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RESUMO

KLAJMAN, Adriana Burla. Efeito da metformina no remodelamento miocérdico e
renal em ratos obesos com resisténcia a insulina. 2011. 72 f. Tese (Doutorado em
Ciéncias Médicas) — Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade do Estado do
Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2011.

Diversas evidéncias comprovam que a obesidade esta associada a alteragdes
estruturais e funcionais do coracdo em modelos humanos e animais. Outros estudos
recentes também demonstram que a obesidade humana esta associada com
alteragdes na funcdo e na estrutura vascular, especialmente em grandes e médias
artérias. Estudos epidemioldgicos tém confirmado que a obesidade € um fator de
risco significativo para o aparecimento de proteinuria e de doenga renal terminal em
uma populagdo normal. Com o objetivo de determinar as alteragbes morfolégicas
relacionadas ao remodelamento cardiaco, vascular e renal em um modelo
experimental de obesidade induzida pelo glutamato monossédico (MSG) e os efeitos
da metformina sobre estes achados, foram estudados 25 ratos divididos em cinco
grupos: controle com 16 e 22 semanas (CON-16 e CON-22); obeso com 16 e 22
semanas (MSG-16 e MSG-22) e obeso + metformina (MET-22) 300mg/Kg/dia por via
oral. A caracterizacio da resisténcia a insulina foi feita através da medida da insulina
plasmatica e célculo do indice de HOMA-IR. As analises morfologicas e
quantificacdo do colageno miocardico foram feitos pelo sistema de imagem Image
Pro Plus analysis. A pressao arterial sistélica foi levemente maior no grupo MSG-22,
adquirindo significancia estatistica quando comparada com o grupo MSG-16 (12212
vs 10812 mmHg, p<0,05). Por outro lado, o grupo MET-22 mostrou niveis mais
baixos de pressao arterial (118+1 mmHg), sem alcangar diferenga significativa. No
grupo de animais obesos, foi observado aumento na relagdo média-lumen com 16
semanas (39,9+3,7 vs 30,2+2,0 %, p<0,05) e com 22 semanas (39,8+1,3 vs
29,5%£1,2%, p<0,05), que foi reduzida com o uso da metformina (31,5+0,9%). O
depdsito de colageno na area perivascular no ventriculo esquerdo foi
significativamente maior no grupo MSG-22 (1,39+0,06 vs 0,83+0,06 % no CON-22,
p<0,01), sendo atenuado pela metformina (1,02+0,04%). No rim, a area seccional
transversa das arteriolas intrarrenais foi semelhante entre os grupos (18,5+2,2 no
CON-16; 19,943,7 no MSG-16; 18,9+3,1 no CON-22; 21,8+£1,5 no MSG-22; 20,211,4
no MET-22). Foi observado aumento da area glomerular no grupo MSG-22
(141,3+4,5 vs 129,5+0,5 um?), mas sem significancia estatistica. Em conclus&o, nos
ratos com obesidade induzida pelo MSG, com resisténcia a insulina, as alteracdes
cardiacas foram mais proeminentes do que as alteragdes renais. No coracédo foram
observados sinais de remodelamento vascular hipertréfico nas pequenas artérias
intramiocardicas e evidéncias de fibrose miocardica mais proeminente na area
perivascular, alteragdes que foram, pelo menos parcialmente, atenuadas com o uso
de metformina durante seis semanas, mostrando que esta droga pode ser benéfica
na prevengao de complicacbes cardiacas, vasculares e renais associadas com a
obesidade.

Palavras-chave: Fibrose cardiaca. Resisténcia a insulina. Metformina. Obesidade.
Doenca renal. Remodelamento vascular.



ABSTRACT

Many evidences show that obesity is associated to structural and functional
changes in the heart of human and animal models. Recent studies also show that
human obesity is associated with vascular structural and functional modifications,
specially at large and medium-sized arteries. Epidemiological studies have confirmed
that obesity is a significant risk factor for the development of proteinuria and end-
stage renal disease in a normal population. With the objective to determinate
morphological changes related to cardiac, vascular and renal remodeling in an
experimental model of monosodium glutamate (MSG)-induced obesity and the effect
of metformin at this finding. Twenty five rats were studied and divided into five
groups: control with 16 e 22 weeks (CON-16 and CON-22); obese with 16 and 22
weeks (MSG-16 e MSG-22), and obese + metformin (MET-22) 300mg/Kg/day per
oral. The characterization of insulin resistance was done through measurement of
plasma insulin and calculation of HOMA-IR index. The morphological analysis and
the quantification of myocardial collagen were carried out by Image Pro Plus analysis
system. The systolic blood pressure was slightly higher in MSG-22 group, reaching
statistical significance when compared to MSG-16 group (122+2 vs 1082 mmHg,
p<0.05). On the other hand, the MET-22 group demonstrated lower blood pressure
levels (118+1 mmHg), without reaching statistical difference. The obese animals
presented increase in media-to-lumen ratio with 16 weeks (39.94£3.7 vs 30.2+2.0 %,
p<0.05) and with 22 weeks (39.8+1.3 vs 29.5%£1.2%, p<0.05), which was reduced
with use of metformin (31.5+£0.9%). The collagen deposition in perivascular area of
left ventricle was significantly greater in MSG-22 group (1.39+0.06 vs 0.83+0.06 % in
CON-22, p<0.01), and attenuated by metformin (1.02£0.04%). In the kidney, the
media cross-sectional area of intrarenal arterioles was similar among the groups
(18.51£2.2 in CON-16; 19.9+£3.7 in MSG-16; 18.9+3.1 in CON-22; 21.841.5 in MSG-
22; 20.2+1.4 in MET-22). An increase of glomerular area was observed in MSG-22
group (141.3+#4.5 vs 129.51£0.5 pmz), but without statistical significance. In
conclusion, rats with MSG-induced obesity and insulin resistance presented more
pronounced cardiac changes than renal alterations. In the heart, there were
evidences of hypertrophic vascular remodeling were observed in intramyocardial
small arteries and perivascular fibrosis. These findings were, at least partially,
attenuated by metformin for six weeks, suggesting that this drug may be beneficial
for prevention of cardiac, vascular and renal complications associated with obesity.

Keywords: Cardiac fibrosis. Insulin resistance. Metformin. Obesity. Renal disease.
Vascular remodeling.
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INTRODUCAO

1. DADOS DA LITERATURA

1.1 Epidemia da obesidade

A epidemia de obesidade se tornou um grande problema de saude publica,
particularmente devido a sua associagdo com varias comorbidades, tais como
doengas cardiovasculares e diabetes. Embora esta associacdo seja muito bem
conhecida, em grande parte os mecanismos fisiopatoldgicos subjacentes nao estéao
esclarecidos. Além disso, os fatores envolvidos na progressdo da obesidade néao
complicada para obesidade associada a co-morbidades ainda devem ser elucidados.

O sobrepeso e a obesidade estdo entre os fatores mais significativos para
promogao de doengas em geral, provocando ou agravando diversas patologias,
tanto de forma independente como em associagcdo com outras co-morbidades
(KOPELMAN, 2000).

Nas ultimas duas décadas, alteragcdes no modelo de fatores de risco para
doencgas cardiovasculares (DCV) tém sido evidentes na América do Norte e na
Europa. Apesar de diversos investimentos terem sido feitos para reducdo do
colesterol sérico (KIM et al., 2006) e no controle da presséo arterial (ONG et al.,
2007), as prevaléncias de obesidade, sindrome metabdlica e diabetes continuam a
aumentar (FORD et al., 2004; NARAYAN et al., 2006). Em analises feitas pelo US
National Health and Nutrition Examination Survey (NHANES), a prevaléncia da
obesidade na populagdo americana, ajustada pela idade, aumentou de 55,9% em
1994 para 64,5% em 2000 e para 66,3% em 2004 (KANT & GRAUBARD, 2007).

O estudo Nurses’ Health Study acompanhou prospectivamente mais de
100000 mulheres por 14 anos e mostrou que a taxa de mortalidade de mulheres
com o indice de massa corporal (IMC) maior que 32 kg/m? foi mais do que o dobro
da de mulheres com IMC menor que 19 kg/m? (MANSON et al., 1995). Em outra
analise deste mesmo estudo, mostrou-se que o risco de diabetes mellitus tipo 2 foi
de 40, 54 e 93 para mulheres com IMC de 31,0 a 32,9 kg/mz, de 33,0 a 34,9 kg/mz, e
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de 35,0 kg/m? ou mais, respectivamente, comparando com as mulheres com menos
de 22 kg/m? de IMC. O estudo Health Professionals Follow-up Study, que
acompanhou mais de 29.000 profissionais da area de saude por 3 anos, concluiu
que os individuos com IMC entre 25,0 e 28,9 kg/m? tinham 50% mais risco de
doenca cardiovascular, quando comparados com os de menos que 23 kg/mz. Além
disso, os profissionais com IMC acima de 29 kg/m? tinham até o dobro de risco
cardiovascular (SETTY et al., 2007).

1.2 Coragao e vasos na obesidade

Diversas evidéncias comprovam quea obesidade esta associada a
alteragdes estruturais e funcionais do coracdo em modelos humanos e animais
(AVELAR et al., 2007). Muitas dessas mudangas, tais como hipertrofia de ventriculo
esquerdo, alargamento atrial esquerdo e disfungéo subclinica da fungéo sistdlica e
diastodlica do ventriculo esquerdo sao consideradas precursoras para
formas mais evidentes de disfuncéo cardiaca e insuficiéncia cardiaca (MORRICONE
et al., 2002). Assim, assume-se que a obesidade de longa data acabara por levar a
insuficiéncia cardiaca. No entanto, os estudos ainda n&o sdo conclusivos sobre
o papel direto da obesidade no desenvolvimento de insuficiéncia cardiaca (HE et al.,
2001; WILHELMSEN et al., 2001).

Outros estudos recentes também demonstram que a obesidade humana esta
associada com alteragcdes na fungdo e na estrutura vascular, especialmente em
grandes e médias artérias (GRASSI et al., 2010). Frequentemente, alteragdes nas
estruturas das artérias subcutaneas de resisténcia , indicadas pelo aumento da
relagdo média-lumem, sdo encontradas em pacientes hipertensos e/ou diabéticos.
Estas alteragdes precoces podem representar um importante fator progndstico para
o0 aumento do risco da doenga cardiovascular (DE CIUCEIS et al., 2007).

Trabalhos experimentais foram realizados em humanos e em animais,
demonstrando que o ganho de peso leva a expansao do volume extracelular, ao
aumento do débito cardiaco e no fluxo sanguineo para o tecido adiposo, assim como

para o tecido nao adiposo (OREN et al., 1996).
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Desde 1987, em estudos experimentais de aterogénese, o dano endotelial € 0
evento inicial. Um marcador precoce da disfuncdo € a redugdo da vasodilatacao
endotélio-dependente pela diminuicdo da biodisponibilidade do oxido nitrico
(PALMER et al., 1987). Diversos mecanismos relacionam a fun¢do endotelial com a
resisténcia a insulina. Na verdade, ha varias décadas ja havia a hipétese de que a
endoteliopatia precedia o diabetes mellitus tipo 2 (TOOKE & GOH, 1998).

1.3 Obesidade e rim

Diabetes e hipertensdo arterial sdo as duas causas mais comuns de
doencga renal crénica (DRC), e ndo é surpreendente que o excesso de peso também
esteja presente na DRC e no estagiofinal da doenca renal. Varios estudos
epidemiologicos ttm  confirmado que a obesidade €& umfator de risco
significativo para o aparecimento de proteinuria e de doenga renal terminal em uma
populacdo normal (PRAGA & MORALES, 2006). Hsu e colaboradores mostraram,
em um estudo de 25 anos de seguimento, que um maior IMC é reconhecido como
um fator de risco independente para o desenvolvimento da fase final de doenca
renal (HSU et al., 2009). Também parece haver uma forte correlagdo com
hipertensdo na evolugdo para insuficiéncia renal crénica (FOSTER et al.,
2008). Tendo em vista o rapido aumento da prevaléncia da obesidade em todo o
mundo, diversos estudos longitudinais tém demonstrado que o risco de estagio final
de doenca renal associada a obesidade é semelhante ao risco associado a
hipertensdo ou diabetes (DOLL et al.,, 2002; FOX et al., 2004; DROYVOLD et al.,
2005; GELBER et al., 2005; KRAMER et al., 2005).

Tipicamente, glomerulopatia relacionada a obesidade se apresenta
morfologicamente  como glomeruloesclerose  segmentar e focal. Porém,
recentemente foi relatado um aumento dramatico na incidéncia de glomerulopatia
associada a obesidade com ou sem glomeruloesclerose (KAMBHAM et al., 2001).

Estudos em ratos obesos do tipo Zucker (PARK & KANG, 1995) mostraram
que a obesidade esta associada ao aumento da taxa de filtragcdo glomerular, ao
aumento do fluxo plasmatico renal efetivo e a alteragdes na estutura glomerular,

como por exemplo, expansdo da matriz mesangial, que pode ser considerado como
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um marcador precoce da disfuncao renal. Entretanto, alteragdo hemodinamica nao é

um pré-requisito para o desenvolvimento do dano renal (O'DONNELL et al., 1985).

1.4 Resisténcia periférica a insulina

Na obesidade, a principal alteragdo metabdlica é caracterizada por elevados
niveis de insulina plasmatica em jejum e por uma resposta insulinica exagerada ao
aporte de uma cargaoral de glicose. Além disso, ja esta estabelecida uma
correlacao positiva entre medidas de resisténcia a insulina e obesidade central, que
provoca liberacdo de insulina pds-hepatica e, por conseguinte, aumento da
concentracao periférica da insulina, caracterizando a resisténcia periférica a insulina.
(GRUNDY et al., 2004).

Aresisténcia a insulina € desenvolvidaa partir da combinagao entre
suscetibilidade genética, efeitos ambientais e estilo de vida. Por exemplo, a
sensibilidade a insulina pode ser reduzida como resultado de alteracdes em
qualquer um dos genes que codifica a proteina da via de sinalizagcédo da insulina
e/ou fatores que levam a niveis elevados de fatores que interferem com os
componentes de sinalizacédo da insulina (LEBOVITZ, 2001).

Como a gordura € um meio extremamente eficaz de armazenar energia, 0s
seres humanos desenvolveram mecanismos que promovem O armazenamento
de gordura durante periodos em queo alimento é abundante, e estimula
a lipdlise durante os periodos de escassez de alimentos. O equilibrio entre esses
processos esta sujeito a mecanismos complexos de regulagdo. Estes incluem
controle hormonal, como insulinae catecolaminas, assim como os receptores
proliferadores de peroxissoma-ativado (PPAR) que também desempenham
um papel central. Dos PPARSs, que sdo ativadas por acidos graxos, PPAR-gama
controla o armazenamentode acidos graxos no tecido adiposo e promove
a diferenciagcdo de adipdcitos, enquanto PPAR-alfa estd  envolvido na regulacéo
da oxidagdo de acidos graxos nos tecidos como figado, musculo, rim e coragéo
(BARBIER et al., 2002). Esta maximizagdo da eficiéncia metabdlica, conhecida
como a hipotese "gendtipo econdmico”, representa uma vantagem de sobrevivéncia

nas sociedades onde a fome é regular e frequente. Porém, na sociedade moderna
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este gendtipo esta associado a obesidade e a resisténcia a insulina (LEV-RAN,
2001).

1.5 O modelo de obesidade induzida por glutamato monossodico

Véarios modelos animais ja foram estudados na tentativa de esclarecer os
mecanismos que contribuem para alesao e disfungao cardiaca na obesidade. Ao
avaliar os resultados dos estudos, € importante ter-se em mente que de forma
semelhante a situacdo em seres humanos, a obesidade em modelos animais esta
associada com determinadas morbidades coincidentes tais como a tolerancia
reduzida a glicose, diabetes mellitus e hipertensao arterial.

A administracdo neonatal de glutamato monossoédico (MSG) em roedores
destr6i 80 a 90% dos neurdnios do nucleo arqueado, provocando também outras
lesdes estruturais ao nivel do sistema nervoso central, resultando em varias
anormalidades neuroenddcrinas e metabdlicas (DOLNIKOFF et al., 2001). Quando
adultos, esses animais desenvolvem uma sindrome de obesidade caracterizada pelo
depdsito de  gorduraem  excessoe reducdo da massa magra,
na auséncia de hiperfagia (DAWSON et al.,, 1989). Além disso, ocorre uma
diminuicdo da fungdo da taxa metabdlica (POON & CAMERON, 1978), diminuicéo
plasmatica do hormonio do crescimento (GH) e do fator de crescimento semelhante
a insulina tipo 1 (insulin-like growth factor-1 ou IGF-1) que contribuem para a
reducdo da massa magra (KUBOTA et al., 1994; PINTEROVA et al.,, 2001).
Adicionalmente, ha diminuigdo da atividade lipolitica do tecido adiposo (DOLNIKOFF
et al., 2001), e um aumento na taxa de lipogénese no figado e nos adipdcitos ja foi
demonstrado no modelo de obesidade induzida por MSG (MACHO et al., 2000).
Hiperinsulinemia (SARTIN et al., 1985), resisténcia a insulina (NOGUEIRA et al.,
1994), hipertrofia de adipdcitos (OCHI et al., 1991; FICKOVA et al., 1997), assim
como hiperlepitinemia também ja foram previamente descritas neste modelo
(MORRIS et al., 1998).
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1.6 AgOes da metformina

A metformina tem sido usada no tratamento do diabetes mellitus tipo 2 por
mais de 40 anos. Ela melhora a hiperglicemia sem estimular a secregao de insulina
(WIERNSPERGER, 1999). Também provoca a diminuigdo da producédo de glicose
hepatica e aumenta a captagdo de glicose pelas células (HUNDAL et al., 2000).
Apesar de ter sido criada inicialmente para fins terapéuticos, a metformina tem o
potencial de reduzir o risco de desenvolver diabetes tipo 2, assim como a doenca
cardiovascular em individuos nao diabéticos portadores de resisténcia a insulina. O
potencial de impacto deste tratamento, no nivel de saude publica, pode alcangar
grandes proporgdes, pois é estimado que 25% da populagdo ndo diabética é
resistente a insulina (BROWN, 2005). Estudos clinicos e experimentais necessitam
esclarecer e documentar os beneficios do tratamento com drogas sensibilizadoras
de insulina em pacientes n&o diabéticos.

O endotélio € fundamental para o controle da fungdo vascular, agindo na
regulacédo do ténus vascular, da permeabilidade de leucécitos e macromoléculas, do
equilibrio entre a coagulagao e a fibrindlise, da composi¢cao da matriz subendotelial,
e da proliferacdo de células do musculo liso vascular. Sartoretto e colaboradores
mostraram que o tratamento com metformina, em ratos portadores de diabetes
mellitus induzido pela estreptozotocina, restaurou a resposta venosa e arterial
mesentérica aos vasodilatadores endotélio-dependentes, mediados ou n&o pelo
estimulo inflamatorio. E concluiram que o aumento da atividade do 6xido nitrico, sem
alteracdo de sua expressao, pode contribuir para a melhora da atividade
microvascular nestes animais (SARTORETTO et al., 2005). Em humanos,
recentemente foi demonstrado que a metformina é capaz de melhorar a reatividade
vascular dependente do endotélio em parentes de primeiro grau de pacientes
diabéticos tipo 2 que apresentavam critérios para sindrome metabdlica e tolerancia
normal a glicose (DE AGUIAR et al., 2006).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Determinar as alteragbes morfologicas relacionadas ao remodelamento
cardiaco, vascular e renal em um modelo experimental de obesidade induzida pelo

glutamato monossaddico e os efeitos da metformina sobre estes achados.

2.2 Objetivos especificos

Avaliar se a obesidade induzida pelo glutamato monossédico em ratos
determina:
¢ Resisténcia a insulina e alteracdes na pressao arterial sistolica
¢ Remodelamento vascular nas artérias intramiocardicas
e Aumento do depdsito de colageno no miocardio
e Hipertrofia vascular nas arteriolas intrarrenais

¢ Alteragdes morfolégicas glomerulares

Caracterizar os efeitos da metformina sobre as alteracbes morfoldgicas
cardiacas, vasculares e renais determinadas pela obesidade induzida por glutamato

monossodico.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Animais do estudo

Foram estudados 25 ratos Wistar machos. Os animais iniciaram o estudo com
dois dias de vida e foram mantidos em caixas individuais de prolipropileno no
biotério da Universidade de S&o Paulo, com temperatura e umidade controladas
(21£2 °C, 60£10 %, respectivamente), submetidos a ciclo invertido claro/escuro de
12 horas (luzes artificiais, 19:00-07:00h) e exaustdo 15 minutos/hora. Os ratos foram
alimentados com ragao balanceada (Purina®) padrao para roedores (REEVES et al.,

1993) e receberam agua filtrada ad libitum.

Os protocolos de manuseio e experimentagao foram aprovados pelo Comité
de Etica de Experimentacdo Animal da Universidade de S&o Paulo. Durante o
periodo, os animais foram diariamente manipulados para que se habituassem ao
processo de afericdo da pressao arterial, que foi verificada semanalmente por todo
periodo do experimento, usando o método consensual de pletismografia da artéria

da cauda.

3.2 Caracterizacao da obesidade

3.2.1 Evolugao ponderal

Os ratos foram pesados semanalmente desde a primeira semana apés a
injecdo de MSG até o dia do experimento para a avaliagdo de sua evolugao

ponderal. Os valores foram expressos em gramas.
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3.2.2 Determinacdo do indice de Lee

Para verificar se o tratamento com glutamato monossédico induziu obesidade,
antes de serem sacrificados os ratos foram pesados e o comprimento naso-anal foi
determinado para o calculo do Indice de Lee, obtido pela férmula:

peso corporal (g) / comprimento naso-anal (cm).

3.2.3 Determinacio do peso de gordura

Apos o sacrificio dos ratos, tecidos de gordura retroperitoneal foram retirados

para determinacao dos pesos absoluto (g) e relativo (g/100g peso corporal).

3.3 Caracterizacado da resisténcia a insulina

3.3.1 Determinacio da glicemia

A (glicemia foi determinada pelo método enzimatico da glicose-oxidase
(Labtest®), utilizando-se aliquotas de 20 pl de soro. Neste método, a glicose-oxidase
catalisa a oxidagao da glicose produzindo o perdxido de hidrogénio. Este, através de
uma reagao oxidativa catalisada pela peroxidase, reage com a 4-aminoantipirina e
fenol produzindo a antipiriiquinonimina vermelha, cuja intensidade de cor é
proporcional a concentragao de glicose na amostra. Os resultados foram expressos

em mg/dl.
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3.3.2 Medida da insulina plasmatica e calculo do indice HOMA-IR

A dosagem de insulina plasmatica foi realizada pelo método de
radioimunoensaio (Rat insulin RIA Kit, Linco, USA). Para avaliagédo laboratorial da
resisténcia a insulina, foi utilizado o indice HOMA-IR (Homeostatic model
assessment of insulin resistance), calculado pela formula:

HOMA-IR = (glicemia (em mmol/l) x insulinemia (em pU/l)) / 22,5

O indice HOMA-IR, além da facilidade do método, é considerado um bom
marcador da sensibilidade periférica dos tecidos a agdo da insulina (HAFNER,
1996).

3.4 Protocolo experimental

Os grupos foram estabelecidos e tratados conforme o protocolo de tratamento
do estudo descrito a seguir. Vinte e cinco ratos tipo Wistar foram divididos em cinco

grupos, conforme descrigao abaixo:

e Grupo CON-16: animais de controle, sem obesidade, sacrificados com 16

semanas de vida.

e Grupo MSG-16: animais sacrificados com 16 semanas de vida que receberam

glutamato monossddico com 2, 5, e 7 dias de vida na dose de 100mg/Kg/dia por

via intradérmica.

e Grupo CON-22: animais de controle, sem obesidade, sacrificados com 22

semanas de vida.

e Grupo MSG-22: animais sacrificados com 22 semanas de vida que receberam

glutamato monossddico com 2, 5, e 7 dias de vida na dose de 100mg/Kg/dia por

via intradérmica.

e Grupo MSG-MET-22: animais sacrificados com 22 semanas de vida que

receberam glutamato monossoddico com 2, 5, e 7 dias de vida na dose de
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100mg/Kg/dia por via intradérmica, e metformina na dose de 300mg/Kg/dia por via

oral nas ultimas 6 semanas, ou seja, a partir da 16 semana.

3.5 Andlise da estrutura do coracao e vasos

Apos o sacrificio, o coragéo foi removido e fragmentos do ventriculo esquerdo
foram removidos, imersos em solugéao fixadora (formaldeido 4% em 0,1M de solugéo
tampao de fosfato com pH 7,2) por 48 horas em temperatura ambiente (CARSON et
al., 1973) e depois incluidos em Paraplast Plus® (Sigma, St. Louis, EUA). O material
foi seccionado em cortes com 5um de espessura e processados para estudo em
microscopia de luz. Os cortes foram corados com hematoxilina-eosina (HE) e Picro
Sirius (PROPHET et al., 1994).

3.5.1 Analise morfologica de pequenas artérias intramiocardicas

O diametro do lumen e a espessura da tunica média das artérias
intramiocardicas que apareceram circulares no campo foram medidas pelo sistema
de imagem Image Pro Plus analysis software versdo 5.01 (Media Cybernetics, Silver
Spring, EUA) em um microscopio Olympus com camera digital LC Evolution. A area
seccional transversa (AST) foi calculada pela formula: AST = (11/4) x (De” - Di?),
onde De e Di foram os didametros externo e do lumen, respectivamente. A AST da
tunica média foi obtida pela subtracido da AST interna da AST externa. O indice de
crescimento foi calculado como (AST,- AST.)/AST,, onde AST. e AST, sdo a média
das areas seccionais transversas dos vasos dos controles e obesos (MSG

metformina), respectivamente.
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3.5.2 Quantificacido de colageno no coracio

Blocos de tecido cardiaco foram desparafinados com etanol e corados com
Picro-Sirius. O colageno perivascular foi normalizado dividindo a area seccional
transversa das arteriolas intramiocardicas ocupadas pelo colageno pela area do
lumen do vaso. Somente vasos intramiocardicos com aparéncia circular na
microscopia foram analisados. A densidade do colageno intersticial foi avaliada em
duas regides do ventriculo esquerdo, incluindo o miocardio subepicardico no tergo
externo e o miocardio subendocardico no ter¢co interno. Aproximadamente dez
campos em cada regido foram selecionados aleatoriamente para analise com o
sistema de imagem Image Pro Plus Analysis versdo 5.01 (Media Cybernetics, Silver

Spring, EUA), utilizando uma objetiva 20x.

3.6 Analise da morfologia renal

Apos o sacrificio, o rim direito foi removido e imerso por 48 horas em solugéo
fixadora (formaldeido 4% em 0,1M de solugdo tampao de fosfato com pH 7,2),
depois embebido em Paraplast plus (Sigma, St. Louis, EUA), seccionado em cortes
de 5um de espessura, e corado com Picro-sirius. A area dos glomérulos, o didmetro
do lumen e a espessura das arteriolas no cortex renal que apareceram circulares no
campo foram medidos pelo sistema de imagem Image Pro Plus Analysis software
versao 5.01 (Media Cybernetics, Silver Spring, EUA) em um microscépio Olympus

com LC Evolution digital cadmera.

3.7 Andlise estatistica

Os resultados foram expressos em média + erro padrao da média (EPM). Os
valores foram comparados pelo one-way ANOVA seguido pelo pos-teste de Tukey.

Valor de P < 0,05 foi consideradois estatisticamente significativo. Todas as analises
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estatisticas foram feitas usando o programa Prism for Windows, versdo 5.0
(GraphPad Software, Inc.)

4 RESULTADOS

4.1 Obesidade, presséo arterial e resisténcia a insulina

O indice de Lee foi foi estatisticamente maior nos grupos obesos (MSG +
metformina) que também apresentaram maiores valores de tecido adiposo branco
retroperitoneal, quando comparados com os respectivos grupos controle (Tabela 1).
Nao houve diferenga significativa na pressao arterial sistdlica, quando comparamos
0S grupos obesos com o0s respectivos controles. Entretanto, foi observado um
aumento significativo da pressédo arterial sistélica no grupo MSG-22 quando
comparado ao grupo MSG-16 (122+2 vs 108+2 mmHg, p<0,05). Por outro lado, o
grupo MET-22 mostrou niveis mais baixos de pressao arterial (1181 mmHg), sem
alcancar diferenga significativa (Figure 1). Na semana 16, apesar dos niveis normais
de glicose plasmatica (Figura 2), a resisténcia a insulina foi confirmada nos animais
que receberam MSG com a elevacao da insulina plasmatica (Figura 3) e do indice
de HOMA-IR (Figura 4). O grupo tratado com metformina apresentou redugao dos
niveis plasmaticos de insulina, mostrando melhora nos testes de resisténcia a

insulina na vigésima segunda semana (Figuras 3 e 4).
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Tabela 1. Caracterizagao da obesidade e morfologia das artérias intramiocardicas nos grupos
estudados.

CON-16 MSG-16 CONT-22  MSG-22 MET-22

Indice de Lee, % 29.0+02 304+027  29,5+0,1 31,2402  30,2+0,1"

Tecido adiposo

) 097+007 281+0,11° 1,13£021 2,62£0,43  2.24+023
retroperitoneal, g/100g

Morfologia de artérias

intramiocardicas
Diametro da luz, pm 32,3+1,7 34,2433 359423 34,7424  33,9+13
Espessura da média, pm 12,6+0,6 14,9+0,9 10,9+0,4 14,5+0,6 11,5+1,0
Relagdo média/luz, % 30,2+2,0 39,9+437° 29512 39,8+1,3"  31,5+0,9
AST da média, x10°um? 12,5+0.,5 14,9+0.,9 10,9404  14,5+0.6°  11,5+1,0
Indice de crescimento, % NA 19,2 NA 33,0 55

ﬁgsultados expressos em média = EPM. AST, area seccional transversa. *p<0,05, **p<0,01 e
p<0,001 vs respectivos grupos controles; “p<0,01 vs MSG-22.
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Figura 1. Pressdao arterial (PA) sistdlica nos grupos obesos + metformina e
respectivos controles.
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Figura 2. Representacao grafica da média £+ EPM da glicose plasmatica nos grupos
controles, obesos e com metformina.
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Figura 3. Representacao grafica da média £ EPM dos niveis de insulina plasmatica
nos grupos controles, obesos e com metformina.
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Figura 4. Representacao grafica da média £ EPM do indice HOMA-IR nos grupos
controles, obesos e com metformina.

4.2 Estrutura dos vasos intramiocardicos

A analise morfolégica mostrou didmetros semelhantes nas pequenas artérias
intramiocardicas em todos os grupos. A espessura da tunica média foi maior nos
grupos obesos, com redugéao pelo tratamento com metformina. No grupo de animais
obesos, foi observado aumento na relagdo média-lumen, que foi reduzida com o uso
da metformina.

A éarea seccional transversa também encontrava-se aumentada nos animais
que receberam MSG, comparando com 0s grupos controles, resultando em um
elevado indice de crescimento, sugerindo a presenga do remodelamento vascular

hipertréfico nestes animais (Tabela 1, Figura 5).
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Figura 5. Fotomicrografias de miocardio de ratos controles (CON-16, CON-22), de
ratos com obesidade induzida por glutamato monossoédico (MSG-16,
MSG-22) e de rato obeso tratado com metformina (MET-22) mostrando
morfologia de pequenas artérias intramiocardicas e fibrose perivascular.
Coloracao Picro-sirius red, objetiva 40x.
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4.3 Depdsito de colageno no coracgéao

O depdsito de colageno nas areas perivasculares no ventriculo esquerdo foi
significativamente maior nos grupos obesos, sendo atenuado pela metformina. A
deposicao de colageno no miocardio subendocardico e no miocardio subepicardico
também foi maior nos grupos tratados com MSG, porém sem diferenca

estatisticamente significativa. (Tabela 2, Figuras 5 e 6).

Tabela 2. Percentual de dep0dsito de colageno em diferentes areas do miocardio.

Area do miocardio CON-16 MSG-16  CONT-22 MSG-22 MET-22
Area subendocérdica, % 2,1+0.8 4,1+0,3 4,0+£0,3 4,8+0,8 3,0+0,1
Area subepicardica, % 2,2+0,3 3,1+0,2 2,5+0,4 4,4+0,5 4,1+0,5
Area perivascular, % 0,80+0,05 1,19+0,19  0,83+0,06 1,39+0,06" 1,02+0,04

Resultados expressos em media + EPM. ~ p<0,01 vs CON-22.
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Figura 6. Fotomicrografias de &reas subendocardicas do miocardio de ratos
controles (CON-16, CON-22), de ratos com obesidade induzida por
glutamato monossédico (MSG-16, MSG-22) e de rato obeso tratado com
metformina (MET-22). Coloragao Picro-sirius red, objetiva 40x.
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4.4 Morfologia dos glomérulos e das arteriolas intrarrenais

Os ratos tratados com MSG apresentaram alteracées no cértex renal, como o
aumento da area glomerular e remodelamento vascular (Figura 7). Assim como no
estudo do tecido miocardico, as arteriolas intrarrenais dos animais obesos
apresentaram aumento na relacdo meédia-lumen, quando comparado com o0s
controles. Todavia, o grupo tratado com metformina demonstrou reducgao relativa na

relacdo média-lumen, mas sem alcangar significancia estatistica (Tabela 3).

Tabela 3. Morfologia de arteriolas intrarrenais e area glomerular.

CON-16 MSG-16 CONT-22  MSG-22 MET-22

Espessura da média, pm 18,9+1,5 20,4+2,5 19,5£3,2  21,0+2,1 20,8+1,3
Diametro da luz, um 39,7+3,2 40,6+3,4  40,2+1,4 38,227  40,443,1
Relagdo média/luz, % 47,6+1,8 50,2+2,1 49,840,6  54,5+0,8  51,3+2,5
AST da média, x10°pum? 18,5+2,2 19,9437 18,9£3,1  21,8+1,5 20,214
Indice de crescimento, % NA 7,57 NA 15,34 6,88

Area glomerular, um2 128,2+8,6 130,1+£3,8 129+0,5 141+4,5 13245,5




33

Figura 7. Fotomicrografias do cortex renal de ratos controles (CON-16, CON-22),
obesos (MSG-16, MSG-22) e tratado com metformina (MET-22).
Coloragéao Picro-sirius red, objetiva 40x.
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5 DISCUSSAO

Neste trabalho, foi possivel demonstrar remodelamento vascular hipertrofico
de pequenas artérias intramiocardicas e fibrose cardiaca em animais com obesidade
induzida por MSG. Nos rins, o remodelamento das arteriolas intrarrenais foi menos
intenso. Além disso, o uso de metformina durante seis semanas determinou melhora
da sensibilidade a insulina nesses animais e atenuou as alteracbes vasculares e
cardiacas, sugerindo que a metformina pode ser util na prevengcao de lesdes
cardiovasculares associada a obesidade.

A resisténcia a insulina foi reconhecida como um importante fator no
desenvolvimento de doencgas cardiovasculares. Ratos tratados com MSG no periodo
neonatal sdo modelo de obesidade, caracterizado por resisténcia a insulina e,
dependendo da idade, também por hipertensdo (MACHO et al., 2000). Neste estudo,
ndo houve diferenga significativa na presséo arterial sistolica destes animais obesos
em comparacao aos controles correspondentes. No entanto, o aumento da sistélica
em ratos mais velhos tratados com MSG, em comparagdo com animais mais jovens,
confirma que a obesidade pode nao provocar alteragées precoces na, mas pode
provocar hipertensao depois de um curto periodo de tempo. Niveis plasmaticos mais
altos de corticosterona podem contribuir para o aumento da pressao arterial neste
modelo (TOKUYAMA & HIMMS-HAGEN, 1989). Além disso, um recente estudo
demonstrou uma associacdo entre altos niveis de pressao arterial e produtos da
enzima ciclooxigenase-2 (COX-2) em ratos tratados com MSG, indicando um
possivel papel para prostaglandinas na interagcdo da hipertensdo com processos
inflamatorios na obesidade induzida por MSG (CUNHA et al., 2010).

Recentemente, casos de obesidade humana acentuada foram associados
com mudancas na estrutura e na fungao de pequenas artérias. Independentemente
da presenca de hipertensao e diabetes, pacientes obesos mostraram ter aumento na
razao média/lumen e maiores valores de area seccional transversa em arteriolas
subcutédneas (GRASSI et al., 2010). Estes dados indicam que a obesidade esta
associada com alteragbes em vasculares estruturais, caracterizado principalmente
por remodelacdo vascular hipertréfico. Em concorddncia com este achado, o
presente estudo evidencia aumento na area seccional transversa de arteriolas

intramiocardicas nos grupos de ratos obesos, resultando em um elevado de indice
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de crescimento que indica um remodelamento vascular hipertréfico no coracao
desses animais. O mecanismo que a obesidade, resisténcia a insulina e/ou
hiperinsulinemia determinam a doenga vascular ainda ndo esta esclarecido. O
remodelamento hipertréfico observado neste estudo pode ser atribuido a efeitos
proliferativos provocados pela insulina em células musculares lisas vasculares
(SCHERRER & SARTORI, 1997; GUSTAFSON et al., 2007). O excesso de liberagao
de norepinefrina associado com a obesidade visceral pode também promover
hipertrofia vascular (ALVAREZ et al., 2002; GRASSI et al., 2004). Além disso, um
estado cronico de inflamagao leve no tecido adiposo provoca efeitos inibitdrios sobre
a sensibilidade a insulina no figado e nos tecidos periféricos. E ainda, a liberacao
aumentada de citocinas pro-inflamatorias pelo tecido adiposo poderia determinar
inflamacé&o na parede vascular e respostas hipertroficas (ANDERSSON et al., 2008).
O tecido adiposo visceral pode produzir inumeras citocinas, como a MCP-1
(monocyte chemoattractant protein-l) e a interleucina-6 (IL-6) que foram
correlacionados com a espessura da gordura epicardica, e talvez possam contribuir
com a disfungdo diastolica em pacientes obesos (IACOBELLIS et al., 2007;
MALAVAZOS;CORSI et al., 2007; MALAVAZOS;ERMETICI et al., 2007).

No estudo atual, o remodelamento vascular foi investigado em ratos jovens.
Essa estratégia permitiu a avaliacdo de doenga vascular precoce associada com a
obesidade. De fato, obesidade em adolescentes e adultos jovens ja foram
associadas a lesbes ateroscleréticas precoces (MCGILL et al., 2002). Além disso,
estudos de longo prazo tém confirmado que a obesidade em jovens pode ser
preditor de morbidade e mortalidade cardiovascular (MUST et al., 1992; GUNNELL
et al., 1998). Muitos autores afirmam que a hiperinsulinemia, como um mecanismo
compensatoério da resisténcia a insulina, € um fator determinante para um risco
cardiovascular elevado. Todavia, as evidéncias desta relacdo tém se mostrado
inconsistentes (DESPRES et al.,, 1996; RUIGE et al., 1998). Na verdade, mais do
que as concentragdes de insulina, o indice HOMA-IR e outros indices de resisténcia
a insulina tém sido mais associados com eventos cardiovasculares (SMILEY et al.,
2001).

O aumento do depdsito de colageno na area perivascular do ventriculo
esquerdo nos animais que receberam MSG neste estudo indica processos iniciais de
fibrose cardiaca induzida por obesidade e/ou resisténcia a insulina. De acordo com

este achado, fibrose intersticial foi observada no coragao de diferentes modelos de
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animais obesos, como ratos Zucker e camundongos transgénicos (CITTADINI et al.,
1999; TOBLLI et al.,, 2005). Em camundongos ob/ob, a fibrose foi observada
principalmente na regido perivascular, como evidenciamos em nossos ratos obesos.
Os mecanismos ndo sao conhecidos, mas a resposta fibrética pode ser em parte
devida a ativagao local do sistema renina-angiotensina, sendo que o tratamento de
animais com inibidores da enzima de conversdo da angiotensina |l resulta em
regressao da fibrose (ZAMAN et al., 2001; ZAMAN et al., 2004).

Fibrose de reposicdo pode seguir a apoptose dos midcitos, mas um estudo
recente, em que foi usado um modelo de rato com obesidade e resisténcia a insulina
induzida por uma dieta rica em gordura, ndo detectou diferengas significativas na
apoptose apesar da disfungcdo do cardiomiocito (RELLING et al., 2006). Finalmente,
a regulacdo da matriz extracelular do miocardio por adipocinas pode exercer um
papel na obesidade (ABEL et al.,, 2008). Marcadores séricos de turnover de
colageno cardiaco tém se mostrado elevados em individuos obesos, e a atividade
exacerbada da enzima metaloproteinase-9 no ventriculo esquerdo parece ser um
desencadeador precoce de remodelamento cardiaco adverso (MOSHAL et al., 2005;
QUILLIOT et al., 2005). Além disso, a sinalizagao da lepitina pode também contribuir
para regulacédo da matriz extracelular cardiaca na obesidade, considerando que a
lepitina foi capaz de aumentar o pré-colageno tipo Il e IV, embora sem modificar a
sintese de colageno total (MADANI et al., 2006).

A obesidade esta frequentemente associada a outros fatores de risco que
levam a disfuncdo cardiaca e renal, como por exemplo, hipertensao, diabetes,
hiperlipidemia, entre outros. Somente em grandes estudos longitudinais é que se
pode observar dados mais precisos (KENCHAIAH et al., 2002). Participantes do
Framingham Heart Study foram estratificados a partir do indice de massa no
momento da inscricdo e observados para incidéncia de insuficiéncia cardiaca
diagnosticada clinicamente. A evidéncia principal foi que houve maior risco de
eventos em todas as categorias relacionado com o aumento do indice de massa
corporal. No subgrupo de pacientes que realizaram ecocardiograma em 30 dias do
diagndstico de insuficiéncia cardiaca, a maior parte apresentou diminuicdo da fragcéao
de ejecdo do ventriculo esquerdo. Embora os investigadores tenham ajustado este
estudo para a presenca de outros fatores de risco cardiovascular, € reconhecido
que os fatores de risco tradicionais explicam apenas uma fragao dos casos de infarto

do miocardio que ocorrem atualmente na populagcao em geral (SCHERBAUM, 2003).
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Muitos estudos publicados concluiram que a obesidade é associada de forma
independente a hipertrofia de ventriculo esquerdo (ALPMAN et al., 1995; BERKALP
et al., 1995; DE SIMONE et al., 1996; CRISOSTOMO et al., 1999; GRANDI et al.,
2000; MORRICONE et al., 2002; POIRIER et al., 2006; AVELAR et al., 2007).
Pessoas obesas apresentam aumento da rigidez arterial e deficiéncia da fungao
endotelial de artérias de grande e médio calibre. Grassi e colaboradores mostraram
gue a obesidade humana grave esta associada a profundas alteragdes estruturais e
funcionais de pequenas artérias, que podem ser responsaveis pelo elevado risco
cardiovascular e pelo aumento da incidéncia de eventos coronarios,
vasculocerebrais e renais relatados na obesidade (GRASSI et al., 2010).

Apesar de diversas evidéncias clinicas e estruturais dos fatores deletérios da
obesidade no nivel cardiaco e renal, a patogénese desta doenga ainda ndo esta
completamente definida. Neste trabalho, foi notada uma evidéncia maior dos danos
arteriais e no miocardio. Entretanto, o numero de estudos relacionando obesidade e
doenca renal vem se tornando mais frequente (KATO et al., 2009).

A obesidade visceral e a resisténcia insulinica sdo dois fatores importantes
para explicar a lesdo renal na sindrome metabdlica. Perda de peso, exercicio regular
e dieta de baixa caloria e baixo teor de gordura sdo a primeira abordagem para a
sindrome metabdlica, porem até agora existem poucos dados que mostrem o
impacto destas medidas para reversdo da lesdo renal. De maneira semelhante,
poucos estudos mostram o efeito benéfico ou ndo do uso de estatinas, fibratos ou
metformina no controle da pressao arterial em pacientes com sindrome metabdlica
(AGRAWAL et al., 2009).

Estudos clinicos realizados visando examinar o efeito da resisténcia a insulina
sobre a reatividade vascular em humanos obesos com e sem diabetes melito
demonstraram uma reducgéo de 40 a 50% da vasodilatagédo dependente de endotélio
quando comparada com o grupo controle sob condigbes basais. Além disso, a
capacidade da insulina aumentar a vasodilatacdo dependente de endotélio, por
modulagdo na produgao ou liberagdo de 6xido nitrico, € notadamente prejudicada
nestes individuos. Estas observacdes sugeriram a idéia de que a obesidade esta
associada com disfuncdo endotelial, estando esta possivelmente relacionada com a
resisténcia a insulina (STEINBERG et al., 1996). Estudo publicado com o mesmo

modelo de resisténcia a insulina utilizado no presente trabalho, ou seja, em ratos
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com obesidade induzida por glutamato monossoddico, mostrou a melhora da
reatividade vascular com o uso da metformina por duas semanas (FONSECA et al.).

O achado mais marcante no presente estudo foi a observagcdo do efeito
benéfico da metformina em reduzir o remodelamento vascular e atenuar a deposicao
acentuada de colageno perivascular. De fato, sensibilizadores de insulina tém
demonstrado capacidade de reverter a resisténcia a insulina no miocardio e, por
conseguinte, reduzir a injuria miocardica (SIDELL et al., 2002; YUE et al., 2005). O
efeito cardioprotetor da metformina tem sido atribuido a redugao da sintese de
colageno por fibroblastos cardiacos através da inibicdo do fator transformador de
crescimento (TGF)-beta(1) e reducao dos niveis circulantes e miocardicos do fator
de necrose tumoral-alfa (TNF-a) (WANG et al.,, 2010; XIAO et al.,, 2010).
Recentemente foi relatada uma melhora de estrutura e funcédo cardiacas provocada
pela metformina que foi associada ao aumento da producdo de 6xido nitrico e
inibicdo da sintese de proteinas induzida pela angiotensina Il nos cardiomiécitos
(ZHANG et al.).

Efeitos anti-inflamatérios poderiam também ser provocados por
sensibilizadores de insulina, apesar de nenhuma evidéncia comprovada. Reducdes
das citocinas pro-inflamatérias e das moléculas de adesdao dos mondcitos podem
beneficiar a fungdo endotelial na macro e na microcirculacdo (MATSUMOTO et al.,
2008). No estudo A Diabetes Outcome Progression Trial (ADOPT), a metformina foi
capaz de reduzir os niveis de proteina C-reativa, porém este efeito foi associado a
mudancas no peso (KAHN et al., 2010). Em estudos randomizados controlados, a
metformina parece ser moderadamente efetiva em reduzir o indice de massa
corporal e a resisténcia a insulina em criangas e adolescentes obesos nao diabéticas
com hiperinsulinemia em um curto prazo (PARK et al., 2009; WIEGAND et al., 2010).
Independentemente da melhora nas anormalidades metabdlicas, um efeito direto da
metformina na fungéo vascular tem sido proposta por alguns autores (VERMA et al.,
1996; KATAKAM et al.,, 2000). Por outro lado, recentemente foi relatado que a
metformina ndao tem nenhum efeito inibidor sobre a proliferacdo de células
musculares lisas vasculares avaliada pela incorporagao de timidina e contagem de
células (LITTLE et al., 2007). Niveis plasmaticos de glicose foram similares em todos
0s grupos avaliados no presente trabalho. Este achado corrobora um aparente efeito
vasoprotetor da metformina independente de sua eficacia na redugéo de glicose no

sangue.
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O estudo The Diabetes Prevention Program (THE DIABETES PREVENTION
PROGRAM., 1999; KNOWLER et al., 2002), feito com 3234 pacientes, proporcionou
uma oportunidade unica para a avaliagcdo da metformina. Foram envolvidos mais de
3000 participantes com intolerancia a glicose, cuidadosamente seguidos e colocados
de forma randomizada em uma mudanca intensa no estilo de vida, associada ao uso
da metformina ou placebo. Este trabalho pontuou duas questdes principais: a
prevaléncia da sindrome metabdlica na linha de base da populagéo do ensaio e se
alguma das intervengbes reduziu a incidéncia de novos casos de sindrome
metabdlica, comparando com o uso do placebo (ADLER & TURNER, 1999). Apds
trés anos de acompanhamento, observou-se que mudangas radicais na alimentagao
e no estilo de vida produziram os efeitos mais marcantes, com uma reducéo de 58%
no desenvolvimento de diabetes tipo 2. Por outro lado, os pacientes que nao
conseguiram mudadar seus habitos foram beneficiados pelo efeito da metformina,
reduzindo o risco em 31%, em comparagédo aos que fizeram uso de placebo, que
obtiveram a reducao de 11% (ADLER & TURNER, 1999).

O efeito mediador da metformina, que espelha o padrao de resultados para
0 ensaio geral de diabetes em termos de prevengdao ou atraso no surgimento,
ressalta ainda mais o valor preferencial de estilo de vida como abordagem inicial
para a prevencao da sindrome metabdlica e suas complicagbes cardiovasculares.
Muitos autores indicam a hiperinsulinemia como um fator compensatorio da
elevacao da resisténcia a insulina e como o fator responsavel pelo aumento do risco
cardiovascular. Todavia, ainda nao existem provas consistentes desta alegagao
(DESPRES et al.,, 1996). Neste estudo, optou-se por usar um modelo obeso com
resisténcia a insulina, a fim de avaliar o surgimento de alteragdes morfoldgicas nos
vasos, que aumentam o risco cardiovascular, independentemente do surgimento de
diabetes melito tipo 2. Esta proposta foi baseada em varios trabalhos que
demonstraram que o aumento nos niveis de insulina provocam um efeito pro-
hipertréfico nas células musculares lisas dos vasos assim como a alteragdo na
funcao endotelial (STEINBERG et al., 1996; GUSTAFSON et al., 2007).

Existe uma forte correlagdo entre marcadores de disfungdo endotelial,
inflamacao cronica leve da parede vascular e o risco de doenga aterotrombdtica
(STEHOUWER et al., 2002). Em pacientes com diabetes melito tipo 2, o uso de
metformina por um curto espagco de tempo provocou a melhora dos marcadores de

disfungao inflamatdria, que sado altamente relacionados a alteragées do controle
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glicémico (DE JAGER et al., 2005). Tanto nos estados de resisténcia insulinica
como em pacientes diabéticos, a metformina tem efeito vasoprotetor (HSUEH &
QUINONES, 2003). Considerando que a disfungdo vascular €& a primeira
manifestacdo do processo aterotrombético, talvez a intervengdo precoce com
metformina seja importante para diminuir o risco do desenvolvimento de diabetes
melito tipo 2 e de complicagdes cardiovasculares.

Freemark e colaboradores mostraram que a terapéutica com metformina por
seis meses provocou uma pequena, porém estatisticamente significativa, diminuigéo
do indice de massa corporal em adolescentes sem restricdo caldrica, quando
comparados com pacientes tratados com placebo. A reducédo dos niveis de leptina
sérica nos pacientes do sexo feminino que usaram metformina sugere que a
diminui¢cdo do indice de massa corporal esta associado a diminuicdo de massa
gorda (FREEMARK & BURSEY, 2001).

Matsumoto e colaboradores mostraram a melhora da fungdo endotelial e da
atividade vasomotora em ratos tipo OLETF que receberam tratamento crénico ou
agudo com metformina, sugerindo que ha supressdo da produgdo de
vasoconstritores prostandides, um efeito pelo menos parcialmente mediado via
proteina quinase ativada por adenosina monofostafo (AMPK) (MATSUMOTO et al.,
2008). O presente estudo mostrou a melhora no remodelamento adverso das
arteriolas do miocardio apds o tratamento com metformina. Embora a avaliacido do
mecanismo nao tenha sido alvo deste trabalho, o efeito benéfico da metformina pode
estar relacionada a melhora da fungdo endotelial através de varios fatores, entre
eles a ativagao da AMPK.

Neste experimento, ficou evidente a disparidade da resposta morfolégica dos
vasos miocardios e dos vasos renais ao tratamento com metformina. Observou-se
que, apesar de uma tendéncia para um remodelamento vascular hipertréfico nos
animais obesos, ndo houve uma resposta estatisticamente significativa na atenuagéo
do remodelamento das arteriolas renais com a metformina. De forma semelhante,
Grassi e colaboradores encontraram a diminuicdo do lumen em artérias, € uma
menor reacdo a vasodilatacdo apds o estimulo com a acetilcolina em pacientes
obesos com resisténcia a insulina, quando comparados com um grupo nao-obeso,
porém sem significancia estatistica (GRASSI et al., 2010). Por outro lado, o estudo
morfoldgico renal obteve como principal resultado o aumento da area glomerular no

grupo de ratos obesos, que pode ser explicado pelo inicio do processo de
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glomeruloesclerose e pelo aumento da taxa de filtragdo glomerular, que ja foram
descritos na nefropatia relacionada a obesidade (KASISKE & NAPIER, 1985;
CHAGNAC et al., 2000).
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6 CONCLUSAO

Nos ratos com obesidade induzida pelo glutamato monossddico, que
desenvolveram resisténcia a insulina na 16 semana de vida, as alteracbes
cardiacas foram mais proeminentes do que as alteragdes renais. No coragédo foram
observados sinais de remodelamento vascular hipertréfico nas pequenas artérias
intramiocardicas e evidéncias de fibrose miocardica mais proeminente na area
perivascular. Nos rins desses animais obesos, o remodelamento das arteriolas
intrarrenais foi menos intenso, mas foi constatato um aumento da area glomerular,
podendo indicar uma alteragao precoce mais funcional do que estrutural. Estas
alteracbes cardiovasculares e renais associadas com a obesidade induzida por
glutamato monossédico foram, pelo menos parcialmente, atenuadas com o uso de
metformina durante seis semanas. Estes achados sugerem que a metformina,
aumentando a sensiblidade periférica a insulina, pode ser benéfica na prevencao de

complicagdes cardiacas, vasculares e renais associadas com a obesidade.
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Abstract

Background: Human obesity has been associated with alterations of vascular
structure, especially in large and medium arteries, but the effects of insulin-
sensitizers are not well known.

Methods: Twenty five male Wistar rats received subcutaneous injections of
monosodium glutamate (MSG) or an equivalent volume of vehicle from the second to
the sixth day after birth, At 16 weeks of age, five MSG rats started receiving an oral
treatment with metformin (300 mg/kg) which was maintained for six weeks,
composing five groups: control 16 weeks (CON-16), MSG 16 weeks (MSG-16),
control 22 weeks (CON-22), MSG 22 weeks (MSG-22), and MSG plus metformin 22
weeks ( MET-22). Systolic blood pressure (BP) was verified weekly. The lumen
diameter and media thickness, media cross-sectional area (CSA) and growth index
of the intramyocardial arterioles were measured. Cardiac interstitial and perivascular
collagen density were also evaluated.

Results: Systolic BP was significantly increased in the MSG-22 comparing to MSG-
16 group. Insulin resistance was confirmed by HOMA-IR index and metformin-treated
group presented reduction of insulin levels at week 22. The morphology analysis
showed greater media-to-lumen ratio and CSA in the obese groups, which were
reduced by the metformin treatment. Connective tissue deposition in the perivascular
region of the left ventricle was significantly higher in the obese groups which was
attenuated by metformin.

Conclusions: Hypertrophic vascular remodeling and cardiac collagen deposition
were significantly evident in MSG-induced obese rats. Metformin treatment was able
to reduce insulin resistance and attenuated this adverse cardiac and vascular
remodeling.

Key Words: obesity, insulin resistance, collagen, cardiac fibrosis, vascular

remodeling, metformin
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Introduction

The prevalence of overweight and obesity has markedly increased over the past two
decades, growing rapidly from Western societies to the rest of the world (1, 2). The
INTERHEART study demonstrated that obesity is one of the nine modifiable risk factors
accounting for more than 90% of myocardial infarction risk (3). Thus, considering obesity as
a risk factor for cardiovascular disease, the comprehension of underlying pathological
changes linking obesity with heart disease is essential. A recent evaluation of Framingham
Study participants stratified by body mass index and waist circumference indicated that
individuals with generalized or abdominal obesity had a high prevalence of subclinical
disease which partly contributed to the increased cardiovascular risk associated with excess
adiposity in these subjects (4).

Recent studies have shown that human obesity is associated with alterations of
vascular structure and function, especially in large and medium arteries (5, 6). Structural
alterations of subcutaneous small resistance arteries, as indicated by an increased media-to-
lumen ratio, are frequently present in hypertensive and or/diabetic patients. These vascular
changes may represent the earliest alterations in these subjects and present a strong prognostic
significance (7, 8). In severe obese normotensive subjects, Grassi et al recently showed that
subcutaneous small resistance arteries undergo profound structural modifications
characterized by a hypertrophic process, probably secondary to vascular smooth muscle cell
growth (9).

The administration of monosodium glutamate (MSG) to newborn rats provokes
hypothalamic injury, leading to neuronal loss that impairs insulin and leptin signaling
resulting in obesity (10, 11). The MSG-induced obesity model exhibits most features
observed in human obesity such as abdominal obesity, insulin resistance, and

hyperinsulinemia. In this experimental model, fat accumulation and insulin resistance
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contribute to alterations in microvascular reactivity independently of the presence of type 2
diabetes or hypertension (12).

In addition to its insulin-sensitizing effects, previous data indicate that metformin
improves vascular function through a direct mechanism rather than by restoring metabolic
abnormalities (13). Thus, it seems that metformin has a direct effect predominantly on
vascular function. In this study, we investigated the effects of metformin on cardiac vascular
remodeling and collagen deposition in rats that developed insulin resistance and central

deposits of fat after MSG treatment.

Material and Methods

This protocol was approved by the Ethical Committee for Animal Research of the
Institute of Biomedical Sciences, University of Sao Paulo (Protocol n.007/04) and conforms
to the Guide for the Care and Use of Laboratory Animals (NIH Publication No. 85-23, revised
1996). Twenty five male Wistar rats received subcutaneous injections of MSG (4.0mg/g body
weight) dissolved in 0.9% NacCl or an equivalent volume of vehicle from the second to the
sixth day after birth. At 16 weeks of age, five MSG rats started receiving an oral treatment
with metformin (300 mg/kg) which was maintained for six weeks. Thus, the study was
composed by five groups (n=5 for each): control 16 weeks (CON-16), monosodium glutamate
16 weeks (MSG-16), control 22 weeks (CON-22), monosodium glutamate 22 weeks (MSG-
22), and monosodium glutamate plus metformin 22 weeks ( MET-22). Systolic blood pressure
(BP) was verified weekly in conscious rats through the non-invasive method of the tail cuff
plethysmography (Letica LE 5100, Panhab, Barcelona, Spain). The average of three pressure

readings was obtained.
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Image analysis of the vascular structure

After sacrifice, the heart was removed and fragments of the left ventricle were placed for 48h
at room temperature in fixative (formaldehyde 4% in 0.1M phosphate buffer pH 7.2) (14), and
then embedded in Paraplast plus (Sigma, St. Louis, USA), sectioned at Sum thickness, and
stained with hematoxylin-eosin and picro sirius red. Five fields per section, five sections per
organ, totaling 125 fields per group were analyzed by video microscopy. The lumen diameter
and media thickness of the intramyocardial arterioles that appeared circular on cross section
were measured using the Image Pro Plus analysis software version 5.01 (Media Cybernetics,
Silver Spring, USA) in a Olympus BX51 microscope with LC Evolution digital camera.
Media cross-sectional area (CSA) was obtained by subtraction of the internal CSA from
external CSA: CSA = (1/4) x (De” - Di®), where De and Di were external and lumen
diameters, respectively. Growth index was calculated as (CSA- CSA.)/CSA., where CSA,
and CSA; are media cross-sectional areas of control and treated (MSG + metformin) vessels,

respectively.

Collagen quantification in the heart

The heart was fixed and processed for paraffin embedding as previously described.
Tissue sections were dewaxed with ethanol and stained with 0.5% Sirius red. Perivascular
collagen was normalized by dividing the CSA of intramyocardial arterioles occupied by
collagen by the luminal area of the vessel. Interstitial collagen density was evaluated in two
different regions of the LV, including the subepicardial and the subendocardial myocardium.
From each of 3 nonconsecutive serial sections, about 10 fields in each region of the heart were

randomly selected and recorded (%20 objective).
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Data Analysis

Values were expressed as mean £SEM. The values were compared by one-way
ANOVA followed by a Tukey post-test. A value of P<0.05 was considered statistically
significant. All statistical analyses were performed using Prism for Windows, version 5.0

(GraphPad Software, Inc.).

Results

The Lee index was statistically higher in MSG groups which also presented greater
values of retroperitoneal white adipose tissue when compared to control groups (Table 1).
There was no significant difference in systolic BP when comparing MSG to control groups.
However, the systolic BP was significantly increased in the MSG-22 comparing to MSG-16
group (12242 vs 108+2 mmHg, p<0.05), and MET-22 group (118+1 mmHg) showed lower
BP levels without reaching statistical significance (Figure 1A). At week 16, despite normal
plasma glucose levels, insulin resistance was confirmed as indicated by a higher HOMA-IR
index (Figure 1B, 1D). The metformin-treated group presented reduction of insulin levels and

showed improvement in the insulin resistance tests at week 22 (Figure 1C, 1D).

Vascular structure

The morphology analysis showed similar diameter of the intramyocardial arterioles
among all the groups and greater media thickness in the obeses groups, which was reduced by
the metformin treatment. In the obese groups by observing an increased media-to-lumen ratio
which was reduced by metformin. Media cross-sectional area was also increased in MSG
groups compared to control groups resulting in a elevated growth index suggesting in a

hypertrophic vascular remodeling in these animals (Table 1).
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Cardiac collagen deposition

Interstitial connective tissue deposition in the perivascular region of the left ventricle
was significantly higher in the obese groups which was attenuated by metformin. Collagen
deposition in the subendocardial and subpericardial areas was also higher in MSG-treated rats

but did not reach statistical significance (Table 1, Figure 2).

Discusssion

To our knowledge, there is no consistent data about the structure of small arteries in
the heart of obese animals yet. The present study was able to demonstrate a hypertrophic
vascular remodeling of intramyocardial arterioles and cardiac fibrosis associated with obesity
and insulin resistance. More importantly, these structural cardiovascular changes were
attenuated by metformin treatment.

Insulin resistance has been recognized as an important risk factor for the development
of cardiovascular disease. MSG-treated rat is a model of obesity characterized by insulin
resistance associated or not with hypertension, depending on the animal’s age (11). In this
study, there was no significant difference in systolic BP of obese animals in comparison with
corresponding controls. However, the notable BP increase in older MSG-treated rats
compared to younger animals confirms that obesity may not initially change BP but
hypertension can develop after a short time. Increased plasma levels of corticosterone might
contribute to BP raise in this model (15). Moreover, a recent study demonstrated an
association between increased BP and products of COX-2 in MSG-treated rats, indicating a

possible role for prostaglandins in the interaction of hypertension with inflammatory process

in MSG-induced obesity (16).

It has been recently shown that severe human obesity is associated with changes in the

structure and function of small arteries. Independently from the presence of hypertension and
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diabetes, obese patients have shown to present increased media-to-lumen ratio and increased
media cross-sectional area of subcutaneous small resistance arteries (9). These data indicate
that obesity is associated with structural vascular changes, mainly characterized by
hypertrophic vascular remodeling. In agreement with this, the present study evidenced an
increased media cross-sectional area of intramyocardial arterioles in MSG groups resulting in
an elevated growth index which indicates a hypertrophic vascular remodeling in the heart of
these animals. The mechanism by which obesity, insulin resistance and/or hyperinsulinemia
determine vascular disease is not clear yet. The hypertrophic remodeling observed in our
study could be attributed to the proliferative effects of insulin on vascular smooth muscle cells
(17, 18). The increased release of norepinephrine associated with visceral obesity may also
promote vascular hypertrophy (19, 20). In addition, a chronic state of low-grade inflammation
residing in the adipose tissue provokes inhibitory effects on insulin sensitivity in the liver and
peripheral tissues, and increased release of proinflammatory cytokines by adipose tissue could
promote vascular wall inflammation and hypertrophic response (21). Visceral adipose tissue
can produce numerous cytokines, such as monocyte chemoattractant protein 1 (MCP-1) and
interleukin-6 (IL-6) which were correlated with epicardial fat thickness, and may contribute to
diastolic dysfunction in obese patients (22-24).

In the current study, vascular remodeling was assessed in young rats. This was
intentionally done in order to evaluate early vascular disease associated with obesity. Indeed,
obesity in adolescent and young adult men has already been associated with early
atherosclerotic lesions (25). Moreover, long-term follow-up studies have confirmed that
obesity in youth predicts cardiovascular morbidity and mortality (26, 27). Many authors have
assumed that hyperinsulinemia, as a compensatory mechanism arising from elevated insulin
resistance, is responsible for increased cardiovascular risk, but the evidences of this

relationship have been inconsistent (28, 29). In fact, HOMA-IR and other insulin resistance
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indexes, rather than insulin concentrations per se, have been more associated with
cardiovascular risk and outcomes (30).

The increased collagen deposition in the perivascular area of the left ventricle in
MSG-treated animals in this study indicated initial process of cardiac fibrosis induced by
obesity and/or insulin resistance. Accordingly, increased interstitial fibrosis has been
described in the heart of different animal models of obesity such as Zucker rats and transgenic
mice (31, 32). In ob/ob mice, fibrosis was observed mainly in the perivascular region as we
evidenced in our obese rats. The mechanisms are not known but the fibrotic response may be
in part due to local activation of the renin-angiotensin system as treatment of animals with
angiotensin converting enzyme inhibitors result in regression of fibrosis (33, 34).
Replacement fibrosis might follow apoptotic cardiomyocyte death but a recent study using
high-fat diet-induced insulin resistant rat model of obesity did not detect significant
differences in apoptosis despite cardiomyocyte dysfunction (35). At last, regulation of
myocardial extracellular matrix by adipokines may play a role in obesity (36). Serum markers
of cardiac collagen turnover have been shown to be elevated in obese individuals and
increased matrix metalloproteinase-9 activity in the left ventricle seems to be an early trigger
of adverse cardiac remodeling (37, 38). Furthermore, leptin signaling may also contribute to
cardiac extracellular matrix regulation in obesity since leptin was able to increase procollagen
type III and I'V although not changing total collagen synthesis (39).

The most remarkable finding in our study was the beneficial effect of metformin in
reducing vascular remodeling and attenuating cardiac collagen deposition. In fact,
pharmacological sensitizers have been shown to reverse myocardial insulin resistance and
thus reducing myocardial injury (40, 41). The cardioprotective effects of metformin have been
lately attributed to the inhibition of collagen synthesis by cardiac fibroblasts trough

impairment of transforming growth factor (TGF)-beta(1) and reductions in tumor necrosis
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factor-a of circulating and myocardium levels (42, 43). It has recently reported an
improvement of cardiac structure and function provoked by metformin which was associated
with increased nitric oxide production and inhibition of protein synthesis induced by
angiotensin II in cardiomyocytes (44). Anti-inflammatory effects could also be speculated for
insulin sensitizers although there is no confirmatory evidence. Reductions in pro-
inflammatory cytokines and monocyte adhesion molecules, and improved glycation status
may benefit endothelial function in the macro- and microvasculature (45). In A Diabetes
Outcome Progression Trial (ADOPT), metformin was able to reduce C-reactive protein but
this favorable outcome was correlated with changes in weight (46). In randomized controlled
trials, metformin seemed to be moderately effective in reducing body mass index and insulin
resistance in non-diabetic hyperinsulinemic obese children and adolescents in the short term
(47, 48). Regardless of improving metabolic abnormalities, a direct effect of metformin on
vascular function has been proposed by some authors (13),(49). On the other hand, it has
recently shown that metformin had no inhibitory effect on human vascular smooth muscle cell
proliferation assessed by thymidine incorporation and cell counting (50). Plasma glucose
levels were very similar among all the groups in the current study. This finding supports an
apparent vasoprotective effect of metformin independent of blood glucose-lowering efficacy.
In conclusion, hypertrophic vascular remodeling and cardiac collagen deposition were
predominant in MSG-induced obese rats. Metformin treatment was able to reduce insulin
resistance and to attenuate this adverse cardiac and vascular remodeling. Further studies are
necessary to identify the exact mechanisms involved in this pathological alterations and to

correlate with unfavorable outcomes.
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Table 1. Obesity parameters, vascular morphometry of intramyocardial arterioles and cardiac

collagen deposition in all groups.

CON-16  MSG-16 CONT-22  MSG-22 MET-22
Lee index, % 20.0+0.2 %O;LT 205:0.1 3124027 30.2+0.1%
g"fgggeﬁtoneal WAL, 0072007 281+0.11° 1135021  2.626043  2.24:0.23
Lumen diameter, pm 32.3+1.7 34.243.3 35.9+2.3 34.7+2.4 33.9+1.3
Media thickness, pm 12.6£0.6 149409  10.9+04  14.5+0.6°  11.5+1.0
Media-lumen ratio, %  30.242.0  39.9+3.7°  29.5+12  39.8+1.3"  31.5+0.9
Media CSA, x10°um®>  12.5£0.5  14.940.9  10.9+0.4  14.5+0.6°  11.5+1.0
Growth index, % - 19.2 - 33.0 5.5
Myocardial collagen

- subendocardial, % 2.1£0.8 4.1+0.3 4.0+£0.3 4.840.8 3.0+0.1

- subpericardial, % 2+0.3 3+0.2 2+0.4 4+0.5 4+0.5

- perivascular, % 0.80£0.05  1.19+0.19  0.83+£0.06 1.39+0.06  1.02+0.04

Data are expressed in mean = SEM. WAT, white adipose tissue; CSA, cross-sectional area.
p<0.05, p<0.01 and p<0.001 vs respective control groups; "p<0.01 vs MSG-22
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