: grupo que recebeu metformina; F:
grupo exposto & fumaga de cigarros; FM: grupo exposto a fumaca de cigarros e que recebeu

metformina.

Tabela 6— Quantificacdo proteica por Western Blot de proteinas associadas ao metabolismo
da glicose no coracdo de ratos Wistar expostos ou ndo a fumaca de cigarros e que receberam

ou ndo metformina.

C CM F FM P(FXC) P(CXM) P(MXFM) P(FXFM) Pint Pmet Pfumo
FOXO
AC/FOXO 0,75+1,10 0,27+023 0,26+0,22 0,30+0,45
AKT fosf/AKT  0,18+0,13 0,15+0,08 0,08+0,02 0,19+0,14 0,03 - - 0,003 0,04
Glut 1
membrana 0,75+1,10 0,27+0,23 0,26+0,22 0,30+0,45
Glut 4 - 0,03 0,006
membrana 0,56+0,33 0,23+0,15 0,34+0,36 0,52+0,22 - 0,005

FOXO: forkhead box O, AC: acetilado, AKT: proteina quinase B; fosf: fosforilada, Glut: transportador
de glicose. Quando nivel de significancia foi maior que 0,05 foi utilizado ( -). C: grupo controle; M:
grupo que recebeu metformina; F: grupo exposto a fumaca de cigarros; FM: grupo exposto a fumaca

de cigarros e que recebeu metformina.
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C M F FM

AKT GLUT-4
B-actina
AKT -P
FOXO GLUT-1
B-actina
FOXO -Ac

Figura 2. Imagens dos geis de Western blot para expressao de proteinas do metabolismo da glicose no
coragdo de ratos expostos ou ndo a fumaca de cigarros e que receberam ou ndo metformina. C: grupo
controle; M: grupo que recebeu metformina; F: grupo exposto a fumaca de cigarros; FM: grupo

exposto a fumaca de cigarros e que recebeu metformina.

Figura 3. Imunohistoquimica do GLUT4. C: grupo controle; M: grupo que recebeu metformina; F:
grupo exposto & fumacga de cigarros; FM: grupo exposto a fumacga de cigarros e que recebeu

metformina.



DISCUSSAO

Os animais dos grupos controle, controle tratado com metformina, fumo e fumo
tratado com metformina ndo apresentaram diferenca estatistica para as variaveis peso, pressao
arterial e frequéncia cardiaca e dosagem sérica de catecolaminas. A fumaca de cigarros pode
agredir o coragdo de forma direta, desencadeando o processo de remodelagdo. Outra forma de
agressdo indireta pode ocorrer por meio da elevacao da pressao arterial, alteracGes de lipides
etc (3). Os dados do presente estudo corroboram as hipoteses que sugerem lesao direta sobre o
coragdo, independentemente de seus efeitos periféricos, vasculares e hemodinadmicos (3, 13).
Embora as concentragdes de catecolaminas sejam semelhantes entre 0s grupos, estudos
prévios mostraram que ha participacdo do sistema adrenérgico na lesdo miocardica induzida

pelo fumo (10)

Os animais EFC tiveram aumento do atrio esquerdo (AE), do diametro do
ventriculo esquerdo (DDVE), da massa do ventriculo esquerdo (IMVE), da espessura relativa
da parede (ERP) seguido de disfuncdo diastolica. De fato em estudos prévios, Azevedo et al,
mostraram que 0s animais EFC podem apresentar diferentes tipos de geometria cardiaca,
normal (ERP normal e IMVE normal), remodelagédo concéntrica ( ERP aumentada e IMVE
normal), hipertrofia concéntrica (ERP aumentada e IMVE aumentado) e hipertrofia excéntrica
(ERP normal e IMVE aumentado). No presente estudo observa-se aumento da ERP e do
IMVE sugerindo a presenca de hipertrofia concéntrica (31). A hipertrofia concéntrica em
geral associa-se mais a disfuncdo diastolica do que sistolica. Entretanto, esse tipo de alteracédo
merece atencdo por ser reversivel com o controle dos fatores de risco. Caso ndo haja controle
dos fatores de risco, a hipertrofia concéntrica estd associada a maior chance de evolucdo

desfavoravel, como insuficiéncia cardiaca e mortalidade (32).

A metformina atenuou o tamanho do AE, a ERP, a disfuncdo diastolica em
animais EFC. Adicionalmente, a metformina melhorou a funcéo sistélica nos animais EFC.
Em 1998, o ensaio clinico multicéntrico UKPDS (United Kingdon prospective Diabetes
Study) mostrou que individuos obesos e diabéticos em uso de metformina apresentaram
menor mortalidade e infarto agudo do miocardio que os pacientes tratados apenas com dieta.
Adicionalmente, os pacientes tratados com metformina apresentaram menor mortalidade por
qualquer causa, quando comparado com pacientes em uso de outros medicamentos como

sulfonilureias. A partir de entdo, surgiu a hipotese que a metformina pode ter um efeito
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protetor cardiovascular direto. Entretanto, existem poucos estudos em pacientes nao
diabéticos, alguns ap6s infarto agudo do miocardio com resultados controversos (33, 34).

Em relacdo ao uso de metformina e a exposicdo a fumaca de cigarros, observou-se
qgue a metformina reduziu a toxicidade cerebral induzida pela fumaca de cigarro e inibiu
lesGes paraneoplasicas no rim e pulmdes. Entretanto, ndo encontramos estudos que avaliaram

o efeito da metformina no coracdo de ratos expostos a fumaca de cigarros (35, 36, 37).

Em relacdo aos mecanismos de a¢do da metformina séo descritos acdo de redugéo
da glicose hepética por acdo da metformina em reduzir o complexo | e gerar menos ATP. Para
o0 equilibrio energético existe estimulo a acdo do AMPK com acumulo de reserva de energia,
que bloqueia a acdo do glucagon, inibindo a glicogénese e facilitando a glicolise. Ja na
musculatura, esquelética, por exemplo, que é mais estudada, a metformina estimula
fosforilacdo de proteinas quinases que promovem o deslocamento do GLUT4 para a
membrana facilitando a captacdo de glicose (19, 38). Os resultados do presente estudo
mostraram que no coracdo a avaliacdo da atividade das enzimas do metabolismo energético
ndo tiveram interacdo entre fumo e metformina. Assim, a analise é feita baseada em um ou
outro fator, independentemente. Houve maior atividade da enzima fofofrutoquinase nos
grupos expostos ao fumo, sem influencia da metformina; menor atividade da enzima piruvato
desidrogenase nos grupos fumantes e acdo de metformina de aumentar essa enzima nos
animais expostos ou ndo a fumaca de cigarros. Em relacdo a fosforilacdo oxidativa que
acontece na membrana interna da mitocéndria, os complexos 1, 2 e ATP sintase tiveram
aumento nos animais que receberam metformina. Houve ainda diminuicdo da atividade do

complexo | e ATP sintase por efeito do fumo. (14)

Percebe-se que o fumo ao aumentar a atividade da fosfofrutoquinase tenta resgatar o
metabolismo da glicose, mas com piruvato desidrogenase reduzida, pode comprometer a via
de metabolismo da glicose e gerando menos energia por menor capacidade de fosforilagdo
oxidativa, visto nas atividades do complexo I, Il e ATP sintase. Ja a metformina, melhorou o
uso da via de metabolizacdo da glicose, como era previsto, observado por maior acdo da
piruvato desidrogenase. Mas no coracdo, aumentou a acdo da fosforilagdo oxidativa,
diferentemente do que acontece no figado. Em termos de remodelacdo cardiaca, gerar mais
energia, também garante maior contratilidade ao coracdo, justificando em parte, melhor
funcdo sistdlica dos animais expostos a fumaca de cigarros que receberam metformina, em

comparagdo aos animais apenas expostos ao fumo.
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Quando h& maior fosforilacdo oxidativa, além de gerar mais energia, € possivel que
haja maior liberagdo de espécies reativas de oxigénio. Assim, talvez essa seja a explicagdo
para que os animais fumantes que receberam metformina tivessem maior concentracdo de
hidroperéxido de lipidio no miocardio. De qualquer forma, ndo houve repercussdo

morfofuncional desse dado, pois a metformina atenuou a remodelacédo induzida pelo fumo.

Em relacdo a sinalizacdo da insulina, de fato o fumo diminuiu o AKT fosforilado em
relacdo ao total e também reduziu a translocacdo do GLUT4 para a membrana. A metformina,
por sua vez recuperou a fosforilacdo do AKT e estimulou a translocacdo do GLUT-4 para a
membrana. A analise de Western blot permitiu essa avaliacdo e a imunohistoquimica permite
visdo qualitativa desse achado. Observa-se que a foto representativa do animal exposto a
fumaca de cigarros e que recebeu metformina evidencia grande maior marcacdo de GLUT-4
com algumas células bem marcadas, semelhante ao controle. Nesse sentido, é possivel que a
fumaca de cigarro tenha induzido resisténcia a acdo da insulina e a metformina atenuou esse
dano, melhorando a captacdo e metabolismo da glicose cardiaca e garantindo geracdo de

energia ao coragéo.
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CONCLUSAO

A exposicdo é fumaca de cigarros causou remodelacdo do tipo concéntrica. A
metformina atenuou a dimens&o das cavidades nos dois grupos que utilizaram-na e melhorou
a funcdo sistolica no grupo exposto ao fumo. Dentre os mecanismos envolvidos, é possivel
que a metformina promova a maior captacdo de glicose e com isso diminua a resisténcia
insulinica. Com isso o metabolismo da glicose fica preservado permitindo geracdo de mais

energia para as fungdes cardiaca.
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