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Impacto esperado na
sociedade

Doengas cardiovasculares sdo a maior causa de morte no mundo e quando ocorre antes dos
70 anos é considerada morte precoce. Segundo a ONU, precisamos reduzir 30% dessas mortes
ate 2030. A metformina é um medicamento para tratar diabetes e, ao que tudo indica, pode
também ajudar o coragdo a se recuperar apos um infarto, reduzindo sequelas. Nosso estudo
em coragoes de ratos refor¢ou isso. Agora é preciso confirmar com mais estudos em pessoas.
Esse é o caminho natural na construgdo da ciéncia. Podemos afirmar que hoje mais um tijolo

foi assentado.

Impact on Society

Cardiovascular diseases are the leading cause of death in the world and when they occur before
the age of 70, they are considered premature deaths. According to the UN, we need to reduce
these deaths by 30% by 2030. Metformin is a medication used to treat diabetes and, apparently,
it can also help the heart recover from a heart attack, reducing the consequences. Our study on
rat hearts reinforced this. Now we need to confirm this with further studies in people. This is
the natural path in the construction of science. We can say that another brick in the wall was

laid today.
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The aim of science is not to open the door to infinite wisdom, but to set a limit to infinite error.
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RESUMO:

Introducdo: Apds o infarto agudo do miocardio (IAM), o ventriculo cardiaco passa por
alteracdes morfologicas, estruturais e funcionais, conhecidas coletivamente como remodelacao
cardiaca, influenciada por fatores como disfun¢ao metabolica, estresse oxidativo e inflamagao.
A metformina (MET) tem sido estudada além de seus efeitos glicémicos, com evidéncias
crescentes sugerindo que ela pode proporcionar cardioprotecao direta, possivelmente devido as
suas propriedades anti-inflamatorias, antiproliferativas e antioxidantes. Pesquisas recentes tém
destacado o papel da microbiota intestinal na doenga cardiovascular e, mais especificamente,
também como alvo de agao da MET. Este estudo tem como objetivo avaliar o efeito da MET
sobre o remodelagdo cardiaca apds IAM em ratos. Métodos: Setenta ratos machos Wistar nao
diabéticos (220-250 g) foram submetidos a infarto do miocardio com térax aberto por ligadura
da artéria corondria esquerda ou cirurgia simulada (Sham). Apds sete dias, garantindo a
homogeneidade do tamanho do infarto por ecocardiografia, os ratos foram divididos nos
seguintes grupos: Sham nao tratado (Sham, n=20); infartado nao tratado (MI, n=27); e infartado
tratado com MET (MI+MET, n=23). A MET foi administrada na 4gua de beber na dose de 250
mg/kg/dia por 12 semanas, com todos os ratos recebendo ra¢do padrao. Ao final do estudo,
realizamos ecocardiografia, seguida de eutandsia, estudos funcionais em coragdes isolados,
histologia do ventriculo esquerdo (VE), andlise da atividade enzimatica metabolica do VE,
analise do estresse oxidativo por espectrofotometria e expressao proteica por Western blot,
metabolomica sérica por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas e
composi¢ao da microbiota intestinal usando sequenciamento do RNA 16S. A andlise estatistica
foi realizada usando ANOVA de uma via com pos-teste de Tukey ou teste de Kruskal-Wallis e
Dunn, considerando p<0,05 como significativo. Resultados: O grupo MI+MET consumiu
menos alimento e agua do que o grupo MI, embora ndao tenha sido observada diferenca
significativa no peso corporal. A andlise histoldgica ndo revelou diferengas no tamanho do
infarto entre os grupos MI e MI+MET (50+10% vs 51+8%, respectivamente). O infarto do
miocardio induziu aumento dos volumes do VE e disfungao cardiaca, mas a MET nao interferiu
nessas variaveis. Por outro lado, o grupo MI+MET apresentou redugdo significativa tanto na
hipertrofia cardiaca quanto na fibrose, confirmadas por menores areas de sec¢do transversal dos
cardiomidcitos € menor deposicdo de coldgeno em comparagdo ao grupo MI. Além disso, o
grupo MI+MET mostrou menor estresse oxidativo e menor atividade da hexoquinase no tecido
miocéardico do que o grupo MI. A MET também aumentou a diversidade alfa e beta da
microbiota intestinal. Ademais, a MET reduziu seis metabolitos (arginina, nicotinamida,
triptofano, carnitina, butirilcarnitina e 4cido hipurico) e aumentou dois (acido azelaico e acido
subérico). Conclusio: A metformina atenuou o remodelamento cardiaco induzido pelo infarto
do miocéardio em ratos, por meio da modulacdo do estresse oxidativo, do metabolismo
energético miocardico, além de modular a microbiota intestinal. Estes achados fornecem mais
evidéncias sobre os efeitos cardioprotetores da MET no contexto do remodelamento pos-IAM.

Palavras-chave: biguanida, hipertrofia de cardiomidcitos, fibrose cardiaca, cardioprote¢do,
metaboldmica.



ABSTRACT:

Background: After acute myocardial infarction (AMI), the cardiac ventricle undergoes
morphological, structural, and functional changes, collectively known as cardiac remodeling,
influenced by factors such as metabolic dysfunction, oxidative stress, and inflammation.
Metformin (MET) has been studied beyond its glycemic effects, with growing evidence
suggesting it may provide direct cardioprotection, possibly due to anti-inflammatory,
antiproliferative, and antioxidant properties. Recent research has highlighted the role of the
intestinal microbiota in cardiovascular disease and, more specifically, as a target of MET action.
This study aims to evaluate the effect of MET on cardiac remodeling following AMI in rats.
Methods: Non-diabetic male Wistar rats (220-250 g) were subjected to open-chest myocardial
infarction via left coronary artery ligation or sham surgery. After seven days, ensuring
homogeneity of myocardial infarction size via echocardiography, rats were divided into the
following groups: Sham non-treated (Sham, n=20); infarct non-treated (MI, n=27); and infarct
treated with MET (MI+MET, n=23). MET was administered in drinking water at a dose of 250
mg/kg/day for 12 weeks, with all rats receiving standard chow. At end, we performed
echocardiography, followed by euthanasia, functional studies on isolated hearts, left ventricular
(LV) histology, LV metabolic enzymatic activity, oxidative stress analysis by
spectrophotometry and protein expression by Western blotting, serum metabolomics via liquid
chromatography-mass spectrometry, and gut microbiota composition using 16S rRNA
sequencing. Statistical analysis was performed using one-way ANOVA with Tukey’s post-test,
or Kruskal-Wallis and Dunn’s test, with p<0.05 considered significant. Results: The MI+MET
group consumed less food and water than the MI group, though no significant difference in
body weight was observed. Histological analysis revealed no differences in infarct size between
the MI and MI+-MET groups (50£10% vs 51+8%, respectively). Myocardial infarction induced
increased LV volumes, and cardiac dysfunction, but MET did not interfere with these variables.
On the other hand, the MI+MET group exhibited a significant reduction in both cardiac
hypertrophy and fibrosis, as confirmed by smaller cardiomyocyte cross-sectional areas and
lower collagen deposition compared to the MI group. Additionally, the MI+MET group showed
less oxidative stress and lower hexokinase activity in myocardial tissue than the MI group. MET
also increased both alpha- and beta-diversity of the gut microbiota. Furthermore, MET reduced
six metabolites (arginine, nicotinamide, tryptophan, carnitine, butyrylcarnitine, and hippuric
acid) and increased two (azelaic acid and suberic acid). Conclusion: Metformin mitigates
myocardial infarction induced cardiac remodeling in rats, through modulation of oxidative
stress, myocardial energy metabolism, and modulates gut microbiota. These findings provide
valuable insights into the cardioprotective effects of MET in the context of post-MI remodeling.

Keywords: biguanide, cardiomyocyte hypertrophy, cardiac fibrosis, cardioprotection,
metabolomics.
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Introducao

Remodelacdo Cardiaca

As doengas cronicas ndo transmissiveis (DCNT) compdem grupo de condigdes que
se caracterizam por apresentarem periodo longo de laténcia, tempo de evolugio prolongado e
lesdes irreversiveis que acarretam variedade de incapacidades e representam a maior causa de
obitos no mundo. Dentro do grande grupo de DCNT, as doencas cardiovasculares (DCV)
representam a principal causa de mortalidade no mundo, responsével por 1/3 das mortes', sendo
o subgrupo de doenca cardiaca isquémica o que mais contribui. Reduzir em um terco o risco de
morte prematura pelas DCNT, definida como a que ocorre entre 30-70 anos de idade, ¢ o
objetivo 3.4 na Agenda para o Desenvolvimento Sustentavel - 2030, da Organizacdo das Nagdes
Unidas®. Portanto, parte-se da premissa de incentivo para a constante pesquisa sobre essa

condigao.

Ha que se reconhecer os avangos alcangados nas ultimas décadas na terapéutica do
infarto agudo do miocéardio (IAM), porém, da mesma forma, hd que se lembrar dos 25% de
pacientes que a longo prazo desenvolverdo insuficiéncia cardiaca (IC)*. Esta é sindrome clinica
complexa resultante de anormalidades estruturais e/ou funcionais no coragao que resultam em
elevadas pressoes de enchimento intracardiaco e/ou inadequado débito cardiaco ao repouso e/ou
durante esfor¢os*. Multiplas etiologias possiveis levam a essa condi¢do clinica final e o percurso
do insulto inicial ao desenvolvimento da IC ¢ permeado por processo subjacente conhecido

como remodelacio cardiaca’.

O termo remodelacdo cardiaca foi concebido inicialmente em 1982 por Hochman e
Bulkley para descrever alteracao histopatologica no coragdo de ratos ocorrida apds infarto
agudo experimental, que consistia na substituicdo de tecido muscular cardiaco por tecido
fibroso cicatricial®. Em 1985, Pfeffer utilizaria o termo remodelagdo cardiaca pela primeira vez
para sinalizar o aumento progressivo da cavidade do ventriculo esquerdo em modelos
experimentais de ratos com infarto do miocardio’. Em 1990, Pfeffer e Braunwald publicaram
revisdo sobre a remodelacdo pos-IAM, trazendo tanto observagdes experimentais quanto
implicagdes clinicas, ¢ a expressdo foi cunhada para caracterizar alteracdes morfoldgicas apos

o infarto, caracteristicamente o aumento da cavidade ventricular®.
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Com o avangar das pesquisas relacionadas a remodelagdo cardiaca foi necessario
ampliar o proprio conceito dessa condicdo que, progressivamente, passou a abranger desde
aspectos microscopicos, passando por vias metabdlicas, alteragdes das células e o
microambiente onde estdo dispostas, até chegar nas mudangas macroscopicas do coragdo.
Assim, em 1998 ocorreu em Atlanta (EUA) o encontro The International Forum on Cardiac
Remodeling, cujo objetivo especifico foi examinar a relacdo entre progressao da insuficiéncia
cardiaca e remodelacao cardiaca e, no ano 2000, foi publicado o primeiro consenso sobre essa
tematica. A partir desse momento definiu-se remodelagdo cardiaca como o conjunto das
mudangas genéticas, moleculares, celulares e intersticiais cardiacas, que vao se manifestar
clinicamente por alteragdes no tamanho, massa, geometria e funcdo do corag¢do, em resposta a

determinada agressdo’.

Remodelagao cardiaca € uma caracteristica comum de praticamente todas as formas
de doenga cardiaca e numerosos insultos desencadeadores sdo reconhecidos incluindo 1AM,
hipertensdo arterial, diabetes mellitus, doencas valvares, toxinas, arritmias, cardiopatias
genéticas e outras condi¢des'’. Além disso, é importante enfatizar que o principal elemento
celular alterado na remodelagdo ¢ o cardiomiocito, mas outras células sio envolvidas no
processo como fibroblastos (promovendo fibrose), células do sistema imune (promovendo
inflamagdo), células da vasculatura coronaria (promovendo rigidez vascular) e células do
endotélio (promovendo disfuncio endotelial)!®!!. Finalmente, existem vias que direta ou
indiretamente influenciam a remodelagdo, como a carga hemodindmica, comorbidades e grau

de ativacio de sistemas neuro-hormonais, fatores genéticos e epigenéticos'*!>.

Adicionalmente, conforme se progrediu o escopo conceitual da remodelacao
cardiaca, também se seguiu uma ampliagdo descritiva das vias fisiopatologicas envolvidas e,
atualmente, nio sdo incomuns expressdes como remodelagdo mitocondrial'*, remodelacio
metabdlica’® ou remodelagio de tibulo-T!°. Dentre as alteragdes que desempenham papel
fisiopatologico de destaque na RC podem ser citadas: aumento da morte celular, principalmente
por apoptose!’; modificagdes nas proteinas responsaveis pelo transito de calcio'®; acumulo de
colageno, resultando em fibrose!’; alteracdes das metaloproteinases, em particular o aumento
da atividade das metaloproteinases 2 e 92°; aumento do estresse oxidativo?'; déficit energético,
com disfun¢do mitocondrial, aumento da atividade da via glicolitica e diminui¢do na utilizagdo

de 4acidos graxos livres’**}; aumento na producio de citocinas inflamatérias, particularmente

interferon gama (IFN-y) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-a)?*; e alteragdes da geometria

ventricular®.
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Vale destacar a diferenciagdo entre a remodelagdo cardiaca fisiologica
(compensatoria) e a patoldgica (mé adaptativa). E possivel que para determinadas mudangas
sejam ativadas vias mecanisticas semelhantes em ambas as formas de remodelagdo (por
exemplo, hipertrofia), mas a intensidade das mudangas ¢ desproporcional na remodelagio
patolégica®. Nesse sentido, no decorrer deste trabalho o termo genérico remodelagdo cardiaca
sera utilizado como sin6nimo da remodelacdo patoldgica, a qual, em ultima instancia,

representa o objeto central do presente estudo.

A remodelacao pos-IAM ¢ dividida em fase precoce (<72h) e fase tardia (>72h). A
primeira envolve expansao da zona de infarto, que pode resultar em ruptura ventricular precoce
ou formacdo de aneurisma. A fase tardia, por sua vez, envolve o ventriculo esquerdo
globalmente e ¢ associada com dilatacdo cavitaria tempo-dependente, distor¢do do formato
ventricular e hipertrofia. A falha da normalizagdo aumenta a tensdo de parede resultando em
dilatagdo progressiva, recrutamento do miocardio das zonas limitrofes para a cicatriz e

deterioracdo da fungdo contratil®®

. O processo da remodelacdo cardiaca ndo ocorre de forma
homogénea apo6s o infarto. Dentre os fatores que predispdem a alteragdes mais intensas apos o
infarto podemos citar: infarto de grande tamanho, preferencialmente de parede anterior,

aumento do estresse parietal e ativa¢io de diversos fatores bioquimicos?’.

Portanto, se aceita que a remodelacdo cardiaca desempenha importante papel
fisiopatologico na progressao da disfuncdo ventricular e IC. Em consequéncia, devido ao grande
impacto socioecondmico e as altas taxas de morbimortalidade relacionadas com esse fenémeno,
torna-se relevante a identificacdio de fatores que atenuem o processo de remodelagdo

ventricular.

Um importante fator de risco para cardiopatia é o diabetes mellitus tipo 2 (DM2)%.
Diversos sdo os mecanismos de lesdo envolvidos como maior incidéncia e gravidade de doenga
coronariana, infarto do miocéardio, doenga microvascular e cardiopatia diabética®®. Estudos
observacionais demonstraram consistentemente um risco de IC de 2 a 4 vezes maior em

individuos com diabetes’ e registros indicaram que o diabetes ¢ responsavel por 20 a 40% dos

pacientes com IC>!.

Em 1998, o ensaio clinico multicéntrico UKPDS (United Kingdom 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

13
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